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Summary. Fungal infections in agriculture lead to a significant decrease in crop yield, and
their control can be carried out chemically or biologically. The biological way is more effective. In
this study, the effectiveness of in vitro biological control against the fungal pathogens: A. alternata,
B. cinerea, F. oxysporum and F. solani was evaluated, using Trichoderma atrobruneum CNMN FD
25 and Trichoderma longibrachiatum CNMN FD 27 strains as biological control agents. The
obtained results demonstrated a high sensitivity of the metabolite solutions of Trichoderma strains
to the tested phytopathogens, significantly reducing their growth. Therefore the strains T.
atrobruneum CNMN FD 25 and T. longibrachiatum CNMN FD 27 can be used as biological
control agents of crops.
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Introducere

Utilizarea produselor de origine chimica (pesticide, insecticide s.a) au dus la degradarea
mediului si a poluarii apelor. Astfel, acum se cauta metode alternative produselor chimice pentru a
proteja si a stimula cresterea plantelor si a obtine recolte bogate fara a dauna mediului. O sursa
inepuizabild de obtinere a produselor biologice de interes agricol sunt microorganismele, care
contribuie atat la stimularea cresterii plantelor cat si ca protectie impotriva bolilor si daunatorilor.
Metodele biologice de protectie a plantelor folosind antagonismului dintre microorganismele din sol
este foarte benefic, deoarece nu duce la denaturarea mediului. Antagonismul microorganismelor
fatd de agenti patogeni constd in mai multe mecanisme, inclusiv competitia pentru spatiu si
nutrienti, micoparazitismul, secretia de compusi cu activitate antifungica precum antibiotice sau
toxine ucigase, inducerea rezistentei la plante, precum si producerea de compusi volatili care pot
juca un rol important in biocontrol. Utilizarea preparatelor obtinute pe baza microrganismelor poate
contribui nu numai la inhibarea cresterii agentilor patogeni, ci si la imbunatatirea calitatii culturilor
si proprietatile solului, crescand astfel nivelul productiei de alimente [8, 10]. Printre cele mai des
utilizate microorganizme in producerea substantelor biologice de interes agricol sunt fungii din
genul Trichoderma. Astfel, tulpinile din genul Trichoderma contribuie la stimularea cresterii si
modularea diferitor functii ale plantelor, totodatd asigurd protectie plantelor fatd de diferiti
fitopatogeni si daunatori [6, 7, 9]. Trichoderma este un gen de ciuperci ascomicete cosmopolit si
oportunist, care include specii care sunt de interes pentru agricultura ca agenti de control biologic
direct al fitopatogenilor. In colonizarea plantelor, pe ridicini sau ca endofit, Trichoderma a
dezvoltat capacitatea de a comunica cu planta si de a produce numeroase beneficii cu mai multe
fatete gazdei sale [11].

Din punct de vedere aplicativ, stabilirea unor tehnologii de aplicare diversificate pentru
Trichoderma este o directie importanta de dezvoltare pentru rolul sau in dezvoltarea durabila a
agriculturii. Trichoderma este genul unei ciuperci cosmopolite, comuna in diferite tipuri de medii
sau agroecosisteme. Are proprietdti diferite care 1i confera calitati si functii benefice, motiv pentru
care 1 se ofera diferite utilizari, de exemplu, ca agent de biocontrol in controlul diferitelor boli
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fungice si nematode ale plantelor, prin rezistenta sistemicd indusda sau directd, ca stimulent al
cresterii plantelor, imbundtatind absorbtia apei si a nutrientilor si producand fitohormoni, ca
bioremediator [3, 4]

Mecanismele de actiune a tulpinilor de Trichoderma asupra patogenilor sunt diferite, pot
interactiona direct cu planta, promovand cresterea si oferind culturilor rezistenta la fungii pathogen,
pot ataca ciupercile fitopatogenice. Trichoderma poate ucide direct agentii patogeni fungici ai
plantelor prin antibiozd, precum si prin strategiile de micoparazitism. moleculele produse de
microorganisme, inclusiv fungii din genul Trichoderma, pot fi identificate pentru a imuniza plantele
impotriva bolilor. la combaterea bolilor si a efectelor negative asupra mediului [5, 10]. Trichoderma
spp. este folosita in principal pentru a controla bolile transmise de sol, precum si unele boli ale
frunzelor si paniculelor diferitelor plante. Trichoderma spp. de asemenea, se comporta ca un agent
de control biologic sigur, ieftin, eficient, ecologic pentru diferite specii de culturi [1, 2, 12, 13, 15 ].

