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Prezenta inventie se refera la o metoda de biotestare a analogilor de strigolactone
in privinta capacitatii acestora de a induce/stimula producerea compusilor volatili bioactivi
in microorganismele benefice asociate plantelor de cultura, destinat selectarii celor mai
eficienti analogi sintetici, pentru aplicarea ulterioara a acestora in cadrul sistemelor
tehnologice agricole pentru o mai buna exploatare a microbiomului benefic plantelor.

Sunt cunoscute diferite procedee prin care au fost selectati diferiti analogi sintetici de
strigolactone pentru utilizari in agricultura. Denumirea generica de strigolactone se refera la
o serie de produsi de metabolism secundar, derivati caretonoidici sintetizati de radacinile
plantelor, care au rol de endo- si exo-semnale, respectiv de hormoni care controleaza
dezvoltarea plantelor, si de semnale in rizosfera pentru alte organisme (Xie et al. 2010,
Annual Review of Phytopathology, 48: 93-117).

RO 128889 B1 descrie o tulpina de Trichoderma harzianum Td50b care prezinta
antagonism fata de unii agenti patogeni ai culturilor de plante datorita sintetizarii de compusi
volatili cu activitate antifungica, precum si un procedeu de selectie rapida a acestor tulpini
de microorganisme antagoniste fata de agentii fitopatogeni, cum ar fi Rhizoctonia solanii si
Fusarium graminearum. Procedeul presupune parcurgerea urmatoarelor etape: distribuirea
aseptica a unui mediu agarizat, care contine, ca principala sursa de carbon, un derivat de
celuloza, intr-o placa cu 24 godeuri; inocularea mediului agarizat cu 5 izolate de testat,
distribuite randomizat, si mentinerea unor godeuri martor neinoculate; acoperirea cu o folie
de plastic sterila, care permite schimbul de gaze; incubarea timp de 3 zile la 25°C;
depunerea placii cu 24 godeuri, in care s-au dezvoltat izolatele de testat, peste o alta placa
cu 24 godeuri cu mediu agarizat, in care a fost crescuta timp de 2 zile o ciuperca
microscopica, agent fitopatogen, fata de care se testeaza antagonismul izolatelor; incubarea
timp de 5 zile la 25°C a placilor reunite, cu placa cu mediu cu izolate de Trichoderma
deasupra placii cu ciuperca fitopatogena de testat, separate intre ele de folia de plastic ce
permite schimbul de gaze; determinarea cresterii ciupercii fitopatogene test prin analiza
imaginii placii de microtitrare preluate de un sistem de fotodocumentare, si calcularea
procentului de inhibitie cu ajutorul formulei: (A1-An)/A1 x 100, unde A1 este suprafata
acoperita de agentul fitopatogen in varianta martor netratat, iar An este suprafata acoperita
de agentul fitopatogen in varianta in care a fost confruntat cu compusii volatili produsi de
unul dintre izolatele de testat; analiza statistica a rezultatelor prin analiza variantei si
identificarea eventualelor izolate active, datorita producerii de compusi volatili; inundarea
mediului agarizat pe care au crescutizolatele de Trichoderma cu o solutie de Rosu de Congo
0,1% si, dupa 5 min, inlaturarea solutiei de rosu de Congo si spalarea cu o solutie NaCl 1 M
pentru 20 min; evidentierea zonelor clare de celuloliza in jurul coloniilor de Trichoderma
producatoare de celulaze.

RO 127470 A2 descrie un procedeu cu randament inalt in trierea izolatelor de
microorganisme antagoniste fitopatogenilor, prin urmarirea reactiei celor din urma atunci
cand sunt expusi la compusi care difuzeaza, proveniti din culturile mai multor izolate testate.
in cadrul procedeului, mediile lichide specifice diferitelor microorganisme antagoniste
fitopatogenilor de testat au fost hidrogelifiate cu pelete de poloxamer 407/Pluronic
F127(BASF AG), lasate peste noapte pentru hidratare, omogenizate, sterilizate prin
autoclavare la 121°C timp de 20 min si racite pentru lichefiere pana la 4°C.

