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Invenţia se referă la un biopreparat cu activitate antimicrobiană asupra Phytophthora1

infestans, agent patogen al manei, având aplicaţii în agricultură
Mana tomatelor şi a cartofului este una dintre cele mai devastatoare boli din agricul-3

tură, care a fost responsabilă pentru Marea Foamete din Irlanda de la mijlocul secolului 19.
Această boală este cauzată de patogenul Phytophthora infestans, clasa Oomycetes, ordinul5

Peronosporales, familia Phytophthoraceae care poate infecta şi distruge frunzele, tulpinile,
fructele de tomate şi tuberculii de cartofi (Nowicki şi colab., 2011).7

În ciuda progreselor înregistrate până în prezent în domeniul protecţiei plantelor,
controlul acestei boli este încă departe de a fi realizat. De aceea, cercetările ce au drept9

scop, pe de o parte, clarificarea particularităţilor structurale, funcţionale şi genetice ale pato-
genului, cât şi găsirea unor noi metode de tratament a plantelor care să le asigure protecţia11

faţă de acest patogen sunt în continuă dezvoltare. O atenţie specială a fost acordată extrac-
telor vegetale care şi-au dovedit eficienţa în cazul altor fitopatogeni. 13

Astfel, extracte obţinute din 88 de specii de plante, distribuite în 44 de familii botanice
au fost testate pentru capacitatea de inhibare a formării sporilor sau a creşterii în condiţii in15

vitro a unor tulpini de P. infestam (Wang şi colab., 2001). Dintre speciile testate de Wang şi
colab.(2001) extractele provenite de la 19 specii de plante au avut efecte importante17

împotriva patogenului: extractul de usturoi, în concentraţie de 1-2% a inhibat complet forma-
rea de spori şi dezvolarea miceliului de P. infestans. 19

De asemenea, în experimentele efectuate de Cao şi colab. (2001) au fost utilizate
extracte de usturoi (Allium sativum) şi de coada calului (Equisetum hyemale), comparativ cu21

două produse comerciale pe bază de produse naturale, Bio-clean şi Citronella Oil, fiind
examinat efectul lor asupra germinării sporilor şi creşterii hifelor de P. infestam. Testele au23

fost realizate pe frunze de cartof, iar controlul utilizat a fost apa distilată şi un fungicid
protector Chlorothanoil. Cea mai mare rată de inhibare a germinării a fost înregistrată pentru25

extractele de A. sativum şi Bio-clean. Extractul de coada calului a demonstrat acţiune
antifungică, însă mai slabă decât celelalte extracte. Citronella Oil nu a avut efect de inhibare27

a germinării sporilor, dar a redus rata de germinare de zoosporilor.
Extractele de usturoi proaspăt au avut efect inhibitor mai puternic decât extractul din29

bulbi de usturoi uscat asupra germinării sporangiilor şi zoosporilor. Cu toate acestea, nu a
existat însă nici o diferenţă semnificativă între extractele realizate din bulbi proaspeţi şi cele31

care au fost păstrate timp de o săptămână sub 4/C. Efectul extractului din coada calului din
material vegetal proaspăt nu a fost semnificativ superior faţă de extractul din material uscat.33

Testele cu privire la evaluarea efectului inhibitor al extractelor vegetale şi al produselor pe
bază de compuşi naturali au fost efectuate in vitro, în laborator. Eficacitatea diferitelor35

extracte asupra creşterii hifelor patogenului a fost, în ordinea descrescătoare: Bio-clean,
usturoi, coada calului şi Citronella Oil. Nici unul dintre extractele din plante sau produsele37

vegetale nu a avut efecte curative asupra dezvoltării P. infestans pe frunze de cartof, atunci
când au fost utilizate după infectarea plantelor. Bio-clean a avut efecte asemănătoare cu cele39

ale fungicidului Clorothanoil atunci când a fost aplicat cu trei zile mai devreme decât
inocularea cu fungi (0,1%). Extractul de usturoi (2%) a avut efect intens de inhibare atunci41

când a fost utilizat o zi mai devreme sau în acelaşi timp cu inocularea patogenului, rata de
inhibare ajungând la 89% şi respectiv 100%. Comparativ cu controlul netratat, extractul de43

coada calului (4%) şi Citronella Oil (400 mg/kg) au avut unele efecte atunci când au fost
utilizate cu 1-2 zile mai devreme decât inocularea cu patogen. Cu toate acestea tratamentele45

nu au fost eficiente pentru prevenirea bolii. Aceste rezultate au arătat că Bio-clean şi
usturoiul au proprietăţi antifungice puternice, existând un mare potenţial pentru utilizarea lor47

în protecţia plantelor de cartofi împotriva P. infestans (Cao şi colab., 2001).



