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Inventia se refera la un biopreparat cu activitate antimicrobiana asupra Phytophthora
infestans, agent patogen al manei, avand aplicatii in agricultura

Mana tomatelor gi a cartofului este una dintre cele mai devastatoare boli din agricul-
tura, care a fost responsabila pentru Marea Foamete din Irlanda de la mijlocul secolului 19.
Aceasta boala este cauzata de patogenul Phytophthora infestans, clasa Oomycetes, ordinul
Peronosporales, familia Phytophthoraceae care poate infecta si distruge frunzele, tulpinile,
fructele de tomate gi tuberculii de cartofi (Nowicki si colab., 2011).

In ciuda progreselor inregistrate pana in prezent in domeniul protectiei plantelor,
controlul acestei boli este inca departe de a fi realizat. De aceea, cercetarile ce au drept
scop, pe de o parte, clarificarea particularitatilor structurale, functionale si genetice ale pato-
genului, cat si gasirea unor noi metode de tratament a plantelor care sa le asigure protectia
fata de acest patogen sunt in continua dezvoltare. O atentie speciala a fost acordata extrac-
telor vegetale care si-au dovedit eficienta in cazul altor fitopatogeni.

Astfel, extracte obtinute din 88 de specii de plante, distribuite in 44 de familii botanice
au fost testate pentru capacitatea de inhibare a formarii sporilor sau a cresterii n conditji in
vitro a unor tulpini de P. infestam (Wang si colab., 2001). Dintre speciile testate de Wang si
colab.(2001) extractele provenite de la 19 specii de plante au avut efecte importante
impotriva patogenului: extractul de usturoi, in concentratie de 1-2% a inhibat complet forma-
rea de spori si dezvolarea miceliului de P. infestans.

De asemenea, in experimentele efectuate de Cao si colab. (2001) au fost utilizate
extracte de usturoi (Allium sativum) si de coada calului (Equisetum hyemale), comparativ cu
doua produse comerciale pe baza de produse naturale, Bio-clean si Citronella Oil, fiind
examinat efectul lor asupra germinarii sporilor si cresterii hifelor de P. infestam. Testele au
fost realizate pe frunze de cartof, iar controlul utilizat a fost apa distilata si un fungicid
protector Chlorothanoil. Cea mai mare rata de inhibare a germinarii a fost inregistrata pentru
extractele de A. sativum si Bio-clean. Extractul de coada calului a demonstrat actiune
antifungica, insa mai slaba decét celelalte extracte. Citronella Oil nu a avut efect de inhibare
a germinarii sporilor, dar a redus rata de germinare de zoosporilor.

Extractele de usturoi proaspat au avut efect inhibitor mai puternic decat extractul din
bulbi de usturoi uscat asupra germinarii sporangiilor si zoosporilor. Cu toate acestea, nu a
existat insa nici o diferenta semnificativa intre extractele realizate din bulbi proaspeti si cele
care au fost pastrate timp de o séptamana sub 4°C. Efectul extractului din coada calului din
material vegetal proaspat nu a fost semnificativ superior fata de extractul din material uscat.
Testele cu privire la evaluarea efectului inhibitor al extractelor vegetale si al produselor pe
baza de compusi naturali au fost efectuate in vitro, in laborator. Eficacitatea diferitelor
extracte asupra cresterii hifelor patogenului a fost, in ordinea descrescatoare: Bio-clean,
usturoi, coada calului si Citronella Oil. Nici unul dintre extractele din plante sau produsele
vegetale nu a avut efecte curative asupra dezvoltarii P. infestans pe frunze de cartof, atunci
cand au fost utilizate dupa infectarea plantelor. Bio-clean a avut efecte asemanatoare cu cele
ale fungicidului Clorothanoil atunci cand a fost aplicat cu trei zile mai devreme decat
inocularea cu fungi (0,1%). Extractul de usturoi (2%) a avut efect intens de inhibare atunci
cand a fost utilizat o zi mai devreme sau in acelasi timp cu inocularea patogenului, rata de
inhibare ajungand la 89% si respectiv 100%. Comparativ cu controlul netratat, extractul de
coada calului (4%) si Citronella Oil (400 mg/kg) au avut unele efecte atunci cand au fost
utilizate cu 1-2 zile mai devreme decatinocularea cu patogen. Cu toate acestea tratamentele
nu au fost eficiente pentru prevenirea bolii. Aceste rezultate au aratat ca Bio-clean si
usturoiul au proprietati antifungice puternice, existand un mare potential pentru utilizarea lor
in protectia plantelor de cartofi impotriva P. infestans (Cao si colab., 2001).
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Tot pentru controlul infectiei cu P. infestans au fost analizate extracte de piper lung
(Piperlongum) obtinute prin tratarea boabelor de piper maruntite cu metanol. Extractul a fost
fractionat in hexan chloroform, acetat de etil, butanol si apa dupa care au fost dizolvate si
diluate in dimetil sulfoxid (DMSO) si, respectiv, apa (fractiunile hidrosolubile). Solutia obtinuta
din fractia de hexan, la o concentratie de 1 mg/ml a redus cu 60% uscarea plantelor
inoculate cu fitopatogenul (Lee si colab., 2001).

