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Abstract:

The current trends of reducing the
use of pesticides leads to the evaluation of
biological control methods as safer
alternative compared to the synthetic
fungicides. Phytopreparations are one of
the perspective means of plants biological
protection  because they have a
sufficiently  effective  impact, the
extraction it is not complicated and long
and also are harmless to the environment
and people. The main purpose of the
thesis entitled "Researches regarding the
biology and the biological control with
plant extracts of gray mold caused by
Botrytis cinerea Pers." was the study of the
Botrytis cinerea biology and the control of
gray mold using biological methods,
namely the effect of different plant
extracts on emergence and development
of the mycelium. The objectives of this
thesis were the was isolation of Botrytis
cinerea fungus from different host plants,
the  morphologically and  cultural
characterization of the isolates, the

establishment of the macroscopic and
microscopic phenotypic differences, the
obtaining of the tinctures and the in vitro
determination of the fungistatic and
fungicidal character of tinctures and the
testing of the extracts effectiveness on
gray mold from stored fruits. The
experiments were performed on isolated
27 and 10 hydroalcoholic extracts were
used: Aloe sp, Tagetes sp. Satureja
hortensis, Aristolochia clematitis,
Helleborus purpurascens, Allium sativum
and propolis. The results indicated a high-
efficiency for the majority of the extracts
tested in vitro, the level of inhibition was
different depending on the concentration
and on the isolate against which was
applied. Propolis tincture recorded total
inhibitory effect at all concentrations
applied in the case of all the isolates
followed by Satureja hortensis, Tagetes sp.
and Aristolochia clematitis who had total
fungistatic = effect at the lowest
concentration applied.
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INTRODUCERE

Rapoartele despre bolile fungice din perioadele antice sau
medievale sunt foarte rare si de asemenea foarte imprecise. Totusi, se pare
cd mentiondri despre putrezirea boabelor de struguri in vie, cauzata de
fungi, sunt la fel de vechi ca si cultivarea vitei de vie. Exista putine rapoarte
despre bolile fungice evidente la struguri de pe vremea lui Plinius cel
Batran, in secolul I sau de mai tarziu, in jurul anului 1350, de pe vremea lui
Konrad von Mengengerg (Germania) (Rosslenbroich and Stuebler, 2000).

Genul Botrytis a fost citat pentru prima data in anul 1729 de
Micheli, in lucrarea Noveau Gen (Oudemans, 1919 citat de Drobota, 2008)
iar denumirea sa provine de la cuvantul grecesc pentru ,ciorchine de
strugure” asadar putem ajunge la concluzia ca simptomul bolii, asa-
numitul ,putregai cenusiu” la struguri trebuie sa fi fost cunoscut de multi
ani. Multa vreme ciuperca nu a primit nici un nume special, astfel ca Viala
(1887) citat de Drobota (2008) o desemneaza sub denumirea de
“putregaiu cenusiu” sau “putregaiul strugurilor”.

Specia Botrytis cinerea Pers. infecteaza un numar mare de plante
gazda, Intr-o mare varietate de conditii de mediu si in diferite zone
geografice atat in cAmp deschis cat si in sere si solarii. Botrytis cinerea
Pers. deterioreaza de asemenea produsele agricole depozitate datorita
capacitatii acestuia de a fi activ si la temperaturi foarte scazute (Coley-
Smith et al,, 1980).

Din cauza pagubelor tot mai mari produse de Botrytis cinerea
Pers. precum si a gradului mare de extindere la plante din familii botanice
diferite, ciupercii i s-a acordat o importanta sporita in ultimul timp
(Drobot3, 2008).

Tinand cont de faptul ca combaterea chimica a bolilor plantelor
inregistreaza o scadere, controlul biologic al bolilor plantelor prin
intermediul extractelor din plante castigd din ce in ce mai multa
important3, literatura de specialitate demonstrand faptul ca utilizarea de
produse naturale extrase sau fermentate, din diverse surse, amestecuri de
ingrediente naturale, cu activitati specifice sau amestecuri complexe, cu
efecte multiple asupra organismului gazda si asupra agentului patogen
este un mecanism de control biologic important.

Fitopreparatele reprezintd adevarate mijloacele de perspectiva
ale protectiei biologice ale plantelor avind mai multe avantaje, si anume:
sunt in mare masura eficiente, extragerea nu este complicata si lunga, sunt
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inofensive pentru mediu si oameni, se descompun rapid in agrocenoza si
folosirea lor de obicei este eficienta.

Tindnd cont de aspectele mentionate anterior si de faptul ca
putregaiul cenusiu poate avea un impact negativ asupra productiei si
calitatii recoltei prezenta teza a avut ca scop principal studierea biologiei
ciupercii Botrytis cinerea Pers. si controlul biologic al acesteia cu extracte
hidroalcoolice. Luand in considerare faptul ca pe parcursul experientelor
am testat si extractul de propolis, care s-a dovedit a avea efect antifungic
ridicat asupra dezvoltdrii acestui patogen, am introdus si aceasta tinctura
in prelucrarea experientelor realizate, desi nu este un extract din plante.

CAPITOLULI

CARACTERIZAREA SPECIEI BOTRYTIS CINEREA PERS.

Botrytis cinerea Pers. este cea mai importanta specie din cele 22
de specii ce apartin genului Botrytis (Hennebert, 1973) si este unul dintre
cei mai importanti patogeni fungici datorita caracteristicilor sale unice:
poate trai saprofit dar si parazit, poate fi devastator in unele culturi, poate
fi de folos In anumite conditii si poate cauza infectii latente timpurii care
nu provoaca daune decat in timpul coacerii fructelor (Rosslenbroich and
Stuebler, 2000).

1.1. IMPORTANTA

Datorita caracteristicilor sale polifage si necrotrofice, Botrytis
cinerea Pers. este un bun model pentru studiul proceselor infectioase
fungice.

Oamenii de stiinta din patologia plantelor au fost fascinati de
infectia conidiana a putregaiului cenusiu asupra tesuturilor plantelor de
foarte timpuriu astfel ca Ward (1888) citat de Elad et al. (2004) a descris
infectia speciilor de Botrytis prin tuburile germinative.

Botrytis cinerea Pers., prin urmare, este un model excelent pentru
studiul acestui tip de procese infectioase care este caracteristic pentru
numeroase boli fungice ale plantelor utilizind o gama larga de mecanisme
patogene (enzime litice, forme de oxigen activat, toxine, hormoni din
plante) pentru a ataca plantele sale gazda (www.genoscope.cns.fr).

1.2 TAXONOMIE SI SINONIMII
Botrytis cinerea Pers. apartine subincrengaturii Deuteromycotina,
clasei Hyphomycetes ordinului Moniliales, familiei Moniliaceae (Carmen
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Puia, 2006). Ciuperca disperseaza predominant prin producerea masiva de
clustere cenusii-maro de macroconidii.

Teleomorfa speciei Botrytis cinerea Pers. este specia Botryotinia
fuckeliana din familia Sclerotiniaceae, ordinul Helotiales, clasa
Discomycetes, subincrengdtura Ascomycotina (Carmen Puia, 2005).

1.3. CARACTERE MORFOLOGICE
1.3.1 Miceliu

Miceliu ciupercii traieste ca saprofit pe diverse substraturi
organice sau ca parazit (Tomoioaga Liliana 2002, Fermaud and Philippe,
2000 citati de Drobota, 2008 si Iacob Viorica si colab., 2000), are o culoare
cenusie, este abundent si cu conidiofori ramificati.

Miceliul poate patrunde ectofit in spatiile intercelulare ale
tesuturilor atacate pana la vasele conducatoare (Parvu, 2004). Prezinta
celule apicale rotunjite, pe care se gasesc grupate In ciorchini mari,
conidiile. Pe miceliu se diferentiaza conidiofori lungi, septati, monopodial
ramificati in porfiunea terminala. Ultimele ramificatii ale conidioforilor
prezinta sterigme scurte, care poarta conidii unicelulare, ovoidale brune
sau galbui (Carmen Puia, 2005, 2006).

1.3.2 Macroconidii

Conidiile speciilor de Botrytis sunt considerate de obicei organe
de propagare, cu viata scurta dar, exista dovezi cd, in anumite conditii,
chiar si acestea pot asigura supravietuirea speciei (Parvu, 1993).

Tatiana Sesan si Tanase (2007) descriu conidiile de Botrytis
cinerea Pers. ca avand forma ovoida, unicelulare, mai ascutite la unul
dintre capete, colorate brun, de dimensiuni cuprinse intre 9,0-12,0 x 6,5-
10,0 um, cu 4-6 nuclei, fiecare cu cate un nucleol.

1.3.3. Microconidii

Botrytis cinerea Pers. pe langa macroconidii formeaza si
microconidii care pot sa functioneze ca inocul principal (Brierley, 1918
citat de Drobot3, 2008). Forma de fructificare microconidiana a fost fost
observata de Istvanffi citat de Drobota (2008).

