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STIINTE EXACTE SI ALE NATURII
Chimie i tehnologie chimica

Summary. Objectives: identification of new compounds with antifungal activity for the phy-
topathogenic fungus Fusarium culmorum. Methods: the isolation of F. culmorum strains was
carried out in aseptic conditions on PDA (Potatoes Dextrose Agar) medium, with the subsequent
identification of the species based on macro- and microscopic characteristics. Vinyl-triazole de-
rivatives (D.V.T): EPS-165, MZ-115, MZ-118, EPS-23 were supplemented to the nutrient medium
PDA in concentrations of 0,02, 0,01, 0,005, 0,0025; 0,00125%, sterilized by autoclaving. To as-
sess the inhibitory effect of the studied preparations, the method of recording the diameter of the
growing colonies was used. Results: the inhibitory effect of the studied preparations was specific
depending on the concentration and the strain of the fungus investigated. The preparation MZ-
118 offers wider opportunities for use in plant protection measures against the fungus F. culmo-
rum. The factorial analysis demonstrated that in the system F. culmorum x D.V.T. x concentration,
the main source of variation in fungal growth is D.V.T concentration. (50.2 ... 64.4%), followed
by the isolate factor (24.7 ... 38.9%), which denotes the differential resistance of F. culmorum
isolates to the action of the compounds under study.

Keywords: activity, concentrations, vinyl-triazole derivatives, fungi.

Cuvinte-cheie: activitate, concentratii, derivati vinil-triazolici, fungi.

INTRODUCERE

Fungul Fusarium culmorum (W.G. SM.) SACC are o gama larga de plante gazda,
in principal cereale — grau, orz, oviz, secard, porumb, sorg si diverse ierburi. In plus, a
fost izolat din sfecla de zahar, in, garoafa, fasole, mazare, sparanghel, trifoi rosu, hamei,
praz, molid, capsuni si tubercul de cartofi [1], fiind frecvent asociat cu putrezirea bazei
tulpinii si radacinii la culturile cerealiere [2]. De rand cu capacitatea de a distruge prin
putrefactie diferite organe ale plantelor, F. culmorum este si un producétor activ al mico-
toxinelor care polueaza organismul vegetal-gazda. Fuzarioza spicelor, cunoscuta in lite-
ratura stiintificd ca FHD — Fusarium Head Blight, este provocata de diverse specii Fusa-
rium. FHB este cauzat de F. culmorum in Idaho, North (SUA), fiind totusi mai prevalent
in Europa, Africa, Canada si in unele regiuni ale Chinei [3]. Principalele micotoxine pro-
duse de F. culmorum sunt deoxinivalenolul, nivalenonul si zearalenonul, care reprezinta
un pericol potential pentru sdnatatea oamenilor si animalelor. Optiunile de management
al protectiei plantelor pe termen scurt includ utilizarea fungicidelor, biocontrolul si prac-
ticile culturale, utilizarea genotipurilor rezistente fiind cele mai promitatoare optiuni pe
termen lung. Preocuparea principala este de a preveni introducerea si infiintarea speciilor
de Fusarium in zonele in care anterior nu s-au constatat, de a reduce inoculul disponibil
pentru dispersare, a preveni raspandirea acestuia pentru a nu fi implicat in viitoarele cri-
ze de siguranta alimentara [4]. Intrucat speciile Fusarium, ca si multe alte micromicete,
usor se adapteaza la preparatele chimice utilizate in masurile de protectie a plantelor,
sunt deosebit de actuale cercetarile cu privire la identificarea noilor compusi cu activitate
antifungica, ceea ce a si prezentat scopul cercetarilor.
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MATERIALE SI METODE

Izolarea tulpinilor F. culmorum (F.c.5, F.c.19, F.¢.20) s-a efectuat din plante de grau
comun de toamna cu semne de putrezire a bazei tulpinii, in conditii aseptice pe mediu
PDA (Potatoes Dextrosis Agar) [5] —unul din cele mai optime pentru izolarea, cultivarea
si cercetarea caracterelor morfo-culturale ale fungilor Fusarium spp. Fragmentele de
tesut vegetal au fost aseptizate in solutie de hipoclorura de var de 2% timp de 1-2 min,
dupa care s-au clatit de 2-3 ori in apa distilata si plasat pe mediu in preajma flacarii de
gaz. Identificarea patogenului s-a efectuat pe baza caracteristicelor macro- i microsco-
pice conform determinatoarelor micologice [6].