RO 132519 B1

3

Tot pentru controlul infecţiei cu P. infestans au fost analizate extracte de piper lung 1

(Piper longum) obţinute prin tratarea boabelor de piper mărunţite cu metanol. Extractul a fost
fracţionat în hexan chloroform, acetat de etil, butanol şi apă după care au fost dizolvate şi 3

diluate în dimetil sulfoxid (DMSO) şi, respectiv, apă (fracţiunile hidrosolubile). Soluţia obţinută
din fracţia de hexan, la o concentraţie de 1 mg/ml a redus cu 60% uscarea plantelor 5

inoculate cu fitopatogenul (Lee şi colab., 2001).
De asemenea, în experimentele efectuate de Wang şi colab. (2007) au fost testate 7

extracte vegetale provenite de la şase specii de plante: Galla chinensis - frunze, Potentilla
erecta - rădăcină, Rheum rhabarbarum - frunze şi rădăcini, Salvia officinalis - frunze, 9

Sophora flavescens - tulpină şi Terminalia chebula - fructe. Testele s-au făcut pe frunze de
cartof detaşate, plantule şi felii de tuberculi care au fost infectate cu P. infestans. Pe frunze 11

detaşate, extractele de G. chinensis (2%), R. rhabarbarum (rizom, 2%) şi S. flavescens (2%)
au demonstrat că deţin un efect în controlul infecţiei, cu o eficienţă de 96,67% în cazul 13

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%) 15

şi G. chinensis (2%) (Wang şi colab., 2007).
Mai recent, (Maharjan şi colab., 2010) au utilizat extracte din 5 specii de plante: 17

Brassica nigra, Cinnamomum camphora, Eupatorium adenophorum, Lantana camara şi
Melia azedarach, în concentraţii diferite pentru efectele anti-Phytophthora, evidenţiind că cel 19

mai eficient extract a fost cel de B. nigra.
Includerea extractelor vegetale în mediul de cultură şi apoi evaluarea gradului de 21

inhibare a creşterii miceliului de P. infestans a fost utilizată pentru testarea activităţii
antifungice a 26 de extracte de plante: extractele de Xanthium strumarium, Lauris nobilis, 23

Salvia officinalis şi Styrax officinalis au fost cele cu activitatea antifungică cea mai intensă,
ele inhibând total creşeterea miceliului de P. infestans. Celelalte extracte au prezentat o 25

activitate moderată, iar creşterea zilnică a variat între 0,8 şi 5,0 mm/zi, valoare semnificativ
mai mică decât cea a variantei martor, netratată. Cea mai slabă activitate antifungică s-a 27

înregistrat în cazul extractului obţinut din Cynodon dactylon. Concentraţia inhibitorie minimă
(MIC) a extractelor a fost între 2 şi 8% (w/v). Extractul obţinut din X. strumarium a produs cea 29

mai mică valoare MIC, respectiv 2%, valoare care se află sub cea înregistrată pentru
fungicidul standard Ridomil Gold mz 68 WP, utilizat pe post de control în experimentele 31

derulate (Yusuf şi colab., 2011).
În căutarea unui produs natural şi ieftin, care ar putea induce răspunsuri de apărare 33

în plantele cartof utile pentru rezistenţa la infecţia cu Phytophthora infeslans. agentul
cauzator al manei, (Moushib şi colab., 2013) a evaluat efectul antimicrobian al unui extract 35

de sfeclă de zahăr („sugar beet extract" = SBE) provenit din produse reziduale rezultate din
procesul de fabricare a zahărului. Testele au fost efectuate în condiţii de seră, pe trei 37

genotipuri de cartof având niveluri diferite de rezistenţă la P. infestam (două genotipuri
sensibile: Desiree şi Bintje şi unul parţial rezistent: Ovatio). Tratamentul cu SBE a condus 39

la reducerea semnificativă a dimensiunii leziunilor în mod asemănător cu un model similar
rezultat prin aplicarea unui compus cunoscut ca fiind inductor al răspunsului de apărare, 41

acidul $-aminobutiric (BABA). SBE aparent nu a avut niciun efect toxic asupra creşterii
patogenului sau a germinării sporangiilor, în schimb, prin compuşii fenolici pe care îi conţine 43