Akutsu et al. (2004) citati de Fukumori et al. (2004) in cercetarile
lor au aratat pentru prima data ca pe timpul inmultirii sexuate a speciei
Botrytis cinerea Pers. microconidiile au fost produse in numar mare si ca
dupa imperecherea cu sclerotii produsi de aceasta specie se formeaza
organisme sexuate (apotecii, asce, ascospori).
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1.3.4. Scleroti
Botrytis cinerea Pers. rezista in sol sub forma de miceliu iar in

organele bolnave sub forma de scleroti (Carmen Puia, 2005). Sclerotii sunt
organele de rezistenta de culoare neagra si consistenta tare, care joaca un
rol important in procesul de perpetuare a ciupercii (Carmen Puia, 2005) si
au o formad oval-aplatizatd cu suprafata rugoasa, masurdnd 2-4mm
lungime si 1-3 mm latime, fiind compusi din doua parti diferite: cortex si
medulla.
1.3.5 Forma sexuata a ciupercii

Desi legatura dintre Botrytis cinerea Pers. si Botryotinia fuckeliana a
fost banuita de mult timp nici o dovada definitiva legata de identitatea
acestor doua forme nu fost publicata pana la aparitia lucrarii lui Istvanffi,
numita “Etudes microbiologiques et mycologiques sur le rot gris de la
vigne—Botrytis cinerea ou Sclerotinia fuckeliana’. Istvanffi a ajuns la
concluzia ca Botrytis cinerea Pers. este incontestabil stadiul conidian al
speciei Botryotinia fuckeliana.

1.5 PLANTE GAZDA SI BOLI PROVOCATE

Simptomele provocate de Botrytis cinerea Pers. sunt foarte
comune si raspandite pe scara larga (Gonsalves and Ferreira, 1994 citati
de Odeh, 2006) aceasta specie fiind o ciuperca cu o gama extinsa de plante
gazda care include legumele, fructele moi, plantele ornamentale si vita de
vie; apare in sere si in cAmp dar si pe timpul depozitarii si transportului,
cauzand pierderi economice mari (Fukumori et al., 2004).

1.6 VARIABILITATE FENOTIPICA SI GENETICA

Botrytis cinerea Pers. are o variabilitate foarte mare si
adaptabilitate la o gami largi de conditii de mediu. In unele studii
efectuate In Europa, s-a demonstrat ca izolatele de Botrytis cinerea Pers. de
pe legume prezinta o mare diversitate genetica si un mare debit de gene
intre populatii (Alfonso et al., 2000, Moyano et al, 2003). Elucidand
structura genetica prin masurarea diversitatii genetice in interiorul si intre
populatiile agentului patogen este de mare importanta deoarece ajuta la
managementul bolii pe baza rezistentei la fungicide.
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CAPITOLUL II
CONSIDERATII GENERALE PRIVIND CONTROLUL BIOLOGIC AL
PUTREGAIULUI CENUSIU
2.1 METODE DE CONTROL BIOLOGIC

Tendintele actuale de reducere a folosirii pesticidelor asupra
culturilor precum si a fructelor si legumelor proaspete si depozitate duc la
evaluarea de metode fizice si biologice ca alternative mai sigure in
comparatie cu fungicidele sintetice (Droby et al., 2002).

Abordari Dbiologice care includ folosirea de organisme
antagoniste, compusi naturali, practicile culturale si biotehnologia vor fi
folosite pentru dezvoltarea de noi metode de management al bolilor
(Wisniewski et al., 2003 citati de Odeh, 2006).

Combaterea biologicd se poate realiza prin: hiperparazitism, prin
antagonismul dintre microorganisme, prin dezvoltarea mai bund a plantelor
si prin folosirea unor insecte, folosirea antibioticelor, premunizare, utilizarea
de soluri represive, folosirea substantelor de naturd vegetald.

2.2 CONTROLUL BIOLOGIC CU EXTRACTE DIN PLANTE

Studiile din literatura de specialitate sugereaza ca fitopreparatele
sunt unele dintre mijloacele de perspectiva ale protectiei biologice ale
plantelor. Impactul acestor preparate este suficient de eficient, extragerea
nu este complicata si lungd, sunt inofensive pentru mediu si oameni, se
descompun rapid in agrocenoza si folosirea lor de obicei este eficienta
(Zarins et al., 2009).

Experimental s-au obtinut rezultate bune in combaterea unor
fitopatogeni, cu extracte din ceapd, usturoi, hrean, mac, nuc, pin dar datoritd
dificultdtilor de extragere, pdnd in prezent, nu sunt introduse in practicd
(Loredana Beatrice Frasin si colab., 2006).

CAPITOLUL III

OBIECTIVE. METODE $I MATERIALE DE CERCETARE
3.1. OBIECTIVELE TEZEI

Pentru Indeplinirea obiectivelor sugerate de titlul proiectului, se
urmareste in principal studierea biologiei speciei Botrytis cinerea Pers.
precum si controlul putregaiului cenusiu prin metode biologice - extracte
hidralcoolice; efectul diferitelor extracte din plante asupra aparitiei si
dezvoltarii miceliului.

Obiectivele propuse pentru realizarea temei de cercetare au fost
urmatoarele:
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1.1zolarea mai multor izolate ale ciupercii Botrytis cinerea Pers. pe
mediu de cultura si ob{inerea de tulpini pure din fiecare izolat.

2.Studiul biologiei diferitelor izolate de Botrytis cinerea Pers. -
caracterizarea din punct de vedere morfologic si cultural a izolatelor
ciupercii.

3.Stabilirea diferentelor fenotipice dintre diferitele izolate de Botrytis
cinerea Pers. prin analize macroscopice si microscopice.

4.0btinerea si testarea de tincturi pentru controlul ciupercii Botrytis
cinerea Pers.

5.Determinarea in vitro a caracterului fungicid sau fungistatic unor
tincturi.

6.Testarea pe fructe depozitate a efectului extractelor hidroalcoolice
asupra putregaiului cenusiu.

Aceste obiective au ca finalitate caracterizarea patogenului izolat

de pe diferite plante gazda, urmarirea dezvoltarii ciupercii pe diferite
substraturi nutritive precum si testarea eficientei unor extracte

hidroalcoolice asupra cresterii si dezvoltarii miceliului.

3.2 MATERIAL SI METODE DE CERCETARE FOLOSITE iN STUDIUL
BIOLOGIEI CIUPERCII BOTRYTIS CINEREA PERS.
3.2.1 Material biologic

Materialul biologic folosit in realizarea experientelor privind
studiul biologiei ciupercii Botrytis cinerea Pers. a fost constituit din mai
multe izolate ale acestei specii prelevate de pe diferite plante gazda si din
locatii diferite. In experientele efectuate am izolat tulpini ale speciei
Botrytis cinerea Pers. de la 17 plante gazda.

Materialul biologic prelevat de pe cele 17 plante gazda este
constituit din 27 de izolate. [zolatele de pe muscate au fost prelevate de pe
varietdtile Camdared, Cambi, Campeye, Rainbow white, Balcon imperial,
Vile de Paris Lila iar izolatele de pe vita de vie de pe soiurile Chasselas,
Isabela, Sauvignon blanc, Muscat ottonel.

3.2.2 Metode de cercetare
Metodele de cercetare folosite in experiente au constat in:

[zolarea patogenului de pe materialul vegetal

Obtinerea culturilor pure

Cultivarea izolatelor ciupercii pe trei medii nutritive
Observarea caracterelor culturale si morfologice ale diferitelor
izolate luate 1n studiu

Efectuarea de observatii microscopice privind forma si
madrimea conidiilor

v Observatii privind aparitia de scleroti si distributia acestora

ANENENEN

\
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Obiectivul studierii caracterelor morfologice si culturale ale
speciei Botrytis cinerea Pers., a fost acela de a efectua observatii cu privire
la unele trasaturi ale acesteia, cum ar fi: ritmul de crestere a coloniei
ciupercii (rata relativd de crestere), forma, dimensiunile, aspectul si
culoarea coloniei, forma, tipul, culoarea hifelor miceliene, forma, culoarea
si dimensiunile sporilor, aparitia, numarul, aspectul si distributia
sclerotilor.

Astfel, materialul vegetal prelevat din diferite locatii a fost spalat
cu apa distilata dupa care a fost introdus in camera umeda pentru 24-48
de ore, timp in care ciuperca s-a dezvoltat formand miceliul si sporulatia
caracteristica necesare pentru identificarea patogenului precum si pentru
izolarea acestuia pe un mediu nutritiv.

Pentru studierea simptomelor de boald, pentru o examinare mai
detaliata a caracterelor morfologice ale sporulatiei si pentru identificarea
speciei s-a folosit stereomicroscopul iar pentru a observa conidioforii si
conidiile ciupercii s-au efectuat preparate microscopice.

Izolarea ciupercii

[zolarea si cresterea ciupercii Botrytis cinerea Pers. s-a efectuat in
placi Petri pe mediu nutritiv agarizat, mediul de cultura folosit fiind mediul
Cartof - Dextroza - Agar (PDA) a carui reteta a fost preluata dupa
Constantinescu (1974).

Metoda culturilor in placi Petri a fost folositd pentru izolarea
ciupercii iar metoda de insamantare a fost inocularea in punct central cu
portiune de miceliu. Portiuni de miceliu s-au trecut cu ajutorul unui ac de
repicat, pe mediul de izolare PDA, afundandu-se usor.

Dupa cateva zile s-au examinat cresterile din placile Petri, pentru
a observa daca coloniile sunt pure, In caz contrar acestea purificindu-se
trecand o mica portiune din acea colonie pe o altd placa Petri cu mediu de
cultura.

In experiente s-au utilizat plici Petri cu diametrul de 85 mm, in
care, in conditii sterile s-a adaugat mediu de cultura. Pentru evitarea unei
posibile impurificari cu bacterii s-a adaugat streptomicina in cantitate de
0,05 g/1.

