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Summary. The action of the cultivation medium and some substances used as stimulators
on the productivity of the T. atrobrunneum CNMN FD 25 strain was studied. The obtained results
allow us to summarize that of all the variations of media used for the cultivation of T.
atrobrunneum, the M(GI,Z) medium proved to be the most optimal, registering a productivity of 15
g/l. T. atrobrunneum cultivated on nutrient medium M (GI, Z) has a strong antagonistic effect
against phytopathogenic fungi: Alternaria alternata, Botrytis cinerea, Fusarium solani, Fusarium
oxysporum, the diameter of the inhibition zones varied from 20 to 32 mm in relation to strain grown
on M (Gl) and M (Z) medium, supplemented with iron compounds and exometabolites of S.
cerevisiae.

Keywords: fungi, Trichoderma atrobrunneum, productivity, antifungal activity, zones of
inhibition

Introducere

Fungii alaturi de bacterii, sunt responsabili pentru descompunerea materiei organice si
eliberarea carbonului, oxigenului, azotului si fosforului in sol si atmosfera. Direct sau indirect, fungi
sunt benefici pentru om, fiind utilizati In industria alimentard, in producerea medicamentelor,
agricultura etc. Sunt bine cunoscute medicamentele minune precum penicilina obtinuta din
Penicillium notatum si fucidina (acid fusidic) - din Fusidium coccineum, utilizate in tratarea
infectiilor bacteriene.

Fungii sunt o sursd de vitamine, de ex. vitamina A, complexul de vitamine B ce se gasesc in
Saccharomyces cerevisiae si Eremothemium ashbyii. Corpurile de fructificatie ale unor ciuperci
sunt folosite ca hrana datorita continutului ridicat de proteine (21-30% din greutatea uscatd) si au o
cantitate semnificativa de lizina si minerale precum Na, Ca, K si P; vitamine precum B, C, D si K si
o cantitate foarte micd de grasimi, fiind recomandate ca alimente ideale pentru bolnavii de inima si
diabet. Multe ciuperci sunt folosite in producerea de alcool, paine, branzeturi, enzime si acizi
organici (Saccharomyces cerevisiae, Penicillium roquiforti si P. camemberti) [14, 20, 21].

Fungii sunt considerati descompozitori primari de deseuri organice, celuloza, lignine si alte
substante organice complexe (Fusarium, Chaetomium, Chitridium, Penicillium, Aspergillus etc., pot
descompune polimerii structurali precum celuloza, hemiceluloza, lipidele, proteinele, amidonul
etc.), astfel contribuind la fertilitatea solului. Mai multi fungi precum Rhizoctonia, Tricholoma,
Boletus, Phallus, Amanita etc., sunt asociate cu radacinile plantelor superioare formand relatia
simbioticd-micoriza unde partenerul fungic furnizeaza apd si minerale si, la randul lor, preiau
substante nutritive de la planta. [2, 4, 13].
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Trichoderma este unul dintre microorganismele importante din punct de vedere economic,
utilizatd eficient pe scard largad in agriculturd ca agent de control biologic Impotriva multor agenti
patogeni ai plantelor, cum ar fi virusi, bacterii, ciuperci, nematode si plante parazite superioare.
Poate produce diferiti compusi secundari, producand enzime foarte semnificative, cum ar fi
chitinaza, proteaze si B-1,3-glucanaza, inducand apdrarea plantelor, rezistenta sistemicd si
competitia puternicd si activd impotriva multor fitopatogeni. Prin urmare, este important de
subliniat capacitatea Trichodermei in controlul bolilor plantelor (asupra diferitor agenti patogeni
fungici precum Rhizoctonia solani, Pythium ultimum, Botrytis cinerea si bacterieni, ca
biofertilizant, biopesticid, utilizat Th bioremediere) avand un rol semnificativ in dezvoltarea
agriculturii durabile [1, 2, 7, 11, 16, 17].