a activat la plantele tratate mecanismul de rezistenţă indusă.
Potenţialul unor produse pe bază de extracte din plante pentru biocontrolul manei la 45

plantele de cartof provocată de Phytophthora infestans a fost evaluat în teste realizate pe
frunze detaşate şi pe plante sădite în seră (Stephan şi colab., 2005). Pe baza unei evaluări 47

a 22 de preparate şi extracte din plante cele mai eficiente produse au fost reprezentate
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preparatele comerciale ELOT-Vis, Serenade şi Trichodex, precum şi de extractele din plante1

de Rheum rhabarbarum şi Solidago canadensis. Cu toate acestea, nici unul din tratamente

nu a fost la fel de eficient ca tratamentul cu produse pe bază de cupru. Pentru a se stabili3

cea mai eficientă metodă de tratament, preparatele utilizate în testare au fost aplicate 24 h

înainte de inocularea cu patogen sau după 90 min de la inocularea cu P. infestans. În5

general, efecte mai bune s-au obţinut atunci când aplicarea tratamentelor a fost realizată cu

24 h înainte de inoculare. În aceste teste, produsul Trichodex nu a avut efecte notabile, în7

timp ce ELOT-Vis a dat cele mai bune rezultate atunci când este aplicat cu 1 zi înainte de

inoculare. Serenade şi extractele din R. rhabarbarum şi S. canadensis (toate la concentraţie9

5%), au fost eficiente atunci când au fost aplicate cu până la 3 zile înainte sau imediat după

inocularea cu P. infestans. Rezultatele experimentelor pe plante în ghivece au indicat efecte11

directe asupra patogenului pentru toate tratamentele testate, cu excepţia extractului de S.

canadensis, care nu a avut efect curativ (Stephan şi colab., 2005).13

Materiale şi metode

1. Materiale vegetale15

Urtica dioica (urzica) aparţine familiei Urticaceae, este o plantă erbacee, care creşte

până la 150 cm înălţime, având în pământ un rizorn subţire, cilindric, de culoare albicioasă,17

lung şi ramificat. Tulpinile sunt drepte, cu 4 muchii, acoperite cu frunze opuse, dinţate pe

margini. Atât tulpina, cât şi frunzele sunt prevăzute cu peri urzicători care în contact cu pielea19

produc urticarie (inflamaţie specifică, însoţită de usturime şi prurit intens). Urzica creşte

pretutindeni, în locuri cultivate şi necultivate, în şanţuri, pe lângă drumuri, pe marginea21

apelor, în păduri.

Pentru biopreparat se utilizează partea aeriană a plantei, uscată în aer liber, în locuri23

ferite de lumină puternică sau uscată cu aer cald, la o temperatură de 45-60/C.

Sambucus ebulus (boz) aparţine familiei Adoxaceae (Bolii, 1994). Este o plantă25

erbacee perenă. Creşte în sălbăticie, pe pajişti, la marginea pădurilor şi drumurilor, atât la

munte, cât şi la câmpie. Fructele sunt drupe baciforme aproape sferice, cu diametrul de circa27

4 mm, negre lucioase.

Pentru biopreparat se utilizează fructele plantei, uscate în aer liber, în locuri ferite de29

lumină puternică sau uscate cu aer cald, la o temperatură de 45-60/C.

Xanthium strumarium (corneţi) este o specie anuală, cu tulpina lipsită de spini, având31

frunze de tip palmat, care face parte din familia Asteruceae. Se găseşte în special în luncile

râurilor din sudul României, dar este larg răspândită şi pe alte continente: America de Nord,33

Brazilia, China, Malaezia şi India.

Se utilizează partea aeriană a plantei şi fructele nematurate, uscate în aceleaşi35

condiţii ca şi materialele vegetale anterioare.