Cultivarea izolatelor ciupercii pe medii nutritive

Dupa obtinerea culturilor pure izolatele speciei Botrytis cinerea
Pers. au fost insamantate pe mediile de cultura: Cartof-Dextroza Agar
(PDA), Czapek - Agar si Malf - Agar (MA).
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Examinarea caracterelor culturale

In experientele efectuate examinarea macroscopici s-a realizat
vizual, ludndu-se 1n considerare caracterele coloniilor fungice dezvoltate
pe toate cele trei medii de cultura.

Caracterele culturale urmarite au fost: ritmul de crestere a
coloniei ciupercii, forma coloniei, culoarea coloniei, aspectul coloniei,
aparitia sporulatiei, aparitia sclerotilor, numarul si distributia sclerotilor.

Observatiile cu privire la cresterea si dezvoltarea coloniilor
speciei Botrytis cinerea Pers. pe cele trei medii de cultura s-au efectuat prin
masurarea zilnicd a diametrului acestora pana la ocuparea intregii placi
Petri., astfel putandu-se stabili rata de crestere a coloniei fiecarui izolat.

Incubarea placilor a fost la temperatura de 25°C iar pentru o
interpretare corecta a rezultatelor experientele s-au realizat in trei
repetitii.

Pentru aproximarea procentului de sporulare a fost elaborat un
sistem de apreciere a acestuia, care a constat in folosirea unui cerc cu
diametrul de 85 mm careia i s-a calculat suprafata (22686,50 mm2). Acesta
a fost impartit In 8 parti egale, cu suprafata de 2835,81 mm? care la randul
lor au fost separate fiecare in 10 segmente egale, carora li s-a calculat
suprafata in procente (1,25% pentru fiecare segment).

Examinarea caracterelor morfologice

v forma, tipul si culoarea hifelor miceliene

v forma, culoarea si dimensiunile sporilor

Vizualizarea fructificatiilor ciupercii s-a realizat cu ajutorul
microscopului optic, in urma examenului microscopic putdndu-se observa
forma si culoarea sporilor iar cu ajutorul programului Motic Images au fost
determinate dimensiunile acestora, prin masurarea a 100 conidii din
fiecare izolat. Pentru aceste date au fost Intocmite siruri de variatie, datele
obtinute in urma masuratorilor fiind asezate in functie de frecventa lor in
intervale de clasa, pe centre de clasa stabilindu-se histogramele aferente
cu ajutorul programului StatSoft Statistica 8.

3.3 MATERIAL SI METODE DE CERCETARE N CONTROLUL CIUPERCII
BOTRYTIS CINEREA PERS. CU TINCTURI
3.3.1 Material biologic

Materialul biologic folosit in realizarea experienfelor privind
controlul cu extracte din plante a ciupercii Botrytis cinerea Pers. a fost
constituit din 11 izolate ale acestei specii prelevate de pe ardei, tomate,
ardei iute, salatd, zmeur, mur, capsun, vita de vie, precum si extracte
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hidroalcoolice din 9 specii de plante (tabelul 1) precum si extractul din
propolis.

Pentru testarea eficacitatii extractelor din plante asupra fructelor
depozitate infectate cu specia Botrytis cinerea Pers. s-au folosit opt
extracte din cele 10 utilizate iar fructele asupra carora s-au testat au fost
boabe de strugure, tomate Cherry si fructe de capsun.

Prepararea extractelor s-a realizat cu material vegetal uscat sau
proaspat si anume la extractele de Aloe sp. si Tagetes sp. s-a folosit herba
proaspata iar la extractele de Satureja hortensis, Aristolochia clematitis si
Helleborus purpurascens s-au folosit herba uscata respectiv rizomi uscafi.
Tincturile de Sambucus nigra si Allium sativum au fost achizitionate gata
preparate.

Tabelul 1
Extractele din plante utilizate

Nr. Denumire stiintifica Familie

1. Aloe arborescens Aloaceae

2. Aloe paradisiacum Aloaceae

3. Aloe marlothi Aloaceae

4. Satureja hortensis Lamiaceae

5. Helleborus purpurascens Ranunculaceae
6. Aristolochia clematitis Aristolochiaceae
7. Sambucus nigra Caprifoliaceae
8. Allium sativum Liliaceae

9. Tagetes sp. Asteraceae

3.3.2.Metode de cercetare
Metodologia de cercetare propusa pentru realizarea obiectivelor
urmadrite cuprinde urmatoarele etape:

izolarea ciupercii

prepararea extractelor din plante

incorporarea extractelor in mediul de cultura

inocularea izolatelor ciupercii Botrytis cinerea Pers, pe
mediul PDA la care s-au adaugat extractele in diferite
concentratii

v’ testarea efectului tratamentelor cu tincturi asupra ciupercii

ANENENRN

[zolarea ciupercii

Izolarea si cresterea ciupercii Botrytis cinerea Pers. s-a efectuat in
placi Petri pe mediu nutritiv agarizat, mediul de cultura folosit fiind mediul
Cartof - Dextroza - Agar (PDA) iar In experiente s-au utilizat placi Petri cu
diametrul de 80 mm.
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Prepararea extractelor hidroalcoolice

Extractele hidroalcoolice utilizate in experiente s-au realizat dupa
metodologia propusa de Elena Iancu si Parvu (2007).

Pentru prepararea extractelor hidroalcoolice din plante
materialul vegetal a fost spalat in apa dupa care a fost taiat in portiuni mici
de 1-3 cm lungime si lasat sa se usuce la temperatura camerei. Dupa
uscare a fost mojarat pana la obtinerea unei pudre cit mai fine si {inute la
rece pana in momentul utilizarii.

Pudrele obtinute de la cele sase specii de plante a fost dizolvate In
etanol 70% In proportie de 1:5 (planta:alcool) dupa care au fost turnate in
recipiente de sticla, brune si agitate zilnic timp de 12 zile. Dupa ce a trecut
perioada de tincturare extractele din plante au fost decantate iar solutia
hidroalcoolica rezultata a fost stocata in sticlufe brune cu capac, etans,
insurubabil pentru a se evita evaporarea constituentilor volatili ale
acestora.

Testarea efectului extractelor in vitro

Pentru testarea activitatii antifungice a extractelor din plante am
folosit tehnica Incorporarii extractului in mediul de cultura (Parvu, 1993).
Toate extractele din plante au fost testate in trei concentratii (4 pg/ml, 6
ug/ml, 8 pg/ml). Extractele hidroalcoolice din plante in diferite
concentratii au fost addaugate la mediul de cultura PDA la care a fost
adaugat anterior streptomicina (0,05 g/1) pentru a inhiba dezvoltarea
bacteriilor.

Diferitele substante in cele trei concentratii au fost testate pe
placi diferite pentru a evita interactiunea dintre acestea iar capacul
fiecarei placi Petri a fost aplicat imediat dupa incorporarea si turnarea
mediului in acestea pentru a preveni evaporarea si interactiunea dintre
extracte si au fost sigilate cu folie de plastic.

Dupa solidificarea mediului de cultura cu extract s-a realizat
inocularea patogenului prin amplasarea de portiuni de miceliu de 1 mm in
diametru in centrul placii Petri folosind un ac de insamantat sterilizat in
prealabil. Placile Petri astfel inoculate au fost apoi incubate la temperatura
de 25°C timp de 9 zile. Varianta martor a fost reprezentata de placile Petri
fara extract. Experimentele au fost efectuate in trei repetitii.

Pentru a observa efectul antifungic al extractelor folosite,
coloniile dezvoltate pe placile Petri au fost masurate la intervale de timp
de 1, 3, 6, 9 zile prin prelevarea a patru diametre ale coloniei si calcularea
ariei coloniilor dezvoltate atat pe mediul cu extract cat si pe varianta
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martor. Pentru calcularea mai exacta a suprafetei coloniilor, diametrele au
fost masurate doua cate doua perpendicular si s-a calculat astfel media
intre el.

Calcularea suprafetei coloniilor dezvoltate s-a realizat dupa
stabilirea celor doua diametre medii, cu ajutorul carora s-a putut stabilii
aria elipsei, calculata dupa formula matematica:

A=nab

Procentul de inhibare a dezvoltarii miceliului a fost calculat dupa
formula:

Procentul de inhibare = (C-T/C) x 100

unde C reprezinta diametrul coloniei martor si T reprezinta
diametrul coloniei crescute pe mediul tratat dupa metodologia utilizata de
Parvu (1993) cu specificarea ca in locul diametrelor coloniilor am calculat
suprafata acestora pe care am aplicat-o in formula.

Toate datele prelevate au fost interpretate statistic cu ajutorul
programului Polifact (testul ANOVA si testul Duncan).

Testarea efectului extractelor

Pentru testarea eficacitatii tincturilor asupra aparitiei si
dezvoltarii putregaiului cenusiu pe fructe depozitate s-a infiintat 3
experiente 1n laborator care au presupus sterilizarea fructelor utilizate,
inocularea patogenului si aplicarea extractelor.

In experienta realizatd pe boabe de strugure s-au folosit boabe de
aproximativ aceeasi dimensiune, sanatoase fara simptome evidente de
putregai cenusiu. Boabele au fost inlaturate de pe ciorchine si au fost
supuse unui tratament de sterilizare care a constat in inmuierea acestora
timp de 30 secunde In permanganat de potasiu in concentratie de 1°/,, si
apoi sterilizarea la suprafata cu etanol 70%. Acelasi protocol de sterilizare
s-a folosit si in cazul fructelor de tomate si capsun.

Dupa sterilizare fructele au fost amplasate 1n recipiente de plastic
sterilizate cu alcool etilic. Inocularea ciupercii pe fructe s-a realizat prin
ranirea fructelor cu un ac de Insamdantat sterilizat In prealabil si
amplasarea de portiuni de miceliu fructificat pe zonele ranite.

