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(57) Rezumat:

1

Inventia se referd la biotehnologie, si
anume la un procedeu de conservare a tulpinii
Pseudomonas  auraniaca cu  activitate
antifungica.

Procedeul, conform inventiei, prevede
cultivarea tulpinii Pseudomonas aurantiaca
CNMN-PsB-08 pe un mediu nutritiv in decurs
de 48 ore la temperatura de 28...30°C,
resuspendarea intr-un mediu constituit din

2

lapte degresat si 12% de zaharoza cu un titru
de 10®...10°, congelarea rapida la temperatura
de -20°C, liofilizarea §i pastrarea la
temperatura de + 4°C.

Rezultatul constd in majorarea activitatii
antifungice a tulpinii dupa pastrare.

Revendicari: 1



(54) Process for conservation of Pseudomonas aurantiaca strain with antifungal

activity

(57) Abstract:
1

The invention relates to biotechnology,
namely to a process for conservation of
Pseudomonas aurantiaca strain with antifungal
activity.

The process, according to the invention,
provides for the cultivation of Pseudomonas
aurantiaca CNMN-PsB-08 strain on a nutrient
medium for 48 hours at a temperature of

2

28...30°C, resuspension in a medium
consisting of skim milk and 12% of sucrose
with a titer of 10%...10°, rapid freezing at
-20°C, lyophilization and storage at +4°C.

The result is to increase the antifungal
activity of the strain after storage.

Claims: 1

(54) Cnocod koHcepBHpOBaHus mTamma Pseudomonas aurantiaca ¢

AHTH(QYHIAJIBbHON AKTHBHOCTHIO

(57) Pedepar:

Uzo0perenue OTHOCHUTCS K
OMOTEXHOJIOTMM, a WMEHHO K CII0co0y
KOHCEepBUpOBaHMs ITamma  Pseudomonas
aurantiaca ¢ aHTu(YHIraJIbHOH aKTUBHOCTBIO.

Crioco0, COTJIaCHO n300peTeHuIo,
npelycMaTpuBaeT KyJbTUBUPOBaHHE
Pseudomonas aurantiaca CNMN-PsB-08 na
MUTATENIbHONW cpefie B TeueHue 48 uyacoB Mpu
temnepatype 28...30°C, pecycneHIupoBaHHE
B cpenme, cocrosimied M3 00€3)KUPEHHOrO

2
Monoka u 12% caxapossi ¢ Tutpom 107%...10°°,
OBICTPOE 3aMOpa)KMBaHHWE TIPH TEMIIEPATYpe
-20°C, smodunuzanuio W XpaHeHHE IpH
temrepatype + 4°C.

PesynbraT COCTOMT B  TOBBIIIEHUU
aHTH(YHTAIFHON aKTUBHOCTH INTaMMa I10Cie
XpaHEeHHUSI.

I1. popmymsr: 1
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Descriere:

Inventia se referd la biotehnologie, si anume la un procedeu de conservare a
tulpinii Pseudomonas auraniaca cu activitate antifungica.

Inventia poate fi utilizatd in fitopatologie, si anume pentru stimularea activitatii
antifungice a tulpinii Pseudomonas aurantiaca CNMN-PsB-08 asupra fungilor
fitopatogeni ca: Fusarium oxysporum, Fusarium solani, Alternaria alternata, Botrytis
cinerea si Aspergillus niger ce provoaca diferite boli la plantele de cultura. Datoritd
capacitatii de pastrare §i sporire a activitatii antifungice, la conservarea
microorganismelor pe un termen indelungat, utilizarea acestora ca agenti de protejare
a plantelor de cultura previne infectarea cu fitopatogeni.

Afectarea plantelor de culturd de catre fitopatogeni duce la scaderea productivitatii
lor, micsorarea recoltei §i diminuarea calitdtii produsului obtinut. Astfel, utilizarea
microorganismelor in calitate de agenti cu proprietdti antimicrobiene pronuntate
asupra fitopatogenilor ar permite atdt majorarea productivitatii plantelor, cat si
imbunatatirea calitatii produsului, metoda dovedindu-se a fi eficienta si ecologica.

In prezent este cunoscut un procedeu de stimulare a activittii antifungice a tulpinii
Pseudomonas aurantiaca CNMN-PsB-08 asupra fungilor fitopatogeni in rezultatul
liofilizarii utilizdnd ca mediu protector succinat de Na + 12% zaharozi. in urma
realizarii procedeului, dupa 6 ani de pastrare, zonele de inhibitie a patogenilor au atins
valori de 21,3...23,0 mm, in dependentd de test-cultura studiatd. Dezavantajul
procedeului consta in aceea cd proprietatile antifungice ale tulpinii sunt relativ slabe
dupa pastrarea indelungata [1].

