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EFECTUL UNOR BIOSTIMULATORI CIANOBACTERIENI ASUPRA GERMINARII

SEMINTELOR SI CRESTERII PLANTULELOR DE MENTHA SPICATA L.
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Sunt prezentate si analizate unele realizari din ultimele decenii referitoare la utilizarea de citre mai multi autori a
macroalgelor marine in calitate de surse producdtoare de biostimulatori pentru sporirea cresterii plantelor de cultura si
majorarea rezistentei lor la secetd si la alti factori abiotici. Cianobacteriile, de rand cu algele marine si microalgele, pre-
zintd un interes sporit din punct de vedere aplicativ, datoritd componentei biochimice valoroase, precum si capacitatii de
producere a unor metaboliti, inclusiv fitohormoni, aminoacizi, exopolizaharide etc. In lucrare este prezentat un studiu de
caz cu evaluarea efectului unor biostimulatori naturali, elaborati in baza filtratelor, rezultat de la cultivarea cianobacteriilor
Spirulina platensis si Calothrix marchica asupra germinarii semintelor si cresterii plantulelor plantei aromatice Menta
spicata L. in primele 15 zile dupa germinare.
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THE EFFECT OF SOME CYANOBACTERIAL BIOSTIMULANTS ON SEED GERMINATION AND

GROWTH OF MENTA SPICATA L. SEEDLING

Some achievements from the last decades regarding the use of marine macroalgae by numerous authors as sources
of biostimulants producers to increase the growth of crop plants and their resistance to drought and other abiotic factors
are presented and analysed. Cyanobacteria, next to seaweed and microalgae, are of increased interest for applied agri-
culture due to their valuable biochemical composition, as well as the ability to produce metabolites, including
phytohormones, amino acids, exopolysaccharides, etc. A case study is presented assessing the effect of natural bio-
stimulants, based on filtrates resulting from the cultivation of cyanobacteria Spirulina platensis and Calothrix marchica
on the seeds germination and growth of aromatic plant Menta spicata L. seedlings in the first 15 days after germination.

Keywords: biostimulants, algae, cyanobacteria, filtrate, eco agriculture, phytohormones, Menta spicata seeds.

Introducere

in ultimele decenii in randurile specialistilor care activeazi in domeniul agriculturii, precum si al cerceta-
torilor care promoveaza agricultura durabila se observa un interes sporit fatd de explorarea unor noi surse na-
turale de substante cu rol de stimulare a cresterii plantelor [1-3]. Definitia stiintifica de biostimulatori vegetali a
fost propuséa de Kauffman si al., care mentioneaza ca acestia sunt materiale, altele decat ingrasamintele, care
promoveaza cresterea plantelor, fiind administrate in cantitati diminuate [4]. Aceastd definitie a fost completata
mai recent de Jardin si sustinutd de alti autori. Astfel, ca biostimulator este definita orice substanta sau micro-
organism aplicat plantelor cu scopul de a spori eficienta nutritionald, toleranta la stres abiotic si/sau caracte-
risticile calitatii plantelor de culturd [S]. Prin extensie, biostimulatorii vegetali desemneaza, de asemenea, si
produse comerciale care contin amestecuri de astfel de substante si/sau microorganisme. Definitia propusa de
Jardin este sustinuta si de alti autori prin argumente legate de cunostintele stiintifice despre natura, modurile
de actiune si tipurile de efecte ale biostimulatorilor asupra plantelor de cultura si horticole [6]. Mai mult ca
atat, definitia propusa vine sa contribuie la acceptarea biostimulatorilor prin viitoarele reglementéri la nivelul
UE, precum si in vederea armonizarii regulamentelor locale cu cele europene, trasand distinctia dintre biosti-
mulatori si ingrasdminte, pesticide sau agenti de control.

Pe parcursul a catora decenii in calitate de agenti de protectie impotriva contaminarii mediului cu metale
grele si alti poluanti, precum si de prevenire a riscurilor ecologice in agricultura durabild, au fost valorificate
macroalgele marine pentru a satisface atat obiectivele economice, cat si cele ecologice [1].

Algele marine sunt organizate taxonomic in trei grupuri mari si distincte, bazate pe culoarea talului: Chlo-
rophyta (alge verzi), Rhodophyta (alge rosii) si Ochrophyta — Phaeophyceae (alge brune). Ele acumuleaza
amidon in interiorul celulelor lor ca depozit de energie si de alte polizaharide diferite ale lantului molecular.
Algele verzi produc ulvan si contin caroten, xantofile si clorofile a si b (ceea ce sustine ideea ca sunt stramosii
plantelor) ca pigmenti. Algele rosii (cele mai frecvente in marile calde) au clorofile a si b si carotenoide, iar
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colorarea lor se datoreaza prezentei in celulele lor a ficoeritrinei (a proteinei-pigment). in algele brune se gasesc
pigmentii fucoxantina, clorofile a si d si carotenoizi, iar ca substante de rezerva — uleiuri si polizaharide (cum ar fi
laminarina si a). La fel ca plantele de pe uscat, algele marine au roluri ecologice similare pe teritoriul acvatic;
unele specii de macroalge pot servi ca bioindicatori ai calitatii apei, iar altele pot efectua bioremedierea prin
bioabsorbtie, bioacumulare si metabolizare.

In numeroase studii pe terenuri agricole a fost utilizati biomasa algala in calitate de ingrasamant. Algele
sunt surse bogate in carbohidrati (inclusiv polizaharide), proteine, minerale si alti compusi chimici, cum sunt
polifenolii, pigmentii vegetali, acizii grasi nesaturati, sterolii si hormonii vegetali.

