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(57) Rezumat:

1

Inventia se refera la biotehnologie, si
anume la un procedeu de conservare a tulpinii
Bacillus cereus var. fluorescens cu activitate
antifungica.

Procedeul, conform inventiei, prevede
cultivarea tulpinii  Bacillus cereus var.
fluorescens CNMN-BB-07 pe un mediu
nutritiv in decurs de 48 ore la temperatura de
28...30°C, resuspendarea intr-un  mediu

2

constituit din lapte degresat si 12% de
zaharoza cu un titru de 102...10%, congelarea
rapida la temperatura de -20°C, liofilizarea si
pastrarea la temperatura de + 4°C.

Rezultatul constd In majorarea activitatii
antifungice a tulpinii dupa pastrare.

Revendicari: 1



(54) Process for conservation of Bacillus cereus var. fluorescens strain with

antifungal activity

(57) Abstract:
1

The invention relates to biotechnology,
particularly to a process for conservation of
Bacillus cereus var. fluorescens strain with
antifungal activity.

The process, according to the invention,
provides for the cultivation of Bacillus cereus
var. fluorescens CNMN-BB-07 strain on a
nutrient medium for 48 hours at a temperature
of 28...30°C, resuspension in a medium

2

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

The result consists in increasing the
antifungal activity of the strain after storage.

Claims: 1

(54) Cnioco6 xoncepBupoBanus mramma Bacillus cereus var. fluorescens ¢

AHTHQYHIAJIBLHON AKTHBHOCTHIO

(57) Pedepar:

Nzo0perenue OTHOCHTCS K
OUOTEXHOJNIOTMH, a HWMEHHO K Crocoly
KoHcepBupoBaHus ImTamma Bacillus cereus

var. fluorescens ¢ autudyHrambHOM
AKTUBHOCTBIO.
Crioco0, COTJIaCHO n300peTeHuIo,

npenycMaTpuBaeT KynpTuBHpoBanue Bacillus
cereus var. fluorescens CNMN-BB-07 Ha
MUTATENIbHONW cpefie B TeueHue 48 uyacoB Mpu
temnepatype 28...30°C, pecycneHIupoBaHHE

2
B Cpele, CocTosled U3  00E3KUPEHHOrO
Mooka u 12% caxapossi ¢ Tutpom 107%...10°°,
OBICTPOE 3aMOpaXKHMBAaHUE IPHU TEMIEPAType
-20°C, smodunuzanuio W XpaHeHHE IpH
temrepatype + 4°C.

PesynbraT COCTOMT B  TOBBIIIEHUU
aHTHU(YHTAILHON aKTUBHOCTH INTaMMa II0Cie
XpaHEeHHUSI.

I1. popmymsr: 1
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Descriere:

Inventia se referd la biotehnologie, si anume la un procedeu de conservare a
tulpinii Bacillus cereus var. fluorescens cu activitate antifungica, si anume asupra
diferitor tulpini de fungi fitopatogeni ca: Fusarium oxysporum, Fusarium solani,
Alternaria alternata, Botrytis cinerea si Aspergillus niger ce provoaca diferite boli la
plantele de culturd. Datorita capacitatii de sporire a activitatii antifungice, procedeul
poate fi utilizat la conservarea microorganismelor pe un termen indelungat si
utilizarea acestora ca agenti de protejare a plantelor de cultura de infectarea cu
fitopatogeni.

Afectarea plantelor de cultura de cétre fitopatogeni duce la scaderea productivitatii
lor, la micgorarea recoltei, precum si la diminuarea calitatii produsului obtinut.
Utilizarea microorganismelor in calitate de agenti cu proprietdti antimicrobiene
pronuntate asupra fitopatogenilor permite atat majorarea productivitatii plantelor, cat
si imbunatatirea calitatii produsului.

In prezent este cunoscut un procedeu de stimulare a activititii antifungice a tulpinii
Bacillus cereus var. fluorescens CNMN-BB-07 asupra fungilor fitopatogeni in urma
liofilizérii, utilizdind ca mediu protector succinat de Na + 12% zaharoza, in rezultatul
caruia, dupa 6 ani de pastrare, zonele de inhibitie a patogenilor au atins valori de
15,0...25,0 mm, in dependenta de test-cultura studiata [1].

Dezavantajul acestui procedeu constd in aceea ca proprietatile antifungice sunt
slabe si mai putin pronuntate dupa pastrarea indelungata.

Problema pe care o rezolva prezenta inventie constd in elaborarea unui procedeu
de stimulare a activitatii antifungice a tulpinii Bacillus cereus var. fluorescens
CNMN-BB-07, in urma liofilizarii, cu utilizarea unui mediu protector ce asigura
stimularea proprietatilor antifungice asupra fitopatogenilor, dupa 6 ani de pastrare.

Procedeul revendicat constd in conservarea tulpinii Bacillus cereus var.
fluorescens CNMN-BB-07 cu capacitate antifungica prin liofilizarea acesteia,
utilizind mediul de protectie lapte degresat + 12% zaharoza. Zonele de inhibitie a
cresterii fitopatogenilor, dupa 6 ani de la conservare, ating valori de 31,0 mm pentru
Fusarium oxysporum, 33,7 — Fusarium solani, 30,7 — Alternaria alternata, 28,7 —
Botrytis cinerea si 24,3 mm — Aspergillus niger.

Procedeul de conservare a tulpinii Bacillus cereus var. fluorescens cu activitate
antifungica prevede cultivarea tulpinii Bacillus cereus var. fluorescens CNMN-BB-07
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 zaharozd cu un titru de
10...10°, congelarea rapidd la temperatura de -20°C, liofilizarea si pastrarea la
temperatura de + 4°C.