Materiale si metode

In calitate de obiect de studiu au fost luate tulpinile fingice Trichoderma atrobruneum
CNMN FD 25 si Trichoderma longibrachiatum CNMN FD 27, care au fost testate dupa
proprietatile antimicrobiene fata de fitopatogenii: Alternaria alternata, Botritys cinerea, Fusarium
solani, Fusarium oxysporum. Tulpinile de fungi au fost cultivate pe mediul mal - agar. Activitatea
antifungica a fost determinatd dupd metoda difuziei metabolitilot in mediul agrizat (din blocul cu
Trichoderma in agarul infectat cu fitopatogen) [14]. Diametrul zonei de inhibitie a cresterii
patogenului a fost masurat dupa 4 zile de incubare la 28-30°C.

In etapa urmaitoare tulpinile de Trichoderma au fot cultivate in medii lichide cu compozitia
gr/l: Trichoderma atrobruneum CNMN FD 25 - extract de drojdii 10,0; glucoza - 30,0; KH2PO4 -
1,0; MgSO4x7H20 - 1,0; NaNO3 - 1,0; apa potabila pina la 1 litru; pH 6,0 -6,2, iar Trichoderma
longibrachiatum CNMN FD 27 - extract de porumb - 10,0; glucoza - 30,0; KH2POs - 1,0;
MgSOsx7H20 - 1,0; NaNOz - 1,0; CaCOs - 1,0 apa potabilda pana la 1 litru; pH 6,0 — 6,2 la
temperatura de 28-30°C, timp de 6 zile cu agitare continua (160-180 r/min). Solutia de metaboliti a
fost separata de biomasa prin filtrare. Au fost testate asupra fitopatogenilor solutiile de metaboliti ai
tulpinilor de Trichoderma in raport de 1:100; 1:200; 1:300; 1:400 (sol. metaboliti/apa distilata). Tn
cutiile inoculate cu fitopatogeni au fost facute godeuri cu diametrul de 8 mm in care au fost
introduce cate 0,1ml solutie de metaboliti a tulpinilor de Trichoderma.

Rezultate si discutii
Tulpinile de Trichoderma sunt cunoscute ca antagoniste fatd de un spectru larg de
fitopatogeni, care provoaca daune semnificative plantelor de cultura.
Testarea proprietatilor antifungice a tulpinilor Trichoderma atrobruneum CNMN FD 25 si
Trichoderma longibrachiatum CNMN FD 27 fatd de fitopatogrnii. A. alernata, B. cinerea, F.
solani, F. oxysporum a demonstrat o sensibilitate inalta fata de acestea (Fig. 1).
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Figura 1. Zonele de inhibitie a fitopatogenilor sub actiunea metabolitilot de Trichoderma
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Zonele de inhibitie a fitopatogenilor mentionati sub actiunea metabolitilor tulpinii
Trichoderma atrobruneum CNMN FD 25 variaza in limitele 32 mm (fata de F. solani) - 36 mm
(fata de A. alternata). Activitatea antifungica a tulpinii Trichoderma longibrachiatum CNMN FD
27 a fost de asemenea inalta, zonele de inhibitie a fipopatogenilor variind de la 30 mm (fata de F.
solani si F.oxysporum) pina la 35,5 mm (fata de B. cinerea).

In agriculturd preparatele pe baza de Trichoderma sunt aplicate in forma solida sau lichida.
Pentru a obtine solutii de metaboliti ai tulpinilor de Trichoderma la urméitoarea etapa tulpinile
Trichoderma atrobruneum CNMN FD 25 si Trichoderma longibrachiatum CNMN FD 27 au fost
cultivate submers in medii lichide, timp de 6 zile la temperatura 28-30°C, iar solutia de metaboliti
obtinutd dupa separarea de biomasa in raport de 1:100; 1:200; 1:300; 1:400, cu apa distilata, a fost
testata asupra fungilor patogeni luati in studiu. Astfel, in cutiile Petri inoculate cu fitopatogeni au
fost facute godeuri cu diametrul de 8 mm 1n care a fost introdus cite 0,1ml solutie de metaboliti.

