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(57) Rezumat:

Prezenta inventie se referd la o compozitie de mediu
selectiv de culturd, pentru diferentierea ciupercilor
toxigene din genul Fusarium, alcatuit din 32...34 parti
ulei de. masline extravirgin, 0,095...1,05 parti fosfat
diacid de potasiu, 0,095...1,05 parti azotat de potasiu,
0,005...1, 05 parti sulfat de streptomicing, 0,740...0,760
parfi pentaclornjtrobenzen, 0,47..0,52 parti

MgSO,.7H,0, 0,47...0,62 parti KCI, 0,340...0,360 pari
sulfat de neomicing, 0,240...0, 270 parii polietilenglicol
sorbitan monooleat, -0,19..0,21 parfi Rodaminad B,
19...21 partiagar si pana la 1000 parti apa, partile fiind
exprimate in greutate.
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MEDIU PENTRU DIFERENTIEREA CIUPERCILOR FITOPATOGENE
TOXIGENE DIN GENUL FUSARIUM

Prezenta inventie se refera la un mediu pentru diferentierea ciupercilor
toxigene din genul Fusarium destinat estimarii riscului de infectie a boabelor de
grau in curs de formare cu ciuperci toxigene si de contaminare ulterioara cu
micotoxine.

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

Brevetul MD 4540 descrie o metodd de identificare a fitopatogenitatii unor
izolate de ciuperci din genul Fusarium. Metoda propusa implica cultivarea
izolatelor de ciuperci toxigene pe mediu nutritiv Czapek si determinarea activitatii
B-glucuronidazice in filtratele culturii de 5 zile. Se considera ca fiind fitopatogene
acele izolate la care activitatea B-glucuronidazica este cuprinsa intre 0,652 ...
1,183 U/ml. Metoda descrisa nu oferd solutii pentru diferentierea si/sau izolarea
rapida a tulpinilor de ciuperci fitopatogene din genul Fusarium, si Tn special a
celor care sunt si toxigene.

Schamele §i colab. (2008, Genetic structure of atmospheric populations of
Gibberella zeae, Phytopathology 96, 1021-1026). descriu un mediu pentru
diferentierea si identificarea rapida a sporilor atmosferici de Fusanium
graminearum |/ Gibberella zeae depusi gravimetric pe suprafata placilor petri
deschise si expuse peste noapte. Aceasta solutie tehnica permite izolarea rapida
a ciupercilor din genul Fusarium, dar nu permite diferentierea celor fitopatogene
si/sau toxigene.

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

Compozitia de mediu selectiv pentru fusariile toxigene conform inventiei
este alcatuita din: 32 .. 34 parti de ulei de masline extravirgin, 0,095 ... 1,05 parti
de fosfat monopotasic KH;POy; 0,095 ... 1,05 parti azotat de potasiu KNO;; 0,095

1,05 parti sulfat de streptomicind, 0,740 ... 0,760 parti de
pentacloronitrobenzen; 0,47 ... 0,52 parti de MgS0,.7H,0; 0,47 ... 0,52 parti de
clorura de potasiu KCI; 0,340 ... 0,360 parti de sulfat de neomicina; 0,240 ...0,270
parti de polietilen glicol sorbitan monooleat; 0,019 ... 0,021 parti de Rodamina B,
agar 19 ... 21 parti, apa pana la 1000 de parti, partile fiind exprimate in greutate.