Efectul fungistatic consta in proprietatea anumitor substante de a
inhiba dezvoltarea ciupercilor patogene iar efectul fungicid este acea
proprietate a anumitor substante de a ucide fungii patogeni (Archbold et
al,, 1997).

Extractele hidroalcoolice (tincturile mama) au fost aplicate prin
pulverizare dupa care recipientele au fost inchise etans pentru a evita
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evaporarea tincturilor iar observarea simptomelor s-a efectuat la intervale
de trei zile timp de noua zile.

CAPITOLUL IV
REZULTATE EXPERIMENTALE PRIVIND BIOLOGIA CIUPERCII BORYTIS
CINEREA PERS.
4.1 BIOLOGIA CIUPERCII BOTRYTIS CINEREA PERS. IZOLATA DE PE
MUSCATE
4.1.1 Dezvoltarea coloniei

Pentru observarea caracterelor morfologice si culturale ale
ciupercii Botrytis cinerea Pers., izolate de pe muscate s-a folosit ca material
vegetal miceliul ciupercii izolat de pe urmatoarele varietafi de muscata
izolatul Cambi, Angeleyes Orange, Camdared, Campeye, Rainbow White,
Balcon Imperial, Ville de Paris Lila.

In tabelul 4.1 se prezinti suprafetele coloniilor obtinute pe
mediul PDA la cele 7 izolate luat in studiu deoarece in urma cercetarilor
efectuate acest mediu de cultura a fost cel mai potrivit pentru cresterea si
dezvoltarea coloniilor acestor izolate. Analizdnd datele din tabelul 4.1 se
pot distinge diferente de suprafata intre izolate la nivelul unei zile dar si
diferente In cresterea coloniei la acelasi izolat in zile diferite, exceptie
facand primele doua zile si ziua a sasea, in care diferentele nu sunt
asigurate statistic. Astfel, cu privire la suprafata coloniilor izolatelor de
Botrytis cinerea Pers., pe mediul PDA putem observa ca valorile acesteia se
incadreaza intre 21,20 mm?2 (izolatul Cambi) si 93,68 mm2 (izolatul
Rainbow White) in prima zi dupd inoculare, cu diferente neasigurate
statistic fata de martor.

In a treia si a patra zi de la inoculare se evidentiazi izolatele
Angeleyes Orange si Campeye cu diferente foarte semnificativ negative
fata de martor.O crestere a suprafetelor coloniilor ciupercii, se remarca in
cazul izolatelor Rainbow White si Ville de Paris Lila unde diferentele fata
de martor au fost foarte semnificativ pozitive.

Valorile suprafetelor inregistrate in ziua cinci, din punct de
vedere statistic, au inregistrat diferente seminificativ negative la izolatul
Campeye precum si diferente distinct semnificativ negative la izolatul
Angeleyes Orange.

In urma analizei datelor din tabelul 2 putem afirma ca o concluzie
generala faptul ca izolatele Campeye si Angeleyes Orange au avut o
crestere lenta si uniforma pe parcursul observatiilor efectuate pe cand
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izolatele Rainbow White si Ville de Paris Lila au avut o crestere exploziva
in a treia si a patra zi, cand suprafata lor a fost de 22686,50 mmz2.

Tabelul 2
Dezvoltarea coloniilor pe mediul de cultura PDA
Ziua 1 Ziua 2
T YR
Izolatul ;a‘ AL leel:enta Semnificatia ;‘J T leel:en;a Semnificatia
Suprafa de fata de . .~ [Suprafa de fata de . .
diferentei diferentei
martor| martor martor| martor
Media | 5540 | 1000 | 0,00 Mt. 173642 | 1000 | 0,00 Mt.
Cambi | 2120 | 3826 | -34,12 - 1671,53 | 96,26 | -64,89 .
Angeleyes| .16 | 1200 | 11,06 - 77872 | 448 | -957,70 -
Orange
Camdared| 51,81 | 935 | -3,59 - 132927 | 76,6 | -407,15 -
Campeye | 3820 | 69,0 | -17,20 - 785,79 | 453 | -950,63 -
Rainbow | o3 55 | 169,1 | 3828 - 247851 | 142,7 | 742,09 -
white
Balcon | o520 | 1020 | 112 - 179922 | 103,6 | 62,380 -
Imperial
Villede | 5993 | 1082 | 453 - 3311,92 | 190,7 | 157550 -
Paris Lila
Ziua 3 Ziua 4
Media [12129,67] 100,0 | 0,00 Mt [17967,94] 100,0 [ 0,00 Mt.
Cambi | 9995,14 | 82,40 | -2134,53 - 18858,06] 104,95 | 890,12 :
Angeleyes| 31071 | 52,3 | -578897 000  [12712,03| 70,7 | -525591 000
Orange
Camdared|10929,82| 90,1 | -1199,86 - 17664,86| 983 | -303,08 -
Campeye | 5192,25 | 42,8 | -6937,42 000  [12822,98] 71,4 | 514497 | 000
Rainbow |, 90 33| 1739 | 8960,66 ok 22686,50| 126,3 | 4718,56 ok
white
Balcon |1 4042,60| 1158 | 1912,93 - 18344,67| 102,1 | 376,72 -
Imperial
Villede 5,0 041 14238 | 5187,17 ok 22686,50| 126,3 | 4718,56 ok
Paris Lila
Ziua 5 Ziua 6
Media | 21029,9 | 100,0 [ 0,00 M. 22686,5 | 100,0 [ 0,00 Mt.
Cambi_| 224219 | 106,6 | 1392,00 - 22686,50] 100,0 | 0,00 -
Angeleyes| 175157 | 833 | -3514,26 00 22686,5 | 100,0 | 0,00 -
Orange
Camdared| 20834,1 | 99,1 | -195,80 - 22686,5 | 100,0 | 0,00 .
Campeye | 18378,4 | 87,4 | -2651,55 0 22686,5 | 100,0 | 0,00 .
Rainbow | ;5686,5 | 107,9 | 1656,54 - 22686,5 | 100,0 | 0,00 -
white
Balcon 5, 686,5 | 107,9 | 165654 - 22686,5 | 100,0 | 0,00 -
Imperial
Villede |, 686,50 107,9 | 1656,54 - 22686,50| 100,0 | 0,00 -
Paris Lila
DL (p 5%) 264373
DL (p 1%) 3514,18
DL (p 0.1%) 4574,37

4.1.2 Conidii
Procentele de sporulare a izolatelor ne arata ca izolatul Rainbow
White a sporulat cel mai repede pe toate mediile de cultura, inregistrand
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un procent de sporulare de 7,5 %, 10,42 % respectiv 10,63 % la sase zile
dupa inoculare.

Pe mediul MA, 1n ziua a sasea, au sporulat si izolatele Camdared si
Campeye, procentele inregistrate de acestea fiind de 15% respectiv 24,58
%. In ziua a doisprezecea, toate izolatele au sporulat, pe toate cele trei
medii de culura, dar pe mediul Czapek - agar a fost Inregistrat cel mai mare
numar de izolate care au atins procentul de 100% al sporularii (izolatele
Cambi, Camdared, Rainbow White si Ville de Paris Lila).

Dupa 30 de zile aceleasi observatii asupra caracterelor culturale
au fost efectuate pentru a urmarii evolutia coloniilor si de a identifica
eventualele diferente in dezvoltarea patogenului.

Conidiile au fost solitare, hialine sau maro deschis care in masa au
culoarea cenusie, devenind mai inchise la culoare pe masura ce se
matureaza. Formele sporilor observate in cAmpurile microscopic au fost
elipsoidala si globoasa. Acestea au fost netede, adesea cu un hil
protuberant si unicelulare.

4.1.3 Scleroti

La muscatd numai unele izolate au format scleroti. Modelele de
distributie ale sclerotilor formagi au fost: in cercuri concentrice, pe
marginea placii sau neregulat iar acestia au fost bine fixati pe suprafata
mediului de cultura. Au fost observate variatii de culoare, forma si marime;
organele de rezistenta formate au fost negre, maro deschis sau de culoare
albd la inceput devenind negre pe masura ce s-au maturat.

Dupa o perioada de 30 de zile de la inoculare, numarul de izolate
care au format scleroti a fost de trei izolate pe mediul PDA, patru izolate pe
mediul Czapek- agar si doua izolate pe mediul MA iar modele de distributie
ale sclerotilor formati pe placi au fost: in cercuri concentrice, pe marginea
placii sau neregulat (figura 1).