Produsele cu rol de stimulare a cresterii plantelor comercializate pe piata mondiald sunt obtinute in majo-
ritate din alge brune datorita continutului relativ Tnalt al substantelor bioactive componente ale acestor alge,
uree, acizi humici, fosfat de amoniu, sulfat de potasiu si hormoni de crestere. Polizaharidele de baza ale pere-
telui celular al algelor verzi sunt ulvanele, la algele rosii sunt agaranii si carrageninele. La randul lor, poliza-
haridele algelor brune contin alginati, fucoidani si laminarina in calitate de polizaharide de rezerva [7]. Alte
ingrediente care imbunatatesc cresterea plantelor sunt micro- si macromineralele, betainele si, poate cele mai
importante, fitohormonii [5].

Cel mai utilizat grup de alge in scopul producerii stimulatorilor agricoli sunt astfel de alge marine ca
Ascophyllum nodosum. Mai mult de 50% dintre biostimulatorii propusi contin extracte din Ascophyllum nodosum
[8]. Alte specii care sunt utilizate pentru fabricarea biostimulatorilor de crestere a plantelor sunt Fucus spp,
Laminaria spp., Sargassum spp. sau Turbinaria spp. Algele brune sunt un bun substrat pentru productie,
deoarece pot atinge dimensiuni notabile, sunt disponibile pe parcursul anului si pot fi cultivate cu succes in
laborator si direct pe platforme in mare. Kappaphycus alvarezii este un exemplu de alge rosii care au fost
utilizate in productia de biostimulatori. Dintre algele verzi in conditii de laborator si industriale 1n acest scop
cel mai des este cultivata Ulva spp. Componentele unor astfel de produse pot nu doar influenta procesele de
dezvoltare a plantelor cultivate, dar servesc si ca factori indirecti in calitate de fertilizatori, avand efect asupra
fertilitatii solului sau dezvoltarii microorganismelor solului, implicate in procesele de humificare. Unele dintre
polizaharide, cum ar fi carrageninele algelor rosii, sunt cunoscuti ca mediatori ai stresului la plante [9].

Dintre biostimulatorii obtinuti in ultimii 10 ani din macroalge sunt cunoscuti Kelpak® (din alga bruna
Ecklonia maxima), Goemar BM86® (din alge marine), SeaTop®, Maxicrop®, Seamac® si SuperFifty (din
Ascophylum nodosum), Tri-Kelp (din alge brune Laminaria, Sargassum, Ascrophyllum), Aquasap™ (din alga
rosie Kappaphycus alvarezii), Vegegrow (din alga rosie Kappaphycus alvarezii si algele brune Eucheuma sp.)
si alti stimulatori [8].

in rezultatul studiilor efectuate de unii cercetitori s-a stabilit ci extractele din alge stimuleazi cresterea
plantelor. Biostimulatorii produsi din macro- si microalge au demonstrat capacitatea de a influenta pozitiv
asupra metabolismului plantelor, si anume: respiratiiei, sintezei clorofilei, fotosintezei, sintezei acizilor nucleici,
precum si asupra mecanismelor de absorbtie a ionilor. Astfel de produse imbunatatesc, de asemenea, capaci-
tatea de retinere a apei si formarea de antioxidanti [8,10]. Rezultate interesante au fost observate si in cazul utili-
zarii stimulatorului cu denumirea comerciala Aquasap ™, ce continea extract de alga Kappaphycus alvarezii.
Astfel, la aplicarea lui s-a obtinut un randament de producere mai sporit cu 31,69% la nuci si cu 51,30% la
floarea soarelui, comparativ cu controlul. Administrarea unui extract in concentratii de 5% a condus, de asemenea,
la cresterea continutului de ulei in seminte cu 15,77% pentru floarea soarelui si cu 14,27% pentru nuc. Astfel,
aplicarea biostimulatorului pe baza de alge marine a influentat foarte mult randamentul si calitatea culturilor,
in ceea ce priveste valorile nutritive [11].