De asemenea, in experimentele efectuate de Wang si colab. (2007) au fost testate
extracte vegetale provenite de la sase specii de plante: Galla chinensis - frunze, Potentilla
erecta - radacinda, Rheum rhabarbarum - frunze si radacini, Salvia officinalis - frunze,
Sophora flavescens - tulpina si Terminalia chebula - fructe. Testele s-au facut pe frunze de
cartof detasate, plantule si felii de tuberculi care au fost infectate cu P. infestans. Pe frunze
detasate, extractele de G. chinensis (2%), R. rhabarbarum (rizom, 2%) si S. flavescens (2%)
au demonstrat ca detin un efect in controlul infectiei, cu o eficienta de 96,67% in cazul
extractului de G. chinensis. Extractul de rizom de R. rhabarbarum (2%) a avut cel mai mare
efect de inhibare a patogenului pe plantule, urmat de S. flavescens (2%), T. chebula (1%)
si G. chinensis (2%) (Wang si colab., 2007).

Mai recent, (Maharjan si colab., 2010) au utilizat extracte din 5 specii de plante:
Brassica nigra, Cinnamomum camphora, Eupatorium adenophorum, Lantana camara Si
Melia azedarach, in concentratii diferite pentru efectele anti-Phytophthora, evidentiind ca cel
mai eficient extract a fost cel de B. nigra.

Includerea extractelor vegetale in mediul de cultura si apoi evaluarea gradului de
inhibare a cresterii miceliului de P. infestans a fost utilizata pentru testarea activitatji
antifungice a 26 de extracte de plante: extractele de Xanthium strumarium, Lauris nobilis,
Salvia officinalis si Styrax officinalis au fost cele cu activitatea antifungica cea mai intensa,
ele inhiband total creseterea miceliului de P. infestans. Celelalte extracte au prezentat o
activitate moderata, iar cresterea zilnica a variat intre 0,8 si 5,0 mm/zi, valoare semnificativ
mai mica decat cea a variantei martor, netratatd. Cea mai slaba activitate antifungica s-a
fnregistrat in cazul extractului obtinut din Cynodon dactylon. Concentratia inhibitorie minima
(MIC) a extractelor a fost intre 2 i 8% (w/v). Extractul obtinut din X. strumarium a produs cea
mai mica valoare MIC, respectiv 2%, valoare care se afla sub cea inregistrata pentru
fungicidul standard Ridomil Gold mz 68 WP, utilizat pe post de control in experimentele
derulate (Yusuf si colab., 2011).

In c&utarea unui produs natural si ieftin, care ar putea induce réspunsuri de aparare
in plantele cartof utile pentru rezistenta la infectia cu Phytophthora infeslans. agentul
cauzator al manei, (Moushib si colab., 2013) a evaluat efectul antimicrobian al unui extract
de sfecla de zahar (,sugar beet extract" = SBE) provenit din produse reziduale rezultate din
procesul de fabricare a zaharului. Testele au fost efectuate in conditii de sera, pe trei
genotipuri de cartof avand niveluri diferite de rezistenta la P. infestam (doua genotipuri
sensibile: Desiree si Bintje si unul partial rezistent: Ovatio). Tratamentul cu SBE a condus
la reducerea semnificativa a dimensiunii leziunilor in mod asemanator cu un model similar
rezultat prin aplicarea unui compus cunoscut ca fiind inductor al raspunsului de aparare,
acidul B-aminobutiric (BABA). SBE aparent nu a avut niciun efect toxic asupra cresterii
patogenului sau a germinarii sporangiilor, ih schimb, prin compusii fenolici pe care 1i contine
a activat la plantele tratate mecanismul de rezistenta indusa.

