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Descriere:

Inventia se referd la protectia plantelor si poate fi utilizatd pentru combaterea biologicd a bolilor
plantelor cu ajutorul tulpinii de fungi Nectria pityrodes Montagne. De asemenea, inventia cuprinde si un
procedeu de screening al tulpinii indicate, biofungicid, compozitie biofungicida si metoda de inhibare a
infectiei fungice.

Plantele agricole sunt afectate de diverse boli fungice, bacteriene si virale, precum si de numeroase
insecte daunitoare. In vederea combaterii acestora s-au dezvoltat numeroase metode tehnice de cultivare si
de combatere chimica si biologica. Scopul unor astfel de metode este prevenirea pierderilor calitative si
cantitative de recoltd produse de bolile plantelor si daunatori.

in general, termenul combatere biologici a bolilor plantelor inseamnd combaterea patogenilor plantelor
prin alte organisme care pot fi numite agenti de combatere biologica (ACB). Produsele dezvoltate de la
ACB sunt deseori numite biopesticide. Mecanismele combaterii biologice a bolilor plantelor actioneaza
variat si deseori efectul se bazeaza pe actiunea comuna a numeroase mecanisme diferite. Efectul combaterii
poate fi bazat pe metaboliti de inhibare produsi de agentul de combatere, iar uneori agentul de combatere
poate parazita patogenul sau poate concura cu el pentru spatiu si/sau nutrientii accesibili.

Necesitatea descoperirii de noi agenti de combatere biologica a crescut prin faptul cad numerosi agenti
traditionali de combatere chimicad s-au eliminat datoritd efectelor daunatoare asupra mediului si fiintelor
umane. Un dezavantaj al chimicalelor ar fi, de exemplu, faptul cd numerosi daunatori au devenit rezistenti
la unul sau chiar numerosi agenti de combatere. in schimb, dezvoltarea rezistentei la biopesticide este putin
probabild, deoarece efectul acestora se bazeaza pe un numar de mecanisme de tipuri diferite. De obicei,
chimicalele actioneazi mai rapid i mai eficient decét biopesticidele. in schimb, biopesticidele sunt adesea
cu actiune de lunga duratd comparativ cu chimicalele si efectul lor se bazeaza pe un microorganism viabil si
reproductibil.

Se cunoaste un grup important de biopesticide, format din produsele bacteriene dirijate Tmpotriva
insectelor. Cel mai des folosite sunt bioinsecticidele bazate pe bacteria Bacillus thuringiensis. in Finlanda
este produs un biofungicid bazat pe actinomicetul Streptomyces, care este eficient impotriva numeroaselor
boli fungice aparute in sol si seminte. S-a dezvoltat un produs care este capabil ca prevind raspandirea
Formelor putregaiului radacinii (produs de Heterobasidion annosum) in padurile de conifere, de la un fung
mai putin daunator, Phlebia gigantea care conditioneaza putrezirea lemnului.

S-au studiat bacteriile genului Pseudomonas, in special ale speciilor Pseudomonas fluorescens si in
prezent sunt cunoscute in numar mare tulpini ale Pseudomonas fluorescens care au activitate fungicida [1,
2,3, 4].

in acelasi timp cu cercetarea microorganismelor adecvate pentru combaterea biologici, un numar mare
de tulpini microbiene sunt alese, de obicei, pentru activitatea de combatere sau alta proprietate anumita. in
publicatiile de brevet s-au descris multe procedee de screening.

Se cunoaste un procedeu de screening in trei etape unde, initial, bacteriile se izoleaza din solul care
contine din abundenta spori ai fungului daunator Pythium. in cea de-a doua etapd bacteriile izolate sunt
cercetate intr-o sera prin cresterea semintelor de cereale din sol, care contine o cantitate de spori de Pythium
cu suspensie din fiecare bacterie de testat (testul de combatere) si fard ea, si din acest test sunt selectate
bacterii in prezenta cirora la plante se dezvoltd cele mai mari frunze si cresc cele mai inalte plante. in cea
de-a treia etapa bacteriile alese sunt selectate in continuare in camp intr-un test similar celui din sera. La
aceastd etapd sunt de asemenea selectate bacteriile in prezenta carora plantele cresc cel mai bine [5].

Se cunoaste, de asemenea, un procedeu conform caruia mai intéi se creste miceliul unei tulpini Pythium
pe un mediu de crestere adecvat, se asazd pe miceliu un strat de sol steril la care se adaugd
microorganismele de testat si se evalueaza efectul asupra cresterii Pythium. La al doilea stadiu se
inoculeaza o proba de sol cu o tulpind Pythium care produce putrezirea, se insdmanteaza solul cu saimanta
unei plante sensibile la infectia fungica si se determina efectul organismului testat asupra cresterii plantei.
Pentru testele urmatoare sunt selectate acele substante care sunt inhibitoare pentru Pythium in ambele teste
mentionate [2].

insad aceste procedee de screening nu sunt potrivite pentru sortarea microorganismelor noi ce apartin
genului Nectria, descrise in inventie.

Problema pe care o rezolva inventia constd in depistarea microorganismelor eficiente din genul Nectria
impotriva fungilor Fusarium, in izolarea si sortarea unor microorganisme noi i utilizarea lor pentru
combaterea biologica eficienta a infectiilor plantelor.

Inventia se refera la un microorganism al genului Nectria, Nectria pityrodes Montagne care s-a dovedit
a fi foarte activ, in special, impotriva fungilor Fusarium.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

MD 1651 F2

4

S-au gasit 5 tulpini care au dat rezultate foarte bune. Tulpinile care s-au numit J76, J1431, J1432,
MOST1 si ROS2 s-au caracterizat la Centraalbureau voor Schimmelcultures, Baarm, Olanda. Aceste tulpini
s-au depozitat in conformitate cu Tratatul de la Budapesta la depozitul DSM (Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH).

Microorganism Numar depozit Data depozitului
Nectria pityrodes Montagne J76 DSM 7522 15 martie 1993
Nectria pityrodes Montagne J1431 DSM 8805 10 decembrie 1993
Nectria pityrodes Montagne J1432 DSM 8806 10 decembrie 1993
Nectria pityrodes Montagne MOS1 DSM 8807 10 decembrie 1993
Nectria pityrodes Montagne ROS2 DSM 8808 10 decembrie 1993

Caracteristicile morfologice ale microorganismelor sunt cele ce urmeaza.

Morfologice: Sporodochii fira hife marginale sterile. Conidiofori ramificati repetat cu cateva ramificatii
pornite la fiecare nod. Ultimele ramificatii poartd spirale de fialide aranjate intr-un strat asemanator
palisadei. Fialide cilindrice de pand la 15 mm lungime cu un por apical. Conidii produse in lanturi sau
globule cenusii, elipsoidale pana la forma asemanatoare picaturii, cu un hil scurt, 7-8 x 4 mm, perete neted
fara prelungiri.

Habitatul coloniei:

Colonia creste pe agar - fulgi de ovaz pana la un diametru de 40 mm la 22°C in 7 zile; miceliu hialin,
zone sporodochiale care sporuleaza, veziculare, verzi, aranjate in inele concentrice. Fara miros pronuntat,
spatele coloniei lipsit de culoare, exsudat limitat, clar.

Structura conidioforului tulpinii J76 este similara celei de la Myrothecium verrucaria, dar diferd prin
producerea sporodochiei lipsite de margine, conidii in lanturi uscate si fara prelungirea tipica asemanatoare
evantaiului.

Reprezentantii genului Gliocladium diferd de noile tulpini prin aceea ca pentru Gliocladium este tipic
sa produca conidiofori individuali penicilati.

Astfel, tulpinile J76, J1431, J1432, MOSI1 si ROS2 s-au identificat ca specii Nectria pityrodes
Montagne.

