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EvaluareaactivitŁŞiiantagonistea unortulpinibenefice de bacteriiἨidrojdiifaŞŁde 

Botrytis cinereaἨideterminarea´ncŁrcŁturiide bacilli coliformila cŁpἨun

Materialbiologic
Tulpiniantagoniste.TulpiniautohtonedeBacillus(A4ï 

Bacillussubtilis), Serratia (Ps33 ï S. plymuthica), 

Pseudomonas (RG ï P. chlororaphis; R2.1d ï P. 

fluorescens; 79.3 ï P. fluorescens; Rcp2 ï P. fluorescens) ĸi 

douŁ tulpini de drojdii (L30b ï Saccharomycescerevisiae; 

Sa5 ï Metschnikowia pulcherrima), cupotenŞialantagonist.

Patogenfungic. Ciuperca fitopatogenŁ Botrytis cinerea, 

izolatŁ de pe fructe de cŁpἨun cu putregai, colectate de la 

plantele din cadrul experienŞei amplasate Ἐn cἎmpul 

experimental al ICDPP. Microorganismele au fost cultivate 

pe YPD agar, incubate la temperaturi optime de creĸtere 

pentru fiecare specie respectiv, 28ϲC pentru tulpinile de 

antagoniĸti ĸi 25ϲC pentru fitopatogenul fungic. 

Fructe atacate de B. cinerea

Tulpinile de microorganisme antagoniste utilizate în testele in vitro 

Antagonist
Cod 

tulpinł
NiĹł Provenienşł Menşiuni

Saccharomyces cerevisiae L30b bacede struguri ICDPP DSMZ 23648; brevetatẹ

Metschnikowiapulcherrima Sa5 bacede struguri USAMV BucureĹti

Pseudomonas chlororaphis RG rizosferẹgrỐu ICDPP BIOLOG

Serratia plymuthica Ps33 rizosferẹgrỐu ICDPP Secvenşiere16S rADN; NCBI,

GenBank,EU1181134; brevetatẹ
P. fluorescens 79.3 sol ICDPP

P. fluorescens Rap2.1d sol rapişł ICDPP BIOLOG

Bacillussubtilis A4 rizosferẹgrỐu ICDPP BIOLOG

P. fluorescens Rcp2 Rizosferẹceapł ICDPP

Determinarea activitŁŞiiantagoniste in vitro

V Producerea de compuĸi difuzibili, prin 

metoda culturilor duble

Rata de inhibiἪie a fost calculatŁ conform 

ecuaŞiei:

[(Rc ï Rexp) / Rc] × 100%, unde: Rc 

reprezintŁ cel mai lung diametru al 

miceliului fungic iar Rexp reprezintŁ 

diametrul orizontal al ciupercii 

fitopatogene, care aratŁ efectul inhibitor.

V Producerea de compuἨi volatili, prin 

metoda plŁcilor sigilate

Eficacitatea tulpinilor antagoniste a fost evaluatŁ 

prin mŁsurarea creἨterii radiale a miceliului fungic 

´n douŁ direcἪii verticale alese aleatoriu, rata de 

inhibiἪie fiind calculatŁ conform ecuaἪiei: 

[(Rc
2 ï Rexp

2) / Rc
2] Ҏ 100%, unde:  Rexp reprezintŁ 

diametrul miceliului fungic ́ n prezenἪa tulpinii 

antagoniste Ἠi Rc reprezintŁ diametrul miceliului 

fungic ́ n absenἪa acesteia (martor).

INTRODUCERE

CŁpἨunilesuntsensibilelaataculagenἪilorpatogeninecesit©ndmŁsurispecificedecontrol

fitosanitar.Microorganismeleantagoniste,caagenἪidecombaterebiologicŁ,aufostsugerate

cametodŁalternativŁdeprevenireadiferitelorinfecἪiilacŁpἨun.CombatereabiologicŁcu

ajutorulmicroorganismelorbeneficesebazeazŁpemaimultemecanismedeacἪiune,care

potfíntrunitedeunsinguragentdebiocontrolsaudeunconsorἪiumicrobiancareexercitŁ

efectecombinate.

SCOP
V Selectarea unor tulpini cu potenἪialinhibitor asupra putregaiului cenuἨiu produs de 

ciuperca fitopatogena Botrytis cinerea, cἎtĸiidentificarea mecanismelor de acἪiune

asociate activitŁἪiide biocontrol a tulpinilor antagoniste, studiate prin teste in vitro. 