Mediul realizat conform inventiei prezinta urmatoarele avantaje:
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e selectivitate ridicatd datorita biocidele incluse Tn mediu, streptomicing,
neomicind, pentacloronitrobenzen care limiteazé dezvoltarea bacteriilor si
a ciupercilor microscopice care nu apartin genului Fusarium;

e capacitate ridicatda de a diferentia fusariile producatoare de lipaze
extracelulare, care sunt fitopatogene si toxigene pentru ca lipazele
secretate reprezintd pentru ciupercile din genul Fusarium atat un factor de
virulenta cat gi un factor implicat in biosinteza micotoxinelor.

o realizarea testelor de diferentiere ugor, fara a fi necesard aparatura
complexa, reactivi costisitori si/fsau personal cu inalta calificare;

e 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:

Exemplu. Tntr-un flacon erlenmayer de 500ml gradat se introduc pe rand
0,19 KH;PO4, 0,1 g KNOs, 0,05g MgSO,, 0,05 g KCI. Se adauga 90ml apa
distilatd. Se incalzeste la fierbere pand la dizolvarea completd a tuturor
ingredientelor si apoi se mentine pe baie de apa la 50 ... 55°C. Peste solutia
mentinuta la 55°C se adauga 0,075 mg pentacloronitrobenzen. Se verificd pH-ul
care trebuie sa fie de 7.0+0,1. Se corecteaza daca este nevoie cu solutii de KOH
1N sau H;SO; 1N. Se aduce volumul final la 100ml, se astupa paharul
erlenmayer cu dop de vata, si apoi se autoclaveaza la 121°C, timp de 20min.
Mediul autoclavat se raceste la 60°C, dupa care se adauga 10 ml emulsie lipidica
sterild cu rodamind B. Se omogenizeaza in conditii aseptice pe baie de apa
termostatata la 60°C si se mentine apoi aprox. 10 min la 60... 62°C pentru
eliminarea spumei formate. Mediul se raceste apoi la circa 55°C, si se adduga
cate 1 ml de solu lii de antibiotice sterilizate prin filtrare, respectiv 1 ml solutie de
sulfat de streptomicina 0,1 g /ml si 1 ml solutie de sulfat de neomicina 0,035g/ml.
un erlenmeyer de 250 ml se aduc: 250ul de Tween 80 (polietilen glicol sorbitan
monooleat), 30 ml de ulei de masline extravirgin $i 50 ml de apa distilatd. Se
omogenizeazd emulsia la waring blender, se lasa si se disperseze spuma, se
corecteaza pH-ul la 7.0, se acopera cu dop de vata fixat cu folie si apoi se
sterilizeazd la 121°C timp de 30 min. Se raceste la circa 60°C, se trece pe baie
de apa termostatatd la 60 ... 62°C si se adauga 20 ml solutie de rodamina B
1mg/ml sterilizata prin ultrafiltrare

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

Czapek-Dox-lprodione-Dicloran Agar (CZID) (Abildgren ef al, 1987),
obtinut din Czapek Dox agar (Merck) 35 g; CuSQ,4.5H,0 0,005 g; ZnS04.7H.0
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0,001 g cloramfenicol 0,05 g; dicloran 0,002 g; apa 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
adaugat cate 1 ml din solutii sterile care contineau: penicilind 50 mg /ml; sulfat de
streptomicina 50 mg /ml; Rovral (iprodione) 6 mg/ml;

Spezieller Nahrstoffarmer Agar (SNA) (Nirenberg, 1981); KH.PO, 1 g;
KNO; 1 g; MgS0,4.7H,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,PO4 1 g ;
MgS0,.7H,0 0,5 g; Malachite Green sare oxalat,10 ml solutie 25 mg% (2,5 mg);
ampicilina 0,5 g. Mediul s-a autoclavat la 121°C, timp de 30 min. Cand mediul s-a
racit la circa 55°C s-a adaugat 2 ml dintr-o solutie stoc rifampicina, rezultata prin
dizolvarea a 0,5g in 100 mi 95% etanol.