De la aceste tulpini se pot prepara formulari neperisabile, care sunt ugor de Imprastiat in plantatiile care
necesitd combaterea bolii. O formulare se poate produce, de exemplu, ca pulbere. Cultivarea microbului se
poate incepe de la un inocul, care este un pelet PDA incluzand spori si care s-a mentinut la -80°C. Microbul
se poate cultiva fie ca o cultura lichida, fie pe un suport solid. Mediul nutritiv cuprinde zahar, de exemplu,
sucrozi si azot, precum si cantitati mici de alti nutrienti. in cultivari se pot folosi medii nutritive specifice,
de exemplu, CSL (Corn Steep Liquor), sau medii nutritive specifice, de exemplu, GYM (glucoza 4 g/1,
extract de drojdie 4 g/, extract de malt 10 g/l) sau PDC (bulion dextroza-cartof), pH-ul este circa 6.0 si se
corecteaza la inceput, Tnainte de sterilizare. Cultivarea se realizeaza prin agitare de la una pana la doud
saptamani. Masa celulard se poate separa de bulion fie prin filtrare prin hartie de filtru, fie prin
centrifugare. Daca se foloseste cultivarea lichida, la masa celulard se amesteca un purtitor, de exemplu,
silice, lapte praf si/sau CMC (carboximetilcelulozd). Masa se usuca la temperatura camerei §i se macina
pana la pudra.

Inventia se referd suplimentar la o compozitie biofungicida, preparatd din tulpina microbiand, care
cuprinde ca ingredient activ tulpinile fungice mentionate mai sus, apartindnd genului Nectria, $i, optional,
aditivi sau purtatori conventionali in domeniu ca formulare corespunzatoare. Exemple de astfel de formulari
sunt compozitii adecvate pentru acoperirea semintelor, compozitii pudrd sau granulare de imprastiat pe
substraturile de crestere sau formulari lichide pentru tratarea solului.

Inventia asigura, de asemenea, un procedeu de screening al tulpinilor fungice, in care se foloseste o
secventd de testare 1n trei etape cuprinzand: a) izolarea ce se efectueaza printr-un test pe nisip, cuprinzand
insamantarea semintelor de cereale pe un strat de nisip, pipetarea miceliului sau sporilor unui patogen si in
continuare a sporilor fungului de testat intr-o suspensie in apd pe seminte si in substratul de crestere,
acoperirea semintelor cu nisip, examinarea intensitatii simptomelor de boald a lastarilor dupd un timp
corespunzator si eliminarea fungilor care nu influenteaza intensitatea bolii sau se doreste a fi ei insisi
patogeni; b) cercetarea ce se efectueazd printr-un test pe turba pentru fungi acceptati, cuprinzand udarea
unei seminte de cereald intr-o suspensie de spori ai patogenului de testat, uscarea semintei si c) selectarea
ce se efectueaza prin insdmantarea semintei in turba tratata cu abur, cresterea pentru un timp corespunzator
si observarea sanatatii vlastarilor si oprirea pentru testele ulterioare a izolatelor fungice care inhiba in mod
clar boala. in fiecare etapd a testdrii tulpinile fungice care se dovedesc a fi ineficiente se elimind de la
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testele ulterioare. Tulpinile fungice foarte bune in sera sunt luate apoi pentru teste de sortare in conditii de
camp.

in continuare se descriu pe scurt desenele insotitoare ale inventiei.

Fig. 1. Experimentul doza raspuns cu J76 in vara anului 1992. Procentul vlastarilor imbolnaviti folosind
samanta inoculata cu fungul F. Culmorum.

K reprezintd netratat, B reprezinta acoperire Baytan,

J76-0 reprezinta suspensie de spori ai tulpinii J76, 1,2 x 107 cfu/ml.

J76-1 reprezinti suspensie de spori ai tulpinii J76, 1,2 x 10° cfu/ml.

J76-2 reprezinti suspensie de spori ai tulpinii J76, 1,2 x 10° cfu/ml.

Fig. 2. Experimentul doza raspuns cu J76 in vara anului 1992.

Procentul vlastarilor imbolnaviti cdnd se foloseste simanta sanatoasd. Abrevierile ca in fig. 1.

Fig. 3 pana la 6. Histograme reprezentand efectul izolatelor fungice respinse la diferite stadii ale
testelor 1n sera asupra sanatatii lastarilor in conditii de camp.

K reprezintd netratat, B reprezintd acoperire Baytan 1.

in continuare sunt descrise izolarea i caracterizarea tulpinilor fungice conform inventiei, precum si
testarea eficacitatii lor In conditii de camp.

Sunt descrise formularea compozitiilor biofungicide formate din aceste tulpini, caracteristicile
compozitiilor si testele de eficacitate cu aceste compozitii.

Izolarea microorganismelor

Probele de sol din care s-au izolat tulpinile fungice conform inventiei s-au colectat in anii 1989, 1990 si
1991, toate la un loc in jur de 190. Probele s-au colectat din diferite parti ale Finlandei, in principal, din
statiunile de cercetare ale MTT (Agricultural Research Center), din diferite tipuri de sol si diferite rotatii de
culturi. Probele s-au luat din stratul radacinii (0-15 cm adancime). S-au luat din fiecare caAmp céteva probe
si s-au depozitat pana la probe de 1 pana la 2 litri.

Izolarile s-au facut printr-o metoda de dilutie (izoldri din sol) sau o metoda de atragere la planta (izolari
de la radacina), a carei realizare este descrisa in detaliu, in continuare, in sectiunea Metode.

Metode

Izolarile microbilor:

a) Metoda dilutiei (izolari din sol)

S-au amestecat 10 g de sol la 100 ml agar-apa 0,5% (Bactoagar). S-au luat 3 subprobe de 10 ml din
amestec si din fiecare s-au facut doua dilutii (107" si 10) in agar-api 0,5%. Dilutiile s-au agitat (in baie de
apa) intr-un agitator de la 20 pana la 30 minute. S-a pipetat 1 ml dilutie intr-un disc Petri gol si s-au turnat
20 ml de Littman Oxgall Agar (LOA). Discurile s-au incubat la temperatura camerei timp de 3-7 zile si apoi
s-au izolat fungi individuali in culturi pure pe ADC (agar dextroza-cartof).

b) Metoda de atragere la planta (izolari de la radacina)

S-au umplut cu sol de la o proba 15 vase dintr-o placa de vase seriale (placd de vase seriale Vefi - VP
96 cu vase de 50 ml). S-au nsamantat intr-un vas 4 seminte de grau, 4 de orz sau circa 15 de rapita si 5
vase s-au folosit pentru fiecare specie de plantd. Semintele s-au acoperit cu nisip si vasele s-au udat si
incubat intr-o camerad de crestere la +15°C cu 14 ore perioada de lumina de zi. Dupa doua saptimani de
cultivare plantele s-au cules si s-au spélat in apa curgatoare ori s-au curatat fara apa cu o pensula. S-au taiat
din radacini bucati mici si s-au depus pe placi. Mediul folosit: LOA (10 g peptond, 10 g dextroza, 15 g
Bacto-Oxgall, 0,01 g cristal violet-B, 0,03 g streptomicind, 20 g agar si apa pana la 1000 ml), PCNB (15 g
peptona, 1 g KH>POs, 0,5 g MgSO4-7H,0, 2 g Avicol, 3 ppm streptomicind, 20 g agar si apa la 1000 ml) si
ADC-streptomicina (39 g preparat ADC, 300 ppm streptomicind si apa pana la 1000 ml). Dupa cateva zile
de incubare s-au izolat fungi singulari si s-au subcultivat pe placi ADC. Tulpinile s-au spilat in fiole ca
pelete ADC (Nalgene 5000-0012, PP steril 1,2 ml) la -80°C.