In lucrarea “The synthetic strigolactone GR24 influences the growth pattern of
phytopathogenic fungi” - Evgenia Dor, Daniel M. Joel, Yoram Kapulnik, Hinanit Koltai,
Joseph Hershenhorn - Planta (2011) 234: 419-427 este demonstrata influenta analogilor
de strigolactone, cu exemplificare pe solutie acetonica de GR24 de diferite concentratii,
omogenizata pe un mediu de cultura agarizat, asupra dezvoltarii microorganismelor
fitopatogene (Fusarium sp., Sclerotinia sp.).
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Steinkellner et al. 2007 (Molecules, 12, 1290-1306) nu au evidentiat ramificari hifale
ale unei tulpini de Trichoderma sub actiunea GR24, GR24 fiind presupus a difuza dintr-un
disc Tmbinat cu solutie acetonica. Dar in cazul ciupercilor microscopice asociate/benefice
pentru plante, care au si un stadiu saprofit de dezvoltare (cum sunt, de exemplu, tulpinile de
Trichoderma), efectul exo-semnalelor de rizosfera nu este obligatoriu sa se reflecte in
modificari morfologice. Ciupercile de micoriza sunt obligat biotrofe, deci germinarea si
dezvoltarea lor ulterioara (inclusiv prin ramificari hifale) este determinata de prezenta
radacinilor plantelor gazda si a exo-semnalelor produse de acestea, si mai ales de acele
exo-semnale care indica un deficit/o situatie pentru a carui compensare/contracarare plantele
sunt pregatite sa realizeze asociatii mutualiste/simbiotice. La aceste microorganisme obligat
biotrofe pe sistemul radicular al plantelor gazda, exo-semnalele produse de sistemul
radicular determina modificari morfologice, dar la microorganismele benefice/asociate
plantelor de cultura care au competenta saprofita, exo-semnalele au un rol chemo-atractant
sau de inducere a unor caracteristici biochimice/fiziologice (prin activarea unor gene care
codifica caractere implicate in interactia cu plantele).

Documentul US 8101171 B2 prezinta biotestarea si utilizarea strigolactonelor
naturale, strigoi, alectrol, sorgolactone, orobanchol, sau a analogilor lor sintetici, GR7, GR24,
Nijmegen1, dimetilsorgolactone, pentru ameliorarea interactiei simbiotice dintre ciupercile
producatoare de endo-micorize (AM) si plantele cultivate. Biotestul utilizat implica
determinarea intensificarii respirafiei sporilor de micoriza sub actiunea analogilor de
strigolactone. O varianta mai simpla de biotestare a acfiunii analogilor de strigolactone
asupra sporilor ciupercilor de endomicoriza este cea de determinare a inducerii ramificarii
hifale (Akiyama et al. 2005, Nature, 435, 824-827).

US 8980795 B2 se refera la analogi de strigolactone obtinuti prin sinteza biochimica
in vitro sila utilizarile acestor compusi pentru a determina germinarea suicidara a semintelor
de buruieni parazite (in absenta radacinilor plantelor gazda/capcana pentru semintele
buruienilor parazite). Biotestul utilizat implica germinarea semintelor pre-conditionate de
Striga hermonthica.

Brevetul FR 2930402 B1 descrie un procedeu de biotestare si utilizare a analogilor
de strigolactone pentru a controla cresterea plantelor. Aplicarea se realizeaza prin injectarea
unei cantitati de cel putin 1 nM, necesara pentru inhibarea cel putin unei ramificatii a
ramurilor plantelor, din urmatorii compusi: strigol; acetat de strigol; orobanchol; acetat de
orobanchol; 5-deoxistrigol; sorgolactone; alectrol; 3-[[(2,5-dihidro-3-metil-2-oxo-5-furanil)
oxi]metilen]-3,3a,6,6a-tetrahidrociclopenta-[bJfuran-2-one (GR7); 3-[[(2,5-Dihidro-3-metil-2-
oxo-5-furanil)oxilmetilen]-3,3a, 4,8b-tetrahidroindeno[1,2-b]furan-2-one (GR24); 2-(1-metilen-
3-o0xo-1,3-dihidroizo-indol-2-il)-3-(4-metil-5-ox0-2,5-dihidrofuran-2-iloxi) metil acrilat
(Nijmegen 1), dimetilsorgolactone, sau amestecuri ale acestora.

