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Inventia se referd la un mediu de culturd, pentru diferentierea ciupercilor fitopatogene,
toxigene, din genul Fusarium, destinat estimarii riscului de infectie a boabelor de grau in curs
de formare, cu ciuperci toxigene si de contaminare ulterioard cu micotoxine.

Sunt cunoscute o serie de medii si de metode prin care sunt determinate
fitopatogenitatea si/sau toxigenitatea unor populatii/izolate de ciuperci din genul Fusarium.

MD 3540 F1 descrie o metoda de identificare a fitopatogenitétii unor izolate de
ciuperci din genul Fusarium. Metoda propusd implicd cultivarea izolatelor de ciuperci
toxigene pe mediu nutritiv Czapek si determinarea activitaii B-glucuronidazice in filtratele
culturii de 5 zile. Se considera ca fiind fitopatogene acele izolate la care activitatea (3-
glucuronidazicd este cuprinsé intre 0,652 si 1,183 U/ml. Metoda descrisd nu oferd solutii
pentru diferentierea si/sau izolarea rapida a tulpinilor de ciuperci fitopatogene din genul
Fusarium gi, in special, a celor care sunt si toxigene.

TW 541337 B descrie un mediu selectiv pentru detectarea ciupercii patogene
Fusarium oxysporum f. sp. lilii, care este util pentru obtinerea acesteia din sol sau pentru a
o diferentia fatd de alte specii de Fusarium. Este constituit din mediul de bazd Komada,
pentacloronitrobenzen, oxgall, Na,B,O,-10H,0, sulfat de streptomicina si benomyl.

Schmale si colab. (2006, Genetic structure of atmospheric populations of Gibberella
zeae, Ph ytopathology 96, 1021-1026), descriu un mediu pentru diferentierea si identificarea
rapida a sporilor atmosferici de Fusarium graminearum/ Gibberella zeae, depusi gravimetric
pe suprafata placilor Petri deschise si expuse peste noapte. Aceasta solutie tehnica permite
izolarea rapidd a ciupercilor din genul Fusarium, dar nu permite diferentierea celor
fitopatogene si/sau toxigene.

Problema tehnica pe care o rezolvd inventia este de a realiza o compozitie de mediu
prin care sa se realizeze izolarea si diferentierea rapida a ciupercilor fitopatogene, toxigene,
din genul Fusarium.

Mediul de culturd pentru diferentierea ciupercilor fitopatogene, toxigene, din genul
Fusarium, conform inventiei, este alcatuit din: 32...34 parti ulei de masline extravirgin,
0,095...1,05 parti fosfat monopotasic KH,PO,; 0,095...1,05 parti azotat de potasiu KNO;;
0,095...1,05 parti sulfat de streptomicingd; 0,740...0,760 parti pentacloronitrobenzen;
0,47...0,52 parti MgSO,.7H,0O; 0,47...0,52 parti clorurd de potasiu KCI; 0,340...0,360 parti
sulfat de neomicind; 0,240 ...0,270 parti polietilenglicol sorbitan monooleat; 0,019...0,021
parti Rodamina B, 19...21 parti agar si pana la 1000 parti apa, partile fiind exprimate in
greutate.

Mediul realizat conform inventiei prezintd urmatoarele avantaje:

- selectivitate ridicatd, datoritd biocidelor incluse in mediu, streptomicind, neomicin3,
pentacloronitrobenzen, care limiteazd dezvoltarea bacteriilor si a ciupercilor microscopice
care nu apartin genului Fusarium,

- capacitate ridicata de a diferentia fusariile producétoare de lipaze extracelulare, care
sunt fitopatogene si toxigene, pentru ca lipazele secretate reprezintad, pentru ciupercile din
genul Fusarium, atat un factor de virulentd, cat si un factor implicat in biosinteza
micotoxinelor.

- realizarea testelor de diferentiere usor, fara a fi necesard aparaturd complexa,
reactivi costisitori gi/sau personal cu inalta calificare;

- realizarea testelor de identificare a hazardului microbiologic care genereaza riscul
de contaminare a alimentelor cu fusariotoxine.