Realizarea in sera a testelor metodei de sortare

Testul de nisip

Seminte ale unei cereale s-au Insamantat pe un strat de nisip. Initial miceliu si spori ai patogenului si
apoi spori ai fungului de testat sunt pipetati dintr-o suspensie in apa pe seminte si substratul de crestere,
dupd care semintele se acopera cu nisip. Dupa doud saptamani si jumadtate s-a examinat intensitatea
simptomelor bolii la vlastari. S-au eliminat de la experimentele ulterioare acei fungi care nu au afectat
intensitatea bolii sau care s-au dovedit a fi ei ingisi patogeni.

Testul de turba

O samanta a unei cereale se umezeste intr-o suspensie de spori ai unui patogen si se usuca. Dupd
aceasta samanta se umezeste cu suspensia de spori ai fungului de testat, se usuca si se seamand. Ca substrat
de crestere se foloseste turba expusa la abur. Tulpinile fungice care previn in mod clar boala sunt luate
pentru testul de sol in camp.
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Teste de sol in camp

Se pune sol din cdmp maruntit si udat in vase de 1,5 1 si In fiecare vas se insamanteazd 36 seminte de
cereale. Tratdrile semintei Tnainte de insdmantare sunt facute ca in testul de turba si pentru fiecare tratare se
folosesc cate trei vase replica. Simptomele vlastarilor sunt examinate dupa patru saptamani de cultivare.

Tulpinile care s-au gasit bune in aceste teste s-au luat pentru testele in camp, care dau certitudinea
finala a efectului biopesticid al izolatelor microbiene selectate.

Patogenicitatea tulpinilor fungice

S-au examinat prin tatondri efectele daunatoare posibile ale tulpinii fungice J76. Rezultatele, atat cat s-
au putut obtine, arata ca fungul nu este patogen pentru plante. S-au testat 33 de specii de plante.

Experimental

Experimentele care urmeazi ilustreazi utilizarea inventiei. in subimpartirea (A) se descrie utilizarea
tulpinilor fungice ca suspensii de spori Nectria pityrodes, tulpinile J76, J1431, MOS1 si ROS2 ale
inventiei, pentru combaterea bolilor plantei produse in principal de Fusarium spp. in subimpirtirea (B)
sunt descrise prepararea si utilizarea formularilor ficute din aceste tulpini, in subimpartirea (C) sunt
descrise experimentele prin care s-a examinat modul de actiune al tulpinii J76 si in subimpartirea (D) sunt
descrise realizarea si evaluarea procedeului de screening conform inventiei.

(A) Utilizarea tulpinilor fungice ca suspensii de spori

Experimente cu suspensia de spori ai tulpinii J76

in vara anului 1992 s-a examinat efectul suspensiei de spori ai tulpinii J76 in trei locuri de testare. In
teste s-au folosit doud seminte diferite: grau inoculat artificial cu Fusarium culmorum si orz infectat
natural prin F. nivale.

Rezultatele testelor graului sunt date in tabelul 1.

Rezultatele obtinute cu grau inoculat artificial sunt date in tabelul 2.

Observatiile vlastarilor la orz sunt date in tabelul 3.

Boala nu a avut nici un efect statistic semnificativ asupra orzului obtinut.

Tabelul 1
Experimente in trei locuri de testare in vara anului 1992 cu grau inoculat artificial. Résarirea si rata
imbolnavirii vlastarilor

Vlastari - numar/rand Rata imbolnavirii - procentul
Tratare masurat de vlastari imbolnaviti sever
JOKIOINEN: seminte sanatoase 50 5,2
netratate 11 48
acoperire-Baytan 45 10
J76 47 7,2
MIETOINEN: seminte sanatoase 45 7,3
netratate 10 42
acoperire-Baytan 39 3,8
J76 33 13
PALKANE: seminte sandtoase 50 3,0
netratate 15 57
acoperire-Baytan 51 24
J76 45 11
Tabelul 2
Experimente in trei locuri de testare in vara anului 1992 cu grau inoculat artificial. Rezultatele obtinute
(kg/ha)
tratare JOKIOINEN MIETOINEN PALKANE
seminte sandtoase 3650 3190 5290
netratate 1830 1690 4940
acoperire-Baytan 3270 3190 4940
J76 3530 2950 4900
Tabelul 3

Experimentul in trei locuri de testare in vara anului 1992 cu orz infectat natural (F. nivale). Rasarirea
si rata boli-vlastar

Tratare Vlastari-numar/rand Rata bolii-procentul vlastarilor
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masurat imbolnaviti sever

JOKIOINEN:

netratate 39 7,7

acoperire-Baytan 40 1,2

J76 40 0,9
MIETOINEN:

netratate 42 7,4

acoperire-Baytan 42 1,4

J76 43 2,8
PALKANE:

netratate 42 26

acoperire-Baytan 42 9,4

J76 44 6,3

Testul doza raspuns al tulpinii J76 in vara anului 1992

Cum J76 a dovedit In mod real rezultate bune in observatiile vlastarilor la inceputul verii anului 1992,
s-a testat efectul ratei sale de aplicare asupra efectului de combatere intr-un experiment, fiind insamantat
chiar inainte de mijlocul verii. S-a folosit saimanta de grau sandtoasa si samanta inoculatd artificial cu

Fusarium culmorum.
in experiment s-au folosit parcele mici de 2 m”.

S-au observat rasarirea si simptomele de boald la vlastari. Probele de vlastari pentru urmarirea
imbolnavirii s-au colectat la patru momente diferite. Probele pentru fiecare tratare s-au luat din patru
parcele insamantate separat pentru fiecare moment de prelevare a probei. Numerele de vlastari observati
sunt date in tabelul 4 si procentele vlastarilor sunt date in tabelul 5, separat pentru saimanta mbolnavita si
cea sandtoasa. Datele din tabelul 5 sunt prezentate grafic in figurile 1 si 2.

Experimentul doza raspuns pentru J76 in vara anului 1992. Raspandire

tratare

Seminte infectate cu Fusarium
Netratate
Acoperire-Baytan
Suspensie de spori J76 (1,2x10” cfu/ml)
Suspensie de spori J76 (1,2x10° cfu/ml)
Suspensie de spori J76 (1,2x10° cfu/ml)
Suspensie de spori J76 (1,2x10 cfu/ml)
Seminte sandtoase
Netratate
Acoperire-Baytan
Suspensie de spori 176 (1,2x10’ cfu/ml)

vlastari
numar/rand masurat

18
57
74
58
51
20

71
66
80

Experimentul doza raspuns pentru J76 in vara anului 1992. Procentul vlastarilor imbolnaviti cu sdmanta

inoculata cu F. culmorum si samanta sandtoasa. Abrevierile ca 1n fig. 2

tratare
10
Samanta infectata cu Fusarium:
K 75,4
B 15,9
J76-0 10,1
J76-1 23,1
J76-2 36,4
J76-3 68,6
Samanta sanatoasa
K 54,7
B 8,4
J76-0 14,3

zile de la rasarire

17

82,8
60,9
50,0
51,8
64,7
72,8

71,8
50,4
48,0

30

79,5
65,3
66,6
55,5
76,0
77,1

67,6
58,3
69,9

44

85,1
78,2
70,3
62,9
78,0
76,2

85,1
73,6
73,8

Verificari in cdmp cu suspensie de spori J76 1n vara anului 1993
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Probele s-au realizat in Jokioinen, Mietoinen si Pélkéne.

in verificari s-au folosit 6 probe de seminte:

- grau “Luja”, infectat natural de fungul F.culmorum

- grau “Luja”, inoculat artificial cu fungul F.culmorum

- grau “Luja™, sanatos

- grau “Laari”, sanatos

- orz “Kustaa”, infectat natural prin diversi fungi Fusarium si fungul Bipolaris sorokiniana

- ovaz “Yty”, infectat natural prin fungul F.avenaceum

Probele de grau sandtos de seminte s-au Insamantat numai in Jokioinen, pentru alte patru verificari de
seminte, verificdrile efectudndu-se in fiecare din cele trei localitati de testare.

Pentru verificari s-au Insdmantat parcele de 10 m’ cu sase replici la tratament.