Potentialul unor produse pe baza de extracte din plante pentru biocontrolul manei la
plantele de cartof provocata de Phytophthora infestans a fost evaluat in teste realizate pe
frunze detasate si pe plante sadite in sera (Stephan si colab., 2005). Pe baza unei evaluari
a 22 de preparate si extracte din plante cele mai eficiente produse au fost reprezentate
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preparatele comerciale ELOT-Vis, Serenade si Trichodex, precum si de extractele din plante
de Rheum rhabarbarum si Solidago canadensis. Cu toate acestea, nici unul din tratamente
nu a fost la fel de eficient ca tratamentul cu produse pe baza de cupru. Pentru a se stabili
cea mai eficienta metoda de tratament, preparatele utilizate in testare au fost aplicate 24 h
inainte de inocularea cu patogen sau dupd 90 min de la inocularea cu P. infestans. in
general, efecte mai bune s-au ob{inut atunci cand aplicarea tratamentelor a fost realizata cu
24 h inainte de inoculare. in aceste teste, produsul Trichodex nu a avut efecte notabile, in
timp ce ELOT-Vis a dat cele mai bune rezultate atunci cand este aplicat cu 1 zi inainte de
inoculare. Serenade si extractele din R. rhabarbarum si S. canadensis (toate la concentratie
5%), au fost eficiente atunci cand au fost aplicate cu pana la 3 zile Thainte sau imediat dupa
inocularea cu P. infestans. Rezultatele experimentelor pe plante in ghivece au indicat efecte
directe asupra patogenului pentru toate tratamentele testate, cu exceptia extractului de S.
canadensis, care nu a avut efect curativ (Stephan si colab., 2005).

Materiale si metode

1. Materiale vegetale

Urtica dioica (urzica) apartine familiei Urticaceae, este o planta erbacee, care creste
pana la 150 cm inaltime, avand in pamant un rizorn sublfire, cilindric, de culoare albicioasa,
lung si ramificat. Tulpinile sunt drepte, cu 4 muchii, acoperite cu frunze opuse, dintate pe
margini. Atat tulpina, cat si frunzele sunt prevazute cu peri urzicatori care in contact cu pielea
produc urticarie (inflamatie specifica, insotita de usturime si prurit intens). Urzica creste
pretutindeni, in locuri cultivate si necultivate, in santuri, pe langa drumuri, pe marginea
apelor, in paduri.

Pentru biopreparat se utilizeaza partea aeriana a plantei, uscata in aer liber, in locuri
ferite de lumina puternica sau uscata cu aer cald, la o temperatura de 45-60°C.

Sambucus ebulus (boz) apartine familiei Adoxaceae (Bolii, 1994). Este o planta
erbacee perena. Creste in salbaticie, pe pajisti, la marginea padurilor si drumurilor, atat la
munte, cat sila campie. Fructele sunt drupe baciforme aproape sferice, cu diametrul de circa
4 mm, negre lucioase.

Pentru biopreparat se utilizeaza fructele plantei, uscate in aer liber, in locuri ferite de
lumina puternica sau uscate cu aer cald, la o temperatura de 45-60°C.

Xanthium strumarium (corneti) este o specie anuala, cu tulpina lipsita de spini, avand
frunze de tip palmat, care face parte din familia Asteruceae. Se gaseste in special in luncile
raurilor din sudul Romaniei, dar este larg raspandita si pe alte continente: America de Nord,
Brazilia, China, Malaezia si India.

Se utilizeaza partea aeriana a plantei si fructele nematurate, uscate in aceleasi
conditii ca si materialele vegetale anterioare.

Humulus lupulus (hamei) face parte din familia Cannabaceae. Planta erbacee
perena, agatatoare, cu flori galbene-verzui. Hameiul este originar din Europa si a intrat in
culturd incepand din secolul VII. In flora spontanad a Romaniei, hameiul creste in zonele
umbroase de pe langa apele curgatoare, la marginea padurilor, prin cranguri, mai ales la
deal si prin depresiuni sau in luncile umbrite de la ses.