Rezultatul constd in majorarea activitatii antifungice a tulpinii dupa pastrare, si
anume stimularea evidenta a proprietatilor antifungice asupra fitopatogenilor
Fusarium oxysporum, Fusarium solani, Alternaria alternata, Botrytis cinerea si
Aspergillus niger dupd 6 ani de pastrare, acestea fiind mai inalte fata de solutia cea
mai apropiatd. Zonele de inhibitie a cresterii fitopatogenilor obtinute in rezultatul
liofilizarii, cu utilizarea mediului protector succinat de Na + 12% zaharoza (solutia
cea mai apropiatd), variaza de la 15,0...25,0 mm pentru tulpinile F. oxysporum, F.
solani, A. alternata B. cinerea si A. niger, iar zona de inhibitie determinatd cu
utilizarea procedeului propus in inventie variaza intre 24,3...33,7 mm, ceea ce
depaseste de pana la 1,62 ori caracteristicile analoage obtinute conform celei mai
apropiate solutii.

Rezultatul tehnic al inventiei este conditionat de faptul cd, in calitate de mediu
protector pentru liofilizarea tulpinii Bacillus cereus var. fluorescens CNMN-BB-07 se
utilizeaza lapte degresat + 12% zaharoza. Proprietatile antifungice evidente sunt
asigurate datorita resuspendarii tulpinii in mediul dat, care asigurd un efect protector
fatd de socurile osmotice si termice si nu permite acestora de a influenta negativ
sinteza metabolitilor cu activitate antifungica.
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Exemplu de realizare a inventiei

Se prepara mediul nutritiv agarizat King B cu urmétorul continut al ingredientelor:
peptond — 20,0 g; glicerina — 15,0 mL; K;HPO, — 1,5 g; MgSO,4-7H,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 reinsamanteaza tulpina Bacillus cereus var. fluorescens CNMN-BB-07,
dupa 48 ore de incubare la +28...30°C, cultura se resuspenda in mediul protector lapte
degresat + 12% zaharozi pana la titrul de 10®...10°, se repartizeazi cite 1,0...2,0 mL
de suspensie in flacoane si se congeleazd 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 urmatoarea componenta (g/L): zaharoza — 30,0; NaNO; — 3,0; KH,PO, —
1,0; MgSO,-7H,0 - 0,5; KCI — 0,5; FeSO, — 0,01; agar — 20,0; apa distilata 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.

Determinarea activitdtii antifungice a tulpinii Bacillus cereus var. fluorescens
CNMN-BB-07 dupa 6 ani de la liofilizare pe mediul protector lapte degresat + 12%
zaharoza a fost efectuatd conform metodei de difuziune a metabolitilor prin utilizarea
discurilor de geloza. 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 pronuntate depistate in urma elaborarii procedeului de
conservare si stimulare a activitatii antifungice a tulpinii Bacillus cereus var.
fluorescens CNMN-BB-07 asupra fitopatogenilor prezinta interes din punct de vedere
al extinderii arsenalului de microorganisme cu capacitate antifungicd pronuntata, cu
utilizarea acestora ca agenti de prevenire si protejare a plantelor de cultura.

Rezultatele studiului activitatii antifungice dupad 6 ani de conservare, in urma
liofilizarii tulpinii Bacillus cereus var. fluorescens CNMN-BB-07 utilizand ca mediu
protector laptele degresat + 12% zaharoza, sunt prezentate in tabel, care releva o
activitate mai sporitd fatd de cea mai apropiata 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 1,62 ori
caracteristicile analoage ale procedeului descris in cea mai apropiata solutie.

Tabel
Activitatea antifungica a tulpinii Bacillus cereus var. fluorescens CNMN-BB-07,
dupa 6 ani de conservare 1n stare liofilizatd conform procedeului propus in inventie si
celei mai apropiate solutii

Metoda Zona de inhibitie a fungilor fitopatogeni (mm)
utilizata Fusarium | Fusarium | Alternaria | Botrytis | Aspergillus
oxysporum | solani alternata | cinerea | niger

Conform | Liofilizarea
celei mai | pe  mediul
apropiate | succinat de | 23,0+1,1 25,0£1,1 | 19,3+1,3 | 23,7+#1,7 | 15,0£1,1
solutii Na + 12%
zaharoza

Conform | Liofilizarea
solutiei pe mediul
propuse | lapte

in degresat +
inventie | 12%
zaharoza

31,0+1,1 33,7+1,7 | 30,7+£1,3 | 28,7+2,4 | 24,3+1,7
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Datele din tabel demonstreaza ca zonele de inhibitie determinate conform
procedeului propus in inventie sunt mai mari si le depasesc de pana la 1,62 ori pe cele
descrise in cea mai apropiata solutie.

Proprietatile depistate ale tulpinii Bacillus cereus var. fluorescens CNMN-BB-07,
liofilizatd conform procedeului revendicat, prezintd interes din punct de vedere al
extinderii arsenalului de preparate cu actiune antifungica pronuntata asupra fungilor
fitopatogeni — ddunatori ai plantelor de cultura.
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(57) Revendicari:

Procedeu de conservare a tulpinii Bacillus cereus var. fluorescens cu activitate
antifungica, care prevede cultivarea tulpinii Bacillus cereus var. fluorescens CNMN-
BB-07 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 10®...10°, congelarea rapida la temperatura de -20°C, liofilizarea si pastrarea
la temperatura de + 4°C.
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