Tratarile semintei au fost aceleasi pentru fiecare proba de samanta:

K = control netratat

B = control chimic, acoperire Baytan |

J76S = suspensie de spori J76 dintr-o placa de cultura (8,4x10° cfu/kg seminte).

in tabelul 6 este dati intensitatea distrugerilor bolii pentru fiecare tratare si probi de siménta.
Rezultatele obtinute sunt date in tabelul 6.

Tabelul 6
Verificare in cdmp cu suspensie de spori J76, 1993
Procentul vlastarilor imbolnaviti sever
Grau infectat ~ Grau inoculat “Luja” “Laari”

Orz Oviz natural artificial sanatos sanatos
JOKIOINEN
K 6,0 10,1 7,4 34,2 20,6 5,7
B 0,9 2,0 2,1 1,0 1,4 0,7
J76S 0,9 1.4 0,7 1,0 3,3 5,7
MIETOINEN
K 12,8 3,5 20,4 72,0
B 1,3 0,6 5,7 6,6
J76S 5,4 0 7,1 7,3
PALKANE
K 9,6 7,4 10,9 26,9
B 2,5 3,3 2,1 0,6
J76S 2,4 3,6 2,3 0

Tabelul 7
Rezultate obtinute de la verificarile in cAmp ale suspensiei de spori J76, 1993 (kg/ha)
Grau infectat Grau “Luja” “Laari”
Orz Oviz natural inoculat sanatos sanatos
artificial

JOKIOINEN
K 7460 6650 6060 2950 6100 6360
B 7500 6790 5870 5690 5940 6060
J76S 7840 6650 6050 6040 6150 6570
MIETOINEN
K 5900 5780 4920 3890
B 6070 5200 4910 4990
J76S 6120 5440 4670 4810
PALKANE
K 4670 5560 3630 2950
B 4550 5200 4190 4000
J76S 4710 5430 3710 3650

Testarea J76 impotriva retezarii graului si piciorului radécinii de orz.
In vara anului 1993, s-a inclus J76 intr-o verificare in camp, unde s-au folosit 9 fungicide chimice
pentru acoperirea semintelor de cereale testate impotriva retezdrii graului (produsd de Tilletia caries). J76
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s-a aplicat ca suspensie de conidii, iar chimicalele conform instructiunilor lor de folosire. S-au folosit
parcele de 0,1 m? §i cinci replicari (tabelul 8).

Tabelul 8
Efectul tratarii de acoperire in retezare in verificarea graului
Tratare Eficacitatea combaterii (%)
(= descresterea cantitatii de spice infectate)

Tayssato S lichid 78
Baytan Ws 100
Beret 050 100
Fungazil C 100
Panoctine 35 100
Raxil I pudra 100
Taxil I lichid 100
Prelude LS 100
Vitavax 200 FF 100
J76 85

in Baytan ingredientul activ este triadimenol. Baytan I este un amestec care include triadimenol si
imazalil. Téyssato S cuprinde carboxin si imatalil. Ingredientul activ in Panoctin este guazatin.

Tratarea semintelor cu spori J76 a fost inclusa de asemenea intr-o proba in camp, in care agentii de
combatere chimica s-au testat Impotriva piciorului radacinii (Bipolaris sorokiniana) orzului. Nu s-a gasit
nici o diferentd in rasarire intre tratari diferite. J76 a redus clar simptomele (tabelul 9), cu toate ca
patogenul este foarte diferit comparativ cu fungii Fusarium impotriva carora este selectat.

Tabelul 9
Efectul tratarilor de acoperire impotriva retezarii radacinilor orzului
Tratare Eficacitatea combaterii (%) (= descresterea numarului de
vlastari imbolnaviti)
Prelude LS 85
Dividend 37,5 (400 ml) 84
Dividend 37,5 (200 ml) 81
Baytan 1 81
Beret Special (400 ml) 74
Raxil I pudra 70
Tayssato S lichid 66
Panoctine Plus 66
Fungazil C 66
Beret special (200 ml) 65
Raxil I lichid 64
Beret FS 050 49
PNL 210 39
J76 69

(B) Formulari preparate din tulpinile fungice si efectele lor in verificarile in camp

Formularile pudra din tulpina fungica J76 s-au preparat dupa cum urmeaza:

Formularea 1

Cultivarea s-a realizat intr-un balon Erlenmeyer de 1 1 avand 0,5 1 mediu nutritiv, care a inclus sucroza
4 g/l, extract de drojdii 4 g/l si extract de malt 10 g/l. S-a corectat pH-ul la 6,0 inainte de sterilizare in
autoclava. Ca inocul s-a folosit un pelet de agar avand inclusi spori care fusesera depozitati la -80°C (mediu
agar-dextroza-cartof). Viteza de rotatie a agitatorului a fost 150 rpm, temperatura de crestere a fost
temperatura camerei (22°C) si durata cultivarii 7...12 zile. Celulele s-au reparat prin filtrare pe hartie de
filtru. S-au amestecat la masa celulara silice, lapte praf si CMC (carboximetilcelulozd) dupa cum urmeaza:

masa celulard 20%
silice 55%
lapte praf 15%
CMC (solutie 7% in apd) 10%

Amestecul s-a uscat la temperatura camerei pe discuri Petri deschise, in aer steril timp de 2 zile.
Grosimea stratului a fost 1-2 cm. Amestecul uscat s-a macinat pand la pudra. Viabilitatea formularii a fost
107 cfu/g (cfu = unititi care formeazi colonie); cfu este o unitate care se foloseste in determinarea
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viabilitatii microbilor. Suspensia diluatd de microb se disemineaza pe placi de agar si coloniile se numara
dupa cateva zile. Cand este cunoscuta dilutia, pot fi determinate numarul coloniilor sau cantitatea de celule
microbiene din proba initiala.

Formularea 2
Celulele s-au cultivat similar ca pentru Formularea 1, dupa care s-au amestecat cu masa celulara silice,
lapte praf, CMC si acid ascorbic, dupa cum urmeaza:

masa celulara 60%
silice 20%
lapte praf 14%
CMC (7%) 3%
acid ascorbic 3%

Amestecul s-a uscat in acelasi mod ca Formularea 1 §i s-a mécinat pani la pudri. Viabilitate 107 cfu/g.

Formularea 3
S-au cultivat celule similar ca pentru Formularea 1, dupa care s-au amestecat masa celulard cu sucroza
si amidon, dupd cum urmeaza:

masa celulara 20%
sucroza 25%
amidon 55%

Amestecul s-a uscat in acelasi mod ca Formularea 1 §i s-a mécinat pani la pudri. Viabilitate 107 cfu/g.

S-a cultivat tulpina J76 direct pe un mediu solid care include purtétorul silice. Pentru bulionul nutritiv
s-au folosit 8% extract de malt (Maltex MP 10, Lahden Polttimo). S-au amestecat intr-un pahar de laborator
120 g bulion nutritiv cu 50 g silice pudra si s-au autoclavat 20 minute la 120°C. Mediul racit s-a inoculat cu
10 g suspensie de spori J76, care s-a obtinut prin raclarea sporilor de la o placa PDA in apa sterild. Mediul
s-a incubat 20 zile la 16°C, dupa care s-a uscat la temperatura camerei 2 zile. Viabilitatea preparatului uscat
a fost 107 cfu/g.

Restul tulpinilor conform inventiei se pot formula in mod similar.

Efectul formularilor pudra in verificarea in camp

in cele ce urmeazi sunt descrise verificirile realizate de citre Institute of Plant Protection la
Agricultural Research Centre, Finlanda, in vara anului 1993 cu formularea pudra a tulpinii J76. Verificarile
s-au efectuat la MTT (Agricultural Research Centre) la Jokioinen, Mietoinen si Pilkéne. In verificari s-au
folosit 6 probe de seminte:

- grau “Luja”, infectat natural de fungul F.culmorum

- grau “Luja”, inoculat artificial cu fungul F.culmorum

- grau “Luja”, sandtos

- grau “Laari”, sandtos

- orz “Kustaa”, infectat natural prin diversi fungi Fusarium si fungi Bipolaris sorokiniana

-ovaz “Yty”, infectat natural prin fungul F.avenaceum.

