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Sumary

Berberis vulgaris hydroalcoholic plant extract {1:1) was obtained from
stem bark ("Berberidis cortex”) and it was standardized to 1% atkalcids. The
quantity of berberine (0,5668 mg/ml) was determined by a high performance
liguid chromatography method coupled with mass spectrametry, compared to
Fluka berberine.

The fungal pathogens Botrytis tulipae and Sclerotinia sclerotiorum were
isoluted from Tulipa gesneriana in “Alexandru Borza” Botanical Garden fiom
Cluj-Napoca and were cultivated on nutritive medium.

In vitro action of Berberis vulgaris plant exiract was studied on the
germination and growth of the phvtopathogenic fungi, in order to determine the
minimum  fungicidal concentration  (300-500  pg/milj, compared to Fluka
berberine and the control.

Cuvinte cheie: extract vegetal, Berberis vuigaris, berberind, concentratie minima
Jungicida (CME), actiune antifungicd, cluperci fitopatogene.
Key words: plant extract, Berberis vulgaris, berberine, MFC, antifungal action,
plivtopathogenic fungi.

INTRODUCERE

Date dint literaturd au mentionat actiunea antimicrobiand a extractelor
de Berberis asiatica (3), Berberis aetnensis (9). Berberis heterophylla (6)
Berberis vuigaris (10, 12, 13) si a unor substanie active din acestea precum
berberina (6) sau derivati ai acssteia (7).

Extractul vegetai de Berberis viigaris are actiune antifungicd fatd
de diferite specil. precum Botrytis cinerea. B. paconice (10, 11}, Coniotiyrium
concentricum (12} st Fusarium oxysporum (13).
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in cercetarea efectuati, s-a analizat actiunea extractului hidroalcoolic
total de Berberis vulgaris asupra germindrii § cresterii /# vitro a unor
ciuperci fitopatogene (Bofrytis fulipae de pe flori st Sclerotinia sclerotiorum
de pe bulbi) izolate de pe plante de Tulipa gesneriana (lalea) din Gradina
Botanic "Al Borza" din Cluj-Napoca.

MATERIAL SI METODA

Extractul fluid (1:1) de Berberis vulgaris a fost obtinut din scoartd
de tulpind, "Berberidis cortex”, adusg la gradul de finete al siter VI (1), prin
tehnica repercoldrit dupd Squibb, cu alcool etilic 70% (8) si a fost stan-
dardizat la 1% alcaloizi (5, 15).

Dozarea berberinet din exiractul vegetal s-a realizat prin metoda
cromatografier de lichide sub presiune cuplatd cu spectometrie de masi
(LC/MS/MS), comparativ cu berberina (Fluka), Sistemul LC/MS a fost un
HPLC de tip Agilent seria 1100. '

Pentru izolarea 1 obtinerea coleniilor fungice pure (4) s-au folosit
mediul nutrittv Czapek-agar pentru cultivarea ciupercit Bomrytis tulipae
izolatd de pe flori de lalea st malt-agar pentru Sclerotinia sclerotiorum de
pe bulbi. Pregatirea mediiior de culturd s-a realizat conform datelor din
literaturd (2).

Insimantarea medivlui nutritiv distribuit in vase Petri (diametrul =
70 mm), s-a realizat In punct central, cu inocul fungic (1x107/mi), alcatuit
din hife i conidii de B. tulipae, obtinut prin metoda dilutiilor (4). In cazul
clupercit 8. sclerofiorum, s-a Insdméantat in punct central cite un sclerot
matur, izolat de pe o colonie de 12 zile. Incubarea s-a facut la temperatura
de 22 °C, timp de 12 zile, iar mésurarea diametrului (in mm) fiecirei
colonii s-a realizat succesiv, la intervale egale de timp (3, 6, 9 si 12 zile). -

Actiunea in viiro a extractului vegetal de B. vulgaris asupra germinarii
st cresterii ciupercilor a fost apreciatd pe baza diametrului fieciirei colonii
obtinute, pe mediul cu extract vegetal, in diferite concentratii, comparativ
cu martorul (colonie pe mediu fara extract vegetal). Pentru fiecare concen-
tratie a extractului vegetal si pentru martor s~au realizat céte sase repetitii.