In scopul cresterii tolerantei plantelor la secetd, au fost efectuate numeroase studii, in care extractele de
alge brune, in special de Ascophyllum nodosum, precum si de alte macroalge marine, precum Ulva rigida si
Fucus spiralis, au fost utilizate ca tratament foliar, pe plantele de fasole (Phaseolus vulgaris L.) in conditii
de seceta severa si moderata. S-a dovedit ca aplicatiile foliare ale acestor doud extracte de alge marine in con-
centratii de 25% au fost eficiente si au ajutat plantele tratate sa depaseasca stresul, fiind semnalatd o imbuna-
tatire a cresterii vegetative. Activitatea crescutd a enzimelor antioxidante, cum ar fi peroxidaza, superoxid
dismutaza si catalaza, si majorarea continutului de polifenoli pot indica faptul ca extractele de alge au contribuit
la mecanismele de protectie impotriva peroxidarii si la cresterea tolerantei la secetd la plantele de fasole si
Salvia officinalis [12,13].
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Un alt studiu intreprins pe spanac a demonstrat faptul ca administrarea prin aplicare foliara a extractului
de Ascophyllum in regim de irigare normala in conditii de stres indus de secetd a imbunatatit cresterea plante-
lor [14]. Aplicarea extractelor din Ascophyllum nodosum si a fractiunilor lor lipofile la Arabidopsis thaliana
a demonstrat o crestere semnificativa a tolerantei la inghet in timpul testelor in vitro si in vivo. In perioada de
recuperare, dupa perioada de expunere la inghet, plantele tratate cu extracte de alge marine au prezentat o
capacitate cu 70% mai nalta de rezistenta la distrugerea clorofilei, in comparatie cu plantele netratate [15].
Alt experiment referitor la actiunea extractelor algale asupra castravetilor (Cucumis sativus L) la temperaturi
joase a demonstrat faptul ca randamentul de producere, si anume — numarul de plante roditoare, greutatea
fructelor, randamentul/m? si randamentul total — a crescut semnificativ in urma aplicarii foliare a preparatelor
de alge Seaforce si Seamino [16]. In unele cazuri a fost stabilit ca stimulatorii algali ar putea imbunatiti rezis-
tenta unor plante si la alte conditii de stres, inclusiv la salinitate. Astfel, la aplicarea extractelor de Ascophyllum
nodosum in conditii de stres salin modelat Aziz si colaboratorii au observat o diminuare a parametrilor de
crestere a plantei Amaranthus tricolor in probele fard adaos de extract algal, pe cand administrarea extractului
de alge marine prin aplicare foliara in concentratii de 2,5 ml extract la 1 1 apa pe fon de stres salin a stimulat
cresterea, inflorirea si acumularea substantelor la Amaranthus tricolor [17].

Rezultate similare au fost obtinite si de alti cerecetatori la vinete (Eggplant) la administrarea foliara a trei
concentratii diferite de extract de Ascophyllum nodosum pe fon de stres salin [18]. In urma cercetarilor efectuate
s-a observat ca administrarea extractelor de alge a atenuat efectele negative ale salinitatii, fiind totodatd semna-
lata o crestere a activitatii enzimelor antioxidante — superoxidismutaza si peroxidaza ascorbicd. De asemenea,
in cazul tratarii foliare cu extract de Ascophyllum nodosum s-a observat acumularea unor cantitdti mai inalte
de compusi fenolici si clorofild, fiind stimulata si cresterea vegetativa a vinetelor [18].

Un alt experiment pe seminte de ridiche (Raphanus sativus L.), care dupa tratarea cu extracte de alga rosie
Codium taylorii sau Pterocladia capillacea au fost semanate in sol argilos-nisipos si lasate sa creasca timp de
35 de zile, a scos in evidenta ca plantele tratate cu extract sunt mai rezistente la stresul salin [19]. Alti cercetatori
au evaluat particularititile fiziologice si anatomice ale dovleceilor (Cucurbita pepo L.), precum si schimbarile
in compozitia minerala la tratare foliara cu extract de Ecklonia maxima (biopreparat Kelpak). Tratamentul cu
extract de alge marine a imbunatatit randamentul de producere si biomasa de dovlecei [20]. Datoritd compo-
nentei bogate a extractelor algale Tn compusi bioactivi, produsele care contin astfel de extracte pot fi testate
si utilizate la plantele care cresc in conditii de stres, de exemplu: secetd, schimbari de temperatura, salinitate
sau atac patogen (in mare parte fungice sau bacteriene) [21]. Comercial, nu doar biomasa algelor este utilizata
ca biofertilizant, ci si compusii izolati din alge sub forma de substante chimice pure sau extracte care contin
fractii de compusi, cum ar fi polizaharidele si produsele de degradare a acestora. Natura substantelor bioactive
extrase din algele marine, precum §i concentratia compusilor activi depinde de specie, locul de recoltare, ano-
timpul, conditiile de mediu, dar, nu in ultimul rand, si de metoda de extragere folosita.

Realizarile obtinute in domeniul aplicariii algelor marine in calitate de surse de biostimulatori deschid noi
perspective de valorificare in calitate de producatori de biostimulatori si a altor tulpini de microorganisme,
inclusiv cianobacterii si microalge, care la momentul actual raman insuficient cercetate si valorificate. Un rol
important in acest context revine tulpinilor de cianobacterii autohtone, care se gasesc in biocenozele locale si ar
putea fi aplicate cu succes ca surse de biostimulatori pentru majorarea ratei de germinare si de sporire a
cresterii si productivitatii plantelor de culturd. Avantajele utilizarii cianobacteriilor sunt conditionate de urma-
torii factori: (1) ele sunt surse naturale regenerabile, durabile si ecologice, (2) procesul de sinteza este accelerat,
(3) raportul cost-eficienta este net pozitiv, (4) au capacitatea de a asimila gazele de sera, (5) consumul redus
de substante chimice necesare pentru prepararea mediilor nutritive (6) au capacitatea de a fixa azotul atmosferic,
(7) descompun deseurile si reziduurile organice, detoxifiaza metalele grele, pesticidele si alte xenobiotice,
(8) accesibilitatea recuperarii lor din biocenozele locale si conservarea biodiversitatii lor.

In ultimele doua decenii sunt raportate informatii valoroase despre calitatile cianobacteriilor si rolul lor
potential in rezolvarea problemelor agricole si de mediu pentru bunéstarea viitoare a planetei. Cianobacteriile
pot aduce beneficii plantelor si sunt utilizate ca stimulatori in producerea culturilor agricole ca surse de fito-
hormoni, precum acidul giberelic, auxinele, acidul abscisic si citochininele [22-24].