Problema pe care o rezolva prezenta inventie constd in stimularea activitatii
antifungice a tulpinii Pseudomonas aurantiaca CNMN-PsB-08, in urma liofilizarii, cu
utilizarea unui mediu protector ce asigura stimularea proprietatilor antifungice asupra
fitopatogenilor, dupd 6 ani de pastrare.

Procedeul de conservare a tulpinii Pseudomonas auraniaca cu activitate
antifungica prevede cultivarea tulpinii Pseudomonas aurantiaca CNMN-PsB-08 pe un
mediu nutritiv in decurs de 48 ore la temperatura de 28...30°C, resuspendarea intr-un
mediu constituit din lapte degresat si 12% de zaharozi cu un titru de 107%...10°,
congelarea rapida la temperatura de -20°C, liofilizarea si pastrarea la temperatura de
+4°C.

Rezultatul consta in majorarea activitatii antifungice a tulpinii dupa pastrare.

Rezultatul se datoreaza liofilizarii tulpinii Pseudomonas aurantiaca CNMN-PsB-
08, utilizind mediul de protectie lapte degresat + 12% zaharoza. Zonele de inhibitie a
cresterii fitopatogenilor, dupad 6 ani de la conservare, ating valori de 25,7 mm pentru
Fusarium oxysporum, 26,0 — Fusarium solani, 25,3 — Alternaria alternata, 27,0 —
Botrytis cinerea si 20,0 mm — Aspergillus niger.

Rezultatul constad in stimularea activitatii antifungice a tulpinii Pseudomonas
aurantiaca CNMN-PsB-08 care permite amplificarea evidentd a proprietatilor
antifungice asupra fitopatogenilor Fusarium oxysporum, Fusarium solani, Alternaria
alternata, Botrytis cinerea si Aspergillus niger dupa 6 ani de pastrare, acestea fiind
mai inalte fata de cea mai apropiata solutie. Zonele de inhibitie a cresterii
fitopatogenilor obtinute in rezultatul liofilizarii cu utilizarea mediului protector
succinat de Na + 12% zaharoza, cea mai apropiata solutie, variaza de la 21,3...23,0
mm pentru tulpinile F. oxysporum, F. solani, A. alternata si B. cinerea si lipseste
pentru tulpina A. niger, iar zonele de inhibitie determinate cu utilizarea procedeului
propus in inventie variaza intre 25,3...27,0 mm pentru tulpinile F. oxysporum, F.
solani, A. alternata si B. cinerea si 20,0 mm pentru tulpina A. niger, ceea ce depaseste
de péna la 1,2 ori caracteristicile analoage obtinute conform prototipului.

Rezultatul tehnic al inventiei este conditionat de faptul ca pentru prima data in
calitate de mediu protector pentru liofilizarea tulpinii Pseudomonas aurantiaca
CNMN-PsB-08 se utilizeaza laptele degresat + 12% zaharoza. Proprietatile
antifungice evidente sunt asigurate prin resuspendarea tulpinii in mediul dat, care
asigurd un efect protector fatd de socurile osmotice §i termice §i nu permite acestora
de a influenta negativ sinteza metabolitilor cu activitate antifungica.



10

15

20

25

30

35

40

MD 1056 Y 2016.07.31

4

Exemplu de realizare a inventiei

Se prepard mediul nutritiv agarizat King B cu urmatorul continut al ingredientelor:
peptond — 20,0 g, glicerina — 15,0 ml, K,HPO, — 1,5 g, MgSO,-7H,0 — 1,5 g, agar —
15,0 g, apa distilata pana la 1,0 litru, pH-ul = 7,0...7,2. Pe mediul preparat, in tuburi
inclinate, se insamanteaza tulpina Pseudomonas aurantiaca CNMN-PsB-08, dupa 48
ore de incubare la temperatura de 28...30°C, cultura se resuspenda in mediul protector
lapte degresat + 12% zaharoza pand la titrul de 10®...10°, se repartizeazi cate
1,0...2,0 m de suspensie in flacoane si se congeleaza rapid la -20°C, dupa care probele
se liofilizeaza. Probele liofilizate sunt sigilate si plasate in frigider la temperatura de
+4°C. Dupa 6 ani de conservare in stare liofilizatd tulpina se reinsamanteaza pentru a
determina activitatea antifungica.