Figura 1 Sclerotii formati pe mediul PDA
(A - Rainbow White, B - Balcon imperial, C - Ville de Paris Lila)

69



4.2 BIOLOGIA CIUPERCII BOTRYTIS CINEREA PERS. 1IZOLATA DE PE

VITA DE VIE
4.2.1 Dezvoltarea coloniei
Tabelul 3
Suprafata coloniilor pe mediile de cultura
Mediul -Zil.la 1 VZi}la 2
Izolatul | de hiel leel:em;aSemniﬁca;iaj gie lee‘:enmSemniﬂca;iaj
cultursl Supraf. | de | fatade diferentei Supraf. | de | fatade diferentei
martor| martor imartor] martor
M1 875,54 | 100,0 0,00 Mt. 3886,54 | 100,0 0,00 Mt.
Chasselas| M2 261,67 | 299 | -613,87 - 1097,43 | 28,2 |-2789,11 -
M3 738,43 | 84,3 | -137,11 - 3332,06 | 85,7 | -554,47 -
M1 342,52 | 100,0 0,00 Mt. 2378,81 | 100,0 0,00 Mt.
Isabela M2 372,61 | 108,8 | 30,09 - 1523,95 | 64,1 | -854,87 -
M3 664,11 | 1939 | 321,59 - 3019,63 | 126,9 | 640,82 -
Sauvignon M1 335,20 | 100,0 0,00 Mt. 2456,27 | 100,0 0,00 Mt.
blanc M2 408,20 | 121,8 | 73,00 - 631,66 | 25,7 |-1824,60 -
M3 408,20 | 121,8 | 73,00 - 2469,87 | 100,6 | 13,61 -
Muscat M1 616,49 | 100,0 0,00 Mt. 3053,65 | 100,0 0,00 Mt.
ottonel -M2_| 379,68 | 616 | -236,81 - 1394,42 | 45,7 [-1659,23 -
M3 | 762,76 | 123,7 | 146,27 - 3385,45 | 110,9 | 331,80 -
Ziua 3 Ziua 4
M1 |13156,08] 100,0 0,00 Mt. 22421,96| 100,0 0,00 Mt.
Chasselas| M2 | 7261,77 | 55,2 |-5894,31 00 16808,10| 75,0 [-5613,86 00
M3 [11142,55| 84,7 [-2013,53 - 17751,73| 79,2 |-4670,22 00
M1 [10150,57| 100,0 0,00 Mt. 17876,54| 100,0 0,00 Mt.
Isabela M2 | 5473,02 | 53,9 |-4677,55 00 10073,38| 56,3 [-7803,16 000
M3 ]935092| 92,1 | -799,65 - 15108,37| 84,5 [-2768,17 -
Sauvignon M1 [10008,49| 100,0 0,00 Mt. 20681,09| 100,0 0,00 Mt.
blanc M2 |5732,33| 57,3 [-4276,16 00 13061,09| 63,2 |-7619,99 000
M3 |9902,51| 989 | -105,98 - 14809,03| 71,6 |-5872,06 00
Muscat M1 |12416,09| 100,0 0,00 Mt. 22334,56| 100,0 0,00 Mt.
ottonel M2 | 6798,62 | 54,8 |-5617,46 00 14479,59| 64,8 |-7854,98 000
M3 [10978,49| 88,4 |-1437,60 - 16357,06| 73,2 |-5977,50 00
Ziua5/Day 5 Ziua 6/Day 6
M1 |[22686,50| 100,0 0,00 Mt. 22686,50( 100,0 0,00 Mt.
Chasselas| M2 |22686,50| 100,0 0,00 - 22686,50( 100,0 0,00 -
M3 [22686,50| 100,0 0,00 - 22686,50( 100,0 0,00 -
M1 [20289,63| 100,0 0,00 Mt. 22686,50( 100,0 0,00 Mt.
Isabela M2 |17818,45| 87,8 [-2471,18 - 22686,50( 100,0 0,00 -
M3 [21991,51| 108,4 | 1701,88 - 22686,50( 100,0 0,00 -
. M1 |[22686,50| 100,0 0,00 Mt. 22686,50( 100,0 0,00 Mt.
Sa‘;ﬁi‘;"“ M2 [20613,05 90,9 |-2073,45 - 22686,50[ 100,0 | 0,00 -
M3 [19060,59| 84,0 [-362591 0 22686,50( 100,0 0,00 -
Muscat M1 [22686,50| 100,0 0,00 Mt. 22686,50( 100,0 0,00 Mt.
ottonel M2 [22686,50| 100,0 0,00 - 22686,50( 100,0 0,00 -
M3 [22686,50| 100,0 0,00 - 22686,50| 100,0 0,00 -
DL (p 5%) 2584,01
DL (p 1%) 3451,92
DL (p 0,1%) 4544,16

M1 - PDA, M2 - Czapek - agar, M3 - MA

Influenta mediilor de cultura asupra dezvoltarii patogenului este

redata in tabelul 3 din care rezulta ca cel mai favorabil mediu a fost mediul
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nutritiv PDA, urmat de MA, pe care izolatele nu au inregistrat diferente
asigurate statistic fata de martor si de mediul Czapek - agar pe care 1n a
treia zi de la inoculare toate izolatele au inregistrat valori asigurate
statistic prin diferente distinct semnificativ negative fata de martor.
4.2.2 Conidii

Din tabelul 4 se poate observa ca procentul sporularii la nivelul
coloniilor, pe mediul PDA, in a noua zi de la inoculare in cazul izolatului
Sauvignon a fost de 78,33% si In a 12-a zi In cazul izolatului Muscat ottonel
de 100% pe cand izolatele Chasselas si Isabela nu au format spori pe acest
mediu de cultura.

Tabelul 4
Procentul sporularii pe mediile de cultura
Mediul de cultura Izolatul Ziua a 3-a|Ziua a 6-a|Ziua a 9-a|Ziua a 12-a | Ziua a 30-a
Chasselas 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
PDA Isabela 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Sauvignon blanc 0,00 0,00 78,33 91,66 0,00
Muscat ottonel 0,00 0,00 0,00 100,00 0,00
Chasselas 0,00 0,00 60,83 90,83 3,75
Czapek - agar Isabela 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Sauvignon blanc 0,00 0,00 97,50 100,00 100,00
Muscat ottonel 0,00 0,00 8,33 100,00 71,25
Chasselas 0,00 0,00 0,00 0,00 100,00
MA Isabela 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Sauvignon blanc 0,00 0,00 70,00 100,00 0,00
Muscat ottonel 0,00 0,00 80,00 80,00 100,00

Cele mai mari valori ale conidiilor s-au inregistrat pe mediul
Czapek - agar; cele mai mari dimensiuni s-au observat in cazul izolatului
Sauvignon blanc (11,26 pum - 8,75 pum) iar cele mai mici in cazul izolatului
cu valorile cuprinse intre 9,79 pm -11,26 pm.
4.2.3 Scleroti

i- ’r

Figura 2 Sclerotii formati pe mediul PDA
(A - Chasselass, B - Sauvignon blanc, C - Muscat ottonel)

Referitor la prezenta, numarul si distributia organelor de
rezistentdla nivelul placilor Petri cu cele trei medii de cultura se poate
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afirma faptul ca la o perioada de 30 de zile de la inocularea izolatelor cu
exceptia izolatului Isabela (pe toate mediile de cultura) si a izolatului
Chasselas (pe Czapek - agar si MA) toate celelalte au format scleroti.
Modelele de distributie a sclerotilor au fost neregulat sau concentric
(figura 2).

4.3 BIOLOGIA CIUPERCII BOTRYTIS CINEREA PERS. 1ZOLATA DE PE
ALTE PLANTE GAZDA
4.3.1 Dezvoltarea coloniei

Influenta mediului de cultura asupra suprafetei coloniilor a fost
determinata prin analizarea masuratorilor efectuate coloniilor fiecarui
izolat, obtinute pe fiecare mediu de cultura in parte. Din datele prelevate s-
a putut observa faptul ca dezvoltarea coloniilor este mai buna pe mediul
de cultura PDA drept pentru care in studiul influentei substratului nutritiv
asupra dezvoltarii ciupercii varianta cu acest mediu a fost considerata
varianta martor. Aceste date vin sa sustina afirmatiile din literatura de
specialitate referitoare la faptul ca mediul de cultura PDA este cel mai
potrivit mediu pentru dezvoltarea si sporularea patogenului Botrytis
cinerea Pers.

4.3.2 Conidii

Dupa cum se poate observa din tabelul 4.30, pe mediul PDA, in
ziua a treia un singur izolat (I11 - petunia) a sporulat acesta inregistrand
un procent de 28%, pe cand In ziua a sasea noud dintre izolate au format
fructificatii, procentele incadrandu-se intre 2,92% la izolatul de la vinete si
60% la izolatul de la petunia. In ziua a doisprezecea 15 dintre izolate au
sporulat pe mediul PDA cu precizarea cd trei dintre acestea au atins
procentul de 100%, si anume izolatele de la salatd, vinete si petunia.

Referitor la momentul aparitiei sporilor putem remarca faptul ca
izolatul de la petunia a sporulat cel mai repede, acesta fructificind pe
mediile PDA si MA Inca din ziua a treia.

In cazul mediului Czapek - agar, sporularea a aparut doar in ziua a
sasea si doar la doua dintre izolate, la izolatul de la muscata cu un procent
de 3,75% si la izolatul de la petunia unde procentul inregistrat a fost de
14,58%. In ziua a 12-a, putem afirma ca doar doua dintre izolate nu au
sporulat iar numarul de izolate cu sporulare de 100% este de patru (salat3,
tomate, ardei iute, muscatd), izolatul de pe petunia remarcindu-se cu o
sporulare de 95%.
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Pe mediul MA ca si in cazul mediului PDA izolatul de la petunia se
remarca printr-o sporulare rapidd, inregistrand un procent de 27,92%
ajungand in ziua a 12-a la o sporulare de aproximativ 92,08%. Procentul
maxim in cazul acestui mediu de cultura a fost atins de un singur izolat si
anume cel de la fucsia pe cand izolatele de la mur si dalia au inregistrat
cele mai scazute procente de 0,67% respectiv 1,25%.

4.3.3 Scleroti

In urma experientelor efectuate prezenta organelor de rezistent
ale ciupercii au variat atat in ceea ce priveste numarul lor dar si modelul
de distributie a acestora la nivelul coloniilor formate pe cele trei medii de
cultura. De asemenea difera si momentul aparitiei acestor scleroti pe
placile Petri.