Caracterele de cultura ale izolatelor Fusarium spp. pe mediul PDA tind sa fie si-
milare 1n cadrul aceleiasi specii. Cu toate acestea, unele specii prezinta ratd de crestere,
fenotipuri si pigmentare diferite datorita diversitatii lor intraspecifice [6]. Coloniile de
F. culmorum cresc rapid (1,6-2,2 cm/zi) pe mediul PDA la temperatura optima de 25°C.
Miceliul este filamentos-ramificat, albicios, galben deschis sau rosu. Pigmentul placii in-
verse a fungului cultivat pe PDA, variaza intre roz-cenusiu, rosu carmin sau visiniu [7].

Fe. 19 Fc. 20

Fig. 1. Aspectul morfologic al izolatelor £ culmorum

Noii derivati vinil-triazolici sintetizati (D.V.T) — EPS-165, MZ-115, MZ-118 au
fost suplimentati la mediul nutritiv PDA in concentratiile 0,02; 0,01; 0,005; 0,0025;
0,00125%, care s-a aseptizat prin autoclavare la presiunea de 0,5 atm timp de 30 min,
turnat ulterior in cutii Petri, cate 10 ml in fiecare. Dupa solidificarea mediului, fungii a
fost inoculati in centrul cutiei Petri si mentinuti in termostat la temperatura de 24°C. in
functie de viteza de crestere, Inregistrarea diametrului coloniilor (cate 2 diametre per-
pendiculare, media carora a servit ca indice biometric) s-a efectuat din ziua 3-4 pana la
ziua 6-7 de la Tnsamantare. Experientele s-au efectuat in 4 repetitii. Datele au fost prelu-
crate statistic in pachetul de soft STATISTICA 7.

REZULTATE SI DISCUTII

Datele prezentate in tab. 1, 2 denotd ca cei 3 compusi luati in studiu — EPS-165,
MZ-118, MZ-155 au actionat doar inhibitoriu asupra cresterii fungilor Fusarium cul-
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morum 5 (F.c.5), F. culmorum 20 (F.c.20), efectul fiind mai prountat odata cu cresterea
concentratiei de la 0,00125% la 0,02%. De exemplu, in ultima zi de inregistrare a dia-
metrului coloniilor (ziua 7), la F.¢.5, diminuarea a variat in diapazonul concentratiilor
mentionate in limitele: -16,6 ... -66,4%, -16,0 ... -89,6%, -8,4 ... -62,0% fatd de martor,
respectiv, compusilor EPS-165, MZ-118, MZ-155 (tab. 1).

Pentru Fl¢.20, in ultima zi de inregistrare (ziua 6) s-a constatat aceeasi tendintad
de actiune a D.V.T. ca si in cazul tulpinii F¢.5. Astfel, devierea diametrului coloniilor
fatd de martor a constituit: - 32,4 ... -74,6%, -24,4 ...-68,4%, -13,6 ... -80,4%, respectiv,
compusilor EPS-165, MZ-118, MZ-155 (tab. 2). In cazul tulpinii Fc.19 (tab. 3), de ase-
menea s-a constatat efectul concentratiei asupra cresterii fungului, dar s-au manifestat si
unele particularitati. De exemplu, efecte inhibitorii semnificative (p<0,05) s-au inregis-
trat 1n cazul EPS-165 —0,01%; 0,02%: -18,8%, -35,9%; MZ-118 — 0,0025%; 0,005%;
0,01%; 0,02%: -15,5%, -21,5%, -34,3%, 92,2%; MZ-155 — 0,005%, 0,01%; 0,02%:
-10,5%, -49,5%; -76,4%, respectiv, D.V.T.

Tabel 1. Influenta derivatilor vinil-triazolici asupra cresterii coloniilor fungului
Fusarium culmorum 5