Probele de grau sdndtos s-au insamantat numai la Jokioinen, pentru celelalte probe de seminte
verificarile efectuandu-se in fiecare din cele trei locuri de testare.

Pentru verificdri s-au insimantat parcele de 10 m” cu sase repliciri la tratare.

Tratarile semintelor au fost aceleasi pentru fiecare proba de seminte:

K = control netratat

B = control chimic, acoperire Baytan |

J76K = pudri J76 ca acoperire uscati (8,4x10® cfu/kg: cea mai mare cantitate de seminte luata)

J76PN = pudra J76 ca acoperire lichida (8,4x10° cfu/kg)

in tabelul 10 este datd intensitatea distrugerilor bolii, separat pentru fiecare tratament si proba de
samanta. Rezultatele obtinute sunt date in tabelul 10.

Tabelul 10
Verificari In cdmp cu pudra J76 in anul 1993. Procentul vlastarilor imbolnaviti sever
Grau Grau “Luja” “Laari”
Orz Ovaz infectat inoculat sanatos sanatos
natural artificial
JOKIOINEN
K 6,0 10,1 7,4 34,2 20,6 5,7

B 0,9 2,0 2,1 1,0 1.4 0,7
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J76PK 2,2 1,5 2,7 7,0 6,2 2,8
J76PN 1,2 1,9 3,9 1,3 5,7 4,6
MIETOINEN
K 12,8 3,5 20,4 72,0
B 1,3 0,6 5,7 6,6
J76PK 10,1 0 17,2 42,5
J76PN 9,1 0,3 13,7 14,3
PALKANE
K 9,6 7,4 10,9 26,9
B 2,5 3,3 2,1 0,6
J76PK 5,3 2,6 4,8 6,1
J76PN 3,9 3,8 3,9 2,7
Tabelul 11
Rezultatele obtinute ale verificarilor in cdmp ale pudrei J76 in anul 1993
Grau Grau “Luja” “Laar”
Orz Ovaz infectat inoculat sanatos sanatos
natural artificial
JOKIOINEN
K 7460 6650 6060 2950 6100 6360
B 7500 6790 5870 5690 5940 6060
J76PK 7610 6940 6060 5140 6400 6320
J76PN 7610 6970 6040 6020 6000 6400
MIETOINEN
K 5900 5780 4920 3890
B 6070 5200 4910 4990
J76PK 6000 5670 4770 4620
J76PN 6110 5760 4790 4950
PALKANE
K 4670 5560 3630 2950
B 4550 5200 4190 4000
J76PK 4730 5560 3600 3390
J76PN 4870 5470 3660 3760

Suplimentar, in anul 1993, s-a testat efectul de combatere al diferitelor formulari preparate din tulpina
J76 impotriva a diferiti fungi. Rezultatele acestor experimente sunt date in tabelele 12-18.

Tabelul 12

Efectul de combatere al J76 in sol nisipos inoculat prin fungul Gaeumannomyces asupra graului
Polkka. Vasul de testat, adapostit

Tratare Résarire, Procent Index boald Greutate proaspata
% sandtate totald (0-3) g/replicat. g/vlastar

Combaterea bolii 78,7 65,3 0,76 5,8 0,28
(nu s-a tratat cu
J76)
Acoperire uscata 81,3 76,0 0,55 10,1 0,46
J76 KF 8 g/kg
Acoperire lichida 90,7 81,3 0,31 10,4 0,43
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| 176 10° cfu/ml | | |
KF - Preparare faza solida (Formularea 4).
Index boald
0 - sanatos
1 - imbolnavit usor
5 2 - imbolnavit puternic
3 - nerasarit

Tabelul 13
Efectul de combatere al tulpinii J76 impotriva fungului Fusarium culmorum pe grau Polkka. In vasul
test, ca substrat turba. KF = crescut la faza solida (Formularea 4), R = cultivare agitata in lichid

10 (Formularea 1), M = microb ca in cultura din agar
Procent Procent sanatate Index boala Greutate
Tratare rasarire totala (0-3) proaspata
g/replicat.
Sanatos 91 84 0,37 16,2
Combatere boala 30 5 2,37 16,2
Acoperire lichida J76 KF 40/931 72 44 1,17 14,0
10° cfu/ml
Acoperire lichida J76 R 10/2 C 71 49 1,21 13,0
10° cfu /ml
J76 M 10° cfu/ml 76 58 0,99 14,8
Index boalda
0 - sanatos
15
1 - imbolnavit usor
2 - imbolnavit puternic
3 - nerasarit
Tabelul 14
20 Efectul J76 impotriva Pythium pe castravete. Rezultate ca valori medii a trei vase test (pH 6,2, pH 6,4 si
pH 7.,4)
Tratare Procentul rasadurilor | Index boala (0- Greutate proaspata
vii 2) g/replicare
Sanatos 98 0,04 12,1
Combatere boala 47 0,63 5,4
Acoperire lichidi J76 10° cfu/ml 58 0,52 6,9
Index boalda
0 - sanatos
25 1 - mort
2 - nerasarit
Tabelul 15

Efectul de combatere al tulpinii fungice J76 pe conopida in sol nisipos contaminat prin fungul
Rhizoctonia solani. Vasul testat in serd

Tratare Procentul Procent Greutate proaspata
rasaririi sanatate totala | g/replicare g/vlastar
Netratat 92,7 52,0 21,7 0,79
Acoperire lichida J76 107 cfu/ml 94,7 72,0 24,1 0,84
30
Tabelul 16

Efectul de combatere al tulpinii fungice J76 pe orz “Kustaa” in sol nisipos inoculat cu fungul Fusarium
nivale. Vasele testate afara, adapostite

Tratare Procent Procent Index Greutate
rasdrire | sanatate totald | boald (0-3) proaspata
g/replicare
Sanatos 93,3 37,3 0,91 8,9
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Combatere boala

73,3

29,3

1,43

7,8

Acoperire lichidi J76 KF 10° cfu/ml

80,0

52,0

0,91

9,7

Acoperire lichidi J76 10° cfu/ml

81,3

52,0

0,93

10,3

Index boala

0 - sanatos

1 - imbolnavit usor

2 - imbolnavit puternic
3 - nerasarit

Tabelul 17

Efectul de combatere al tulpinii fungice J76 impotriva fungului Alternaria brassicicola asupra
conopidei. Rezultatele sunt valori medii ale experimentelor la trei
temperaturi diferite (15°C, 20°C si 25°C)

Tratare Procentul rasaririi Index boala Greutate proaspata
(0-3) g/replicare
Sanatos 96 0,17 33,2
Combatere boald 50 2,01 21,8
Acoperire lichidi J76 10° cfu/ml 96 0,22 35,4

Index boalda

0 - sanatos

1 - imbolnavit usor

2 - imbolnavit puternic
3 - mort sau nerasarit

Rezultatele experimentelor asupra efectului de combatere a 5 tulpini Nectria pityrodes conform
inventiei (J76, J1431, J1432, MOS1 si ROS2) pe Fusarium culmorum la grau, sunt reprezentate in tabelul

18. Rezultatele sunt date ca media valorilor a doud experimente, in unul folosindu-se ca substrat turba, iar

in celalalt sol din camp.