Zonele de inhibitie a fitopatogenilor testati sub actiunea solutiilor de metaboliti ai tulpinii
Trichoderma atrobruneum CNMN FD 25 sunt prezentate in Tab. 1 si Fig. 2. Astfel, rezultatele
prezentate demonstreaza o sensibilitate inalta a solutiei de metaboliti fatd de fitopatogenii testati in
toate concentratiile studiate. Zonele de inhibitie a fitopatogenilor testati variind de la 28 mm (conc.
1:100) pina la 17,5 (cons 1:400), ceia ce denota ca proprietatile antifungice a tulpinii Trichoderma
atriobruneum CNMN sunt forte Tnalte. Solutia de metaboliti chiar si in concentratii mici (1:400) a
demonstrat zone de inhibitie a tuturor fitopatogenilor ce variaza in limitele 17,5 - 22,0 mm, deci
poate fi utilizatd la combaterea fitopatogenilor testati.

Tabelul 1
Activitatea antifungala a diferitor concentratii a solutiei de metaboliti a tulpinii de fungi
Trihoderma atrobruneum fata de unii fungi fitopatogeni

Dilutia solutiei Diametrul zonelor de inhibitie a fitopatogenilor, mm
de metaboliti B. cinereea Alt. alternata F. oxysporum F. solani
1:100 28,0+25 28,0+1.0 320+£20 29,0+£1,0
1:200 26,0+1,2 260 £1.1 28,015 240%3,0
1:300 25,0+20 225+25 24010 20,0 £15
1:400 20,7+25 175+£25 22,0+1,0 20,0+1,0

Figura 2. Actiunea solutie de metaboliti ai tulpinii Trichoderma atrobruneum CNMN FD 25 in
dependenti de concentratia utilizata asupra fitopatogenilor:
a — Fusarium solani; b — Botritys cinerea
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In variantele experimentale cu utilizarea solutie de metaboliti ai tulpinii Trichoderma
longibrachiatum CNMN FD 27 (Tab. 2, Fig. 3), indiferent de concentratia utilizata, a fost
inregistratd o inhibitie totald a fitopatogenului Alternaria alternata. Zonele de inhibitie a celorlalte
tulpini fitopatogene au variat in dependentd de concentratia solutiei de metaboliti utilizata. In
variantele cu concentratia solutie de metaboliti 1:100 zonele de inhibitie au variat in limitele 26,8
mm (fata de F. solani) si 29,0 mm (fata de A. alternata), iar in variantele cu concentratia de 1:400
zonele de inhibitie maximale de 18,0 mm au fost inregistrate fatd de F.solani si minimale de 16,0
mm fatd de F.oxysporum, iar fata de Alternaria alternata zonele au constituit 17,5 mm.

Tabelul 2
Activitatea antifungala a solutie de metaboliti ai tulpinii Trichoderma longibrachiatum
CNMN FD 27 fata de fitopatogeni

Dilutia solutiei Diametrul zonelor de inhibitie a fitopatogenilor, mm
de metaboliti B. cinereea Alt. alternata F. oxysporum F. solani
1:100 Inhibat total 290+10 28,0 +1,0 26,8 £25
1:200 Inhibat total 235+3,0 242+18 26,7+23
1:300 Inhibat total 23,015 205+15 220 £1,0
1:400 Inhibat total 175+15 16,0+ 25 18,0 £2,0

Figura 3. Actiunea solutie de metaboliti ai tulpinii Trichoderma longibrachiatum SNMN FD 27
Tn dependenti de concentratia utilizata asupra fitopatogenilor:
a — Fusarium solani; b — Botritys cinerea

Astfel, rezultatele prezentate in Tab. 2 si Fig. 3 denotd o sensibilitate inalta a solutiei de
metaboliti ai tulpinii Trichoderma longibrachiatum CNMN FD 27 fata de toti fitopatogenii testati
indiferent de concentratia utilizata.

Concluzii

La ora actuala, cea mai perspectiva si ecologica metoda de stimulare a cresterii plantelor de
culturd si protectie fata de boli si daunatori este utilizarea preparatelor microbiene obtinute pe baza
de microorganisme. Datoritd mecanismului sau de control biologic, tulpinile de Trichoderma spp.
sunt aplicate pe larg in agricultura pentru stimularea si protectia plantelor de cultura, avand totodata
un rol important in stabilirea ecosistemul, dar si in promovarea agriculturii durabile

Rezultatele obtinute in acest studiu au demonstrat ca, tulpinile Trichoderma atrobruneum
CNMN FD 25 si Trichoderma longibrachiatum CNMN FD 27 poseda sensibilitate inalta fata de
fitopatogenii: A4. alternata, B. cinerea, F. oxysporum si F. solani, care provoacid daune mari
sectorului agricol. Deci, aceste tulpini de Trichoderma pot fi considerate ca potentiali producétori
de sunstante antifungice eficiente pentru combaterea fitopatogenilor mentionati.
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biotehnologice inovative pentru agricultura, medicina si protectia mediului.
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