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Agricultura este o ramurd principala a economiei Republicii Moldova, de care este dependentd bunastarea
oamenilor, dar care este sub o amenintare constantd datoritd conditiilor meteorologice variabile, cét si a daunatorilor.
Principala arma Tmpotriva daunatorilor raman a fi pesticidele chimice, dar o alternativa ecologica pentru rezolvarea
acestei probleme sunt preparatele microbiene, care sunt folosite ca metode de control biologic. Unul dintre cei
mai buni agenti biologici folositi In prezent in agriculturd sunt micromicetele din genul Trichoderma. Aceste
micromicete sunt eficiente impotriva unei game largi de agenti fitopatogeni si sunt folosite ca biofungicid, precum
si ca biofertilizant, dar si ca stimulatori ai productivitdtii plantelor. Cercetérile noastre au demonstrat de asemenea
ca tulpina Trichoderma atrobruneum CNMN FD 25 poseda proprietati antimicrobiene semniticative si ar putea fi
utilizata 1n calitate de biocontrol al plantelor agricole.

Cuvine-cheie: Trichoderma, agricultura ecologica, potential antimicrobian, cultivare, mediul nutritiv, temperatura
si durata de cultivare, control biologic.

SELECTION OF OPTIMAL CONDITIONS FOR GROWING
FUNGI STRAIN TRICHODERM ATROBRUNEUM

Agriculture is the main branch of the Republic of Moldova, on which the well-being of people depends, but which
is under constant threat due to variable weather conditions, as well as pests. The main weapon against pests remains
chemical pesticides, but an environmentally friendly alternative to solving this problem are microbial preparations,
which are used as methods of biological control. One of the best biological agents currently used in agriculture are
micromycets of the genus Trichoderma. These micromycetes are effective against a wide range of phytopathogenic
agents and are used as a biofungicide, as well as a biofertilizer, but also as stimulants of plant productivity. Our research
has also demonstrated that the Trichoderma atrobruneum CNMN FD 25 strain possesses significant antimicrobial
properties and could be used as biocontrol of agricultural plants.

Keywords: Trichoderma, organic farming, antimicrobial potential, cultivation, nutrient medium, temperature and
duration of cultivation , biological control.

Introducere

In timpul cresterii culturile sunt expuse la numeroase boli cauzate de microorganisme patogene,
care pot contribui la reducerea nivelului anual global al productiei alimentare. Fungii reprezinta cele
mai frecvente cauze ale bolilor plantelor. Cei mai periculosi sunt reprezentantii genurilor: Alternaria,,
Aspergillus, Botrytis, Penicillium, Monilinia, Rhizopus, Fusarium, Geotrichum, Geosporium, Sclerotinia
s.a. In rezultatul selectivitatii ridicate pesticidele prezinta un efect toxic asupra mediului, iar reziduurile lor
din alimente reprezintd o amenintare pentru siguranta sanatatii consumatorilor. Folosirea lor gresitd poate
duce la reducerea fertilitatii solului, a apei de suprafata, eutrofizarea si poluarea apelor subterane. Avand
in vedere aceasta situatie, oamenii de stiintd cautd metode noi si mai sigure de protectie a plantelor [1-3].

In procesul traditional de cultivare a culturilor, utilizarea excesiva a pesticidelor si ingrasamintelor

chimice, precum si plantarea pe termen lung la scara larga a unei singure culturi, a dus la distrugerea
mediului ecologic al terenurilor agricole, boli ale plantelor, probleme cu daunatorii insectelor, reziduurile
de pesticide din culturi si poluarea solului si a apei. Odatd cu dezvoltarea agriculturii ecologice, oamenii
cauta urgent masuri sigure, eficiente si ecologice de control al bolilor plantelor. Controlul biologic este
utilizat 1n principal pentru a controla bolile plantelor si pentru a reduce eficient aplicarea de Ingrasaminte
chimice si pesticide, utilizand microorganisme benefice [4-6].
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Diverse microorganisme au fost folosite incd de la inceputul civilizatiei in procesele agricole si
industriale. In prezent in literatura de specialitate sunt prezentate numeroase cercetiri care in practica
au demonstrat ca, cu ajutorul microorganismelor vii se poate monitoriza fertilitatea si productivitatea
solurilor. Atat microorganismele vii, cat si metabolitii acestora pot fi utilizati ca agenti de control
biologic, care controleaza populatia de agenti patogeni ai plantelor [4, 5]. Cea mai buna solutie
pentru a depasi aceste probleme este aplicarea controlului biologic prin utilizarea Trichoderma spp.
in protectia plantelor. Trichoderma spp. suprimd in mod semnificativ cresterea microorganismelor
patogene si regleaza rata de crestere a plantelor. Lucrérile recente au aratat ca astfel de boli, cum ar fi
boala putregaiului radacinii, amortizarea, ofilirea, putregaiul de fructe si alte boli ale plantelor pot fi
controlate de Trichoderma spp. [6-13].