Aplicarea Trichoderma sp. in sol nu numai ca ofera rezistenta la diferite boli fungice, dar de
asemenea, imbunatateste calitatea nutrientilor si a culturilor [3, 5, 9, 12].

In prezent cercetitorii cautd noi solutii si tehnologii inovatoare de bioremediere, iar genul
Trichoderma in acest sens prezintd o capacitate remarcabilda de a tolera si a acumula diversi
contaminanti chimici si metale grele precum Ni, Cd, Zn, Pb, As [6, 8, 10, 18, 19].

Astfel caracteristica sa antagonistd fatd de microorganismele patogene ale plantelor,
utilizarea sa in calitate de bioingrasamnt si stimulator al cresterii plantelor 1l fac mai fiabil pentru
utilizare in domeniul agriculturii determindnd cresterea randamentului atat biologic cat si economic
a culturilor prin reducerea utilizérii substantelor chimice nocive astfel, contribuind la dezvoltarea
durabila a sectorului agricol.

Materiale si metode

Tn calitate de obiect de studiu a servit tulpina Trichoderma atrobrunneum CNMN FD 25,
depozitatd si pastratd in Colectia Nationald de Microorgansime Nepatogene, Institutul de
Microbiologie si Biotehnologie, Universitatea Tehnica a Moldovei. Tulpina este pastrata in tuburi
pe medii agarizate, si cultivate pe malt agar de 6°Blg la 28°C.

Determinarea activitatii antifungice a micromicetelor din genul Trichoderma a fost
determinata prin metoda blocurilor de agar [15, 20].

Tn calitate de culturi de testare au servit fitopatogenii: Alternaria alternata, Botrytis cinerea,
Fusarium solani, Fusarium oxysporum, care provoaca mari daune si pierderi in sectorul agrar.
Toate experimentele au fost efectuate in 3 repetari. S-a efectuat calculul indicilor statistici folosind
software-ul MS Excel 2010.

Rezultate si discutii

Ne-am propus sa studiem actiunea mediului nutritiv asupra productivitatii tulpinii
Trichoderma atrobrunneum CNMN FD 25. Astfel, mediul de cultivare a fost suplimentat cu
zaharozd sau glucoza ce a servit drept sursa de carbon si compusii coordinativi: salicilatul de fier
(Fe-Sr2) — si furoatul de fier (Fe2MnO) THF 1in concentratii de 1,0; 5,0; 10,0 mg/1 precum si solutia
de exometaboliti ai tulpinii Saccharomyces cerevisiae in concentratii de 5,0 10, 20 ml/1 si solutia de
exometaboliti de S. cerevisiae cu cobalt (5 mg; 10 mg; 20 mg) - 10 ml fiecare. Tulpina a fost
cultivata timp de 6 zile, la o temperatura de 28-30°C, pe un agitator cu 160-180 r/min.

Astfel, in rezultatul cultivarii (Fig.1) T. atrobrunneum pe medii in care au fost utilizate
glucoza (Gl) sau zaharoza (Z) in calitate de sursa de carbon, compusi cu fier si exometaboliti de S.
cerevisiae a fost stabilit ca cel mai bine T. atrobruneum a crescut pe mediul M(GI,Z) (compozitia
g/l): glucoza — 20,0; zaharoza - 10; NaNOz —1,0; KH2PO4 — 1,0; MgSOsx7H20 -1,0; CaCO3 — 1,0;
apa distilata pana la 1 litru) cu o productivitate a biomasei de 15 g/l. La suplimentarea in mediul M
(Gl,2) a furoatului de fier 10 mg/l, productivitatea a crescut nesemnificativ cu 4 % (15,60 g/l). T.
atrobruneum cultivat pe mediul M si suplimentat cu salicilat de fier (1,0; 5,0; 10,0 mg/l) a obtinut o
productivitate mai joasa cu 1 - 4,4 % (14,85-14,35), iar suplimentarea Tn mediul de cultivare a
exometabolitilor de S. cerevisiae a diminuat productivitea T. atrobrunneum cu 33-54 % (7-10 g/l).