Humulus lupulus (hamei) face parte din familia Cannabaceae. Plantă erbacee37

perenă, agăţătoare, cu flori galbene-verzui. Hameiul este originar din Europa şi a intrat în

cultură începând din secolul VII. În flora spontană a României, hameiul creşte în zonele39

umbroase de pe lângă apele curgătoare, la marginea pădurilor, prin crânguri, mai ales la

deal şi prin depresiuni sau în luncile umbrite de la şes.41

Se utilizează conurile (inflorescenţele femele) recoltate în timpul înfloririi. În zilele

însorite din lunile august şi septembrie, când devin verzui sau galbene. Uscarea se face în43

locuri umbrite şi aerisite (încăperi, poduri sau magazii), aşezate în straturi foarte subţiri, fără

a fi întoarse.45

După uscare, toate materialele vegetale se macină fin.
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Biopreparatul cu activitate antimicrobiană asupra Phytophthora infestans, agent 1

patogen al manei, este obţinut prin extracţie hidroalcoolică şi ultrasonicare. Cota de

participare a fiecărei plante pentru formarea extractului vegetal cu rol antimicrobian este: 3

5...25 părţi Urtica dioica, 20...55 părţi Sambucus ebulus, 10..30 părţi Xanthium strumarium

şi 5...30 părţi Humulus lupulus, părţile fiind exprimate în greutate. 5

2. Medii de cultură
Potato Dextrose Agar (PDA) 7

Pentru obţinerea acestui mediu se procedează în felul următor: 200 g de felii de
cartof se fierb timp de 30 min în aproximativ 500 ml de apă; după filtrare prin tifon se adaugă 9

glucoza (dextroză) (20 g/L) şi (agar - 20 g/L) şi se completează cu apă până la 1 L. În unele
experimente a fost utilizat mediu gata preparat, în formă deshidratată (Liofilchem). În acest 11

caz s-au suspendat 42,00 g de mediu deshidratat în 1000 ml apă bidistilată şi s-a amestecat
pe plita magnetică până la dizolvare completă. S-a sterilizat în autoclav timp de 15 min la 13

121/C. După ce s-a răcit la 50/C, mediul a fost turnat în plăci Petri sterile, într-un strat de
aproximativ 5 mm. 15

Mediu cu secară (RYE A şi RYE B)
Ingredientele şi cantităţile corespunzătoate reţetelor celor două tipuri de medii cu 17

secară, RYE A, şi respectiv, RYE B, utilizate în experimentele realizate sunt prezentate în
tabelul 1. 19

Ingredientele necesare pentru mediul de secară 21

Tabelul 1

Ingrediente (pentru 1 L) 23RyeA (pentru întreţinerea
culturii)

RyeB (pentru sporulare)

Secară 60 g 60 g

Sucroză 2520 g 20 g

B-sitosterol 0 0,05 g

Agar 2715 g 15 g

a. Rye A 29

1. Peste boabele de secară se adaugă 100 ml apă distilată, şi se lasă la încolţit
pentru 3 h (dacă se adaugă mai puţină apă, boabele vor germina mai repede, după 31

aproximativ 24-30 h).
2. Se filtrează şi se păstrează lichidul rezultat. 33

3. Se pasează boabele cu un blender, pentru aproximativ 2 min, se adaugă suficientă
apă distilată şi se pun pe baia de apă pentru exact 3 h, la 50/C. 35

4. Se trece amestecul printr-o sită şi se aruncă sedimentul.
5. Se combină supernatantul original cu lichidul rezultat după filtrare. Se adaugă 37

sucroza şi agarul, şi se completează cu apă distilată până la volumul de 1 L.
6. Se autoclavează mediul obţinut la 121/C pentru 15 min şi se toarnă în plăci Petri. 39

b. Rye B
1. Peste boabele se secară se adaugă 100 ml apă distilată şi se lasă la încolţit pentru 41

3 h (dacă se adaugă mai puţină apă, boabele vor germina mai repede, după aproximativ
24-30 h). 43

2. Se filtrează şi se păstrează lichidul rezultat.
3. Se adaugă suficientă apă distilată pentru a acoperi boabele şi se fierb timp de 1 h. 45
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4. Se filtrează soluţia prin tifon şi se combină cu filtratul iniţial.1
5. Se adaugă sucroza, agarul şi $-sitosterolul şi se completează cu apă distilată până

la volumul de 1 L.3
6. Se autoclavează mediul obţinut la 121/C pentru 15 min şi se toarnă în plăci Petri.
V8 Juice Agar5
S-a preparat după următoarea reţetă.
Suc de legume V8 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 200,0 ml;7
CaCO3 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 2,0 g;
Agar . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 15,0 g;9
$-sitosterol . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 0,05 g.
Se adaugă apă distilată până la 1,0 L, se ajustează pH-ul la 7,2. Amestecul se11

omogenizează şi se sterilizează în autoclav timp de 15 min la 121/C.
3. Reactivi13
În testele de microbiologie au fost folosite mediile de cultură: Potato Dextrose Agar

(PDA) - Liofilchem. Antifungicele de sinteză au fost furnizate de SC Aectra Agrochemicals15
SA. Toţi reactivii şi solvenţii au avut puritate analitică.