Genul Trichoderma include microorganisme care traiesc in sol fiind prezente in aproape toate tipurile
de sol din Intreaga lume si sunt adesea vazute ca simbionti de plante, saprotrofe si micoparaziti. Speciile
Trichoderma poseda capacitati endosimbiotice avansate, permitandu-le sd sprijine gazdele plantelor, sa
se adapteze competitiv la mediile microbiene si sa colonizeze o gama larga de ecosisteme ale solului,
astfel fiind ideale pentru a restabili mediul si a stimula productivitatea plantelor [14]. Se estimeaza cd in
prezent aproximativ 60% din biofungicidele utilizate pentru eliminarea agentilor patogeni fungici sunt
produse pe baza de Trichoderma sp. Trichoderma nu este doar omniprezenta in mediul inconjurator si
este usor de izolat, dar poate fi si inmultitd cu usurintd in conditii controlate pe o varietate de substraturi
si poate fi pastrata timp de mai multe luni fara a-si pierde viabilitatea si proprietatile [15, 2].

Astfel, tulpinile din genul Trichoderma reprezintda un interes sporit pentru agricultura fiind utilizat pe
scard largd ca agent de biocontrol al plantelor, sunt capabile sa promoveze aplicatii agricole ecologice si
durabile. Studierea actiunii atimicrobiene a tulpinilor din genul Trchoderma, cat si selectarea conditiilor
optime de cultivare este o tema relevantd si necesard pentru a dezvolta agricultura ecologica din Republica
Moldova.

Materiale si metode

Ca obiect de studiu a servit tulpina Trichoderma atrobruneum CNMN FD 25 selectata
in rezultatul screeningului efectuat in baza a 6 tulpini de fungi cu potential antimicrobiat
semnificativ, fatd de fitopatogenii: Alternaria alternata, Botrytis cinerea, Fusarium
oxysporum, Fusarium solani, Agrobacterium tumefaciens (Rhizobium radiobacter) 8628,
Bacillus  subtilis  B-117, Clavibacter — michiganensis  (Corynebacterium  michiganense)
13a, Erwinia carotovora (Pectobacterium carotovorum) 8982, Xanthomonas
campestris ~ 8003.  Activitatea  antimicrobiand a  fost determinatd prin  metoda
blocurilor de geloza [16].

Activitatea antimicrobiana a fost testata asupra acestor patogeni deoarece sunt considerati agenti patogeni
la numeroase culturi agricole provocand boli severe si pierderii colosale a culturilor agricole din Republica
Moldova.

Au fost selectate conditiile optime de cultivare a tulpinii 7richoderma atrobruneum CNMN FD 25:
mediul nutritiv de cultivare, pH-ul mediului, temperatura si durata de cultivare.

Pentru a selecta mediul nutritiv optim de cultivare a tulpinii Trichoderma atrobruneum au fost testate
mediile nutritive:

- Martor glucoza — 30,0; NaNO, —-1,0; KH PO, — 1,0; MgSO x7H,0 —1,0; CaCO, - 1,0, apa distilata
pana la 1 litru

- Mediul (M1) (g/1): glucoza — 30,0; NaNO, —1,0; KH,PO,— 1,0; MgSO x7H,0 — 1,0; CaCO, - 2,0;
extract de porumb -10 gr, apa distilata pana la 1 litru; pH initial — 6,0 - 6,2.

- Mediul (M2) (g/l): glucoza — 30,0; NaNO, —1,0; KH PO, - 1,0, MgSO x7H,0 — 1,0; CaCO, — 2,0;
extract de drojdii -10 gr; apa distilata pana la 1 litru; pH initial — 6,0 - 6,2.