Mediu Fusarium selectiv (FS) (Nash si Snyder, 1962) cu urmatoarea
compozitie: bactopeptona 15 g, mediu pulbere cartof glucoza agar (Difco) 39 g;
KH,PO, 1 g, MgSO4+7H,0O 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 racit la circa
55°C s-a addugat cate 1 ml din soluti sterile care contineau: sulfat de
streptomicina 300 mg /ml, ampicilind 100 mg/ml

Mediu Fusarium selectiv modificat (FSM) (Schmale ef al. 2006), cu
urmatoarea compozitie: 15 g bactopeptona, KH;PO, 1 g; MgSO47H,0 0,5 g,
pentacloronitrobenzen 0,750 g, agar 16 g. S-a racit la 55°C, dupa care s-au
adaugat céate 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
0,035g/ml.

Tab. 2. Selectivitatea mediilor de cultura testate pentru fusariile toxigene.

Me- Aprecierea selectivita Tii

diu | Fusarium/Aspery. | FusariumiDrechstera | FusariuMusor | Fusarium/Penicilium | Fusarium/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

? _ Note pe o scara de la 1 la 5, prin compararea cresterii intre diferitele specii de ciuperci
microscaopice pe fiecare dintre medii.

Selectivitatea mediilor a fost testata prin inocularea placilor petri 67x15 mm
cu amestecuri de suspensii de spori de Fusarium graminearum in combinatie cu
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Aspergillus flavus, Sclerotinia sclerotiorum, Drechslera turcica, Boltrylis cinerea,
Mucor mucedo, Penicillium expansum. S-a incubat timp de 7 zile si a fost
comparata cresterea diferitele specii de ciuperci microscopice pe fiecare dintre
medii. Notele acordate diferitelor medii testate in cadrul acestei etape in privinta
selectivitatii pentru ciupercile fitopatogene din grupul Fusarium graminearum sunt
prezentate in tabelul 1. Se remarca faptul ca selectivitatea mediilor FS, FSM si cf.
ex.(conform exemplu) este apropiatd, In toate cazurile factorul major de
selectivitate este pentacloronitrobenzen, un fungicid care este inactiv fata de
ciupercile microscopic 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 testatd prin expunerea in aer liber a mediile
comparate, fiecare dispus intr-o serie de 5 placi petri deschise (30 mm in
diametru; suprafata = 283 mm?). Placile 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 camp in laborator si s-au incubat timp
de 24 ore, la 25°C si la Intuneric. Numarul de colonii puse in evidenta rapid
pentru diferitelor medii sunt prezentate in tab. 2.

Tab. 2. Capacitatea mediilor de cultura testate pentru diferentierea rapida
a sporilor atmosferici prelevati dupa expunere in aer liber.

’Qo

Mediu . . Colonii identificate ca
Numar total de colonii )
Fusarium

CZID 12820 44+4

SNA 108+24 4248

FS 84+16 36+8

FSM 64120 484

| MSF 56412 48+8

Datele prezentate in tab. 1 si 2 demonstreaza o selectivitate ridicata 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 evidentiaza printr-un halou produs pe mediul (care este opalescent si
usor rozaliu datorita complexului ulei de masline — rodamina B). Acest halou este
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MEDIU PENTRU DIFERENTIEREA CIUPERCILOR FITOPATOGENE TOXIGENE
DIN GENUL FUSARIUM

Revendicare

1. Compozitie de mediu selectiv pentru fusariile toxigene caracterizata prin
aceea ca este alcatuita din: 32 .. 34 parti de ulei de masline extravirgin, 0,095
... 1,05 parti de fosfat monopotasic KH,PO,4; 0,085 ... 1,05 parti azotat de
potasiu KNOj; 0,095 ... 1,05 parti sulfat de streptomicind; 0,740 ... 0,760 parti
de pentacloronitrobenzen; 0,47 ... 0,562 parti de MgSO4.7H,0; 0,47 ... 0,52 parti
de clorura de potasiu KCI; 0,340 ... 0,360 parti de sulfat de neomicina; 0,240
...0,270 parti de polietilen glicol sorbitan monooleat; 0,019 ... 0,021 parti de
Rodamina B, agar 19 ... 21 parti, apa pana la 1000 de parti, partile fiind
exprimate in greutate.
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