Paralel se pregatesc culturile de fungi fitopatogeni care sunt inoculate pe mediul
Czapek cu urmétoarea componenta (g/L): zaharoza — 30,0, NaNO; — 3,0, KH,PO, —
1,0, MgS0O,-7H,0 - 0,5, KCI - 0,5, FeSO, — 0,01, agar — 20,0, apa distilatd pana la
1,0 litru, pH-ul = 7,0...7,2. Suspensia de spori a fungilor fitopatogeni cu titrul
107...10° se reinsamanteaza submers in placile Petri.

Activitatea antifungica a tulpinii Pseudomonas aurantiaca CNMN-PsB-08 dupa 6
ani de la liofilizare pe mediul protector lapte degresat + 12% zaharoza a fost
determinata conform metodei de difuziune a metabolitilor prin utilizarea discurilor de
gelozd. in calitate de culturi de referinta in experimentul ,,in vitro” au fost folosite
tulpinile fitopatogene de micromicete: Fusarium oxysporum, Fusarium solani,
Alternaria alternata, Botrytis cinerea si Aspergillus niger. Dupa 4...5 zile de incubare
se masoara zonele de inhibitie, aparente in jurul discurilor de geloza.

Proprietatile antifungice, depistate in urma elaborarii procedeului de conservare si
stimulare a activitatii antifungice a tulpinii Pseudomonas aurantiaca CNMN-PsB-08
asupra fitopatogenilor, prezinta interes din punct de vedere al extinderii arsenalului de
microorganisme cu capacitate antifungica pronuntata, cu utilizarea acestora ca agenti
de prevenire si protejare a plantelor de cultura.

Rezultatele studiului activitdtii antifungice dupd 6 ani de conservare, in urma
liofilizarii tulpinii Pseudomonas aurantiaca CNMN-PsB-08 utilizand ca mediu
protector laptele degresat + 12% zaharoza, sunt prezentate in tabel, care releva o
activitate mai sporitd fatd de cea mai apropiatd solutie. Astfel, datele experimentale
obtinute demonstreaza ca procedeul revendicat manifestd activitate antifungicd mai
sporitd fatd de fitopatogenii Fusarium oxysporum, Fusarium solani, Alternaria
alternata, Botrytis cinerea si Aspergillus niger, care depaseste de pana la 1,2 ori
caracteristicile analoage ale procedeului descris in cea mai apropiata solutie.

Tabel

Activitatea antifungica a tulpinii Pseudomonas aurantiaca CNMN-PsB-08, dupa 6

ani de conservare 1n stare liofilizatd conform inventiei si celei mai apropiate solutii

Procedeul Zona de inhibitie a fungilor fitopatogeni (mm)
utilizat Fusarium | Fusarium | Alternaria | Botrytis | Aspergillus
oxysporum | solani alternata | cinerea | niger
Conform Liofilizarea
celei  mai | pe mediul
apropiate succinat de | 21,3+0,7 22,0£1,1 | 21,3£0,7 | 23,0£1,1 | —
solutii Na + 12%
zaharoza
Conform Liofilizarea
procedeului | pe mediul
propus lapte 257424 | 26,0+1,1 | 253+0,7 | 27,011 | 20,0¢1,1
degresat +
12%
zaharoza

Datele din tabel demonstreaza cd zonele de inhibitie determinate conform
procedeului propus sunt mai mari si le depasesc de pana la 1,2 ori pe cele descrise
conform celei mai apropiate solutii, iar pentru tulpina Aspergillus niger zona de
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inhibitie lipseste in cazul utilizarii celei mai apropiate solutii si atinge valoarea de 20,0
mm la utilizarea procedeului propus in inventie.

Proprietatile depistate ale tulpinii Pseudomonas aurantiaca CNMN-PsB-08
liofilizate, conform procedeului revendicat, prezintd interes din punct de vedere al
extinderii arsenalului de preparate cu actiune antifungicd pronuntata asupra fungilor
fitopatogeni, daunatori ai plantelor de cultura.
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(57) Revendicari:

Procedeu de conservare a tulpinii Pseudomonas aurantiaca cu activitate
antifungica, care prevede cultivarea tulpinii Pseudomonas aurantiaca CNMN-PsB-08
pe un mediu nutritiv in decurs de 48 ore la temperatura de 28...30°C, resuspendarea
intr-un mediu constituit din lapte degresat si 12% de zaharoza cu un titru de
108...10°, congelarea rapida la temperatura de -20°C, liofilizarea si pastrarea la
temperatura de + 4°C.
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