- Mediul (M3) (gr/l): glucoza — 30,0, NaNO, —-1,0; KH PO, - 1,0; MgSO x7H,0 — 1,0, CaCO, - 2,0;
melasa de sfecla - 20,0; apa distilata pana la 1 litru; pH initial — 6,0 - 6,2.

Cultivarea s-a efectuat timp de 6 zile, la temperatura de 28-30°C, pe agitator cu 160-180r/min.
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Au fost testate valorile pH-ului initial al mediului nutritiv: 5,8 - 6,0; 6,0 -6,2; 6,2 - 6,4; 6,4 - 6,6; 6,6 - 6,8.
Pentru a afla temperatura optima de cultivare a tulpiniii Trichoderma atrobruneum CNMN FD 25 au fost
testate trei regimuri de temperaturd (T°C): 28-30, 26-28, 30-32. Activitatea antifungica a fost determinata
dupa 5 zile, 6 zile si 7 zile.

Experientele au fost efectuate in 3 repetari. Prelucrarea statisticd a datelor a fost efectuatd cu ajutorul
programului MS Office Excel 2010.

Rezultate si discutii

A fost efectuat screeningul din 6 tulpini fungice dupad capacitdtile antimicrobiene: 3 tulpini din genul
Trichoderma: T. atrobruneum CNMN FD 25; T longibrachiatum CNMN FD 27; T. simonsii CNMN FD 31 si
3 tulpini din genul Talaromyces: Tal. tumuli CNMN FD 22; Tal. purpurogenus CNMN FD 26; Tal. adpresus
CNMN FD 24. In rezultatul screeningului efectuat s-a demonstrat ¢ tulpinile testate poseda sensibilitate diferita
fata de fitopatogenii: A. alternata; B. cinereaa; F. solani; F. oxysporum (Fig. 1). Astfel, fata de Alternaria
alternata poseda acctivitate inalta 5 tulpini din 6, doar tulpina 7al. fumuli CNMN FD 22 nu a inhibat cresterea
si dezvoltarea acestui patogen. Zonele de inhibitie fatd de acest patogen variind intre 30 — 40 mm. Tulpinile
selectate au manifestat activitate sporitd de asemenea, fata de patogenii Botrytis cinereea, Fusarium solani si
Fusarium oxysporum cu zone de inhibitei pana la 38 mm. Fata de Botyfis cinereea nu a manifestat sensibilitate
doar tulpina 7Tal. purpureogenus CNMN FD 26. Cele mai mari zone de inhibitie fata de patogeni s-a evidentiat
la tulpina T. atrobruneum CNMN FD 25 cu zone de inhibitie cuprinse intre 30-38 mm, iar cea mai slaba
sensibilitate a manifestat tulpina 7al. tumuli CNMN FD 22 cu zone de inhibitie pina la 20 mm.

Figura 1. Zonele de inhibitie a fungilor fitopatogeni sub actiunea metabolitilor tulpinilor de
Trichoderma si Talaromyces.
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Spre deosebire de activitatea antifungica tulpinile selectate poseda o activitate antibacteriand mai
scazutd (Fig. 2). Tulpinile selectate au manifestat antagonism ridicat fatd de patogenii C. michiganense
si E. carotovora cu zone de inhibitie de pana la 25 mm, iar tulinile 7. longibrachiatum CNMN FD 27
si Tal. tumuli CNMN FD nu au manifestat antagonism fata de patogenul E. carotovora. O activitate
mai scazutd au avut tulpinile fata de patogenii C. miciganece si A. tumefaciens, zonele de inhibitie au
atins maxime de 22 mm, cu exceptia tulpinii 7. longibrachiatum CNMN FD 27 care nu a manifestat
antagonism fata de acest fitopatogen. Cel mai activ fatd de bacteriile fitopatogene s-a manifestat tulpina
T atrobroneum CNMN ED 25.
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Figura 2. Screnengul micromicetelor dupa prorietitile antibacteriene pe care le poseda tulpinile

selectate.
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In rezultatul screeningului efectuat a fost selectata tulpina Trichoderma atrobruneum CNMN FD 25,

care poseda activitate antimicrobiana sporita fatd de toti fitopatogenii testati.
Pentru a selecta mediul optim de cultivare a tulpinii Trichoderma atrobruneum CNMN FD 25 aceasta

a fost cultivata pe mediul nutritiv cu compozitia (g/l): glucoza — 30,0; NaNO, —1,0; KH,PO, — 1,0;
MgSO x7H,0 —1,0; CaCO, - 1,0; apa distilatd pana la 1 litru si 3 variante ale acestui mediu suplimentate
cu: extract de drojdie; extract de porumb sau melasa, timp de Szile, 6 zile si 7 zile, la temperatura de 28-