Compozitia algelor si a cianobacteriilor este extrem de bogata in polizaharide, proteine lipide, precum si
in metaboliti secundari, inclusiv fitohormoni. Polizaharidele, in special exopolizaharidele, indeplinesc numeroase
functii biologice, una dintre care este protejarea tulpinii de cianobacterii de la secetd. Continutul total de poli-
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zaharide produse de alge si cianobacterii poate varia de la 4% la 76% din greutatea uscatd a acestor organisme.
Acesti polimeri naturali servesc in alge si cainobacterii drept constituenti majori ai membranelor si peretelui
celular sau ca compusi de depozitare [7,22,25].

Pe langa carbohidrati, proteine, aminoacizi, polizaharide, in compozitia algelor si a cianobacteriilor pot fi
identificati In concentratii foarte mici si fitohormonii care actioneaza ca reglatori ai cresterii si dezvoltarii
plantelor. Cei mai cunoscuti fitohormoni sunt: auxinele, citokinele sau giberelinele; cu toate acestea, exista si
alti compusi care pot influenta cresterea si dezvoltarea organismelor fototoautotrofe. Se considera ca hormonii
vegetali sunt unele dintre cele mai active componente ale extractelor de cianobacterii si alge. Acesti compusi
cu greutate molecularda mica, care provin din grupuri cu structuri chimice diferite, pot afecta metabolismul
plantelor in concentratii foarte mici. Pe de alta parte, in doze mai mari, hormonii plantelor pot provoca efecte
adverse si pot inhiba procesele importante care apar la plante [26]. Unele publicatii stiintifice mai recente
indica faptul ca algele si cianobacteriile contin o concentratie relativ inaltd de macro- si micronutrienti, precum si
de aminoacizi, antibiotice si vitamine, care sunt necesare pentru dezvoltarea si cresterea plantelor terestre [27].

Astfel, biomasa cianobacteriana este considerata o sursa eficientd de bioingragdmant pentru imbunatatirea
caracteristicilor fizico-chimice ale solului, cum ar fi capacitatea de mentinere a apei $i a componentei de mi-
nerale nutritive in terenurile arabile degradate. Ca si alte microorganisme, cianobacteriile sunt aplicate din ce
in ce mai frecvent si ca bioinoculanti pentru imbunatatirea fertilitatii solului si a calitatii mediului [28]. Fiind
introduse 1n sol, cainobacteriile heterocistice sunt capabile sa fixeze azotul atmosferic si sd solubilizeze mine-
ralele, cum ar fi fosfatii.

Sunt raportate rezultatele unor cercetari care indica ca tratarea foliara cu extractul obtinut din Spirulina
platensis a plantelor de grau, irigate cu apa de mare, a fost benefica pentru ameliorarea tolerantei la salinitate
[29].

Produsele ce contin extracte de alge si cianobacterii nu doar ca stimuleaza cresterea si dezvoltarea culturi-
lor, majorand astfel randamentul de producere, dar si imbunatatesc calitatea si valorile nutritive ale plantelor
de cultura.

Un alt studiu intreprins a scos in evidenta faptul ca aplicarea extractului de cianobacteria Spirulina platensis
in anumite dilutii a condus la stimularea germinarii semintelor de ardei Capsicum annum. Aplicarea extractului
concentrat (fara dilutie) a demonstrat o actiune inhibitoare asupra germindrii semintelor. Dilutiile de 2 si 4 ori
(extract de 50% si de 25%, respectiv) au demonstrat un efect pozitiv asupra germinarii semintelor, precum si
asupra lungimii radacinilor si a numarului de radacini laterale. Aceste rezultate confirma posibilitatea produ-
cerii unui biostimulator ecologic cu potential comercial [30].

Dintre lucrarile mai recente referitoare la utilizarea biomasei de macroalge si cianobacterii si a extractelor
acestora in calitate de biostimulatori pot fi mentionate cercetarile lui Michalak si al. (2017) privind efectul
algelor marine asupra germinarii semintelor de ridiche [31], precum si alte studii cu privire la posibilitatea
utilizarii extractului si omogenatului de Spirulina platensis aplicat foliar la cultivarea ridichii. S-a stabilit
timpul optim de inmuiere a semintelor, precum si concentratiile si dozele necesare de extract si de omogenat.
Cele mai inalte rezultate au fost observate pentru omogenatul aplicat la o doza de 300 uL la 1,5 g de seminte
si 15% de extract aplicat sub forma de spray foliar. S-a stabilit si continutul maxim de clorofila in grupul tratat
cu 100 uL de omogenat si 5% de extract [31].

Un alt studiu referitor la utilizarea extractelor obtinute din cianobacteria Arthrospira platensis si din tulpini
algale: Chlorella vulgaris, Isochrysis galbana, Nannochloropsis gaditana (= Microchloropsis gaditana),
Porphyridium cruentum (= P. purpureum), Scenedesmus acuminatus (= Tetradesmus lagerheimii) si Tetraselmis
suiecica din apa unui iaz (Italia) si din apele de coasta ale marii pentru evaluarea efectului lor asupra germinarii
semintelor de creson Lepidium sativum L. a scos 1n evidenta un efect mai sporit in cazul extractului de Arthrospira
platensis [33]. Astfel, putem constata ca rezultatele obtinute de unii cercetatori demonstreaza capacitatea
extractelor obtinute din cianobacteria Spirulina platensis de a stimula procesul de germinare a semintelor si
de crestere a plantelor de cultura.