Se utilizeaza conurile (inflorescentele femele) recoltate in timpul infloririi. in zilele
insorite din lunile august si septembrie, cand devin verzui sau galbene. Uscarea se face in
locuri umbrite si aerisite (incaperi, poduri sau magazii), asezate in straturi foarte subiiri, fara
a fi intoarse.

Dupa uscare, toate materialele vegetale se macina fin.
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Biopreparatul cu activitate antimicrobiana asupra Phytophthora infestans, agent
patogen al manei, este obtinut prin extractie hidroalcoolica si ultrasonicare. Cota de
participare a fiecarei plante pentru formarea extractului vegetal cu rol antimicrobian este:
5...25 parii Urtica dioica, 20...55 parti Sambucus ebulus, 10..30 parti Xanthium strumarium
si 5...30 parti Humulus lupulus, partile fiind exprimate in greutate.

2. Medii de cultura

Potato Dextrose Agar (PDA)

Pentru obtinerea acestui mediu se procedeaza in felul urmator: 200 g de felii de
cartof se fierb timp de 30 min in aproximativ 500 ml de apa; dupa filtrare prin tifon se adauga
glucoza (dextroz&) (20 g/L) si (agar - 20 g/L) si se completeaza cu apa panala 1 L. In unele
experimente a fost utilizat mediu gata preparat, in forma deshidratata (Liofilchem). In acest
caz s-au suspendat 42,00 g de mediu deshidratat in 1000 ml apa bidistilata si s-a amestecat
pe plita magnetica pana la dizolvare completa. S-a sterilizat in autoclav timp de 15 min la
121°C. Dupa ce s-a racit la 50°C, mediul a fost turnat in placi Petri sterile, intr-un strat de
aproximativ 5 mm.

Mediu cu secara (RYE A si RYE B)

Ingredientele si cantitatile corespunzatoate retetelor celor doua tipuri de medii cu
secara, RYE A, si respectiv, RYE B, utilizate in experimentele realizate sunt prezentate in
tabelul 1.

Ingredientele necesare pentru mediul de secara

Tabelul 1
Ingrediente (pentru 1 L) RyeA (pentru Tntretinerea RyeB (pentru sporulare)
culturii)
Secara 60 g 60 g
Sucroza 209 2049
B-sitosterol 0 0,05¢g
Agar 159 159
a. Rye A

1. Peste boabele de secara se adauga 100 ml apa distilata, si se lasa la incoltit
pentru 3 h (daca se adauga mai putina apa, boabele vor germina mai repede, dupa
aproximativ 24-30 h).

2. Se filtreaza si se pastreaza lichidul rezultat.

3. Se paseaza boabele cu un blender, pentru aproximativ 2 min, se adauga suficienta
apa distilata si se pun pe baia de apé pentru exact 3 h, la 50°C.

4. Se trece amestecul printr-o sita si se arunca sedimentul.

5. Se combina supernatantul original cu lichidul rezultat dupa filtrare. Se adauga
sucroza si agarul, si se completeaza cu apa distilata pana la volumul de 1 L.

6. Se autoclaveaza mediul obtinut la 121°C pentru 15 min si se toarna in placi Petri.

b. Rye B

1. Peste boabele se secara se adauga 100 ml apa distilata si se lasa la incoltit pentru
3 h (daca se adauga mai putina apa, boabele vor germina mai repede, dupa aproximativ
24-30 h).

2. Se filtreaza si se pastreaza lichidul rezultat.

3. Se adauga suficienta apa distilata pentru a acoperi boabele si se fierb timp de 1 h.
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4. Se filtreaza solutia prin tifon si se combina cu filtratul initial.

5. Se adauga sucroza, agarul si B-sitosterolul si se completeaza cu apa distilata pana
la volumul de 1 L.

6. Se autoclaveaza mediul obtinut la 121°C pentru 15 min si se toarna in placi Petri.

V8 Juice Agar

S-a preparat dupa urmatoarea reteta.

Sucdelegume V8 ... ... ... . ... 200,0 ml;
CaCl; oo 2,0g;
Al 15,0 g;
B-sitosterol .. ... ... .. 0,05 g.

Se adauga apa distilata pana la 1,0 L, se ajusteaza pH-ul la 7,2. Amestecul se
omogenizeaza si se sterilizeaza in autoclav timp de 15 min la 121°C.