220



Productivitatea T. atrobrunneum cultivata pe mediul M (Gl) a constituit 10,7 g/l cu 28,7%
mai putin fatd de cea cultivatd pe mediul M (GLZ), iar suplimentarea cu exometaboliti de S.
cerevisiae nu a stimulat, dar din contra a inhibat cu 4 - 72 % formarea biomasei. Se poate de
mentionat ca T. atrobrunneum cultivat pe mediul M (Gl) si suplimentatd cu 1 ml exometaboliti de
S. cerevisiae (5 mg Co) a inregistrat o productivitate de 11,6 g/l, mai mult decit in cazul cultivarii
pe mediul M (Gl) cu 8,41 %.

O productivitatea foarte joasa (1,5 g/l) T. atrobrunneum a Tnregistrat-o in cazul cultivarii pe
mediul M (Z), ceea ce ne vorbeste despre rolul important al glucozei ca sursa de carbon 1n procesele
biosintetice.
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Figura 1. Productivitatea tulpinii Trichoderma atrobruneum CNMN FD 25 la cultivarea in
prezenta unor substante in calitate de stimulatori

Un alt obiectiv al cercetarii a fost studierea activitatii antifungice a tulpinii Trichoderma.
atrobrunneum CNMN FD 25 cultivatd pe mediile nutritive si suplimentate cu compusii de fier si
exometaboliti ai tulpinii Saccharomyces cerevisiae .

Tn calitate de culturi de testare au servit fungii patogeni: Alternaria alternata, Botrytis
cinerea, Fusarium solani, Fusarium oxysporum care provoaca boli si daune mari in sectorul agrar.

In rezultatul testirii s-a observat (Fig. 2) un efect antagonist pronuntat al T. atrobrunneum
cultivata pe mediul M (compozitia g/l): glucoza — 20,0; zaharoza - 10; NaNO3 —1,0; KH2PO4 — 1,0;
MgS0O4x7H20 —1,0; CaCOs — 1,0; apa distilata pana la 1 litru) in care diametrul zonelor de inhibitie
a variat de la 20 pand la 32 mm fata de toti fungi patogeni luati in testare .

Se poate de mentionat ca T. atrobrunneum cultivata pe mediul nutritiv M si suplimentat cu 1
mg/1 si respectiv 5 mg/1 de salicilat de fier a inhibat cresterea fitopatogenilor Alternaria alternata si
Botrytis cinerea (diametrul zonelor de inhibitie 20-30mm).
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Figura 2 Activitatea antifungica a Trichoderma atrobruneum CNMN FD 25 cultivata pe
mediul M (Gl, Z) si suplimentat cu solutii de exometaboliti de S.cerevisiae si
compusi ai fierului

Tn cazul suplimentarii in mediul de cultivare a furoatului de fier in concentratii de 1 si 5 mg/I
s-a observat o activitate antifungica slaba fata de fitopatogenii luati in testare sau chiar deloc. O
activitate mai vadita s-a obervat fata de Alternaria alternata, diametrul zonelor de inhibitie de 15-
17 mm. De asemenea suplimentarea mediului de cultivare a T. atrobrunneum CNMN FD 25 cu
exometaboliti de S. cerevisiae nu a prezentat rezultate semnificative asupra actiunii antifungice,
diametrul zonelor de inhibitie nu au depasit valorile de 15-20 mm, fata de Alternaria alternata si
Botrytis cinerea, iar dezvoltarea si cresterea fungilor patogeni Fusarium solani si Fusarium
oXysporum nu a fost inhibata.
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Figura 3 Activitatea antifungica a Trichoderma atrobruneum CNMN FD 25 cultivati pe
mediul M (Gl,) si suplimentat cu solutii de exometaboliti de S.cerevisiae