4. Metode de preparare şi testare17
Extracţie hidroalcoolică cu ultrasonicare
Pentru extracţia prin ultrasonicare, peste materialul vegetal mărunţit se adăugă19

solventul (etanol 50%) în raport 1:10 (w:v), iar amestecul rezultat se omogenizează prin
agitare uşoară. Pentru ultrasonicare se utilizează următorii parametri de lucru: timp de21
sonicare 30 min, temperatura 35/C, putere 34 Watt. Materialul ultrasonicat este supus
percolării. Practic, amestecul se lasă la macerat timp de 3 h, la temperatura camerei, într-un23
recipient de sticlă bine sigilat, după care se introduce treptat în percolator. Robinetul de la
baza percolatorului se lasă deschis până când lichidul începe să curgă prin orificiul de la25
baza percolatorului. Pentru o extracţie optimă, viteza de percolare se reglează astfel încât
în 24 h să se percoleze o cantitate de lichid egală cu 1,5 x cantitatea de material vegetal27
utilizat. Extractul astfel obţinut se lasă în repaus, la temperatura de 5-10/C, timp de 6 zile,
după care se filtrează sub vid, filtratul reprezentând biopreparatul UBCH.29

Testarea activităţii antifungice
Efectul biopreparatului UBCH asupra creşterii miceliene a fitopatogenului de interes31

a fost testat prin metoda includerii biopreparatului în mediul de cultură (Poison Food Method
sau Radial Growth Method). Această metodă presupune încorporarea unei cantităţi adecvate33
din biopreparat în mediul de creştere (V8, răcit la 40-50/C). Controlul negativ a fost
reprezentat de plăci Petri conţinând mediu netratat. Controlul pozitiv a fost reprezentat de35
plăci tratate cu fungicid de sinteză, utilizat în mod uzual în cultură. Plăcile au fost lăsate să
se solidifice în hota cu flux laminar şi după aceea au fost inoculate cu discuri miceliene cu37
diametrul de 6 mm, tăiate din marginea unei culturi proaspete, cu creştere activă. Pentru
fiecare tratament au fost realizate trei replicări şi a fost raportată valoarea medie a citirilor.39

Plăcile Petri au fost incubate la întuneric, la 20 ± 2/C pentru 16 zile, moment în care
colonia din placa de control a atins marginea vasului. Măsurarea diametrului coloniei a fost41
înregistrată zilnic. Procentul de inhibare a creşterii miceliului, I (%), ca urmare a tratamentului
cu biopreparat a fost calculat folosind următoarea formulă:43

I(%) = (l-dt/dc) @ 100(%), (1)
unde, dc este diametrul mediu al coloniei, măsurat în placa Petri de control, fără tratament,45
iar dt este diametrul mediu măsurat în plăcile Petri tratate cu biopreparat (Ogbebor şi colab.,
2008).47

Testarea efectului biopreparatului pe frunze detaşate
Testul pe frunze detaşate reprezintă un model experimental general acceptat, fiind49

o tehnică utilizată în mod curent pentru a evalua rezistenţa izolatelor de P. infestam şi a altor
fitopatogeni la diferite produse sau pe diverse soiuri de plante, în condiţii de laborator. Testul51
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pe frunze detaşate s-a dovedit a fi o soluţie practică datorită simplităţii sale, care poate 1
reduce în mod substanţial atât costurile, cât şi durata unui program de screening după cum
au raportat anterior alţi autori (Irzhansky şi colab., 2006, Nelson, 2006, Lebecka, 2008). 3
Evaluarea răspunsului plantelor, în urma tratamentului cu biopreparatul UBCH, la infestarea
frunzelor de tomate cu P. infestam a fost realizată după o metodă descrisă anterior de 5
(Vleeshouwers şi colab., 1999, Cowley şi colab., 2012, Foolad şi colab., 2014) cu unele
modificări. 7

Frunzele utilizate în experimente au provenit din răsaduri crescute în seră, în condiţii
controlate, în sol sterilizat. Pentru colectarea frunzelor au fost folosite plante sănătoase, 9

netratate în prealabil cu fungicide sintetice, cu vârsta de 8-9 săptămâni. Numărând din vârful
plantei, a fost desprinsă de pe tulpina, a treia până la a cincea frunză compusă şi au fost 11