30°C, pe agitator cu 160-180r/min.
In rezultatul experientei s-a stabilit cd extractul de drojdie, extractul de porumb si melasa de sfecla

infuenteaza pozitiv asupra cresterii tulpinii 7" atrobruneum CNMN FD 25, indiferent de durata de cultivare.
Cele mai bune rezultate au fost obtinute dupa 6 zile de cultivare (Fig. 3)..

Figura 3. Acumularea biomasei la cultivarea submersa a tulpinii 7. atrobruneum CNMN FD 25 pe
diferite medii nutritive dupa 6 zile de cultivare.
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Astfel, asupra aculularii biomasei cel mai nesemnicativ a influentat mediul suplimentat cu melasa de sfecla,
dupi 6 zile de cultivare, acumularea biomasei tulpinii fiind cu 6 % mai mare decét in varianta martor. In mediul
suplimentat cu extract de porumb biomasa acumulatd a depasit martorul cu 8 %, iar cele mai bune rezultate s-au
obtinut In cazul mediului suplimentat cu extract de drojdie, acumularea biomasei depdsind martorul cu 12 %.

Solutiile de metaboliti obtinute dupa 5, 6 si 7 zile de cultivare a tulpinii Tn mediul cu extract de drojdie au
fost testate asupra fitopatogenilor: 4. alternata, B. cinerea, Scl. sclerotiorum, F. sporotrichiela, F. oxysporum

si F. solani (Fig 4).
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Figura 4. Zonele de inhibitie a fitopatogenilor sub actiunea solutiei de metaboliti ai tulpinii
Trichoderma atrobroneum in mediul suplimentat cu extract de drojdie in dependenta de durata
de cultivare.
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Tulpina 7. atrobroneum CNMN FD 25 a manifestat antagonism fatd de toti patogenii mentionati, zonele
de inhibitie fata de patogeni variaza intre 25 — 38 mm. Cel mai activ s-a manifestat tulpina dupa 6 zile de
cultivare, zonele de inhibitie fiind maxim 38 - 40 mm fatd de patogenii 4. alternata si F. oxysporum. De
asemenea o activitate sporita a manifestat tulpina fata de patogenii Scl sclerotiorum si B. cinereea cu zone
de inhibitie de pana la 35 mm, mai putin a influentat tulpina asupra patogenilor F. solani si F. sporotrichiela
cu zone de inhibitie de pand la 32 mm. Dupa a 7 zi de cultivare s-a observat o diminuare a activitatii
antifungice a tulpinii. Zonele de inhibitie in a 7 zi au atins maxime de 32 mm fata de F. solani si F.
oxysporum, iar zonele de inhibitie a patogenului S. sclerotiorum au fost nesemnificative de pand la 10 mm.

Din datele obtinute putem constata cd, tuplina Trichoderma atrobroneum cultivata submers in mediul
suplimentat cu drojdie prezintd crestere activa si o activitate antifungica sporitd fata de fitopatogeni in a 6
zi de cultivare.

Asupra cresterii si activitatii antimicrobiene a tulpinii 7. atrobruneum CNMN FD 25 influenteaza
temperatura de cultivare, astfel, in urmatoarea etapa a fost selectatd temperatura optima de cultivare. Au
fost testate 3 regimuri de temperaturd, care se considera a fi cele mai potrivite pentru cresterea tulpinilor
de fungi: 26-28; 28-30; 30-32°C. Tulpina T. atrobruneum CNMN FD 25 a fost cultivata submers in mediul
lichid cu glucoza si extract de drojdie timp de 6 zile, cu agitare continua (160-180r/min). Rezultatele sunt
prezentate in figura 5.