Tabelul 18

Efectul de combatere a 5 tulpini Nectria pityrodes (J76, J1431, J1432, MOSI si ROS2). Impotriva
fungului Fusarium culmorum pe grau. Rezultatele sunt date ca media valorilor a doud vase testate (turba si
sol din camp)

Tratare Procent sanatate Index boala Greutate proaspata
totala (0-3) g/replicare
Combatere boala 23 2,06 3,0
Acoperire lichida 176 107 cfu/ml 73 0,66 8,0
Acoperire lichida J1431 107 cfu/ml 80 0,51 8,5
Acoperire lichida J1432 107 cfu/ml 72 0,78 8,0
Acoperire lichida MOS1 107 cfu/ml 76 0,66 8,8
Acoperire lichidi 10’ ROS2 cfu/ml 76 0,66 8,3

Index boald

0 - sanatos

1 - imbolnavit usor

2 - imbolnavit puternic

3 - nerasarit

(C) Mod de actiune prin J76

Observatiile preliminare ale modurilor in care J76 actioneaza ca antagonist al altor fungi s-au facut prin
microscop si in cateva teste de laborator.
Primele reactii distincte s-au dovedit a fi foarte rapide, ele observandu-se la microscop ca interactiuni
ale hifei lui J76 si fungului F.culmorum. La punctele de contact ale miceliului celulei hifei Fusarium incep
sd se descompuna vizibil la circa 1 ord dupa contact. Initial peretii celulei isi pierd forma, apoi celulele se
golesc si 1n final peretii celulei se descompun in totalitate. De la punctele contactului descompunerea hifei
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Fusarium avanseaza si se raspandeste usor. Cand J76 si F.culmorum s-au crescut impreuna timp de cateva
zile, hifele fungului Fusarium nu s-au mai putut observa, oricat de mult s-au cautat. De asemenea, sporii sai
(atat conidii, cat si clamidospori) se descompun prin efectul lui J76, dar mai incet decat hifele. De obicei,
hifele J76 se pliaza strans in jurul sporilor Fusarium nainte de descompunerea lor. Pana in prezent nu
existd nici o observatie conform céreia J76 ar patrunde in hifele Fusarium.

Pe baza observarilor microscopice se poate concluziona cd, probabil, J76 secretd substante biologic
active in mediul sau Inconjurator. Natura lor poate fi aseméandtoare enzimelor sau antibioticelor. Producerea
lor poate fi de asemenea principalul mod de actiune prin J76, deoarece nu s-a observat parazitarea direct pe
alti fungi si prin cresterea sa lentd este evident cd nu poate concura eficient pentru nutrienti. Date ale
producerii metabolitilor care afecteaza cresterea altor fungi s-au obtinut, de asemenea, intr-un test celofan.

Cand J76 si F.culmorum cresc fatd in fata pe un substrat de crestere foarte subtire, se formeaza o zond
de inhibitie in care cresterea Fusarium inceteazd. Pe un substrat de grosime normald nu s-a gasit aceasta.
Fenomenul se datoreaza probabil concentratiilor mici de substante difuzate in substrat. Substantele volatile
secretate de catre J76 de asemenea au un efect de combatere asupra F.culmorum prin slabirea cresterii
acestuia.

Testul celofan s-a efectuat pe substratul de crestere si s-a fixat un film de celofan si pe acest film s-a
cultivat tulpina J76.

Dupa cultivare timp de 10 zile filmul, si impreuna cu el J76, s-au indepartat. Substantele secretate de
J76 si transportate prin film au ramas in substrat. Drept control s-au folosit placi care au avut doar filmul de
celofan fara J76. Rezultatele testului celofan sunt date in tabelul 19.

Tabelul 19
Efectul metabolitilor produsi de fungul J76 asupra cresterii F.culmorum in testul celofan; rata de
crestere mm/zi
J76 2,5
Control 6,2

(D) Realizarea procedeului de screening al tulpinii de fungi si evaluarea rezultatelor teste de nisip

Substrat insdmantat

Ca substrat de insamantare s-a folosit nisip, cu marimea particulei 0,2-0,7 mm (Kauniston Sura Oy,
Loimaa). Nisipul s-a umezit prin amestecarea a 4 parti de nisip si a unei parti apa. Dintr-o placd de vase
seriale (Vefi - VP 96) s-a decupat o placa de 5x7 vase (de 50 ml) si s-a pus intr-o cutie de plastic. Vasele s-
au umplut cu nisip umed, astfel incat o portiune de 1-1,5 cm de la marginea lor superioara sd ramana
neumplutd. La fiecare vas s-au Insdmantat trei seminte de grau de priméavara “Luja”.

Tratari

Infectia Fusarium culmorum: S-a crescut F.culmorum pe placi PDA la temperatura camerei pentru circa
1 luna (pana cand a sporulat complet). Miceliile cu spori s-au separat de la placa si s-au amestecat cu apa
distilatd cu un omogenizator Ultra-Turrax. Cantitatea de spori s-a corectat la 10° spori/ml. Solutia s-a
inghetat ca portiuni de 30 ml la -20°C in recipiente Minigrip. Pentru test, solutiile congelate s-au dezghetat
si s-au reamestecat. Solutia s-a folosit ca dilutie 107 (solutia de baza). Patogenitatea tulpinilor Fusarium s-
a mentinut prin circularea lor la plante (s-au inoculat seminte de grau cu suspensie Fusarium §i s-a reizolat
patogenul din vlastarii imbolnaviti).

Suspensie antagonista: Un pelet PDA luat din congelator si care include antagonistul s-a impartit in trei
parti si s-a pregatit sa creasca pe trei placi PDA. Placile s-au incubat la temperatura camerei (la intuneric)
timp de circa 3 saptamani. Solutia de baza a suspensiei antagonistilor s-a preparat prin raclarea a doua placi
de antagonist la 50 ml apa distilata. S-au amestecat cu omogenizator Ultra-Turrax. Din solutia de bazd s-au
facut dilutii de 10" i 107,

Tratarile semintei: Initial s-a pipetat 1 ml de suspensie F.culmorum pe semintele insamantate pe placa
de vase seriale si pe ea 1 ml de suspensie de antagonist. S-au tratat 15 seminte in 5 vase de 50 ml cu toate
cele 6 combinatii ale densitatilor de spori ale suspensiilor (2 dilutii ale suspensiilor F.culmorum x 3 dilutii
ale suspensiilor antagonistului).

Tratarile de control: Fiecare placd de vase folosite pentru testarea unui fung a avut in plus 15 seminte in
5 vase care s-au tratat numai cu solutia de baza a fungului testat.

in testele de nisip s-au testat in acelasi moment 15 pana la 30 tulpini fungice. De asemenea, in fiecare
zi testele s-au Inceput insamantand o placd de vase separate cu ajutorul cdreia s-a verificat sanatatea
semintelor, precum si patogenitatea inoculului F.culmorum pentru producerea bolii.
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Trei tratdri de control, pe o placd separatd au fost: neinoculat (doar apa), inoculare cu solutie de bazd
F.culmorum si inoculare cu o dilutie a solutiei de bazi F.culmorum (107). Pentru fiecare dintre aceste trei
tratari s-au insdmantat 30 de seminte in 10 vase.

Conditii de crestere: Dupa pipetarea suspensiilor fungice, semintele s-au acoperit cu nisip umezit.
Cutiile cu placile de vase s-au invelit in plastic transparent si s-au transferat intr-o camera de crestere (10-
15°C, 14 ore lumina de zi).

Dupa cresterea lastarilor timp de 16 pana la 18 zile, ei s-au spalat sub un robinet cu apa curgatoare i s-
au facut observatii asupra simptomelor bolii. Vlastarii la care rddacina sau celulele coleoptilului nu s-au
innegrit §i semintele nerdsdrite au ramas tari s-au considerat sdndtosi. Vlastarii care au avut simptome
distincte §i semintele nerasarite care s-au Inmuiat s-au considerat imbolnaviti.

Mai intéi s-au examinat plantele tratarii de control. Daca din semintele tratate cu apa s-au dezvoltat
numai plante sdndtoase si din ambele tratari cu patogenul s-au obtinut simptome distincte de imbolnavire,
testul s-a acceptat si s-a decis sa se faca observatii ale plantelor tratate cu tulpinile fungice de testat.

in testul de nisip s-a determinat gradul dat, pentru fiecare tulpind fungici izolatd, al numarului de plante
tratate cu el si considerate a fi imbolnavite.