3. Reactivi

in testele de microbiologie au fost folosite mediile de culturd: Potato Dextrose Agar
(PDA) - Liofilchem. Antifungicele de sinteza au fost furnizate de SC Aectra Agrochemicals
SA. Toti reactivii si solventii au avut puritate analitica.

4. Metode de preparare si testare

Extractie hidroalcoolica cu ultrasonicare

Pentru extractia prin ultrasonicare, peste materialul vegetal maruntit se adauga
solventul (etanol 50%) in raport 1:10 (w:v), iar amestecul rezultat se omogenizeaza prin
agitare usoara. Pentru ultrasonicare se utilizeaza urmatorii parametri de lucru: timp de
sonicare 30 min, temperatura 35°C, putere 34 Watt. Materialul ultrasonicat este supus
percolarii. Practic, amestecul se lasa la macerat timp de 3 h, la temperatura camerei, intr-un
recipient de sticla bine sigilat, dupa care se introduce treptat in percolator. Robinetul de la
baza percolatorului se lasa deschis pana cand lichidul incepe sa curga prin orificiul de la
baza percolatorului. Pentru o extractie optima, viteza de percolare se regleaza astfel incat
in 24 h sa se percoleze o cantitate de lichid egala cu 1,5 x cantitatea de material vegetal
utilizat. Extractul astfel obtinut se lasa in repaus, la temperatura de 5-10°C, timp de 6 zile,
dupa care se filtreaza sub vid, filtratul reprezentand biopreparatul UBCH.

Testarea activitatii antifungice

Efectul biopreparatului UBCH asupra cresterii miceliene a fitopatogenului de interes
a fost testat prin metoda includerii biopreparatului in mediul de cultura (Poison Food Method
sau Radial Growth Method). Aceasta metoda presupune incorporarea unei cantitati adecvate
din biopreparat in mediul de crestere (V8, racit la 40-50°C). Controlul negativ a fost
reprezentat de placi Petri contindnd mediu netratat. Controlul pozitiv a fost reprezentat de
placi tratate cu fungicid de sinteza, utilizat in mod uzual in cultura. Placile au fost lasate sa
se solidifice Tn hota cu flux laminar si dupa aceea au fost inoculate cu discuri miceliene cu
diametrul de 6 mm, taiate din marginea unei culturi proaspete, cu crestere activa. Pentru
fiecare tratament au fost realizate trei replicari si a fost raportata valoarea medie a citirilor.

Placile Petri au fost incubate la intuneric, la 20 + 2°C pentru 16 zile, moment in care
colonia din placa de control a atins marginea vasului. Masurarea diametrului coloniei a fost
inregistrata zilnic. Procentul de inhibare a cresterii miceliului, | (%), ca urmare a tratamentului
cu biopreparat a fost calculat folosind urmatoarea formula:

(%) = (I-d/d,) - 100(%), (1)

unde, d, este diametrul mediu al coloniei, masurat in placa Petri de control, fara tratament,
iar d, este diametrul mediu masurat in placile Petri tratate cu biopreparat (Ogbebor si colab.,
2008).

Testarea efectului biopreparatului pe frunze detasate

Testul pe frunze detasate reprezinta un model experimental general acceptat, fiind
o tehnica utilizata in mod curent pentru a evalua rezistenta izolatelor de P. infestam si a altor
fitopatogeni la diferite produse sau pe diverse soiuri de plante, in conditii de laborator. Testul
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pe frunze detasate s-a dovedit a fi o solutie practica datorita simplitatii sale, care poate
reduce in mod substantial atat costurile, cat si durata unui program de screening dupa cum
au raportat anterior alti autori (Irzhansky si colab., 2006, Nelson, 2006, Lebecka, 2008).
Evaluarea raspunsului plantelor, in urma tratamentului cu biopreparatul UBCH, la infestarea
frunzelor de tomate cu P. infestam a fost realizata dupa o metoda descrisa anterior de
(Vleeshouwers si colab., 1999, Cowley si colab., 2012, Foolad si colab., 2014) cu unele
modificari.