întrebuinţate în teste în maximum 2 h de la recoltare. Aceste frunze compuse, prezentând
6-8 frunzuliţe au fost înfipte în burete de florărie (Oasis®) saturat cu apa, şi aşezate pe hârtie 13

de filtru umedă, în tăviţe de aluminiu.
Frunzele detaşate, aşezate în tăviţe de aluminiu au fost tratate cu biopreparatul din 15

amestecul de plante utilizat anterior în testele antifungice preliminare, efectuate in vitro, în
plăci Petri, pe mediu de creştere. Tratamentul s-a aplicat pe câte 5 frunzuliţe aflate pe 17

aceeaşi frunză compusă prin pulverizarea soluţiei pe suprafaţa superioară a frunzei.
Controlul pozitiv a fost reprezentat de o soluţie de Mancozeb în concentraţie de 0,2%. Acest 19

fungicid este utilizat în mod curent în practicile horticole de prevenire şi tratare a infectării cu
P. infestam a culturilor de tomate, cartof şi vinete. Controlul negativ a fost reprezentat de o 21

soluţie de apă distilată sterilă.
În vederea inoculării materialului vegetal cultura de P. infestam utilizată în teste a fost 23

menţinută pe mediu de secară, suplimentat cu 2% (w/v) sucroză (Caten şi colab., 1968) şi
incubată la 20/C la întuneric, timp de 14 zile. În vederea inoculării, o placă Petri pe care 25

creşterea miceliană a atins marginile plăcii, a fost inundată cu apă distilată sterilă rece (4/C),
iar suspensia de sporagii a fost preluată într-o eprubetă şi etanşată. Zoosporii sunt eliberaţi 27

după incubare pentru o perioada de 1-2 h, la o temperatură de 4/C. După incubare, sus-
pensia a fost filtrată, iar concentraţia a fost ajustată corespunzător. Frunzele au fost inoculate 29

la 24 h de la tratamentul cu biopreparat sau soluţii control, cu o cantitate de 0,05-0,15 ml de
inocul proaspăt preparat. 31

Evaluarea manifestării infecţiei cu P. Infestam: leziunile provocate de mană pe
suprafaţa fiecărei frunze detaşate au fost observate şi cuantificate la şapte zile după 33

inoculare, pe baza utilizării unei scale de evaluare descrisă anterior în literatură (Khalid şi
colab., 2012), cu unele modificări (tabelul 2). 35

Scala pentru evaluarea severităţii simptomelor provocate de infecţia 37
cu P. infestans pe frunzele detaşate

Tabelul 2 39

Scor
evaluare 41

Severitatea simptomelor
manifestate pe frunzele detaşate

% Indexul manifestării
infecţiei cu mană

Răspunsul infecţiei
cu mană la

tratamentul aplicat

1 43Nu există simptome vizibile 0 Foarte susceptibilă

2
45

Există leziuni de dimensiuni mici,
care acoperă maximum 10% din

suprafaţa totală a frunzei

0,01-10 Susceptibilă

3 47

49

Leziunile prezente acoperă
maximum 25% din suprafaţa

totală a frunzei.

10,01-25 Tolerantă
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Tabelul 2 (continuare)1

Scor
evaluare3

Severitatea simptomelor
manifestate pe frunzele detaşate

% Indexul manifestării
infecţiei cu mană

Răspunsul infecţiei
cu mană la

tratamentul aplicat

45

7

Leziunile prezente acoperă
maximum 50% din suprafaţa

totală a frunzei.

25,01-50 Rezistentă

5
9

Leziunile prezente acoperă
maximum 75% din suprafaţa

totală a frunzei.

50,01-75 Foarte rezistentă

11
6

Frunzele sunt necrozate,
deshidratate, acoperite în mare

parte de leziuni

> 75,01 Imună

13

Rezultate şi discuţii
Testarea activităţii antifungice a biopreparatului UBCH pe placi Petri15

A fost evaluat efectul antifungic al biopreparatului UBCH faţă de tulpina de
Phytophthora infestans. Testarea efectului antifungic s-a realizat prin încorporarea17

biopreparatului (4%) în mediul de cultură, pe parcursul a 16 zile de incubare.
Creşterea miceliul de P. infestans pe plăcile martor (fără biopreparat) a devenit clară19