Un dezavantaj al biotestelor realizate pentru determinarea efectelor strigolactonelor
asupra diferitelor microorganisme este determinat de utilizarea mediilor agarizate,
semnificativ hidrofile, pentru a determina efectul biologic determinat de difuzia/incorporarea
in mediu a unor compusi puternic hidrofobi. Uniformizarea unui compus hidrofob intr-un
mediu agarizat implicd mentinerea o perioada de timp lunga, la o temperatura de peste 50°C,
a unor compusi bioactivi care au, prin definiie, o legatura labila enol-eter intre inelele
aromatice C si D, strict necesara pentru activitatea biologica (Smith si Waters, 2012,
Current Biology, 22: R924-R927). Aceastd modalitate de inglobare a strigolactonelor
hidrofobe in medii agarizate este asociatd cu un semnificativ risc de distrugere a unor
compusi foarte dificil de sintetizat, cu labilitate mare si nu garanteaza distribuirea uniforma
a strigolactonelor.
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Strigolactonele au si rolul de exo-semnale cu rol in formarea asociatjilor mutualiste,
ca un ,strigdt de ajutor" in rizosfera (L6pez-Raez et al. 2011, Botany, 89: 513-522). in cazul
unui microorganism benefic pentru plantele de cultura, Pseudomonas putida KT2440, s-a
demonstrat un efect chemoatractant si de favorizare a colonizarii rizosferei sub actiunea
benzoxazinoidele (de exemplu DIMBOA, 2,4-dihidroxi-7-metoxi-2H-1,4-benzoxazin-3(4H)-
ona), compusi produsi de graminee ca raspuns la diferitele forme de stres (Neal et al. 2012,
PLoS ONE 7, e35498). In cazul aceleasi bacterii benefice plantelor, P. putida KT2440, s-a
demonstrat o amplificare a expresiei genelor implicate in colonizarea rizosferei si in
stimularea plantelor, sub influenta exo-semnalele specifice rizosferei plantelor (Fernandez
et al. 2013, Microbial Biotechnology, 6, 307-313).

Sunt necesare, deci, bioteste prin care sa se evidentieze efectul strigolactonelor/
analogilor de strigolactone asupra exprimarii unor caracteristici ale microorganismelor,
fiziologice/biochimice, benefice pentru plante. Compusi volatili produsi de microorganisme
au fost implicati in: inducerea rezistentei sistemice de catre rizobacterii (Farag et al. 2013.
Journal of Chemical Ecology, 39: 1007-1018); inhibarea agentilor fitopatogeni (Kai et al.
2007, Archives of Microbiology, 187: 351-360); biostimularea plantelor (Lopez-Bucio et
al. 2015, Scientia Horticulturae, 196: 109-123).

Problema tehnica pe care o rezolva inventia este de a utiliza o metoda de selectie
rapida a analogilor de strigolactone, responsabili de stimularea producerii de compusi volatili
bioactivi, de catre microorganismele benefice plantelor.

Este un alt obiect al acestei inventii de a descrie un mediu de gelifiere amfifil, care
sa permita o distribuire a strigolactonelor in mediul de testare uniforma, rapida, fara risc de
degradare.

Metoda conform inventiei presupune parcurgerea urmatoarelor etape:

- distribuirea aseptica la rece, la temperaturi mentinute sub 10°C, a unui mediu de
cultura pentru microorganisme, care este hidrogelifiat tribloc co-polimer, format dintr-un bloc
central hidrofob de polioxipropilena, flancat de doua blocuri hidrofile de polioxietilena, intr-o
placa cu 24 godeuri;

- omogenizarea la rece, la temperaturi mentinute sub 10°C, a solutiilor de analogi de
strigolactone, sterilizate prin ultrafiltrare, in mediul de cultura lichefiat din 12 godeuri, din cele
24 godeuri ale placii de titrare;

- inocularea mediului agarizat cu 3 tulpini de microorganisme, cunoscute pentru
actiunealor biostimulanta datorita producerii de compusi volatili, distribuite randomizat in trei
repetitii, pe medii care confin strigolactone si pe medii care nu contin strigolactone, si
mentinerea unor godeuri martor neinoculate;

- acoperirea placii cu 24 godeuri cu o folie de plastic sterila care permite schimbul de
gaze si incubarea timp de 48 h la 25°C;

- depunerea placii cu 24 godeuri in care s-au dezvoltat izolatele de testat peste o alta
placa cu 24 godeuri pe care se afla sistemul biologic fata de care se testeaza compusi volatili
biologic activi;

- incubarea timp de 2...7 zile la 25°C a placilor reunite, cu placa cu tulpinile cu mediu
hidrogelifiat care confine strigolactone deasupra placii pe care se afla sistemul biologic fata
de care se testeaza compusi volatili biologic activi, separate intre ele de folia de plastic care
permite schimbul de gaze;