Totusi, analizand datele din literatura referitoare la valorificarea cianobacteriilor ca surse de biostimulatori
se observd ca sunt intr-un numar foarte limitat studiile referitoare la utilizarea apelor uzate, rezultate de la
cultivarea cianobacteriilor, care ar putea fi valorificate in calitate de stimulatori pentru cresterea plantelor. La
acestea se atribuie cercetarile anterioare efectuate de Lakshmi si Annamalai (2008), care au testat efectul fil-
tratelor de cultura ale unor cianobacterii (alge albastre-verzui) si anume — Anabaena ambigua Rao si Oscillatoria
foreaui Fremi — asupra cresterii unei plante medicinale Withania somnifera Dunal pe diferite tipuri de sol.
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Experimentele efectuate pe teren cu utilizarea ca spray foliar a unor cantitati de filtrate de cultura au imbunatatit
cresterea plantelor in solul argilos nisipos, in comparatie cu solul rosu prin completarea rizosferei plantei.
Concomitent cu cresterea unor parametri studiati (lungimea si diametrul radacinilor laterale, masa verde si
cea uscatd) s-a intensificat si cresterea plantelor Withania somnifera Dunal la utilizarea filtratului de cultura,
obtinut dupa 16 zile de cultivare a cianobacteriei O. foreaui, gratie asimilarii nutrientilor din filtrate [34].

Mai este cunoscuta utilizarea filtratelor rezultate de la cultivarea cianobacteriilor Anabaena oryzae, Nostoc
ellipsosporum si Synechococcus sp pe mediul de cultura BG-11, timp de 21 de zile. Aceste filtrate dupa dializa
contineau gibereline (png/100 ml): 0,71 (Anabaena oryzae), 1,08 (Nostoc ellipsosporum) si -0,66 (Synechococcus sp).
S-a stabilit un efect pozitiv al acestora asupra germinarii semintelor si asupra enzimelor antioxidante din plan-
tule in conditii de laborator [35].

Cercetarile noastre recente referitoare la utilizarea stimulatorilor din filtratele rezultate de la cultivarea
biomasei de cianobacterii Spirulina platensis si Nostoc halophylum la tratarea foliara a plantelor de menta si
busuioc au demonstrat capacitatea acestora de a spori cantitatea de masa vegetala la busuioc cu 25 si 22% si
la menta cu 28 si 25%, respectiv. Rezultatele raportate de noi si de alti autori demonstreaza ca filtratele rezul-
tate dupd recuperarea biomasei de cianobacterii pot servi in calitate de biostimulatori, datoritd prezentei in
componenta lor a macro- i microelementelor, fitohormonilor, aminoacizilor si altor metaboliti [36].

Desi canobacteria Spirulina platensis este explorata pe scara larga la nivel mondial ca obiect biotehnologic
si ca supliment alimentar, totusi raméan inca neutilizate apele reziduale (filtrate), rezultate de la producerea
biomasei, care ar putea fi valorificate 1n calitate de biostimulatori pentru agricultura ecologica.

Scopul prezentei lucrari rezida in studierea efectului biostimulatorilor produsi in baza filtratelor cianobacte-
riilor Spirulina platensis CNMN-CB-11 si Calothrix marchica CNMN-CB-18 asupra germinarii semintelor
de menta si dezvoltarii plantulelor in primele 15 zile dupa germinare.

Material si metode

Cultivarea cianobacteriilor Spirulina platensis CNMN-CB-11 si Calothrix marchica CNMN-CB-18

Tulipina cianobacteriei Calothrix marchica a fost izolata din biocenoze locale, fiind studiate proprietatile
ei fiziologo- biochimice. Ulterior aceasta a fost depozitata in Colectia Nationala de Microorganisme Nepatogene
din cadrul Institutului de Microbiologie si Biotehnologie. Tulpinile cianobacteriilor din colectia laboratorului
,,Ficobiotehnologie” au fost mentinute prin recultivare la fiecare 2-4 sdptamani pe medii nutritive proaspete
la o temperatura care nu depaseste 20°C pe agar (2%) mediu Gromov nr.6 fara azot. Cultura cianobacteriiei
Calotrix marchica pentru utilizare in agricultura a fost cultivata pe mediul BG11 in baloane Erlenmeyer cu
un volum de 2-3 I la o iluminare de 2-3,5 mii lux si la o temperatura de 22-28°C, timp de 14-21 zile. Cultivarea
cianobacteriei Spirulina platensis CNMN-CB-11 s-a efectuat pe mediul nutritiv Zarrouk modificat, la 30-32°C
si la iluminarea 2000-3000 Ix. Cultura a fost agitata periodic in decurs de 21 de zile. Dupa filtrare biomasa a
fost spalata de 2-3 ori cu apa bidistilata, suspendata in apa si congelata. Filtratul rezultat dupa cultivare a fost
colectat si utilizat ca sursa de stimulator.

Determinarea aminoacizilor liberi a fost efectuata cu ninhidrind conform metodei descrise anterior in [37].
La 0,5 ml filtrat s-au adaugat 2 ml H»O bidistilata, apoi 0,5 ml solutie de 0,35% ninhidrina in etanol, dupa care
probele au fost plasate pe baia de apa la 100°C timp de 15 min. Dupa ricire s-au adaugat céte 0,5 ml etanol si
S-a masurat absorbanta la 540 nm. Pentru curba de calibrare a fost utilizata solutia stoc cu concenratia 10 mg/ml
de aminoacizi (valind, lizina, triptofan, acid aspartic, serind). Prin diluarea solutiei stoc au fost obtinute cateva
solutii cu concentratii diferite si a fost determinat coeficientul de recalcul pentru determinarea continutului
de aminoacizi liberi.