Prin includere in mediul nutritiv, s-a determinat si actiunea alcaloi-
dulut berberind (Fluka) asupra germindrii §i cresterii in vifro a ciupercii S
sclerotiorum.

Analiza statistica a rezultatelor obtinute la fiecare repetitie $i variantd
experimentald (fig. 3, 4 si 5) a fost realizatd cu ajutorul Microsoft Excel
Software 10.0, prin testul ANOVA si au fost considerate semnificative
rezultatele pentru care p<0,05.
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REZULTATE $1 DISCUTH

Extractul hidroalcoolic total de B. vulgaris obtinut din scoartd de
tulpind are culoare gilbuie. Obtinerea extractului si determinarea cantitativa
a alcaloizilor s-au realizat Ja Universitatea de Medicini si Farmacie "Tuliu
Hatieganu" din Cluj-Napoca.

Pentru dozarea berberinei, sursa ESI a spectrometrului de masa a
operat in mod pozitiv gi a fost setatd pentru izolarea si fragmentarea ionului
molecular al berberinei cu m/z = 336 (fig. 1 a). Cuantificarea berberinei s-a
realizat prin nsumarea ionijor cu m/z = 291,9 si m/z = 321, din spectrul
MS al ionului parinte (fig. 1 b).
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Fig. 1. a. Spectrul intreg MS al berberinei in faza mobila;
b. Spectrul MS/MS al berberinei in faza mobila.

Curba de calibrare a fost liniard pe domeniul 43-1931 ng/ml, cu un
coeficient de corelatie de 0,9998.

Pentru dozarea berberinei din extractul de B. vulgaris, s-a folosit
metoda detectiet MS/MS (fig. 2a), datoritd sensibilitdtii si selectivitifii
superioare a acesteia, comparativ cu detectia in UV la 343 nm (fig. 2b).
Timpul de retenjie pentru berberin a fost de 3,6 minute.

Prin metoda cromatografier de lichide sub presiune cuplatd cu
spectrometrie de masd (LC/MS/MS), s-a determinat o cantitate de 0.5668
mg/ml berberind In extractul de B. vulguris.
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Fig. 2. Cromatogramele pentru berberina din extractul de Berberis vulgaris:
a. semnalul MS/MS; b. in UV, 1a 343 nm.

Extractul vegetal de B. vuigaris a fost testat in mai multe concentratit
-0,25% (25 ug/mb), 1,0% (100 pg/mi), 2,0% (200 ug/ml), 2,5% (250 ug/ml),
2.75% (275 ug/ml) si 3,0% (300 pg/ml) - asupra ciupercii patogene B.
tulipae, comparativ cu martorul (Fig. 3).

Actiunea inhibitoare a extractului vegetal de B. vulgaris asupra
cresterii, sporuldrii gi formarii sclerotilor ciupercii B. tulipae a crescut
proportional cu concentratia in mediul nutritiv. Dupé 12 zile de incubare,
coloniile de B. tulipae formate pe mediul nutritiv cu extract de B. vulgaris,
in concentratie de 100 wg/ml, au ajuns la un diametru de 59 mm (p<0,001),
iar cele obtinute pe mediu cu 275 pg/ml au avut 4,5 mm (p<0,001).