Daca rasarirea plantelor tratate cu fungul de testat doar s-a redus distinct, comparata la controlul
sanatos, sau dacd s-au gasit alte simptome de boald, fungul s-a dovedit a fi nepotrivit pentru testele
ulterioare. Dacd nu s-au gasit distrugeri, fiecare din cele 6 combinatii ale densitatilor de spori ai
patogenului si densitatile de spori ale fungului de testat s-au gradat separat pe o scara:

0 = toate cele 15 plante sdnatoase

1 = nu mai mult de 2 plante distruse

2 = 3-5 plante distruse

3 = 6-9 plante distruse

4 =10-13 plante distruse

5 =nu mai mult de 1 planta sanatoasa

Pe baza celor 6 grade individuale mentionate mai sus, s-au selectat acele tulpini fungice de testat care
s-au luat pentru etapa urmatoare de testare, adica testele de turba. Pentru continuare s-au acceptat acele
tulpini care au obtinut de cel putin trei ori gradele 0 si 1. Daca fungul nu obtine nici un grad 0, el a fost
acceptat pentru continuare daca a obtinut de cel putin 4 ori gradul 1.

Teste de turba

Substrat de crestere

Ca substrat de crestere s-a folosit turba expusa la abur si fertilizata cu var. Pana in toamna anului 1992
s-a folosit turba brutd necernutd de la Torronsuo, dupd care s-a folosit turbd bruta, deja cernuta de la
Eurajoki.

Fertilizare: 800 g var dolomitic i 100 g de turba Y-lannos/100 1 de turba (Y-lannos = marca comerciald
a unui fertilizator finlandez universal).

Turba umeda s-a imprastiat in cutii de plastic (28,5%49,5x9,4 cm, Weibulls Robusta “Mammut”-box,
Muoviyhtymé Oy) ca strat de 5 cm. Pe fundul cutiei s-a pus o folie de plastic.

Tratari

T = samanta de grau de primavara “Luja”, sanatoasa, neinoculata.

F = samanta inoculata F.culmorum. Semintele s-au imbibat in solutie de baza F.culmorum (s-a folosit
solutie in surplus) incluzand circa 10° spori/ml (cultivare Fusarium conform testului de nisip). Dupa tratare
sdmanta s-a lasat sd se usuce peste noapte imprastiata pe hartie.

FO = inoculare F.culmorum ca in tratarea F. Dupd uscare semintele s-au udat cu solutia de baza a
antagonistului. Solutia de baza s-a obtinut prin raclarea miceliului si sporilor dintr-o placa de antagonist in
25 ml de apa distilatd. Tratarea s-a realizat prin agitarea semintelor si solutiei antagonistului Intr-un vas mic
de plastic. Dupa tratare semintele s-au uscat pe hartie.

F2 = inoculare F.culmorum ca in tratarea F. Tratare cu antagonist ca in tratarea Fo cu dilutie 107 de
solutie de baza a antagonistului.

S-au 1nsamantat la turba 10 randuri cu 30 seminte/rand. Secventa de insamantare a fost urmatoarea:
rand de protectie, F, FO, F2, T, F, FO, F2, T rand de protectie. Dupa insdmantare, semintele s-au acoperit cu
turba si cutiile s-au udat.

Conditiile de crestere

Insamantarile s-au crescut in serd la o temperaturd de circa 15°C. La perioada de intuneric s-a dat
lumina suplimentara cu lampi multimetal timp de 12 ore/zi. Cand a fost nevoie, Insdmantarile s-au udat cu
apa. Durata cultivarii a fost de 18 zile.

Gradarea
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Lastarii s-au spalat si s-au facut observatii asupra simptomelor lor de boald, asa cum s-au facut dupa
testul de nisip. Pe baza observatiilor facute la tratarile T si F s-a decis dacd rezultatul testului a fost
acceptat. Controlul sandtos (T) nu s-a permis sd aibd impreund mai mult de 12 plante bolnave (peste 60
seminte insamantate) si controlul patogen (F) a trebuit sa aibd cel putin 52 plante imbolnavite (peste 60
seminte). O tulpina fungica testatd s-a acceptat pentru faza urmatoare de testare (verificari in sol de camp),
daca din semintele tratate cu una din cele doud concentratii de solutie (pana la 60 seminte) s-au dezvoltat nu
mai mult de 19 plante iImbolnavite.

Teste in sol de camp

Substrat insdmantat

Solul folosit (pamant nisipos) s-a adus din zona de verificare in cdmp la Jokionen. Solul (in iarna 1992-
1993) fie s-a maruntit manual, fie s-a trecut printr-o sitd de 1x1 cm din tabla. S-au umplut vase din plastic
de 1,51 (& 14 cm) astfel incat de la marginea superioara a ramas o portiune de 3-4 cm neumpluta.

Tratari

1. Samanta sanatoasa. S-a udat doar cu apa distilata.

2. Control Fusarium. Semintele s-au udat cu inoculant Fisarium (pentru preparare, vezi testele de nisip)
care a avut circa 10° spori/ml, solutia folosindu-se in exces.

3. Inoculare ca in controlul Fusarium. Cand semintele s-au uscat, s-au tratat cu suspensia de antagonist
care s-a preparat prin amestecarea miceliului si sporilor de la o placa de 25 ml apa distilata. Tratarea s-a
efectuat intr-un vas de plastic, in care s-au pus 130 seminte (120-150 seminte) si 1 ml (sau 1,5 ml) de
suspensie de antagonist.

4. Controlul fungicid. Inoculare ca in controlul Fusarium. Cand semintele s-au uscat, s-au tratat cu 2 g
de praf de acoperire Baytan I la 1 kg de seminte. Mai devreme s-au folosit, de asemenea, tratari Ceresan si
Tayssato S.

Semintele tratate s-au insamantat in vase, 36 seminte/vas, trei replicate/tratare. Insimantarile s-au
acoperit cu sol din camp. Conditiile de crestere ca in testul de turba. Timpul de cultivare, circa 4 saptamani.

Examinare §i gradare

Lastarii s-au spélat si s-a evaluat rata lor de imbolnavire:

0 = s@natos deplin

1 = usoara distrugere de Fusarium

2 =boala cu distrugeri moderat-puternice

3 = vlastari Tnnegriti peste tot - moarte

Eficacitatea testelor in sera

in vara anului 1993 s-a testat eficacitatea metodei de selectie intr-un experiment extins in cimp. In test
s-a examinat dacd s-au luat corect unele din tulpinile fungice izolate pentru testele ulterioare in seriile de
teste de selectie intre octombrie 1991 si februarie 1993. Pentru tratdrile semintei s-au ales in mod arbitrar
60 dintre acele tulpini care au fost abandonate in testele de nisip si care s-au dovedit a nu fi patogene pentru
grau. Dintre tulpinile eliminate in testele de turba, 92 s-au repartizat pentru test. Toti cei 58 fungi selectati
la testele de sol s-au luat de asemenea pentru test. Dintre acestia 43 s-au eliminat in testele de sol si 15 s-au
selectat pe baza lor pentru verificdrile in camp.

Suplimentar la cele 210 tratari mentionate mai sus, testul a inclus, de asemenea, 6 tratari de control (K),
acoperire Baytan [ (B) si 4 tulpini fungice studiate de cele mai multe ori in testele anterioare pe baza de
J76.

in test s-a folosit grau “Luja” infectat natural prin fungul F-culmorum. Ca unitate de observare s-a
folosit un rand de lastari lung de 1,4 m pentru insdmantarea caruia au fost necesare 5,5 g seminte. S-au
insamantat patru replicate pentru toate cele 216 tratari. Randomizarea testului s-a facut in conformitate cu
desemnarea experimentald a retelei cubice. in acest mod s-a redus eroarea de variatie care se poate atribui
factorilor de sol. Dupa circa 5 saptdmani de la Insamantare, vlastarii s-au scos din sol, s-au numarat si s-au
studiat simptomele lor de boala.