Cantitatea de acid indolil acetic produs de cianobacterii a fost determinata prin metoda colorimetrica cu
reagentul Salkowski [38], utilizand in calitate de standard 3-IAA 98% (Sigma-Adrich). Cantitatea de acid
giberelic a fost determinata cu reagentul Folin-Wu, utilizdnd in calitate de standard acidul giberelic > 95%
(Sigma-Adrich) [39].

Determinarea actiunii biostimulatorilor cianobacterieni asupra germinarii semintelor de mentd. Toate
variantele experimentale au fost reproduse in trei repetari cu 25 seminte per experiment. Semintele de menta
au fost transferate in cutii Petri sterilizate cu diametrul de 100 mm, fiind plasate pe hartie de filtru imbibata
cu apd distilatd in cazul probei martor si cu solutii de biostimulatori S1 (filtrat rezultat de la cultivarea ciano-
bacteriei Spirulina platensis) si S2 (filtrat rezultat de la cultivarea cianobacteriei Calothrix marchica) in cazul
probelor experimentale. Cutiile Petri au fost incubate la 21°C sub un ciclu de 16 ore de lumind/8 ore de intu-
neric. Germinarea semintelor si cresterea plantulelor a fost verificatd la intervale de 24 de ore timp de 15 zile.
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La fiecare 3 zile, pentru a mentine umiditatea, hartia de filtru a fost umezita cu cate 3 ml apa distilata in cazul
probei martor si cu cite 3 ml solutie de biostimulatori S1 si S2 in cazurile experimentale. Dupd germinare
plantulele au fost monitorizate inca 15 zile. A fost masurata lungimea tulpinitei, lastarilor si lungimea radaci-
nilor plantulelor. Procentul de germinare (PG) a fost calculat conform formulei:

PG = (Nr de seminte germinate / Nr total de seminte)x 100% [40].

Rezultate si discutii

In calitate de biostimulatori au servit filtratele de la cultivarea cianobacteriilor Calothrix marchica si
Spirulina platensis. Pentru obtinerea biostimulatorilor cianobacteria Spirulina platensis a fost cultivata timp
de 14, 21 si 28 de zile pe mediul modificat Zarook, iar in cazul cianobacteriei Calothrix marchica — 21 de zile
pe mediul mineral BG11. Filtratele au fost separate de biomasa prin filtrare si determinati unii componenti
biochimici (Tab.1).

Tabelul 1
Compozitia biochimici a filtratelor rezultate la cultivarea cianobacteriilor
Spirulina platensis si Calotrix marchica
Filtrate rezultate la cultivarea
. Cianobacteriei Cianobacteriei Cianobacteriei Cianobacteriei
Comporzitia Spirulina platensis Spirulina Spirulina Calotrix
biochimica timp de 14 zile platensis timp | platensis timp | marchica timp
de 21 de zile de 28 de zile de 21 de zile
Aminoacizi, mg/l 30,14+1,34 13,91+0,78 4,12+0,17 7,73+0,32
Acid gibirelic, mg/I 25,0+1,12 39,0+1,36 110,0+5,18 25,0+1,38
Acid indolilacetic, pg/l 7,55+0,32 6,78+0,27 8,23+0,34 5,7+0,14
p=0,05

Dupa cum demonstreaza datele experimentale obtinute (Tab.1), continutul de aminoacizi din filtratul re-
zultat in urma cultivarii spirulinei variaza in limitele 4,12-30,14mg/l in dependenta de termenul de cultivare
(zile) in cazul spiriulinei. Astfel, cele mai inalte valori (30 mg/l) au fost determinate in filtratul rezultat la
cultivare timp de 14 zile. Odata cu cresterea duratei de cultivare la 21 si la 28 de zile, respectiv, continutul de
aminoacizi scade de 2,1-7,3 ori. Acest lucru este determinat posibil de faptul ca odata cu marirea termenului
de cultivare aminoacizii se utilizeaza de cétre spirulind, servind in calitate de sursa de azot. Continutul de
aminoacizi in filtratul, rezultat in urma cultivarii cianobacteriei Calothrix marchica, este de 7-8 mg/I.

Continutul acidului gibirelic se majoreaza odata cu marirea termenului de cultivare de la 14, 21 si 28 de zile,
respectiv. Astfel, continutul acidului gibirelic este de 4,4 ori mai mare si constituie 110 mg/I in cazul cultivarii
spirulinei timp de 28 de zile fata de 25 mg/1 in cazul cultivarii timp de 14 zile. Este prezent acidul gibirelic si
in filtratul rezultat in urma cultivarii cianobacteriei Calothrix marchica, valoarea cantitativa constituind 25 mg/I.
Prezenta acidului giberelic 1n filtratele cercetate poate atribui biostimulatorilor efecte stimulatorii.

A fost determinat si continutul acidului indolil acetic (IAA) in filtratele rezultate la cultivarea cianobacte-
riilor Spirulina platensis si Calothrix marchica. In filtratul colectat la diferite perioade de cultivire a spirulinei
valorile cantitative variaza nesemnificativ, fiind cuprinse in limitele 7,55-8,23 ng/l, iar in cazul filtratului
rezultat de la cultivarea cianobacteriei Calothrix marchica timp de 21 de zile s-au inregistrat valori relativ
mai joase — 5,7 ug/l.