Se da, in continuare, un exemplu de realizare a inventiei.
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Exemplu. intr-un flacon Erlenmayer de 500 ml, gradat, se introduc, pe rand, 0,1 g
KH,PO,, 0,1 g KNO,, 0,05 g MgSO,, 0,05 g KCI. Se adaugad 90 ml apa distilata. Se
incdlzeste lafierbere, pana la dizolvarea completa a tuturor ingredientelor si apoi se mentine
pe baie de apd la 50...55°C. Peste solutia mentinutd la 55°C, se adaugd 0,075 mg
pentacloronitrobenzen. Se verificd pH-ul, care trebuie si fie de 7,0£0,1. Se corecteazi, daci
este nevoie, cu solutii de KOH 1 N sau H,SO, 1 N. Se aduce volumul final la 100 ml, se
astupd paharul Erlenmayer cu dop de vatd, si apoi se autoclaveaza la 121°C, timp de 20 min.
Mediul autoclavat se réceste la 60°C, dupa care se adauga 10 ml emulsie lipidica, steril, cu
rodamind B. Se omogenizeaz3 in conditii aseptice, pe baie de ap3 termostatatad la 60°C si
se mentine apoi aproximativ 10 min, la 60...62°C, pentru eliminarea spumei formate. Mediul
se réceste apoi la circa 55°C si se adauga cate 1 ml de solutii de antibiotice sterilizate prin
filtrare, respectiv, 1 ml solutie de sulfat de streptomicind 0,1 g /ml si 1 ml solutie de sulfat de
neomicind 0,035 g/ml.

Prepararea emulsiei lipidice sterile se realizeazd dupd cum urmeaza: intr-un
Erlenmeyer de 250 ml, se aduc: 250 yl de Tween 80 (polietilenglicol sorbitan monooleat),
30 ml de ulei de masline extravirgin si 50 ml de apa distilatd. Se omogenizeaza emulsia la
waring blender, se lasa sa se disperseze spuma, se corecteaza pH -ulla 7,0, se acopera cu
dop de vats fixat cu folie si apoi se sterilizeaza la 121°C, timp de 30 min. Se riceste la circa
60°C, se trece pe baie de api termostatatd la 60...62°C si se adaugd 20 ml solutie de
rodamind B 1 mg/ml, sterilizata prin ultrafiltrare.

Selectivitatea mediului realizat conform inventiei a fost analizaté cu cea a mediilor de
mai jos.

Czapek-Dox-Iprodione-Dicloran Agar (CZID) (Abildgren et al., 1987), obtinut din
Czapek Dox agar (Merck) 35 g; CuSO,-5H,0 0,005 g; ZnSO,7H,0O 0,001 g cloramfenicol
0,05 g; dicloran 0,002 g; ap& pana la 1000 ml. Mediul s-a autoclavat la 121°C, timp de 30
min. Cand mediul s-a racit la circa 55°C, s-a addugat cate 1 ml din solutii sterile care
contineau: penicilind 50 mg/ml; sulfat de streptomicind 50 mg/ml; Rovral (iprodione) 6 mg/ml;

Spezieller Nahrstoffarmer Agar (SNA) (Nirenberg, 1981); KH,PO, 1 g; KNO; 1 g;
MgSO,7H,0 0,5 g; KCI 0,5 g; glucoza 0,2 g; zaharoza 0,2 g; agar 20 g Malachit Green Agar
(MGA) (Castello et al., 1997); Peptona 15 g; KH,PO, 1 g ; MgSO,-7H,O 0,5 g; Malachite
Green sare oxalat,10 ml solutie 25 mg%, 2,5 mg; ampicilind 0,5 g. Mediul s-a autoclavat la
121°C, timp de 30 min. Cand mediul s-a récit la circa 55°C, s-au addugat 2 ml dintr-o solutie
stoc rifampicind, rezultatd prin dizolvarea a 0,5 g in 100 ml 95% etanol.

Mediu Fusarium selectiv (FS) (Nash si Snyder, 1962) cu urmdtoarea compozitie:
bactopeptona 15 g, mediu pulbere cartof glucoza agar (Difco) 39 g, KH,PO, 1 g;
MgSO,7H,0 0,5 g, pentacloronitrobenzen 0,2 g, agar 15 g. Mediul s-a autoclavat la 121°C,
timp de 30 min. Cand mediul s-a ricit la circa 55°C, s-a addugat cate 1 ml din solutii sterile
care contineau: sulfat de streptomicind 300 mg/ml, ampicilind 100 mg/ml.