Rezultatele testului sunt ilustrate prin 4 histograme in fig. 3-6. intre izolatele eliminate in testul de
turba si izolatele nepatogene eliminate in testul de nisip nu s-a observat nici o diferenta. Testul de turba s-a
lucrat evident bine. Prin urmare, tulpinile luate pentru testele ulterioare au fost in medie, in mod clar, mai
bune decat cele eliminate.

in testele de nisip si turba luate impreund, s-au abandonat cativa fungi, care oricum s-ar fi eliminat. Pe
de alta parte, pe baza testului de sol s-a abandonat o cantitate substantiala de izolate foarte bune, dar dintre
cele luate 1n verificarile n cdmp numai 2 din 15 au avut efect eficient 1n conditii naturale.

Din rezultate se poate trage concluzia ca pe baza testelor de nisip si turba se pot selecta cei mai buni
antagonisti pentru studii ulterioare, dar la testele in sol de camp se pot elimina chiar candidati de
antagonisti buni.
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Testarea tulpinii fungice J14311n teste de selectie

Dintre tulpinile fungice conform inventiei, J1431 s-a testat in toate cele trei experimente facute in sera.
in testul de nisip J1431 au obtinut gradele 0, 0, 1, 1, 1 si 2 si s-au luat pentru teste ulterioare.

in testul de turba J1431 a obtinut urmatoarele rezultate:

T: 3 imbolnaviri

F: 36 imbolnaviri

FO: 3 imbolnaviri

F2: 7 imbolnaviri

in testul de sol de camp, unde s-a inclus J1431, procentul vlastarilor imbolnaviti, in tratiri a fost:

sanatos 66%
controlul Fusarium 87%
acoperire Baytan | 31%
J1431 19%

Pe baza testelor de selectie J1431 s-a luat pentru un experiment in camp cu alte 61 tulpini fungice in
vara anului 1993. In test s-a folosit grdu “Luja” de primavari, inoculat artificial cu suspensie de spori ai
fungului F.culmorum. Semintele s-au insamantat in parcele de un singur rand (1,4 m) si testul a avut 6
replicari. Dupa 34 zile de la Insamantare, vlastarii s-au scos din sol, s-au spalat si s-au ficut observatii ale
simptomelor lor de boald. S-au obtinut ca vlastari sanatosi/rdind masurat, in diferite tratari:

controlul Fusarium 5,9
acoperire Baytan | 56
J76 61
J1431 65
alte tulpini testate 30-68

Testarea tulpinii fungice J1432 in teste de selectie

J1432 a fost testat in toate cele trei teste de selectie facute in sera.

in testul de nisip J1432 a obtinut urmatoarele rezultate: 0, 0, 0, 1, 1 si 2 si a fost luat pentru urmatoarele
teste.

In testul de turba J1432 a obtinut urmatoarele rezultate:

T: 10 imbolnaviri

F: 60 imbolnaviri

FO: 10 imbolnaviri

F2: 37 imbolnaviri

in testele in sol de cAmp, in care s-a inclus J1432, procentele vlastarilor imbolnaviti in diferite tratari au
fost:

sanatos 56%
control Fusarium 98%
acoperire Baytan | 18%
J1432 38%

Pe baza rezultatelor testului in sol de cdmp J1432 s-a indepartat de la verificarile in camp.
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(57) Revendicari:
1. Tulpind de fungi Nectria pityrodes Montagne J76 cu numarul de depozit DSM 7522 care manifesta
proprietati fungicide.

2. Tulpina de fungi Nectria pityrodes Montagne J1431 cu numarul de depozit DSM 8805 care manifesta
proprietati fungicide.

3. Tulpind de fungi Nectria pityrodes Montagne J1432 cu numarul de depozit DSM 8806 care manifesta
proprietati fungicide.

4. Tulpina de fungi Nectria pityrodes Montagne MOS1 cu numarul de depozit DSM 8807 care manifesta
proprietati fungicide.

5. Tulpina de fungi Nectria pityrodes Montagne ROS2 cu numarul de depozit DSM 8808 care manifesta
proprietati fungicide.

6. Procedeu de screening al tulpinii de fungi care include izolarea, cercetarea si sortarea micro-
organismului, caracterizat prin aceea ca tulpina de fungi reprezinta tulpini de Nectria pityrodes Montagne
conform revendicarilor 1-5, izolarea se efectueaza printr-un test de nisip, cuprinzand Insdmantarea semintelor
de cereale pe un strat de nisip, pipetarea pe seminte si in substratul de crestere a miceliului si sporilor de
patogen si ulterior a sporilor de fungi testati sub forma de suspensie apoasa, dupa care semintele se acopera
cu nisip, se examineaza intensitatea simptomelor de afectiune a germenilor si se elimind fungii care nu
influenteaza asupra intensitdtii afectiunii sau care se manifesta ei insisi ca patogeni; cercetarea se efectueaza
printr-un test de turba pentru fungii acceptati, cuprinzand umectarea semintelor de cereale intr-o suspensie de
spori ai patogenului §i uscarea semintelor; umectarea semintelor intr-o suspensie de spori ai fungului de
testat, uscarea semintelor si insdmantarea lor in turba tratata cu abur, cresterea semintelor si aprecierea starii
germenilor; sortarea microorganismului se efectueaza pentru testele ulterioare ale microorganismelor care
inhiba 1n mod clar afectiunea patogena.

7. Biofungicid care contine ingredient activ, caracterizat prin aceea ci in calitate de ingredient activ el
contine cel putin o tulpind de genul Nectria pityrodes Montagne J76, J1431, J1432, MOSI1 si ROS2 cu
numarul de depozit respectiv DSM 7522, DSM 8805, DSM 8806, DSM 8807, DSM 8808 care manifesta
proprietati fungicide.

8. Compozitie biofungicida care contine ingredient microbian activ, purtdtori si/sau aditivi uzuali,
caracterizata prin aceea ci in calitate de ingredient microbian activ compozitia contine cel putin o tulpina
de genul Nectria pityrodes Montagne J76, J1431, J1432, MOSI1 si ROS2 cu numarul de depozit respectiv
DSM 7522, DSM 8805, DSM 8806, DSM 8807, DSM 8808 care manifesta proprietati fungicide.

9. Compozitie biofungicida conform revendicarii 8, caracterizata prin aceea ca purtatorii si/sau aditivii
sunt selectati din grupul substantelor care constau din silice, lapte praf, carboximetilceluloza, sucroza, acid
ascorbic si amidon.

10. Procedeu de obtinere a compozitiei biofungicide care include cultivarea unei tulpini de fungi
conform revendicarilor 1-5, cu proprietati fungicide, separarea masei celulare si adaugarea la aceasta a
purtdtorilor si/sau aditivilor, uscarea si transformarea in pudra a masei obtinute, caracterizat prin aceea cia
se efectueaza: a) cultivarea tulpinii de fungi cu proprietati fungicide conform uneia din revendicarile 1-5 intr-
un mediu de crestere corespunzator, sau b) cultivarea tulpinii de fungi cu proprietati fungicide conform uneia
din revendicdrile 1-5 intr-un mediu de crestere corespunzator cu silice si optional se adaugd la masa celulara
purtdtori si/sau aditivi.

11. Metoda de inhibare a infectiei fungice la o plantd, care consta in aplicarea la o planta sau pe semintele
acesteia a inhibitorului acestei infectii, caracterizatd prin aceea ca in calitate de inhibitor se utilizeaza
biofungicid conform revendicarii 7, sau o compozitie biofungicida conform revendicarilor 8 si 9, iar aplicarea
lor se efectueaza in substratul de crestere inainte, sau dupa insamantarea semintelor.
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