Astfel, pe mediile PDA si MA sclerotii au fost formati incepand cu
ziua a noua iar pe mediul Czapek - agar doar in ziua a doisprezecea, cand
au fost observati la patru din cele 16 izolate: vinete, dalia, tisa si mur. Pe
acest mediu de cultura, la nivelul coloniei formate de izolatul de pe tisa, s-a
inregistrat cel mai mare numar mediu de scleroti, acesta fiind de 102,5.

Analizand aparitia sclerotilor la fiecare izolat in parte, putem
constata faptul ca doar doua izolate, cel de pe dalia si cel de pe tisa au
format organele de rezistenta pe toate cele trei medii de cultura utilizate.
Pe mediul PDA, in ziua 12 numarul de scleroti a variat de la valoarea de 6,5
in cazul izolatului de la impatiens la valoarea medie de 54 la izolatul de pe
trandafir japonez.

CAPITOLULV
REZULTATE EXPERIMENTALE PRIVIND EFICACITATEA UNOR
TINCTURI IN CONTROLUL CIUPERCII BOTRYTIS CINEREA PERS.
Experientele privind eficacitatea unor extracte hidroalcoolice
aplicate in vitro pentru controlul patogenului Botrytis cinerea Pers. s-au
efectuat asupra a 11 izolate ale ciupercii, izolate de pe urmatoarele plante
gazda: ardei, tomate, salata, ardei iute, zmeur, mur, capsun, vita de vie
(patru soiuri).
Variantele experimentale au fost reprezentate de tincturile de
Aloe paradisiacum, Aloe marlothi, Aloe arborescens, Satureja hortensis,
Helleborus purpurascens, Aristolochia clematitis, Sambucus nigra, Allium
sativum, Tagetes sp., propolis, aplicate in trei concentratii (4%, 6%, 8%) iar
varianta martor a constat in mediul de cultura fara extract. Astfel, pentru
controlul putregaiului cenusiu in vitro, cu ajutorul extractelor
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hidroalcoolice a fost realizata o experienta cu 10 variante de tratament la
care s-a adaugat varianta martor netratata.

In continuare se vor prezenta rezultatele, inregistrate si
prelucrate statistic, cu referire la efectul extractelor asupra cresterii
coloniilor ciupercii, procentul de inhibare al dezvoltarii coloniilor pe
mediul cu extract, precum si influenta concentratiilor produselor aplicate
asupra patogenului.

Pentru o mai buna interpretare a rezultatelor obtinute, pe langa
testarea semnificatiei diferentelor cu ajutorul diferentelor limita (DL) s-a
folosit si testul Duncan.

5.1 EFICACITATEA EXTRACTELOR IN VITRO
5.1.1 Izolate Solanaceae

Pentru exemplificare va prezentam efectul extractelor din plante
asupra izolatului de ardei iar eficienta extractelor testate asupra tuturor
izolatelor poate fi evidentiata la capitolul de Concluzii si recomandari.

Efectul inhibitor al tincturilor aplicate asupra izolatului de ardei
se poate observa din primele zile de tratament, In care toate tincturile, in
toate cele trei concentratii au manifestat efect inhibitor asupra dezvoltarii
coloniilor de Botrytis cinerea Pers.

La sfarsitul perioadei experimentale (9 zile de la aplicarea
extractelor) eficacitatea tratamentelor aplicate pentru controlul ciupercii
Botrytis cinerea Pers. este prezentata in tabelul 5, de unde observam ca
efectul inhibitor se mentine la majoritatea tincturilor cu exceptia celor de
Sambucus nigra si Allium sativum, la care, la cea mai mica concentratie -
4% - coloniile dezvoltate au avut dimensiuni apropiate de cele ale
martorului netratat (diferentele fiind nesemnificative).

In figurile 3-5 este prezentatid evolutia gradului de inhibare al
dezvoltarii miceliului ciupercii la cele trei concentratii ale tincturilor
aplicate, calculat ca si procent de inhibare, din ziua intai pana in ziua a
noua.

Dupa cum observam din figura 3, la concentratia de 4% procentul
de inhibare de 100% este realizat de tinctura de propolis iar cel mai mic
grad de inhibare s-a obtinut in cazul extractelor de Sambucus nigra, Allium
sativum, Aloe marlothi. Aceasta diferentd intre tincturi se pastreaza pe
parcursul celor noua zile, validandu-se in final tinctura de propolis cu
100% grad de inhibare si cea de Tagetes sp. cu un procent de inhibare de
peste 99%.
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Tabelul 5
Efectul tincturilor asupra dezvoltarii coloniei - ziua 9

Varianta Concentratia Suprafatal % fata de | Diferenta fata Set_nnificat?a Testul
(mm?2) martor de martor diferentei Duncan
Netratat - 20096,00 100,0 0,00 Mt. E
4 1036,46 52 -19059,54 000 IAB
Aloe arborescens 6 103,62 0,5 -19992,38 000 1A
8 0,01 0,0 -20095,99 000 A
4 15584,67 77,6 -4511,33 00 D
Aloe marlothi 6 153,86 0,8 -19942,14 000 A
8 0,01 0,0 -20095,99 000 A
! 4 2764,51 13,8 -17331,49 000 IAB
pam‘;i;’i‘;wm 6 0,01 0,0 -20095,99 000 A
8 0,01 0,0 -20095,99 000 A
4 2828,10 14,1 -17267,90 000 IAB
Satureja hortensis| 6 0,01 0,0 -20095,99 000 IA
8 0,01 0,0 -20095,99 000 A
Helleb 4 425,21 2,1 -19670,79 000 A
pufp:m"src s 6 20,15 0,1 -20075,85 000 A
8 0,01 0,0 -20095,99 000 A
Aristolochia 4 2882,52 14,3 -17213,48 000 IAB
clematitis 6 0,01 0,0 -20095,99 000 A
8 0,01 0,0 -20095,99 000 A
4 20096,00 100,0 0,00 - A
Sambucus nigra 6 9897,02 49,2 -10198,98 000 C
8 1651,12 8,2 -18444,88 000 IAB
4 20096,00 100,0 0,00 - A
Allium sativum 6 13635,97 67,9 -6460,03 000 D
8 4013,97 20,0 -16082,03 000 B
4 181,60 0,9 -19914,40 000 A
Tagetes sp. 6 0,01 0,0 -20095,99 000 A
8 0,01 0,0 -20095,99 000 A
4 0,01 0,0 -20095,99 000 A
Propolis 6 0,01 0,0 -20095,99 000 A
8 0,01 0,0 -20095,99 000 A
DL (p 5%) 2822,57 DS 2828,13
DL (p 1%) 3756,82
DL (p 0,1%) 4872,25
La concentratia de 6% - figura 4 - extractele de Aloe

paradisiacum, Satureja hortensis, Aristolochia clematitis, Tagetes sp. si
propolis au avut un grad maxim de inhibare al dezvoltarii ciupercii pe cand
extractelede Sambucus nigra si Allium sativum au inregistrat procente de
50,75% respectiv 32,15% la sfarsitule perioadei experimentale.

La concentratia de 8% (figura 5) majoritatea extractelor au avut
procente de 100% al inhibarii dezvoltarii miceliului acestui izolat cu
exceptia extractelor de Sambucus nigra si Allium sativum (figura 6) care au
avut cel mai slab efect fungistatic la aceasta concentratie.
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5.2.1 Testarea efectului antifungic pe boabe de strugure

Efectul inhibitor al tincturilor aplicate asupra boabelor de
strugure infectate artificial cu izolatul prelevat de pe soiul Muscat ottonel
se poate observa analizand datele din tabelul 6.

/ Tt ; 7

Figura 6 Eficacitatea tratamentelor cu tincturi asupra izolatului de ardei
(A - martor/control, B - propolis, C - Tagetes sp., D - Allium sativum)

La sfarsitul perioadei experimentale (9 zile de la aplicarea
extractelor) eficacitatea tratamentelor aplicate pentru controlul ciupercii
Botrytis cinerea Pers. este prezentata in tabelul 6, unde observam ca
efectul inhibitor general se mentine la toate tincturile (diferentele fiind
foarte semnificativ negative).

Tabelul 6
Efectul tincturilor asupra dezvoltarii coloniei - ziua 9
. % fatd de | Diferenta fata de Semnificatia Testul
VAL T SUPR martor martor diferentei Duncan
Netratat 3219,81 100,0 0,00 Mt. C
Aloe arborescens 137,90 4,3 -3081,91 000 1A
Satureja hortensis | 211,43 6,6 -3008,38 000 A
Helleborus 884,96 27,5 -2334,85 000 B
purpurascens
Aristolochia 77,45 2,4 -3142,36 000 A
clematitis
Sambucus nigra 209,33 6,5 -3010,48 000 1A
Allium sativum 45,53 1,4 -3174,28 000 A
Tagetes sp. 97,34 3,0 -3122,47 000 A
Propolis 93,68 2,9 -3126,13 000 A
DL (p 5%) 457,97 DS 336,08
DL (p 1%) 624,36
DL (p 0,1%) 846,50

Extractele hidroalcoolice care au Inregistrat cel mai puternic efect
inhibitor sunt evidentiate in tabelul 6, unde se poate observa faptul ca
extractele de Aristolochia clematitis si Allium sativum au fost cele mai
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eficiente, suprafetele afectate avand dimensiuni de 77,45 mm?2 respectiv
45,53 mmz2. Deasemenea extractele de Tagetes si propolis au avut un grad
mare de inhibare, suprafetele afectate fiind de aproximativ 90 de mmz2.
Aceste rezultate sunt sustinute si de imaginile din figura 7.