Frunzele utilizate Tn experimente au provenit din rasaduri crescute in sera, in conditii
controlate, in sol sterilizat. Pentru colectarea frunzelor au fost folosite plante sanatoase,
netratate in prealabil cu fungicide sintetice, cu varsta de 8-9 saptamani. Numarand din varful
plantei, a fost desprinsa de pe tulpina, a treia pana la a cincea frunza compusa si au fost
intrebuintate Tn teste in maximum 2 h de la recoltare. Aceste frunze compuse, prezentand
6-8 frunzulite au fost infipte in burete de florarie (Oasis®) saturat cu apa, si agsezate pe hartie
de filtru umeda, in tavite de aluminiu.

Frunzele detasate, asezate in tavite de aluminiu au fost tratate cu biopreparatul din
amestecul de plante utilizat anterior in testele antifungice preliminare, efectuate in vitro, in
placi Petri, pe mediu de crestere. Tratamentul s-a aplicat pe cate 5 frunzulite aflate pe
aceeasi frunza compusa prin pulverizarea solutiei pe suprafata superioara a frunzei.
Controlul pozitiv a fost reprezentat de o solutie de Mancozeb in concentratie de 0,2%. Acest
fungicid este utilizat in mod curent in practicile horticole de prevenire si tratare a infectarii cu
P. infestam a culturilor de tomate, cartof si vinete. Controlul negativ a fost reprezentat de o
solutie de apa distilata sterila.

Tn vederea inocularii materialului vegetal cultura de P. infestam utilizata in teste a fost
mentinuta pe mediu de secara, suplimentat cu 2% (w/v) sucroza (Caten si colab., 1968) si
incubata la 20°C la intuneric, timp de 14 zile. In vederea inocularii, o placa Petri pe care
cresterea miceliana a atins marginile placii, a fost inundata cu apa distilata sterild rece (4°C),
iar suspensia de sporagii a fost preluata intr-o eprubeta si etansata. Zoosporii sunt eliberati
dupa incubare pentru o perioada de 1-2 h, la o temperatura de 4°C. Dupa incubare, sus-
pensia afostfiltrata, iar concentratia a fost ajustata corespunzator. Frunzele au fost inoculate
la 24 h de la tratamentul cu biopreparat sau solutii control, cu o cantitate de 0,05-0,15 ml de
inocul proaspat preparat.

Evaluarea manifestarii infectiei cu P. Infestam: leziunile provocate de mana pe
suprafata fiecarei frunze detasate au fost observate si cuantificate la sapte zile dupa
inoculare, pe baza utilizarii unei scale de evaluare descrisa anterior in literatura (Khalid si
colab., 2012), cu unele modificari (tabelul 2).

Scala pentru evaluarea severitatii simptomelor provocate de infectia
cu P. infestans pe frunzele detasate

Tabelul 2
Scor Severitatea simptomelor % Indexul manifestarii Ré&spunsul infectiei
evaluare | manifestate pe frunzele detasate infectiei cu mana cu mana la
tratamentul aplicat
Nu exista simptome vizibile 0 Foarte susceptibila
2 Exista leziuni de dimensiuni mici, 0,01-10 Susceptibila

care acopera maximum 10% din
suprafata totala a frunzei

3 Leziunile prezente acopera 10,01-25 Toleranta
maximum 25% din suprafata
totala a frunzei.
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Tabelul 2 (continuare)

Scor Severitatea simptomelor % Indexul manifestarii Raspunsul infeciei
evaluare | manifestate pe frunzele detasate infectiei cu mana cu mana la
tratamentul aplicat

4 Leziunile prezente acopera 25,01-50 Rezistenta
maximum 50% din suprafata
totala a frunzei.

5 Leziunile prezente acopera 50,01-75 Foarte rezistenta
maximum 75% din suprafata
totala a frunzei.

Frunzele sunt necrozate, > 75,01 Imuna
6 deshidratate, acoperite in mare
parte de leziuni

Rezultate gi discutii

Testarea activitatii antifungice a biopreparatului UBCH pe placi Petri

A fost evaluat efectul antifungic al biopreparatului UBCH fata de tulpina de
Phytophthora infestans. Testarea efectului antifungic s-a realizat prin incorporarea
biopreparatului (4%) Tn mediul de cultura, pe parcursul a 16 zile de incubare.