La urmatoarea etapa de cercetare a fost determinat procentul de germinare a semintelor de menta la trata-
rea cu biostimulatorii produsi in baza filtratelor rezultate de la cultivarea cianobacteriei Spirulina platensis
(S1si S11) si de la cultivarea cianobacteriei Calothrix marchica (S2 si S22) prin doua dilutii: de 1:19 si 1:24
(Tab.2). Astfel, dupa cum demonstreaza datele experimentale obtinute, procentul de germinare a semintelor
de menta este mai majorat in cazul administrarii biostimulatorilor cercetati, comparativ cu proba de referinta
fara stimulator, doar cu apa distilata. Cel mai inalt procent de germinare in limitele 88-96% a rezultat in cazul
administrarii biostimulatorului obtinut 1n baza filtratului de la Calothrix marchica in dilutie de 1:24, dupa care
urmeaza biostimulatorul in baza filtratului rezultat de la Spirulina platensis (pana la 84-88%). Astfel, biosti-
mulatorii obtinuti (la dilutia de 1:24 a filtratelor rezultate in urma cultivarii cianobacteriilor Spirulina platensis
si a celor de la Calothrix marchica) s-au dovedit a avea efecte stimulatoare mai evidente asupra germinarii
semintelor de mentd, comparativ cu proba martor (64-68%).

109



STUDIA UNIVERSITATIS MOLDAVIAE, 2021, nr.1(141)

Seria “Stiinte reale si ale naturii” ISSN 1814-3237 [SSN online 1857-498X p.104-115

Tabelul 2
Procentul de germinare a semintelor de menta la aplicarea biostimulatorilor produsi in baza filtratelor

rezultate de la cultivarea cianobacteriilor Spirulina platensis si Calothrix marchica

Varianta experimentala Procent de germinare (PG%)
Martor 64-68
S1 72-84
S11 84-88
S2 84-88
S22 88-96
p=<0,05

in rezultatul analizei datelor experimentale referitoare la germinarea semintelor de mentd, putem concluziona
cd aplicarea stimulatorilor obtinuti la diluarea de 1:19 si 1:24 a filtratelor rezultate de la cultivarea cianobacteriilor
Spirulina platensis (S1 si S11) si Calothrix marchica (S2 si S22) manifesta un efect de stimulare mai inalt
asupra germinarii semintelor de menta, comparativ cu proba de referinta tratata cu apa distilata.

Au fost determinati si unii parametri de crestere a plantulelor de menta (lungimea plantulelor, lungimea
radacinii principale, numarul de frunzulite) la a 15-a zi dupa germinare (Fig.1-6).
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Fig.1. Plantule de menta dupa 15 zile de la germinare (3 variante experimentale: 1 si 3 cu stimulatori, 2 — proba martor).

Fig.2. Plantulele de menta dupa germinare cu si fara adaus de stimulatori
1 — administrarea stimulatorului S11, 2 — martor, 3 — administrarea stimulatorului S22.
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Dupa cum demonstreaza datele experimentale obtinute, putem afirma ca vizibil este o diferenta vadita intre
proba martor §i probele experimentale. Astfel, lungimea plantulelor obtinute in urma germinarii semintelor
de menta cu adaos de stimulatori atinge valori mai inalte, si anume: 20,3 si 20,0 mm, respectiv, comparativ
cu valorile martorului (9,4 mm).
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Fig.3. Plantule de menta dupd 15 zile de la germinare 1 — administrararea biostimulatorului S22 (Calothrix marchica);
2 — administrararea biostimulatorului S11 (Spirulina platensis); 3 — proba de referintd (imagine marita).
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Fig.4. Plantule de menta dupa 15 zile de la germinare, varianta martor.

Fig.5. Plantule de menta dupa 15 zile de la germinare, varianta cu administrarea S11 obtinut in baza filtratului rezultat
de la cultivarea cianobacteriei Spirulina platensis.
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Fig.6. Plantule de menta dupa 15 zile de la germinare, varianta cu administrarea S22 obtinut in baza
filtratului rezultat de la cultivarea cianobacteriei Calothrix marchica.

In rezultatul cercetirilor au fost inregistrate efecte pozitive asupra dezvoltarii plantulelor dupa 15 zile de
la germinare, lungimea medie a tulpinitei i a radacinii plantulelor de menta la suplinirea stimulatorilor fiind
de 2,13 ori (S11) si de 2,16 ori (S22) si, respectiv, de 2,03 si de 2,19 ori mai mare, comparativ cu valorile
respective la plantulele germinate fara suplinirea stimulatorilor (proba de referintd) (Tab.2) .

Tabelul 2
Efectul biostimulatorilor cianobacterieni asupra unor indici morfologici ai plantulelor de
Mentha spicata la a 15-a zi dupa germinare

Proba Lungimea tulpinitei, Lungimea radacinii principale, | Nr. de frunzulite
cercetata mm mm
Martor 9,40+0,46 9,08+0,45 2-4
La tratare cu S11 20,30+0,85 19,90+0,80 4
La tratare cu S22 20,00+0,82 18,50+0,80 4

Analizand rezultatele referitoare la efectul biostimulatorilor cianobacterieni asupra lungimii tulpinitei si
lungimii radacinii principale si a numarului de frunzulite, putem observa cresterea evidentd a acestor parametri
in probele tratate cu stimulatori, comparativ cu proba de referinta. Datele noastre sunt in concordanta cu rezul-
tatele altor cercetatori, care au utilizat unele extracte algale pentru tratarea plantelor de cultura.