începând cu a 6-a zi de la inoculare. În schimb, pe mediul de cultură în care s-a introdus
biopreparatul UBCH dezvoltarea miceliului nu a fost observată decât după nouă zile de la21

inoculare, atunci când diametrul miceliului a fost de 11 mm. Evaluarea statistică a dimen-
siunii diametrului culturii fungice măsurate pentru cele trei repetiţii au arătat că nu există o23

diferenţă semnificativă între probe (P < 0,05).
În varianta martor miceliul fungic a atins marginea plăcilor (diametru de 90 mm) la 1025

zile după începutul dezvoltării (16 zile după inoculare). În schimb, în cazul variantei în care
s-a introdus în mediu biopreparat UBCH, în acelaşi moment al evaluării (16 zile de la27

inoculare) diametrul culturii fungice a fost de cea 48 mm (fig. 1). Există diferenţe statistice
între martori (M - alcool şi M - martor netratat) şi tratament (P < 0,05).29

Prin urmare, atunci când s-a încorporat biopreparatul UBCH în mediul de creştere,
creşterea miceliului a fost inhibată de către acesta comparativ cu creşterea pe cele două31

seturi de plăci de control, ceea ce demonstrează activitatea inhibitorie a biopreparatului
asupra P. infestans.33

Rezultatele obţinute au evidenţiat faptul că biopreparatul UBCH obţinut din amestecul
de plante posedă un efect inhibitor asupra creşterii miceliului de P. infestans. 35

Evidenţierea efectelor antifungice împotriva fitopatogenului Phytophthora infestans 37

prin teste pe frunze detaşate
Evaluarea dezvoltării manei pe frunze de tomate detaşate a fost efectuată pe baza39

apariţiei simptomelor bolii şi urmărirea ratei de dezvoltare a punctelor de necroză. Scala de
evaluare a infectării plantelor propusă pentru analiza experimentului derulat pe frunzele41

detaşate este o scală de tip interval, care ia în considerare procentul de necrozare a
suprafeţei frunzelor, inclusiv a nervurilor acestora. Îngălbenirea şi alte modificări de culoare43

nu au fost considerate ca fiind indicatori fiabili de boală, deoarece frunzele detaşate se pot
deshidrata uneori şi pot deveni clorotice chiar şi în absenţa agentului patogen. Astfel a fost45

utilizată o scală de la 0 (frunze care nu prezintă infecţie, sau prezintă leziuni de dimensiuni
scăzute) la 5 (frunze necrozate în totalitate, uscate).47
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Inoculările s-au realizat pe suprafaţa frunzelor detaşate, utilizând ca martori frunze 1

infectate cu P. infestans tratate cu apă distilată sau cu Mancozeb 2%, iar examinarea
leziunilor s-a făcut pe parcursul a şapte zile de incubare. 3

Primele semne de infecţie au apărut pe frunzele reprezentând martorul negativ
(inoculat cu fitopatogenul şi tratat cu apă distilată), la 48 h de la inoculare. După 7 zile de la 5

inoculare, frunzele tratate cu apa distilată sterilă au fost afectate de infecţia cu P. infestans
în proporţie de peste 80%, prezentând pete de culoare brun spre negru cu marginea 7

îngălbenită şi un aspect deshidratat, casant, necrotic.
În ceea ce priveşte martorul tratat cu fungicid Mancozeb în concentraţie de 2%, după 9

7 zile de la inoculare, doar 50% din frunzele infectate prezentau leziuni, pe o suprafaţă ce
a acoperit sub 10% din suprafaţa totală a frunzei, corespunzător unui scor de 1 pe scala 11

utilizată în evaluare.
În cazul frunzelor tratate cu biopreparatul UBCH simptomele de boală au fost mult 13

mai reduse şi au apărut mai târziu, în general în mod asemănător aspectelor evidenţiate în
cazul variantei martor în care pentru tratament s-a utilizat fungicidul Mancozeb. 15

Biopreparatul UBCH a indus în frunzele detaşate reacţii similare cu cele ale
fungicidului aplicat, rezultând un index al severităţii bolii de 0,01-10%, corespunzător unui 17

scor de 1 pe scala descrisă anterior (tabelul 2, fig. 2). Biopreparatul UBCH a prezentat
activitate ridicată de inhibare cu peste 70% a dezvoltării culturii de P. infestans în plăci, prin 19

interacţiune directă pe mediul de cultură, astfel că rezultatele obţinute prin testele pe frunze
detaşate confirmă rezultatele anterioare, tratamentele cu biopreparatul UBCH asigurând un 21

grad ridicat de protecţie la nivelul leziunile de pe frunze infectate cu P. infestans.
De remarcat că rezultatele obţinute cu acest sistem experimental corespund în mare 23

măsură cu rezultatele evidenţiate la nivel de interacţii pe mediul de cultură. Rezultatele
obţinute în urma măsurării dimensiunilor leziunilor, după 7 zile de la inoculare, au demonstrat 25

faptul că tratamentul preventiv aplicat frunzelor detaşate a prezentat un efect benefic în cazul
utilizării biopreparatul obţinut din amestecul de plante. 27