V Cuantificarea ´ncŁrcŁturii de bacterii de suprafaŞŁprezente pe fructele de cŁpἨun,în

scopul evaluׅriiflorei de bacili coliformi prezentŁpe fructele obἪinuteîn culturŁecologicŁ.

Determinarea bacteriilor de suprafaŞŁ

Principiul testului. Placa RIDA-STAMP (RS) constŁ dintr-o placׅ 

petri cu suprafaŞa de 10 cm2 cu piedestal, care conἪine agar ĸi 

agenἪi selectivi precum Ἠi substraturi enzimatice cromogene, în 

funcἪie de specificaἪiile sale. Aceste ingrediente sunt 

responsabile pentru formarea coloniilor tipice în timpul creἨterii 

microorganismelor. Ulterior timpului de incubare definit, coloniile 

pot fi numŁrate pentru a evalua gradul de contaminare a 

suprafeἪelor testate.

Producerea de compuĸidifuzibili

REZULTATE

   

Figura 3. Evaluarea in vitro a 
activitẹŞii antagoniste a tulpinilor de 

bacterii ĸi drojdii, prin producerea de 
substan˓e difuzibile,  faŞẹ de B. 

cinerea, pe YPD agar. A ῐ martor B. 
cinerea. B ῐ tulpinẹ de drojdie 

antagonistẹ fa˓Ł de B. cinerea. C ῐ 

tulpinẹ de bacterie antagonistẹ fa˓Ł 
de B. cinerea: I ῐ Pseudomonas 
fluorescens; II ῐ Bacillus subtilis.  D ῐ 
tulpinẹ fẹrẹ activitate antagonistẹ.   
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A ῐ martor B. cinerea. B ῐ tulpinׅ de drojdie antagonistׅ faἪŁ de B. 

cinerea. C ῐ tulpinׅ de bacterie antagonistׅ faἪŁ de B. cinerea: CI ῐ 

Pseudomonas fluorescens; CII ῐ Bacillus subtilis.  D ῐ tulpinׅ fׅrׅ 

activitate antagonistׅ.

TulpinaantagonistłE% antagonistła compu˒ilordifuzibili

L30b (Saccharomyces cerevisiae) 65,36± 0,9 a

Sa5(Metschnikowiapulcherrima) 56,91± 1,3 abc

Ps33(Serratia plymuthica) 49,98± 0,6 bc

A4 (Bacillus subtilis) 59,76± 1,0 ab

RG (Pseudomonas chlororaphis) 64,70± 1,3 ab

Rcp2 (P. fluorescens) 47,78± 1,6 bc

R2.1d (P. fluorescens) 69,63± 0,3 a

79.3 (P. fluorescens) 42,44± 0,8 c

NotŁ: Rezultatelesuntpezentatecavaloriimedii± deviatiastandard. LiterelediferiteindicadiferenŞe

semnificativeîntrevarianteleexperimentale, lap=0,05.

Rata de inhibiŞie a variat Ἐntre 

42,44% ĸi 69,63%, cea mai bun ׅ

activitate de inhibare prin difuzie 

´nregistr©ndu-se Ἐn cazul tulpinilor 

R2.1d de P. fluorescens, RG de P. 

chlororaphis ĸi L30 de S. 

cerevisiae, care au avut  69,63%, 

64,70% Ἠi, respectiv, 65,36%.

Producerea de compuĸivolatili

Efectul compuĸilor volatili asupra creĸterii miceliului de B. cinerea, dupŁ 5 zile de incubare la 250C, prin 

metoda plŁcilor sigilate. 

   
Figura 4. Efectul compuĸilor volatili asupra creĸterii miceliului de B. cinerea, dupŁ 5 zile de incubare la 
250C, prin metoda plŁcilor sigilate. A- B. cinerea în prezenŞa tulpinii R2.1d de Pseudomonas fluorescens;  
B- martor B. cinerea (fŁrŁ antagonist); C- B. cinerea ́ n prezenŞa tulpinii Rcp2 neproducŁtoare de volatile. 
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A - B. cinerea ́ n prezenŞa tulpinii R2.1d 

de Pseudomonas fluorescens;  B ╖ martor 

B. cinerea (fŁrŁ antagonist); C ╖ B. cinerea 

´n prezenŞa tulpinii Rcp2 neproducŁtoare 

de compuĸi volatili.