In cazul tuturor repetitiilor, CMF (concentratia minima fungicidi) a
extractului de B. vulgaris asupra ciupercii B. fulipae s-a Inregistrat la
valoarea de 300 pg/ml, cind ciupercd nu a germinat, nici dupa 12 zile de la
inoculare, comparativ cu martorul care avea 70 mm, sporulatie $i scleroti
pe mediul nutritiv (1ig. 3).
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Fig. 3. Actiunea in vitro a extractului de Berberis vulgaris asupra germindrii si
cresterii ciupercii Bosrytis tulipae izolatd de pe flori de lalea
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Extractul vegetal de B. vulgaris a fost testat in mai multe concentratii
- 1% (100 pl/ml), 2% (200 pl/mi), 3% (300 pl/ml), 4% (400 pl/ml), 4,5%
(450 pl/ml), 4,75% (475 pl/iml) si 5% (500 ul/ml) - asupra germindrii si
cresterii ciupercii patogene S. sclerotiorum. Efectul inhibitor al extractului
vegetal a crescut proportional cu concentratia extractulul In mediul de
culturd. La concentratia de 2%, dupa 12 zile, diametrul coloniei a ajuns la
25-26 mm, miceliul era alb si nu a format sclerotl.

Dupa 12 zile, coloniile formate pe mediu cu extract vegetal de B.
vulgaris in concentratie de 400 pg/ml, au avut un diametru de 35 mm
(p<0,001), iar la concentratia de 475 pg/ml au avut 6,5 mm (p<0,001).

CMF a extractului vegetal asupra ciupercii S. sclerofiorum s-a
manifestat la 5% (500 pl/ml), cdnd ciuperca nu a germinat nici dupi 12 zile
de la inoculare (fig. 4).
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Fig. 4. Actiunea in vifro a extractuloi de Berberis vulgaris asupra germindrii §i
cresterii ciupercii Sclerotinia sclerotiorum izolatd de pe bulbi de lalea

Dupd 12 zile de incubare, coloniile martor de S. sclerotiorum an
avut 70 mm, miceliu cenusiu si scleroti de culoare neagré, conform datelor
din literatura (14).

Ciuperca S. sclerotiorum a fost cultivatd si pe mediu nutritiv cu
concentratii diferite de berberind, cuprinse intre 300 pg/mi si 650 pg/ml
(Fig. 5). Pe mediu nutritiv cu berberina in concentratie de 300 pg/ml, dia-
metrul coloniilor a fost de 68 mm (p<0,05), dupd 12 zile de la insdmantare.
Ia concentratia de 600 pg/mli, dupa 12 zile, diametrul coloniilor a fost de
12 mm (p<0,001), iar la 625 pg/ml de 5 mm (p<0,001). CMF a berberinei
asupra ciupercii S. sclerotiorum a fost la 650 pg/ml (fig. 5), in timp ce in
cazul extractului de B. vulgaris aceasta s-a inregistrat la 500 pg/ml (fig. 4).
Actiunea inhibitoare mai puternica a extractului de B. vulgaris, comparativ
cu berberina Fluka, poate fi explicatd prin compozitia mai complexd a
extractului, care contine diferite principii active, precum berberina, berbamina,
oxiacantind, magnoflorind, berberubina etc. [15].
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Datele obtinute confirmd informatiile din literaturd, precum c&

extractele vegetale obtinute din planie de Berberis au actiune mai puternicd
decdt berberina. Astfel, extractele metanolice si apoase de Berberis
asiatica au prezentat activitate antimicrobiand mai crescutd fatd de unele
microorganisme, decét berberina, principalul alcaloid (3).
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Fig. 5. Actiunea in vitro a berberinei asupra germindrii si cresterii
clupercii Sclerotinia sclerotiorum izolatd de pe lalea

CONCLUZII

Extractul vegetal de Berberis vulgaris a manifestat efect inhibitor,

asupra germindrii §i cresterii  ciupercilor fitopatogene Botrytis fulipae si
Sclerotinia sclerotiorum, proportional cu concentratia sa in mediul nuttitiv.

CMF a extractului vegetal de Berberis vulgaris a fost de 300 pg/ml

in cazul speciei B. tulipae i de 500 pg/ml in cazul speciei S. sclerotiorum.

Extractul de Berberis vulgaris a avut actiune inhibitoare mai

crescut faté de S. sclerotiorum, decét berberina.

N
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