Mediu Fusarium selectiv modificat (FSM) (Schmale et al. 2006), cu urmatoarea
compozitie: 15 g bactopeptona, KH,PO, 1 g; MgSO,7H,0 0,5 g, pentacloronitrobenzen
0,750 g, agar 15 g. S-a racit la 55°C, dupd care s-au addugat cate 10 ml de solutii de
antibiotice sterilizate prin filtrare, 10 ml solutie de sulfat de streptomicind 0,1 g /ml si 10 ml
solutie de sulfat de neomicina 0,035 g/ml.
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Tabelul 1
Selectivitatea mediilor de culturd testate pentru fusariile toxigene
Mediu Aprecierea selectivitatii
Fusarium/ Fusariumy/ Fusarium/ Fusarium/ Fusariumy/
Asperg. Drechslera Mucor Penicillium Rhisopus
CZID 5 5 3 5 4
SNA 4 4 5 3 5
FS 3 3 4 4 3
FSM 1 2 2 1 2
cf. ex. 2 1 1 2 2

a- Note pe o scara de la 1 la 5, prin compararea cresterii intre diferitele specii de ciuperci microscopice pe

fiecare dintre medii.

Selectivitatea mediilor a fost testatd prin inocularea plécilor Petri 67x15 mm cu
amestecuri de suspensii de spori de Fusarium graminearum, in combinatie cu Aspergillus
flavus, Sclerotinia sclerotiorum, Drechslera turcica, Botrytis cinerea, Mucor mucedo,
Penicillium expansum. Mediul s-a incubat timp de 7 zile si a fost comparatad cresterea
diferitelor specii de ciuperci microscopice pe fiecare dintre medii. Notele acordate diferitelor
medii testate, in cadrul acestei etape, in privinta selectivitdtii pentru ciupercile fitopatogene
din grupul Fusarium graminearum, sunt prezentate in tabelul 1. Se remarca faptul ca
selectivitatea mediilor FS, FSM, conform exemplului este apropiati. in toate cazurile, factorul
major de selectivitate este pentacloronitrobenzen, un fungicid care este inactiv fata de
ciupercile microscopice din genul Fusarium. Mediul conform inventiei mai este selectiv i prin
compozitia sa minimala.

Capacitatea mediilor de a permite diferentierea rapida a sporilor atmosferici de fusarii
toxigene a fost testata prin expunerea in aer liber a mediilor comparate, fiecare dispus intr-o
serie de 5 pléci Petri deschise (90 mm in diametru; suprafata = 283 mm?). Pl4cile au fost
amplasate pe un suport in forma de T, la nivelul inflorescentelor de grau si porumb (fig. 1,
a, b), si lasate peste noapte. Apoi s-au inchis, s-au preluat din cadmp in laborator si s-au
incubat timp de 24 h, la 25°C si la intuneric. Numarul de colonii puse in evidenta rapid,
pentru diferitelor medii, sunt prezentate in tabelul 2.

Tabelul 2
Capacitatea mediilor de culturd testate pentru diferenfierea rapidd a sporilor atmosferici,
prelevaf dupd expunere in aer liber

Mediu Numar total de colonii Colonii identificate ca
Fusarium
CZID 128120 44+4
SNA 108124 4248
FS 84116 3618
FSM 64120 48+4
MSF 56112 4848
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Datele prezentate in tabelele 1 si 2 demonstreaza o selectivitate ridicatd a mediului
MSF, realizat in cadrul acestei etape, in a izola specific din aer sporii de F.
graminearum/Gibberella zeae. In plus, acest mediu are caracteristica de a izola exclusiv
ciuperci microscopice din genul Fusarium care produc o lipaza extracelulara, deci care au
un potential toxigenic ridicat. Ciupercile care produc lipaza se evidentiazad printr-un halou
produs pe mediul (care este opalescent si usor rozaliu, datoritd complexului ulei de masline -
rodamind B). Acest halou este fluorescent la iluminare cu lumina ultravioleta.
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Revendicare

Mediu de culturd pentru diferentierea ciupercilor fitopatogene, toxigene, din genul
Fusarium, caracterizat prin aceea c# este alcatuit din: 32...34 parti ulei de masline
extravirgin, 0,095...1,05 parti fosfat monopotasic KH,PO,; 0,095...1,05 pérti azotat de potasiu
KNQ;; 0,095...1,05 parti sulfat de streptomicing; 0,740...0,760 parti pentacloronitrobenzen;
0,47...0,52 parti MgSO,.7H,0O; 0,47...0,52 parti clorurd de potasiu KCI; 0,340...0,360 parti
sulfat de neomicing; 0,240 ...0,270 parti polietilen glicol sorbitan monooleat; 0,019... 0,021
parti Rodamina B, 19...21 parti agar si pana la 1000 de parti apa, partile fiind exprimate in
greutate.

Editare gi tehnoredactare computerizatd - OSIM
Tip&rit sub comanda nr. 663/2012