In urma analizei testului Duncan se remarca faptul ci tinctura de
Helleborus purpurascens a inregistrat cel mai slab efect - cea mai mare
suprafata afectata (884,96 mm?2) -urmata fiind de Sambucus nigra, Satureja
hortensis si Aloe arborescens.

Tratamentele aplicate boabelor inoculate cu miceliu de Botrytis
cinerea Pers, izolat de pe soiul Sauvignon blanc, din primele zile de la
aplicare nu au inregistrat diferente semnificative comparativ cu martorul
netratat.

Figura 7 Testarea efectului inhibitor al tincturilor impotriva izolatului
Muscat ottonel

La sfarsitul perioadei de observatii eficacitatea tratamentelor
aplicate pentru controlul ciupercii Botrytis cinerea Pers. (tabelul 7) este
foarte ridicata la toate tincturile testate, diferente foarte semnificativ
negative, dar testul Duncan ne arata faptul ca cel mai ridicat efect
antifungic l-au avut tincturile tincturile Aloe arborescens, Satureja
hortensis, Allium sativum, Tagetes sp. Aceste date sunt susfinute si de
imaginile din figura 8.

Cel mai bun efect de inhibare a dezvoltarii coloniilor - la noua
zile, (tabelul 7) l-au avut extractele de Allium sativum si Tagetes sp. -
dimensiunile zonelor afectate au fost de 98,39 mm?2 respectiv 136,07 mmz2.
La polul opus cel mai bun efect antifungic l-au inregistrat tincturile de
Aristolochia clematitis si Helleborus purpurascens - 2114,79 mm? respectiv
796,36 mm?2.
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Figura 8 Testarea efectului inhibitor al tincturilor impotriva izolatului
Sauvignon blanc

Tabelul 7
Efectul tincturilor asupra dezvoltarii coloniei - ziua 9
Varianta Suprafata % fata de Diferenta fata de Sel_nniﬁca;_ia Testul
martor martor diferentei Duncan
Netratat 4193,21 100,0 0,00 Mt. E
Aloe arborescens 226,60 5,4 -3966,61 000 1A
Satureja hortensis | 295,42 7,0 -3897,79 000 1A
Helleborus 796,36 19,0 -3396,85 000 BC
purpurascens
Aristolochia | 5114 7 50,4 -2078,42 000 D
clematitis
Sambucus nigra 472,05 11,3 -3721,16 000 IAB
Allium sativum 98,39 2,3 -4094,82 000 A
Tagetes sp. 136,07 3,2 -4057,14 000 A
Propolis 259,05 6,2 -3934,16 000 A
DL (p 5%) 476,85 DS 416,74
DL (p 1%) 647,38
DL (p 0,1%) 872,09

5.2.2 Testarea efectului antifungic pe tomate

Eficacitatea tratamentelor aplicate asupra fructelor de tomate
este prezentatd in tabelul 8 care arata faptul ca la noua zile de la aplicarea
tratamentelor nu exista diferente asigurate statistic fata de martorul
netratat. Analizand datele din tabelul 8 se poate observa ca variantele de
tratament nu pot fi diferentiate dar observand suprafetele zonelor afectate
de putregai putem afirma faptul ca tinctura de Tagetes sp. este singura
tinctura care nu a permis dezvoltarea ciupercii.

La noua zile de tratament efectul total de inhibare al extractului
de Tagetes sp. se mentine iar suprafete destul de mici se pot observa in
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cazul variantelor tratate cu tincturile de Satureja hortensis si Allium

sativum.
Tabelul 8
Efectul tincturilor asupra dezvoltarii coloniei - ziua 9
YR - 2 =
Varianta Suprafa % fata de Diferenta fata de Ser_nnlﬁcatga Testul
martor martor diferentei Duncan
Netratat 4791,64 100,0 0,00 Mt. B
Aloe arborescens 39,77 0,8 -4751,87 000 A
Satureja hortensis 11,51 0,2 -4780,13 000 A
Helleborus 14,92 03 -4776,72 000
purpurascens
Aristolochia 155 1 38 -4609,52 000 A
clematitis
Sambucus nigra 90,01 1,9 -4701,63 000 A
Allium sativum 12,56 0,3 -4779,08 000 A
Tagetes sp. 3,14 0,1 -4788,50 000 A
Propolis 78,50 1,6 -4713,14 000 A
DL (p 5%) 1241,92 DS 1316,57
DL (p 1%) 1674,83
DL (p 0,1%) 2233,09
D
Figura 9 Testarea efectului inhibitor al tincturilor impotriva izolatului de

tomate

Analizand suprafetele afectate de ciuperca Botrytis cinerea Pers.
pe fructele de tomate, in urma aplicarii extractelor (figura 9) putem
sustine faptul ca cele zece extracte testate au fost mai eficiente in controlul
izolatului de pe tomate decat a izolatelor de pe vita de vie.

CONCLUZII SI RECOMANDARI
In baza cercetirilor efectuate se pot enunta urmaitoarele concluzii
si recomandari:

2. Ciuperca Botrytis cinerea Pers. prezintd o variabilitate fenotipica
ridicatd care este influentatd de planta gazda de pe care a fost izolata
precum si de mediul de cultura pe care a fost cultivata.

80



3. Din studiul biologiei ciupercii reiese faptul ca cel mai eficient
mediu de cultura pentru cresterea si dezvoltarea izolatelor ciupercii
Botrytis cinerea Pers. a fost mediul PDA.

4. Cel mai potrivit mediu de cultura pentru sporularea ciupercii
Botrytis cinerea Pers. a fost mediul Czapek - agar.

5. Dimensiunile conidiilor au variat in functie de mediul de cultura si
de izolatul de la care au fost izolate; cele de me mediile de cultura au avut
dimensiuni mai mari decat sporii prelevati de pe materialul vegetal
infectat.

6. Conidiile prelevate si observate la microscop au fost de forma
ovata, elipsoidald, aproape elipsoidala, globoasa.

7. Sclerotii au fost variabili ca marime, forma, numar si distributie, au
fost absenti, rari sau abundenti, cu diferite modele de distributie:neregulat,
in cercuri concentrice, pe marginea placii.

8. Caracterele culturale ale coloniilor izolatelor de Botrytis cinerea
Pers. au variat deasemenea in functie de mediul de cultura, aspectul
coloniilor fiind pufos sau catifelat cu un spectru de culori de la alb, alb
murdar, alb crem, cenusiu deschis pana la cenusiu Inchis, maroniu.

9. Pentru cresterea si dezvoltarea ciupercii Botrytis cinerea Pers.
recomandam folosirea mediului de cultura PDA care asigura o dezvoltare
mai rapida a coloniilor.

10. Pentru obtinerea de spori se recomanda utilizarea mediului de
cultura Czapek - agar pe care desi dezvoltarea coloniilor este mai lenta
procentele de sporulare sunt mai ridicate.

11. In general majoritatea extractelor au avut o eficientd ridicatd
asupra dezvoltarii izolatelor testate in vitro, gradul de inhibare fiind diferit
in functie de concentratia produsului in mediul nutritiv dar si de izolatul
asupra caruia s-au aplicat.

12. Tinctura de propolis a inregistrat efect inhibitor total ceea ce face
ca aceasta tincturd sa fie singura care se valideaza ca eficienta la toate
concentratiile aplicate si in cazul tuturor izolatelor.

13. Cele mai eficiente extracte care au efect fungistatic total chiar si la
cea mai mica concentratie, la majoritatea izolatelor, au fost cele de Satureja
hortensis, Tagetes sp. si propolis.

14. Eficienta in vitro a extractelor din plante poate fi clasificata astfel:
[zolatul de pe ardei:

e 4% - tinctura de propolis.

o 6% - tincturile de A. paradisiacum, Satureja hortensis, Aristolochia

clematitis, Tagetes sp., propolis.

e 8% - tincturile de A. arborescens, A. marlothi, A. paradisiacum,
Satureja hortensis, Helleborus purpurascens, Aristolochia clematitis,
Tagetes sp., propolis.

Izolatul de pe tomate:
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e 4% - tincturile de Aristolochia clematitis, Allium sativum , Tagetes sp.,
propolis.

o 6% - A. arborescens, A. paradisiacum, Satureja hortensis, Helleborus
purpurascens, Aristolochia clematitis, Allium sativum, Tagetes sp.,
propolis.

o 8% - A. arborescens, A. marlothi, A. paradisiacum, Satureja hortensis,
Helleborus purpurascens, Aristolochia clematitis, Sambucus nigra,
Allium sativum, Tagetes sp., propolis.

[zolatul de pe ardei iute:

e 4% - tincturile de Tagetes sp. si propolis.

® 6% - tincturile de A. arborescens, A. marlothi, Satureja hortensis,
Helleborus purpurascens, Aristolochia clematitis, Tagetes sp., propolis

® 8% - tincturile de A. arborescens, A. marlothi, A. paradisiacum, Satureja
hortensis, Helleborus purpurascens, Aristolochia clematitis, Tagetes
sp., propolis.