La cultivarea pe mediul M (GI) cu urmatoarea compozitie (g/1): glucoza — 30,0; NaNO3 —
1,0; KH2PO4 — 1,0; MgSO4x7H20 — 1,0; CaCOs — 2,0; apa distilata pana la 1 litru, a Trichodermei
atrobruneum CNMN FD 25 (Fig. 3) s-a dovedit a avea o activitate antifungica vadita, diametru
zonelor de inhibitie variind de la 17 - 27 mm asupra culturilor de fitopatogeni luate in testare, in
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timp ce tulpina crescutda pe mediul M (GI) suplimentata cu solutie de exametaboliti de S. cerevisiae
in diferite variante a prezentat valori mai diminuate fatd de martor sau nu au inhibat deloc cresterea
si dezvoltarea fitopatogenilor (B.cinerea si F. oxysporum).
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Figura 4. Activitatea antifungica a Trichoderma atrobruneum CNMN FD 25 cultivata pe
mediul M (Z)si suplimentat cu solutii de exometaboliti de S. cerevisiae

A fost testata si activitatea antifungica a Trichoderma atrobrunneum cultivata pe mediul M
(Z) care contine zaharoza in calitate de sursa de carbon cu urmatoarea compozitie (g/l): zaharoza —
30,0; NaNO3 —1,0; KH2PO4 — 1,0; MgSO4x7H20 — 1,0; CaCOs — 2,0; apa distilata pana la 1 L, si
suplimentat de asemenea cu solutie de exometaboliti de S. cerevisiae. Datele prezentate in Fig. 4 ne
arata prezenta activitatii antifungice semnificative, mai ales in cazul suplimentarii in mediul M (Z) a
1,0 ml de exometaboliti de S. cerevisiae, unde dimaterul zonelor de inhibitie a fost de 25 mm fata
de Alternaria alternata si 15 mm fata de B.cinerea, demonstrind efectul anatagonist asupra
fitopatogenilor luati in studiu de catre exometabolitii elaborati de T.atrobrunneum in asociere cu
exometaboliti de S. cerevisiae. De asemenea in cazul suplimentarii in mediul M (Z) a 2,0 ml de
exometaboliti de S. cerevisiae au fost inregistrate zone de inhibitie a cresterii fitopatogenilor de 20-
25 mm fatd de Alternaria alternata, Botrytis cinerea si Fusarium oxysporum. Este important sd
subliniem ca, suplimentarea in mediul M (Z) de cultivare a T. atrobrunneum a 1,0 ml de
exometaboliti de S. cerevisiae ce contine 10 mg de cobalt a prezentat un efect antagonist puternic
asupra fitopatogenilor: Alternaria alternata (o zonei de inhibitie — 24 - 25 mm), Fusarium
oxysporum (o zonei de inhibitie — 25 - 28 mm) etc.

Concluzii

Rezultatele obtinute permit a rezuma ca din toate variatille de medii utilizate pentru
cultivarea Trichoderma atrobrunneum, mediul M(GI,Z) s-a dovedit a fi cel mai optim,
nregistrindu-se o productivitate de 15 g/l. Trichoderma atrobrunneum cultivata pe mediul nutritiv
M (Gl, Z) poseda un efect antagonist puternic fata fungii fitopatogeni: Alternaria alternata, Botrytis
cinerea, Fusarium solani, Fusarium oxysporum, diametrul zonelor de inhibitie a variat de la 20
pana la 32 mm in raport cu tulpina cultivatd pe mediul M (Gl) si M (Z), suplimentat cu compusii
fierului si exometaboliti ai Saccharomyces cerevisiae.

Nota. Lucrarea a fost realizatd in baza proiectului: 020101 InBioS - Solutii biotehnologice
inovative pentru agricultura, medicind si protectia mediului. Nu exista niciun conflict de interese
real sau potential in legatura cu acest articol.
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