Varianta | Concentratie, % | x+m__ - |Inhibitie,% | x+m__ -~ |Inhibitie, %
Ziua 6 Ziva 7
Martor - 70,9+0,8 - 80,4+0,9 -
EPS-165 0,02 23,0+1,3* -67.,5 27,0+£2,2% -66,4
0,01 44,3+0,6* -37,6 52,3+0,9* -35,0
0,005 50,0+0,4%* -29.4 59,0+1,2%* -26,6
0,0025 56,44+2,0%* -20,5 65,0+1,4* -19,1
0,00125 58,5+1,1* -17,5 67,0+1,7* -16,6
MZ-118 0,02 7,1£2,1%* -90,0 8,442,8%* -89,6
0,01 22,1+0,9%* -68,8 28,5+2,1% -64,5
0,005 39,9+£2,6* -43,7 49,9+3,6* -37,9
0,0025 54,5+£2.2% -23,1 63,9+3,1* -20,5
0,00125 57,3+1,1* -19,2 67,5+0,9* -16,0
MZ-155 0,02 25,5+1,0%* -64,0 30,5+0,5* -62,0
0,01 40,9+1,7* -42.3 47,6£2,0% -40,7
0,005 54,1+1,5* -23,6 62,3+2,0* -22,5
0,0025 55,0+1,5% -22,4 64,8+0,9* -19,4
0,00125 62,94+0,2* -11,3 73,6+0,2* -8,4

*- diferenta de martor (p<0,05).
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Tabel 2. Influenta derivatilor vinil-triazolici asupra cresterii coloniilor de fung
Fusarium culmorum 20

Varianta Conciztfape’ xtm__ | Inhibitie,% | x+m__ | Inhibitie, %
Ziua 5 Ziua 6
Martor - 88,608 : 90,00,0 -
EPS-165 0,02 17,0£1,9* 80,8 | 22,8425% | -746
0,01 29,8+2,6* 66,4 | 33,542,7% | -62,8
0,005 41,4+3,3% 533 | 50,63,1% | 438
0,0025 45,3+4,0* 489 | 539+4,0* | -40,1
0,00125 | 51,8+0,6* 41,6 | 60,9£0,6* | -32.4
MZ-118 0,02 24,6+2,0* 722 | 28443,1% | 684
0,01 30,1£1,6* 66,0 | 364£1.9% | -59.6
0,005 44,4+0,9* 499 | 54515 | -394
0,0025 50,8+0,5* 42,7 | 61310% | 320
0,00125 | 57,3%1,0*% 354 | 68,0510 | 244
MZ-155 0,02 13,01,7% 85,3 17,7£1,7% | -804
0,01 26,9+0,7* 69,7 | 32,3503* | -64.2
0,005 42,11,0% 52,5 | 48,4+09% | -46,3
0,0025 54,540,7* 385 | 63,0£0,9% | -30,0
0,00125 | 66,8+0,9* 247 | 77,8507 | -13,6

*- diferenta de martor (p<0,05).

In concentratiile mai mici — 0,00125%; 0,0025% ale EPS-165 si MZ-155 s-au pro-
dus stimulari semnificative (p<0,05) ale cresterii coloniei: +22,2% ...+15,4% si +23,8
... +11,8% fata de martor, respectiv. Deci, cele mai puternice efecte inhibitorii in cazul
tulpinilor F¢.5, F.c.20, F.c.19 s-au inregistrat in cazul compusului MZ-118, actiunea
depinzand in mare parte de concentratie.

Tabel 3. Influenta derivatilor vinil-triazolici asupra cresterii coloniilor tulpinii de fung

Fusarium culmorum 19

. Concen- h?hlbme/ Inhibitie/
Varianta .o X+m stimulare, X+m . oo
tratie, % X, mm o, X, mm stimulare, %
Ziua 6 Ziua 7
Martor - 42,3422 - 47,8429 -
EPS-165 0,02 23,6+1,6* -44,1 30,6+2,0* -35.9
0,01 33,6+2,4* -20,4 38,8+4,3* -18,8
0,005 40,9+4,1 -3,3 47,5+5,1 -0,5
0,0025 47,5+1,4 +12,4 55,1£2,3* +15,4
0,00125 50,4+0,8* +19,2 58,4+0,8* +22,2
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MZ-118 0,02 3,8+0,3* 91,1 3,8+0,3* -92,2
0,01 20,4+3,4%* -51,8 31,443,3* -34,3
0,005 29,5+1,8%* -30,2 37,5+2,4%* -21,5
0,0025 34,140,6* -19,2 40,4+2,8* -15,5
0,00125 37,6+£2,2 -11,0 45,942,1 -3,9
MZ-155 0,02 9,4+0,7* -77,8 11,3+0,8* -76,4
0,01 20,4+0,9%* -51,8 24,1+0,9* -49,5
0,005 34,5+2,6* -18,3 42,8428 -10,5
0,0025 45,4420 +7,4 53,4+2,4% +11,8
0,00125 49,5+1,1* +17,2 59,1+1,3* +23.8

*- diferenta de martor (p<0,05).
Pentru cuantificarea mai exacta a ponderii tuturor factorilor in sistemul fung x com-
pus x concentratie n sursa de variatie a cresterii izolatelor de F. culmorum, s-a procedat

la analiza trifactoriala (tab. 4).