TulpinaantagonistłE%antagonistłacompu˒ilorvolatili

L30b (Saccharomyces cerevisiae) 16,87±7,6 fg

Sa5 (Metschnikowiapulcherrima) 29,55±5,8 ef

Ps33 (Serratia plymuthica) 74,87±4,3 b

A4 (Bacillus subtilis) 40,27±6,0 de

RG (Pseudomonas chlororaphis) 66,57±2,9 bc

Rcp2 (P. fluorescens) 6,54±3,2 g

R2.1d (P. fluorescens) 89,21±1,7 a

79.3 (P. fluorescens) 47,81±2,8 d

NotŁ: Rezultatelesuntpezentatecavaloriimedii± deviatiastandard. LiterelediferiteindicadiferenŞe

semnificativeîntrevarianteleexperimentale, lap=0,05.

În ceea ce priveĸte testarea in vitro a 

activitׅŞii antagoniste a tulpinilor de 

bacterii ĸi drojdii, prin producere de 

compuҍi antifungici volatili, s-au 

evidenŞiat tulpinile R2.1d de 

Pseudomonas fluorescens, Ps33 de 

Serratia plymuthica Ἠi RG de 

Pseudomonas chlororaphis, care au 

avut o eficacitate de inhibare a 

creĸterii miceliului de 89,21%, 74,87% 

ĸi, respectiv 66,57%. 

Evaluarea florei de bacilli coliformi
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Evaluarea RS Total. Majoritatea 

coloniilor au fost alb-lŁptoase, 

dezvoltate dupŁ 24 ore de 

incubare la 35 C (A). Tulpini 

test: Staphylococcus aureus 

ATCC 6538; Staphylococcus 

epidermidis S. epi-1; 

Escherichia coli EC-68; 

Citrobacter spp. Cit-2. 
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Evaluarea RS Coliform. Formare 

de colonii albastre/verzi tipice, 

dupŁ 24 ore de incubare la  36 C 

±1 C (B). Tulpini test: Escherichia 

coli ATCC8739 (colonii 

pigmentate); Citrobacter freundii 

ATCC8090 (colonii pigmentate); 

Pseudomonas aeruginosa 

ATCC9027 (colonii incolore).

AceststudiuafostfinanşatdeMinisterulAgriculturiiĹiDezvoltłriiRuraleðMADŔn

cadrulProiectuluiHG4689òSolu˔iiecologicepentrureducereariscurilorsanitarela

culturacłp˒unuluió.

ἕn cazul co-cultivׅrii pe YPD agar, prezenŞa unei zone clare Ἐntre cele douׅ tipuri de 

microorganisme a indicat capacitatea tulpinii de bacterie/drojdie de a produce compuҍi de inhibiҏie 

difuzibili.

Ċn urma evaluŁrii florei bacteriene de suprafaŞŁ, s-a 
constatat cŁ, fructele din varianta V4 (bilon cu mulci de 
folie) au avut cea mai micŁ ́ ncŁrcŁturŁ microbianŁ, 
reprezent©nd o  variantŁ opŞionalŁ din punct de vedere 
tehnologic, ́n sistem ecologic

Tulpinile R2.1d de P. fluorescens, Ps33 de Serratia 
plymuthica ˑi RG de Pseudomonas chlororaphis au avut 
cea mai bunẹ activitate de inhibiŞie pentru compuĸii 
antifungici volatili, având o eficacitate de inhibare a 
creĸterii miceliului de 89,21%, 74,87% ˑi, respectiv, 
66,57%

Cea mai bunẹactivitatedeinhibiŞiepentrucompuĸii
antifungicidifuzibili au avut-o tulpinile R2.1d de
Pseudomonasfluorescens, RG de P. chlororaphisĸi
tulpina de drojdie L30 de Sacharomyces cerevisiae 
respectiv,69,63%, 64,70%ĸi65,36%

Au fost testate in vitro douẹ tulpini de drojdii ĸi 
ĸapte tulpini de bacterii pentru activitatea 
biologicẹ faŞŁ de patogenul Botrytis cinerea izolat 
de pe fructe de cẹpĸun