Figura 5. Biomasa acumulata a tulpinii Trichoderma atrobruneum CNMN FD 25 in dependenta
de temperatura de cultivare.
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S-a observant cd temperatura influenteazd consederabil asupra cresterii biomasei tulpinii de
Trichoderma atrobruneum. Asfel, biomasa maxima a fost atinsa la temperature de 28-30 T°C, biomasa
fiind de 13 g/, pe cand la temperatura 30-32°C biomasa a constituit 5 g/l. Aceasta corespunde cu datele din

42



Seria ,,Stiinte reale si ale naturii”
Stiinte biologice ISSN 1814-3237

literatura de specialitate unde se specifica ca tulpinile de Trichoderma prezinta o crestere mai abundenta
la temperaturi cuprinse intre 25-30 de grade, iar la temperaturi ridicate cresterea tulpinii incepe sa scada
considerabil [17, 18].

Asupra activitatii fungilor actioneaza nu doar compozitia mediului, durata si temperatura de cultivare,
dar si valoarea PH-ul mediul nutritiv. Pentru a selecta pH-ul optim, au fost testate valorile pH-ului mediului
nutritiv: 5,8-6,0; 6,0-6,2; 6,2-6,4; 6,4-6,6; 6,6-6,8. Rezultatele obtinute in experienta efectuata (Fig. 6) au
aratat ca, biomasa maxima s-a acumulat in varianta cu valoarea pH - ul 6,0-6,2, ceea ce corespunde datelor
din literatura de specialitate, unde se specifica ca tulpinile de 7rihoderma prefera mediul slab acid si au o
crestere mai abundenta in intervalele pH-ului 5,5-6,5 [19, 20].

Figura 6. Biomasa acumulata la cultivarea tulpinii T. atrobruneum CNMN FD 25 in dependenta
de valoarea pH-ului mediului nutritiv.
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Pentru a afla influenta pH-ului asupra activitdtii antifungice a tulpinii 7richoderma atrobruneum CNMN
FD 25, solutiile obtinute in variantele montate au fost testate asupra patogenilor luati in studiu (Fig. 7).
S-a stabilit ca tulpina Trichoderma atrobruneum are activtate maxima in mediul nutritiv cu pH-ul 5,8-6,0,
zonele de inhibitie fatd de patogeni fiind pana la 35 mm fatd de Botritys cinerea, 34 mm fatd de Alternaria
alternata, 28 mm fata de Fusarium solani. O activitate antifungica sporita s-a evidentiat si Tnh mediul cu
pH-ul 6.0-6.2, zonele de inhibitie a patogenilor: Alternaria alternata si Fsurarium oxysporum atingand
valoarea de 28-30 mm, iar a patogenilor Botritys cinereea si Fusarium solani de 22 si respectiv 27mm.

Figura 8. Diametrul zonelor de inhibitie a fitopatogenilor sub actiunea solutiilor de metaboliti ai

tulpinii T. atrobruneum CNMN FD 25, obtinute la cultivarea submersa in mediul nutritiv cu diferite
valoari ale pH-ului.
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In urma experientelor efectuate s-a evidentiat mediul cu pH-ul 6,0-6,2, avand atit o crestere mai
abundenta a biomaseli, cat si o activitate antifungica sporita.
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Concluzii

In prezent in intreaga lume exista o necesitate stringentd de a reduce utilizarea pesticidelor in favoarea
produselor biologie active. Analizand literatura de specialitate, am observat ca un agent de biocontrol
utilizat pe scara larga 1n intreaga lume sunt ciupercile din genul Trichoderma.

In rezultatul screeningului efectuat a fost selectata tulpina Trichoderma atrobruneum CNMN FD 25 ce
poseda o crestere mai abundenta si o activitate antimicrobiana ridicatd fata de un spectru larg de fitopatogeni,
deci in perspectiva ar putea fi utilizata in agricultura ca agent de biocontrol. Tulpina 7. atrobruneum CNMN
FD 25 manifesta o crestere si o activitate antimicrobiand maxima la cultivarea submersa, timp de 6 zile, in
mediul nutritiv ce contine (g/1) glucoza — 30,0; NaNO, -1,0; KH,PO,— 1,0; MgSO x7H,0 — 1,0; CaCO, —
2,0; extract de drojdii -10 gr, apa distilata pana la 1 litru, valoarea pH initial — 6,0 - 6,2.
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