Tabelul 4. Ponderea factoriald a compusului, concentratiei derivatilor vinil triazo-

lici, izolatei 1n capacitatea de crestere a fungului F. culmorum

Ponderea
in sursa de

Sursi de variatie (}rad de SUI{la medie F p variatie. a

libertate | a patratelor cresterii

ciuperecii,

%
Ziua 3
Izolata 2 1968,08* 377,64 | 0,000 38,89
Compus (structurd) 2 255,0%* 4893 | 0,000 5,04
Concentratie 4 2541,22% 487,61 | 0,000 50,21
Izolata x compus 4 142,56%* 27,36 | 0,000 2,82
Izolata x concentratie 8 93,40% 17,92 | 0,000 1,85
Compus x concentratie 8 2791% 5,36 | 0,000 0,55
Izolata x compus x 16 27,82% 5,34 | 0,000 0,55
concentratie
Efecte aleatorii 135 5,21 0,10
Ziua 4

Izolata 2 2687,5% 363,11 | 0,000 32,19
Compus (structurd) 2 480,1%* 64,86 | 0,000 5,75
Concentratie 4 4754 2% 642,34 | 0,000 56,94
Izolata x compus 4 232,8* 31,45 | 0,000 2,79
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Izolata x concentratie 8 104,0* 14,05 | 0,000 1,25
Compus x concentratie 8 44,3%* 5,99 | 0,000 0,53
Izolata x compus x 16 39,6%* 5,35 | 0,000 0,47
concentratie

Efecte aleatorii 135 7.4 0,09

Ziua 5

Izolata 2 3053,4* 289,91 | 0,000 26,97
Compus (structurd) 2 502,1* 47,67 | 0,000 4,44
Concentratie 4 7111,3* 675,18 | 0,000 62,81
Izolata x compus 4 409,2* 38,85 | 0,000 3,61
Izolata x concentratie 8 104,5* 9,92 | 0,000 0,92
Compus x concentratie 8 67,1* 6,37 | 0,000 0,59
Izolata x compus x 16 64,2% 6,10 | 0,000 0,57
concentratie

Efecte aleatorii 135 10,5 0,09

Ziua 6

Izolata 2 3696,6* 264,42 | 0,000 24,69
Compus (structurd) 2 684,2% 48,94 | 0,000 4,57
Concentratie 4 9647,8* 690,11 | 0,000 64,44
Izolata x compus 4 635,4* 45,45 | 0,000 4,24
Izolata x concentratie 8 114,8%* 8,21 | 0,000 0,77
Compus x concentratie 8 97,8* 7,00 | 0,000 0,65
Izolata x compus x 16 82,2% 5,88 | 0,000 0,55
concentratie

Efecte aleatorii 135 14,0 0,09
*- p<0,05.

S-a constatat ca rolul decisiv in cresterea fungilor a revenit concentratiei compusu-
lui care a variat in limitele 50,2 ... 64,4%. A fost destul de semnificativ si rolul factorului
de izolata pe durata cresterii de la 3 la 6 zile: 24,7 ... 38,9%. Ponderea compusului (struc-
turii) de 4,4 ...5,8% desi a avut suport statistic (p<0,05), totusi este minora.

CONCLUZII

1. Testarea actiunii derivatului vinil-triazolic MZ-118 asupra cresterii a 3 izolate
F culmorum (F.c.5, F.c.19, F.¢c.20) 1n conditii in vitro, a demonstrat efectul
lui antifungic in diapazon larg de concentratii (0,00125 ...0,02%), iar in cazul
actiunii EPS-165, MZ-155 — in concentratiile 0,01; 0,02% — pentru izolata
Fc.19. Astfel preparatul MZ-118 ofera oportunitati mai largi de utilizare in ma-
surile de protectie a plantelor de fungul F. culmorum.
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Analiza factoriald a demonstrat cd in sistemul F. culmorum x D.V.T x
concentratie, ponderea principald in sursa de variatie a cresterii fungului revi-
ne concentratiei D.V.T. (50,2 ... 64,4%), urmata de factorul de izolata (24,7 ...
38,9%), ceea de nota rezistenta diferentiata a izolatelor F. culmorum la actiunea
compusilor aflati in studiu.
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