Cresterea miceliul de P. infestans pe placile martor (fara biopreparat) a devenit clara
incepand cu a 6-a zi de la inoculare. Tn schimb, pe mediul de cultura in care s-a introdus
biopreparatul UBCH dezvoltarea miceliului nu a fost observata decat dupa noua zile de la
inoculare, atunci cand diametrul miceliului a fost de 11 mm. Evaluarea statistica a dimen-
siunii diametrului culturii fungice masurate pentru cele trei repetitii au aratat ca nu exista o
diferenta semnificativa intre probe (P < 0,05).

In varianta martor miceliul fungic a atins marginea pl&cilor (diametru de 90 mm)la 10
zile dupa inceputul dezvoltarii (16 zile dupé inoculare). In schimb, in cazul variantei in care
s-a introdus in mediu biopreparat UBCH, in acelasi moment al evaluarii (16 zile de la
inoculare) diametrul culturii fungice a fost de cea 48 mm (fig. 1). Exista diferente statistice
intre martori (M - alcool si M - martor netratat) si tratament (P < 0,05).

Prin urmare, atunci cand s-a incorporat biopreparatul UBCH in mediul de crestere,
cresterea miceliului a fost inhibata de catre acesta comparativ cu cresterea pe cele doua
seturi de placi de control, ceea ce demonstreaza activitatea inhibitorie a biopreparatului
asupra P. infestans.

Rezultatele obtinute au evidentiat faptul ca biopreparatul UBCH obtinut din amestecul
de plante poseda un efect inhibitor asupra cresterii miceliului de P. infestans.

Evidentierea efectelor antifungice impotriva fitopatogenului Phytophthora infestans
prin teste pe frunze detasate

Evaluarea dezvoltarii manei pe frunze de tomate detasate a fost efectuata pe baza
aparitiei simptomelor bolii si urmarirea ratei de dezvoltare a punctelor de necroza. Scala de
evaluare a infectarii plantelor propusa pentru analiza experimentului derulat pe frunzele
detasate este o scala de tip interval, care ia in considerare procentul de necrozare a
suprafetei frunzelor, inclusiv a nervurilor acestora. ingalbenirea si alte modificari de culoare
nu au fost considerate ca fiind indicatori fiabili de boala, deoarece frunzele detasate se pot
deshidrata uneori si pot deveni clorotice chiar si in absenta agentului patogen. Astfel a fost
utilizata o scala de la O (frunze care nu prezinta infectie, sau prezinta leziuni de dimensiuni
scazute) la 5 (frunze necrozate in totalitate, uscate).

8
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Inocularile s-au realizat pe suprafata frunzelor detasate, utilizand ca martori frunze
infectate cu P. infestans tratate cu apa distilatda sau cu Mancozeb 2%, iar examinarea
leziunilor s-a facut pe parcursul a sapte zile de incubare.

Primele semne de infecfie au aparut pe frunzele reprezentand martorul negativ
(inoculat cu fitopatogenul si tratat cu apa distilata), la 48 h de la inoculare. Dupa 7 zile de la
inoculare, frunzele tratate cu apa distilata sterila au fost afectate de infectia cu P. infestans
in proportie de peste 80%, prezentdnd pete de culoare brun spre negru cu marginea
ingalbenita si un aspect deshidratat, casant, necrotic.

In ceea ce priveste martorul tratat cu fungicid Mancozeb in concentratie de 2%, dupa
7 zile de la inoculare, doar 50% din frunzele infectate prezentau leziuni, pe o suprafata ce
a acoperit sub 10% din suprafata totala a frunzei, corespunzator unui scor de 1 pe scala
utilizata in evaluare.

In cazul frunzelor tratate cu biopreparatul UBCH simptomele de boald au fost mult
mai reduse si au aparut mai tarziu, in general In mod asemanator aspectelor evidentiate in
cazul variantei martor in care pentru tratament s-a utilizat fungicidul Mancozeb.

Biopreparatul UBCH a indus in frunzele detasate reactii similare cu cele ale
fungicidului aplicat, rezultdnd un index al severitatii bolii de 0,01-10%, corespunzator unui
scor de 1 pe scala descrisa anterior (tabelul 2, fig. 2). Biopreparatul UBCH a prezentat
activitate ridicata de inhibare cu peste 70% a dezvoltarii culturii de P. infestans in placi, prin
interactiune directa pe mediul de cultura, astfel ca rezultatele obtinute prin testele pe frunze
detasate confirma rezultatele anterioare, tratamentele cu biopreparatul UBCH asigurand un
grad ridicat de protectie la nivelul leziunile de pe frunze infectate cu P. infestans.