Rezultatele obţinute în cadrul acestor experimente sunt în concordanţă cu alte studii
descrise în literatură, dar pentru alte surse vegetale utilizate pentru obţinerea de extracte. 29

De exemplu, suprimarea dezvoltării manei pe plantele de tomate a fost realizată cu extracte
etanolice obţinute din bujor sălbatic (Paeonia suffruticosa) şi iederă (Hedera helix). Ambele 31

extracte au inhibat eliberarea de zoosporii şi sporularea P. infestans (Röhner şi colab.,
2004). Pentru a controla infestarea cu P. infestans în culturile de tomate, eficienţa 33

tratamentelor cu extracte din Hedera helix şi Paeonia suffruticosa a fost testată cu ajutorul
unui sistem de gazdă - patogen. Astfel, au fost aplicate tratamente pe frunze detaşate cu 2 35

şi, respectiv, 7 zile înainte de inoculare artificială. Frunzele astfel tratate au fost menţinute
la 17/C şi o umiditate relativă a aerului de 100%. Evaluarea a fost realizată la un interval de 37

2, 8 şi, respectiv, 14 zile de la inoculare. Ambele extracte au inhibat dezvoltarea P. infestans
(Carabet şi colab., 2009). Activitatea antifungică a unor extracte din rubarbă (Rheum 39

rhabarbarum) şi Solidago canadensis a fost evaluată utilizând testarea pe frunze detaşate
de cartof şi pe plante crescute în ghiveci. Aceste extracte au redus în mod semnificativ 41

infectarea frunzelor cu P. infestans.
Aplicarea preventivă a extractelor a avut efecte în concentraţie de 50%, cu trei zile 43

înainte de inoculare, şi imediat după inoculare (Stephan şi colab., 2005). Pe frunze detaşate,
extractele obţinute din G. chinensis (2%), R. rhabarbarum (rizom, 2%) şi S. flavescens (2%) 45

au demonstrat un efect semnificativ, ajungând la o eficacitate a controlului de 96,67%, G.
chinensis. În testele pe răsaduri, extractul din R. rhabarbarum (rizom, 2%) a prezentat cel 47

mai ridicat efect inhibitor, urmat de S. flavescens (2%), T. chebula (1%), şi G. chinensis (2%).
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Cu o eficienţă a inhibării de 91,67%, 75,00%, 70,24% şi, respectiv, 64,29%, în a şaptea zi1

după inoculare (Wang şi colab., 2007).
Concluzii3

Rezultatele testelor de evaluare a activităţii antifungice au arătat potenţialul bioprepa-
ratului UBCH de a inhiba în condiţii in vitro agentul patogen al manei, Phytophthora5

infestans.
Testarea efectelor biopreparatului UBCH pe sistem vegetal a permis evidenţierea7

faptului că acestea, în general, oferă un grad ridicat de protecţie faţă de infecţia fungică,
apropiat de efectul unor fungicide consacrate.9

Biopreparatul UBCH a indus în frunzele detaşate reacţii similare cu cele ale fungi-
cidului aplicat, rezultând un index al severităţii bolii de 0,01-10% ceea ce înseamnă că11

rezultatele obţinute în condiţii de laborator au fost confirmate prin testele pe plantă.
Rezultatele obţinute permit concluzia că biopreparatul UBCH din amestec de plante13

ar putea fi utilizat ca agent de biocontrol pentru prevenirea infecţiilor cu Phytophthora
infestans.15

17
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Revendicare1

Biopreparat cu activitate antimicrobiană asupra Phytophthora infestans, agent3

patogen al manei caracterizat prin aceea că, este alcătuit dintr-un extract vegetal obţinut
din următoarele plante: 5...25 părţi Urtica dioica, 20...55 părţi Sambucus ebulus, 10..30 părţi5

Xanthium strumarium şi 5...30 părţi Humulus lupulus, părţile fiind exprimate în greutate.
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