- determinarea efectului asupra sistemului biologic prin analiza imaginii placii de
microtitrare cu 24 godeuri, preluate de un sistem de fotodocumentare, si calcularea
procentului de efect biologic, de stimulare sau inhibare, cu ajutorul formulei: (A,-A,)/A x 100,
unde A, este suprafata sistemului biologic in varianta martor neinoculat, iar A, este suprafata
sistemului biologic in varianta in care a fost confruntat cu compusii volatili produsi de
microorganisme;
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- analiza statistica a rezultatelor prin analiza variantei si identificarea analogilor de
strigolactone care au produs modificari ale capacitatii tulpinilor de a biosintetiza compusi
volatili bioactivi.

Solutia de analog de strigolactona este distribuita in concentratji finale cuprinse intre
107 si 10° M.

Sistemul biologic este reprezentat de ciuperci microscopice, agenti fitopatogeni,
culturi de 2 zile provenite din inocularea a 10" propagule/ml pe mediu agarizat, fata de care
se testeaza efectul strigolactonelor in ceea ce priveste producerea de volatile cu efect
inhibitor de catre microorganismele benefice, timp de 2 zile, sau plantule de Arabidopsis
thaliana sau grau, provenite din seminte germinate aseptic timp de 3 zile, fata de care se
testeaza efectul biostimulator al compusilor volatili produsi de microorganismele benefice sub
actiunea strigolactonelor, pentru o perioada de timp de 7 zile.

Metoda conform inventiei prezinta urmatoarele avantaje:

- asigura o stabilitate crescuta pentru strigolactonele distribuite la rece, la temperaturi
de sub 10°C, intr-un mediu hidrogelifiat cu tribloc co-polimer, format dintr-un bloc central
hidrofob de polioxipropilena, flancat de doua blocuri hidrofile de polioxietilena, care are
proprietati de gelifiere inversa, fiind lichid la temperaturi scazute, si sub forma de gel la
temperatura camerei;

- determina o distribuire uniforma a strigolactonelor hidrofobe in structura amfifila a
agentului de hidrogelifiere, cu o mobilitate superioara la interfata dintre structurile micelare
specifice gelurilor de tribloc co-polimer, format dintr-un bloc central hidrofob de
polioxipropilena, flancat de doua blocuri hidrofile de polioxietilena;

- permite randamente inalte de screening, pentru un interval mare de concentratii ale
analogilor de strigolactone in mediu de cultura;

- genereaza date prin care se selecteaza cei mai eficienti analogi sintetici de
strigolactone, utilizabili in cadrul sistemele tehnologice agricole pentru o mai buna exploatare
a microbiomului benefic plantelor;

- detecteaza influenta analogilor de strigolactone asupra producerii de compusi
volatili, care au fie actiune de biostimulare a dezvoltarii plantelor, fie actiune de inhibare a
cresterii agentilor fitopatogeni.

In continuare, sunt prezentate exemple de realizare a inventiei, care o ilustreazé fara
a o limita.

Exemplul 1

Se prepara un decoct de cartofi, prin fierberea a 200 g de cartofi, spalati bine de
resturile de pamant, dar nedecojiti, si taiati in cuburi cu latura de aproximativ 1 cm, in
aproximativ 1 | de apa distilata, pentru 30 min. Se filtreaza decoctul prin panza de tifon dubla
si se adauga 20 g de glucoza (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SUA). Se aduce la 1000 ml cu
apa distilata. Mediul se hidrogelifieaza prin depunerea unor pelete dintr-un tribloc co-polimer,
care este format dintr-un bloc central hidrofob de polioxipropilena, flancat de doua blocuri
hidrofile de polioxietilena (Poloxamer 407/Pluronic® F127, BASF AG, Ludwigshafen,
Germania). Se introduc 30 g de Poloxamer 407 in 70 ml mediu decoct de cartof-dextroza si
se lasa peste noapte la frigider pentru hidratare si omogenizare. Mediul se sterilizeaza prin
autoclavare la 121°C timp de 20 min, dupa care se raceste pentru lichefiere pana la 4°C.
Poloxamerul 407 are proprietati de gelifiere termoreversibile. Solutiile de 30% Poloxamer 407
sunt lichide la temperaturi mai mici de 15°C si se solidifica la temperaturi mai mari de 15°C.