De remarcat ca rezultatele obtinute cu acest sistem experimental corespund in mare
masura cu rezultatele evidentiate la nivel de interactii pe mediul de cultura. Rezultatele
obftinute in urma masurarii dimensiunilor leziunilor, dupa 7 zile de lainoculare, au demonstrat
faptul ca tratamentul preventiv aplicat frunzelor detasate a prezentat un efect benefic in cazul
utilizarii biopreparatul obtinut din amestecul de plante.

Rezultatele obtinute in cadrul acestor experimente sunt in concordanta cu alte studii
descrise in literatura, dar pentru alte surse vegetale utilizate pentru obtinerea de extracte.
De exemplu, suprimarea dezvoltarii manei pe plantele de tomate a fost realizata cu extracte
etanolice obtinute din bujor salbatic (Paeonia suffruticosa) si iedera (Hedera helix). Ambele
extracte au inhibat eliberarea de zoosporii si sporularea P. infestans (Réhner si colab.,
2004). Pentru a controla infestarea cu P. infestans in culturile de tomate, eficienta
tratamentelor cu extracte din Hedera helix si Paeonia suffruticosa a fost testata cu ajutorul
unui sistem de gazda - patogen. Astfel, au fost aplicate tratamente pe frunze detasate cu 2
si, respectiv, 7 zile nainte de inoculare artificiala. Frunzele astfel tratate au fost mentinute
la 17°C si o umiditate relativa a aerului de 100%. Evaluarea a fost realizata la un interval de
2, 8 si, respectiv, 14 zile de la inoculare. Ambele extracte au inhibat dezvoltarea P. infestans
(Carabet si colab., 2009). Activitatea antifungica a unor extracte din rubarba (Rheum
rhabarbarum) si Solidago canadensis a fost evaluata utilizand testarea pe frunze detasate
de cartof si pe plante crescute in ghiveci. Aceste extracte au redus in mod semnificativ
infectarea frunzelor cu P. infestans.

Aplicarea preventiva a extractelor a avut efecte in concentratie de 50%, cu trei zile
fnainte de inoculare, siimediat dupa inoculare (Stephan si colab., 2005). Pe frunze detasate,
extractele obtinute din G. chinensis (2%), R. rhabarbarum (rizom, 2%) si S. flavescens (2%)
au demonstrat un efect semnificativ, ajungand la o eficacitate a controlului de 96,67%, G.
chinensis. In testele pe rasaduri, extractul din R. rhabarbarum (rizom, 2%) a prezentat cel
mai ridicat efect inhibitor, urmat de S. flavescens (2%), T. chebula (1%), si G. chinensis (2%).
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Cu o eficienta a inhibarii de 91,67%, 75,00%, 70,24% si, respectiv, 64,29%, in a saptea zi
dupa inoculare (Wang si colab., 2007).

Concluzii

Rezultatele testelor de evaluare a activitatii antifungice au aratat potentialul bioprepa-
ratului UBCH de a inhiba in conditii in vitro agentul patogen al manei, Phytophthora
infestans.

Testarea efectelor biopreparatului UBCH pe sistem vegetal a permis evidentierea
faptului ca acestea, in general, ofera un grad ridicat de protectie fata de infectia fungica,
apropiat de efectul unor fungicide consacrate.

Biopreparatul UBCH a indus in frunzele detasate reactii similare cu cele ale fungi-
cidului aplicat, rezultand un index al severitatii bolii de 0,01-10% ceea ce inseamna ca
rezultatele obfinute in conditii de laborator au fost confirmate prin testele pe planta.

Rezultatele obtinute permit concluzia ca biopreparatul UBCH din amestec de plante
ar putea fi utilizat ca agent de biocontrol pentru prevenirea infectiilor cu Phytophthora
infestans.
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Revendicare

Biopreparat cu activitate antimicrobiana asupra Phytophthora infestans, agent
patogen al manei caracterizat prin aceea ca, este alcatuit dintr-un extract vegetal obtinut
din urmatoarele plante: 5...25 parti Urtica dioica, 20...55 parti Sambucus ebulus, 10..30 parii
Xanthium strumarium si 5...30 parti Humulus lupulus, partile fiind exprimate in greutate.
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