Un studiu intreprins de cétre Ronga si coautorii referitor la efectele extractelor de cianobacterii si alge asupra
germinarii semintelor de creson (Lepidium sativum L) a demonstrat ca aplicarea a 4 ml extract din cianobacteria
Spirulina platensis (50 mg biomasa absolut uscata la 1 1 de apa distilatd) s-a dovedit a fi cel mai eficient sti-
mulator cu un indice de germinare de circa 153% [33].

Aplicarea extractului lichid de alga Stoechospermum marginatum in concentratii de pana la 1,5% a condus
la cresterea mai rapida a radacinii la Solanum melongena, a greutatii totale a frunzelor proaspete si uscate si a
suprafatei foliare, majorand si continutul pigmentilor fotosintetici, proteinei, aminoacizilor, nivelul acidului
ascorbic si activitatea nitrat reductazei [41]. In concentratii ce intrec 1,5%, extractul de alge s-a dovedit a avea
un efect negativ asupra tuturor parametrilor de crestere si dezvoltare analizati, ceea ce poate fi explicat prin
faptul ca in concentratii inalte stimulatorii au efect inhibitor asupra cresterii plantei de Solanum melongena.

Prelucrarea semintelor de Zea mays L. si de Helianthus annuus L. cu extracte de macroalge Gracilaria
corticata si Enteromorpha flexuosa, precum si administrarea extractelor prin irigare au condus la obtinerea
unor randamente de producere superioare, in comparatie cu martorul. De asemenea, a fost observata o crestere
a lungimii lastarlor si radacinilor, precum si un continut sporit de carbohidrati si proteine si majorarea canti-
tatii de masa uscata la porumb si floarea soarelui. Evaluarea continutului de fitohormoni in extractele obtinute a
scos in evidentd o pondere mai inalta de fitohormoni, in special citokine, in extractul de Enteromorpha (Ulva)
flexuosa, care a contribuit la o activitate stimulatorie mai inaltd in acest caz [42]. In ceea ce priveste dezvol-
tarea plantelor, se evalueaza numarul de flori, fructe si randamentul total [43].

Alte studii cu utilizarea extractelor apoase de biomasa de Spirulina platensis asupra germinarii semintelor
de castravete si tomate au scos in evidenta efectul pozitiv al acestora asupra unor parametri morfo-fiziologici
ai acestor culturi, comparativ cu giberelinele, atestand efecte stimulatorii vadite [44,45].
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Asadar, putem concluziona ca la efectuarea testérilor actiunii biostimulatorilor asupra dezvoltarii plantelor
este necesar de a stabili perioada si modul de aplicare a acestora (la cultivare prin plantarea semintelor — tratarea
prealabild a semintelor cu solutie de stimulator, apoi pulverizarea periodica a semintelor si a materialului sadi-
tor cu aceeasi solutie, iar in cazul stimularii cesterii plantelor — pulverizarea foliard). La cultivare prin plantarea
semintelor, actiunea biostimulatorilor este estimatad prin analiza si compararea cu lotul de control a unor serii
de experimente efectuate in laborator. In acest caz se estimeazi numirul de seminte germinate, greutatea si
lungimea lastarilor si radacinilor, suprafata foliara, continutul de pigmenti fotosintetici, precum si alti indici
biochimici. Activitatea de germinare si enzimele antioxidante pot fi de asemenea unii dintre indicii evaluati.

In experimente in conditii de cAmp rezultatele obtinute pot constitui unele diferente fata de cele de laborator,
intrucat in conditii de teren are loc o combinare a mai multor factori abiotici ca temperatura, seceta si/sau
regimul hidric care pot atenua efectele benefice ale biostimulatorului. Un rol important joaca concentratia,
volumul si numarul de doze ale stimulatorului, precum si perioada tratarii, care sunt selectate preliminar in
conditii de laborator, cu verificarea ulterioard a acestora la suplimentarea foliara a biostimulatorilor in conditii
de sera sau camp.

Concluzii

Rezultatele cercetarilor efectuate in vederea evaluarii efectului biostimulatorilor produsi in baza filtratelor
rezultate de la cultivarea cianobacteriilor Spirulina platensis (S11) si Calothrix marchica (S22) asupra germi-
narii semintelor si cresterii plantulelor de menta in primele 15 zile dupa germinare au demonstrat 0 capacitate
stimulatorie Tnaltd, comparativ cu proba de referinta, ceea ce deschide perspectiva de utilizare a lor in calitate
de biostimulatori in agricultura ecologica.

1. Aplicarea stimulatorilor obtinuti in baza filtratelor rezultate de la cultivarea cianobacteriilor Spirulina
platensis si Calothrix marchica a contribuit la majorarea procentului de germinare a semintelor de menta,
constituind valori egale cu 72-84% (S1) si 84-88% (S11) si, respectiv, cu 84-88% (S2) si 88-96% (522),
comparativ cu valorile deteminate pentru proba de referinta (64-68%).

2. Biostimulatorii S11 (in baza filtratului rezultat de la cultivarea ciabobacteriei Spirulina platensis) si S22
(de la cultivarea cianobacteriei Calothrix marchica) au demonstrat efecte stimulatorii asupra dezvoltarii
plantulelor de menta la a 15-a zi dupa germinare, inregistrand valori ale lungimilor tulpinitei si radacinei
plantulelor de menta de 2,12 si 2,15 ori si, respectiv, de 2,03 si 2,19 ori mai mari, comparativ cu valo-
rile respective la plantulele germinate fara suplinirea stimulatorilor.
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