Mediul se distribuie aseptic la rece, la temperaturi care sunt mentinute sub 10°C,
intr-o placd cu 24 godeuri (CELLSTAR®, Greiner Bio-One, Kremsmunster, Austria). in
fiecare placa se distribuie cate 2,97 ml mediu lichefiat la rece. Se omogenizeaza in mediu.
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Se omogenizeaza la rece cate 30 pl de solutie acetonicad de 10° moli de GR24 -
(3aR*,8bS*,E)-3-(((R*)-4-metil-5-ox0-2,5-dihidrofuran-2-iloxi)metilen)-3,3a,4,8b-tetrahidro-2H-
indeno [1,2-b]furan-2-ona (Chiralix, Nijmegen, Olanda). Se mentine la temperaturi sub
10°C, iar solutia acetonica se omogenizeaza in 12 din cele 24 godeuri ale placii de titrare (un
godeu da, un godeu nu). In celelalte godeuri sunt distribuiti cate 30 ul de acetoné, care nu
contin analogi de strigolactone.

Se inoculeaza mediul agarizat cu cate 30 ul continand 10" propagule per ml, din
urmatoarele tulpini de microorganisme, cunoscute pentru actiunea lor biologica datorita
producerii de compusi volatili: Trichoderma asperelum Td36b, NCAIM (P) F 001434,
Brevibacillus parabrevis B50, NCAIM (P) B 001413, Trichoderma harzianum Td50b, NCAIM
(P) F 001412, si la care s-a identificat un raspuns pozitiv la analogii de strigolactone. Orice
alte tulpini de microorganisme care au capacitatea de a produce compusi volatili si raspund
pozitiv la strigolactone se pot utiliza in cadrul acestui procedeu.

Tulpinile se inoculeaza randomizat in trei repetitii, pe medii care contin strigolactone
si pe medii care nu contin strigolactone, cu mentinerea unor godeuri martor neinoculate. Se
acopera placa cu 24 godeuri cu o folie de plastic sterila care permite schimbul de gaze
(Breathe-Easy™ sealing membrane, Z380059 Sigma, Sigma-Aldrich, St. Louis, Mo, SUA).
Se incubeaza placa cu microorganismele inoculate timp de 48 h la 25°C.

In paralel, se cultivd 2 zile fitopatogenul test Rhizoctonia solanii ATCC 66873
(American Type Culture Collection, Manassas, VA, SUA, apar{inand grupului de anastomoza
hifala AG-4), pe o alta placa de microtitrare cu 24 godeuri, fiecare continand 3 ml de mediu
cartof - glucoza - agar, inoculat cu 0,03 ml de suspensie de R. solanii continand 10’
propagule per ml (suspensie reconstituita din miceliu cultivat pe mediu cartof - glucoza
lichid).

Se depune placa cu colonii de tulpini de microorganisme, cunoscute pentru actiunea
lor biologica datorita producerii de compusi volatili, peste placa cu 24 godeuri pe care se afla
cultura de R. solanii, fata de care se testeaza compusi volatili biologic activi, cu mentinerea
foliei de plastic care permite schimbul de gaze. Se incuba cele doua placi reunite timp de
2 zile la 25°C.

Dupa 2 zile se preiau imaginile coloniilor de R. solanii dezvoltate in fiecare godeu,
cu ajutorul unui sistem de fotodocumentare (G-Box Chemi XRQ, Syngene, Cambridge,
Marea Britanie). Imaginile preluate de sistemul de prelevare a imaginii se prelucreaza cu
ajutorul softului specializat, open acces, Colonyzer (Lawless et al. 2010, BMC
Bioinformatics, 11, 287). Se obf{in date tabelare in fisiere de calcul Excel (Microsoft Office,
Microsoft, Redmond, WA, SUA), care se prelucreaza prin analiza variantei.

Din valorile medii relevante statistic se calculeaza procent de efect biologic, de
inhibare, cu ajutorul formulei: (A,-A,)/A, x 100, unde A, este suprafata ocupata de colonia
de R. solanii in varianta confruntata cu martor neinoculat, iar A, este suprafata ocupata de
colonia de R. solanii in varianta in care a fost confruntat cu compusii volatili produsi de
microorganisme.

Se analizeaza statistic rezultatele si se identifica (eventualele) modificari ale
capacitatii tulpinilor de a biosintetiza compusi volatili bioactivi.

Exemplul 2

Selucreazalafel cain exemplul 1, cu urmatoarele diferente: utilizeaza o concentratie
de 10° M de GR24, rezultand o concentratie finala in mediu de 108 M, iar sistemul biologic
fata de care se face testarea este o cultura de Fusarium graminearum DSM4527 .