[zolatul de pe salata:

e 4% - tincturile de Satureja hortensis, Allium sativum, Tagetes sp.,
propolis.

e 6% - tincturile de A. arborescens, Satureja hortensis, Helleborus
purpurascens, Aristolochia clematitis, Sambucus nigra, Allium
sativum, Tagetes sp., propolis

o 8% - tincturile de A. arborescens, A. marlothi, A. paradisiacum,
Satureja hortensis, Helleborus purpurascens, Aristolochia clematitis,
Sambucus nigra, Allium sativum, Tagetes sp., propolis

[zolatul de pe zmeur:

e 4% - tincturile de Satureja hortensis si propolis

o 6% - tincturile de A.arborescens, A. marlothi, Satureja hortensis,
Helleborus purpurascens, Aristolochia clematitis, Tagetes sp.,
propolis

e 8% - tincturile de A. arborescens, A. marlothi, A. paradisiacum,
Satureja hortensis, Helleborus purpurascens, Aristolochia clematitis,
Sambucus nigra, Tagetes sp., propolis

[zolatul de pe mur:

e 4% - tincturile de Aloe arborescens, Satureja hortensis, Helleborus
purpurascens, Aristolochia clematitis, propolis.

o 6% - tincturile de A. arborescens, A. marlothi, A. paradisiacum,
Satureja hortensis, Helleborus purpurascens, Aristolochia clematitis,
Sambucus nigra, Tagetes sp., propolis

e 8% - tincturile de A. arborescens, A. marlothi, A. paradisiacum,
Satureja hortensis, Helleborus purpurascens, Aristolochia clematitis,
Sambucus nigra, Tagetes sp., propolis

Izolatul de pe capsun:

e 4% - tincturile de Satureja hortensis si propolis.
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6% - tincturile de A. arborescens, A. paradisiacum, Satureja
hortensis, Aristolochia clematitis, Tagetes sp., propolis

8% - tincturile de A. arborescens, A. paradisiacum, Satureja
hortensis, Helleborus purpurascens, Aristolochia clematitis, Tagetes
sp., propolis

Izolatul de pe soiul Chasselas:

4% - tinctura de propolis.

6% - tincturile de A. arborescens, A. paradisiacum, Satureja
hortensis, Helleborus purpurascens, Aristolochia clematitis, propolis
8% - tincturile de A.arborescens, A. marlothi, A. paradisiacum,
Satureja hortensis, Helleborus purpurascens, Aristolochia clematitis,
Tagetes sp., propolis

[zolatul de pe soiul Isabela:

4% - tincturile de Satureja hortensis si propolis.

6% - tincturile de A. arborescens, A. paradisiacum, Satureja
hortensis, Helleborus purpurascens, Aristolochia clematitis, Tagetes
sp., propolis

8% - tincturile de A. arborescens, A. marlothi, A. paradisiacum,
Satureja hortensis, Helleborus purpurascens, Aristolochia clematitis,
Tagetes sp., propolis

[zolatul de pe soiul Sauvignon blanc:

4% - tincturile de Satureja hortensis si propolis.

6% - tincturile de A.arborescens, A. paradisiacum, Satureja
hortensis, Helleborus purpurascens, Aristolochia clematitis, Tagetes
sp., propolis

8% - tincturile de A.arborescens, A. marlothi, A. paradisiacum,
Satureja hortensis, Helleborus purpurascens, Aristolochia clematitis,
Tagetes sp., propolis

[zolatul de pe soiul Muscat ottonel:

15.

4% - tincturile de Satureja hortensis si propolis.

6% - tincturile de A.arborescens, A. marlothi, A. paradisiacum,
Satureja hortensis, Helleborus purpurascens, Aristolochia clematitis,
Tagetes sp., propolis

8% - tincturile de A.arborescens, A. marlothi, A. paradisiacum,
Satureja hortensis, Helleborus purpurascens, Aristolochia clematitis,
Tagetes sp., propolis

Extractul de Satureja hortensis la concentratia de 4% a avut un

grad de inhibare total asupra dezvoltarii ciupercii, cu exceptia
izolatelor de pe solanacee, ceea ce ne determind sa il recomandam
pentru controlul patogenului in vitro.
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16. Pentru controlul in vivo al ciupercii Botrytis cinerea Pers.
recomandam utilizarea extractelor de Allium sativum, Satureja
hortensis, Tagetes sp. si propolis.

17. Testarea efectului fungicid a extractelor asupra izolatului de pe
mur a demonstrat faptul ca tincturile de Aloe arborescens, Satureja
hortensis, Helleborus purpurascens, Aristolochia clematitis si propolis
au avut efect fungicid asupra acestui izolat deoarece nu au permis
dezvoltarea miceliului atunci cand acesta a fost prelevat de pe mediul
cu extract si reinoculat pe mediu proaspat netratat.

18. Extractele hidroalcoolice testate in vivo asupra izolatului Muscat
ottonel, care au inregistrat cel mai puternic efect inhibitor au fost
tincturile de Aristolochia clematitis si Allium sativum urmate de
extractele de Tagetes si propolis.

19. Eficacitatea tratamentelor aplicate pentru controlul ciupercii
Botrytis cinerea Pers. - izolatul Sauvignon blanc a fost cea mai ridicata
in cazul tincturilor de Allium sativum, Tagetes sp., Aloe arborescens.

20. Eficienta extractelor hidroalcoolice a fost mai ridicata in controlul
izolatului de pe tomate decat a celor doua izolate de pe vita de vie.

21. Tincturile care au Inregistrat cel mai puternic efect inhibitor
asupra izolatului de pe tomate testate in vivo au fost cele de Tagetes
sp., Satureja hortensis si Allium sativum, motiv pentru care le
recomandam pentru controlul acestui pe timpul depozitarii.

22. In cazul tratamentelor aplicate asupra fructelor de cipsun infectate
artificial cu miceliul ciupercii Botrytis cinerea Pers. toate extractele
aplicate au avut efect inhibitor nepermitand dezvoltarea miceliului dar
datorita alcoolului continut In tincturi aspectul fructelor a fost
depreciat nepermitand efectuarea de masuratori. Recomandam in
cazul acestor fructe foarte sensibile utilizarea de extracte cu o
concentratie mai scazutd de alcool sau a extractelor hidro - glicerice.
23. Pentru strugurii depozitati in cazul in care apar focare de infectie
cu Botrytis recomandam tratamente cu extractele de Allium sativum si
Tagetes sp

Bibliografie selectiva

1.Drobota 1., 2008, Cercetdri privind biologia, ecologia, epidemiologia si
combaterea patogenului Botryotinia fuckeliana (de Bary) Whetzel, in
plantatiile viticole din zona centrala a Moldovei, Teza de doctorat.

2.Coley-Smith J.R., 1980, The Biology of Botrytis cinerea, Academic Press, London,
85-114.

3.Hennebert G. L., 1973, Botrytis and Botrytis-like Genera, Persoonia 7, 183-204.

4.Rosslenbroich H.-J., D. Stuebler, 2000, Botrytis cinerea—history of chemical
control and novel fungicides for its management. Crop Protection,19,
557-561.Elad et al. (2004).

5.Puia Carmen Emilia, 2005, Fitopatologie. Patografie. Etiologie, Ed. Risoprint, Cluj
Napoca, 197 p.

84



6.Puia Carmen, 2006, Fitopatologie horticold, Ed. Risoprint, Cluj Napoca, 315 p.

7.lacob Viorica, M. Hatman, E. Ulea, I. Puiu, 2000 - Fitopatologie horticola, Editura
lon lonescu de la Brad —lasi.

8.Parvu M., 2004, Bolile trandafirului, Ed. Casa Cartii de Stiinta, Cluj-Napoca.

9.Parvu M., 1993, Studiul morfologic, fiziologic si biochimic al unor specii de
Botrytis parazite pe plantele ornamentale din Grddina Botanica Cluj-
Napoca, Universitatea "Babes-Bolyai", Tezd de doctorat, Cluj-Napoca.

10.Sesan Tatiana, C. Tanase, 2007, Ciuperci anamorfe fitopatogene, Ed.
Universitatii din Bucuresti.

11.Fukumori Y., M. Nakajima, K. Akutsu, 2004, Microconidia act the role as
spermatia in the sexual reproduction of Botrytis cinerea, J Gen Plant
Pathol, 70:256—-260, The Phytopathological Society of Japan.

12.0deh M. I. A., 2006, Biological control of gray mold, blue mold and rhizopus
soft rot on grape, pear, kiwi, strawberry by Trichoderma harzianum, PhD
Thesis.

13.Alfonso C, R. Raposo, P. Melgarejo, 2000, Genetic diversity in Botrytis cinerea
populations on vegetable crops in greenhouses in south-eastern Spain.
Plant Pathol 49:243-251.

14.Droby S., V. Vinokur, B. Weiss, L. Cohen, A. Daus, E. Goldsmith, R. Porat, 2002,
Induction of resistance to Penicillium digitatum in grapefruit by the
yeast biocontrol agent Candida oleophila. Biological Control 92, 393—
399.

15.Frasin Loredana Beatrice, lulia Nitu, A.C. Nitu, C.R. Manea, 2006, Agricultura
ecologica: Combaterea biologica a bolilor plantelor.

16.Moyano C., R. Raposo, V. Go'mez, P. Melgarejo, 2003, Integrated Botrytis
cinerea Management in Southeastern Spanish Greenhouses, .
Phytopathology 151, 80-85, Blackwell Verlag.

17.Zarins lvars, M. Daugavietis, Julija Halimona, 2009, Biological activity of plant
extracts and their application as ecologically harmless biopesticide
Scientific works of the Lithuanian Institute of Horticulture and
Lithuanian University of Agriculture. sodininkysté ir darZininkysté, 28(3).

*** www.genoscope.cns.fr

85


http://www.fermierul.ro/modules.php?name=News&file=categories&op=newindex&catid=2
http://www.fermierul.ro/modules.php?name=News&file=categories&op=newindex&catid=2