RO 131933 B1

Exemplul 3

Se lucreaza la fel ca in exemplul 1, cu singura diferenta ca se utilizeaza o
concentratie de 107 M de 3-[[(2,5-dihidro-3-metil-2-oxo-5-furanil)oxi] metilen]-3,3a,6,6a-
tetrahidrociclopenta-[b]furan-2-one (GR7), rezultand o concentratie finala in mediu de 10° M.

Exemplul 4

Se lucreaza la fel ca in exemplul 1, cu singura diferenta ca se utilizeaza o
concentratie de 10° M de analog de strigolactona 3-metil-5-(4-fenilchinazolin-2-il-oxi)-5H-
furan-2-ona, rezultand o concentratie finala in mediu de 107 M.

Exemplul 5

Se lucreaza la fel ca in exemplul 1, cu singura diferenta ca se utilizeaza o
concentratie de 10" M de analog de strigolactona 3-metil-5-(2-pirimidin-4-il-fenoxi)-5H-furan-
2-ona, rezultand o concentratie finala in mediu de 10° M.

Exemplul 6

Se lucreaza ca in exemplul 1, cu urmatoarea diferenta: se utilizeaza ca sistem
biologic de evidentiere a efectelor compusilor volatili plantule de Arabidopsis thaliana,
distribuite cate trei in fiecare godeu, provenite din seminte germinate aseptic timp de 3 zile,
fata de care se testeaza efectul biostimulator al compusilor volatili produsi de micro-
organismele benefice sub actiunea strigolactonelor, pentru o perioada de timp de 7 zile.

Exemplul 7

Se lucreaza la fel ca in exemplul 6, cu singura diferenta ca se utilizeaza o
concentratie de 10”7 M de 3-[[(2,5-dihidro-3-metil-2-oxo-5-furanil)oxi] metilen]-3,3a,6,6a-tetra-
hidrociclopenta-[b]furan-2-one (GR7), rezultand o concentratie finald in mediu de 10° M.

Exemplul 8

Se lucreaza la fel ca in exemplul 6, cu singura diferenta ca se utilizeaza o
concentratie de 10° M de analog de strigolactona 3-metil-5-(4-fenilchinazolin-2-il-oxi)-5H-
furan-2-ona, rezultand o concentratie finala in mediu de 107 M.

Exemplul 9

Se lucreaza ca in exemplul 1, cu urmatoarea diferenta: se utilizeaza ca sistem
biologic de evidentiere a efectelor compusilor volatili plantule de grau, distribuite cate doua
in fiecare godeu, provenite din seminfe germinate aseptic timp de 3 zile, fata de care se
testeaza efectul biostimulator al compusilor volatili produsi de microorganismele benefice sub
actiunea strigolactonelor, pentru o perioada de timp de 7 zile.

Exemplul 10

Se lucreaza la fel ca in exemplul 9, cu singura diferenta ca se utilizeaza o
concentratie de 10° M de analog de strigolactona 3-metil-5-(4-fenilchinazolin-2-il-oxi)-5H-
furan-2-ona, rezultand o concentratie finala in mediu de 107 M.

Aceasta lucrare a fost realizata prin programul Parteneriate Tn domenii prioritare - PN
Il, derulat cu sprijinul MEN - UEFISCDI, proiect PN-II-PT-PCCA-2013-4-0846, contract
159/2014 CERES.
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Revendicare

Metoda de biotestare a analogilor de strigolactone, caracterizata prin aceea ca se
hidrogelifieeaza mediul de cultura al microorganismelor producatoare de compusi volatili, cu
un tribloc co-polimer, format dintr-un bloc central hidrofob de polioxipropilena, flancat de
doua blocuri hidrofile de polioxietilena, peste care se omogenizeaza la rece, la temperaturi
mentinute sub 10°C, solutii de analogi de strigolactone in concentratji finale cuprinse intre
107 si 10 M, se determina efectul inhibitor al solutiilor de analogi de strigolactone asupra
unor ciuperci microscopice, agenti fitopatogeni, culturi de 2 zile provenite din inocularea a
10" propagule/ml pe mediu agarizat si efectul biostimulator al compusilor volatili produsi de
microorganismele benefice asupra unor plantule de Arabidopsis thaliana sau grau, provenite
din seminte germinate aseptic timp de 3 zile, pentru o perioada de timp de 7 zile.
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