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Capitolul 1 

Importanța și istoricul cercetărilor în domeniu 

 

Pesticidele, inclusiv fungicidele, au făcut obiectul unor critici substanțiale în ultimii 

ani din cauza efectelor adverse asupra mediului înconjurător cu consecințe grave pentru 

sănătatea omului și a altor organisme non-țintă. Prin urmare, dezvoltarea unor metode de 

combatere alternative, mai sigure și „prietenoase” față de mediul înconjurător, a devenit o 

prioritate absolută. În acest context, combaterea biologică a dăunătorilor devine o ramură 

importantă a agriculturii. 

Genul Trichoderma spp. a fost introdus în literatura micologică de Christian Hendrik 

Peerson (1794). Anumiți membri ai genului Trichoderma spp. au diferite caracteristici 

benefice și sunt utilizați ca surse pentru o gamă de enzime hidrolitice cu importanță 

industrială sau ca agenți de biocontrol față de ciupercile fitopatogene ale plantelor (Harman și 

Björkman, 1998; Howell, 2003; Harman și colab., 2004; Howell, 2007; Kumar și colab., 

2008; Viterbo și Horwitz, 2010; Hermosa și colab., 2012; Seiboth și colab., 2012). Totodată, 

alte specii pot provoca chiar infecții letale la om, în special la pacienții cu imunodeficiență 

(Summerbell, 2003; Kredics și colab., 2011; Hatvani și colab., 2013) sau sunt agenții cauzali 

ai mucegaiului verde la ciupercile cultivate (Samuels și colab., 2002; Park și colab., 2006; 

Hatvani și colab., 2007; Komon-Zelazowska și colab., 2007). 

Din cauza multiplelor utilizări ale speciilor de Trichoderma spp., identificarea 

corectă a izolatelor este esențială la toate grupele menționate mai sus. În trecut, au fost 

identificate specii de Trichoderma spp. exclusiv pe baza caracteristicilor morfologice 

(Summerbell, 2003; Gams și Bissett, 1998). 

Totuși, identificarea pe baza caracterelor morfologice este dificilă și necesită o 

expertiză, putând duce cu ușurință la rezultate eronate. Prin urmare, aplicarea de tehnici 

biochimice și moleculare este recomandată pentru a confirma identificarea la nivel de specie 

ale izolatelor de Trichoderma spp. 

Anumite tehnici moleculare, cum ar fi amprentarea ADN (Arisan-Atac și colab., 

1995) sau analiza secvenței de ADN ribozomal a regiunii ITS (Internal Transcribed Spacer) 

[ITS 1 – între genele pentru ARNr 18S și 5,8S și ITS 2 – între genele pentru ARNr 5,8S și 28S 

(25S la plante)], precum și a fragmentelor de gene care codifică factorul de elongare 1-α 

(translation elongation factor 1 – tef1), endochitinaza (chi18-5, cunoscută anterior ca ech42), 
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subunitatea II a ARN polimerazei (rpb2), calmodulina 1 (cal1) (Kullnig-Gradinger și colab., 

2002; Druzhinina și colab., 2008) sunt adecvate pentru a da un diagnostic precis, eliminându-

se astfel problemele de morfologie în identificarea speciilor. 

Pentru identificarea speciilor de Trichoderma / Hypocrea cu ajutorul tehnicii de DNA 

barcoding, Druzhinina și colab. (2005) au introdus prima bază de date online, TrichOKey, 

folosind coduri de bare oligonucleotidice, disponibile pe site-ul Subcomisiei Internaționale de 

Taxonomie privind Trichoderma și Hypocrea (http://www.trichoderma.info). Numeroase 

tulpini de Trichoderma aparținând diferitelor specii au fost descoperite ca potențiali agenți de 

biocontrol ai dăunătorilor agricoli.  

Baza structurală a peretelui celular al fungilor este compusă din chitină, un 

homopolimer format din unități de N-acetil-glucozamină cu legături glicozidice β1→4 și 

β1→3. Deși chitina este localizată la interiorul peretelui celular, adică adiacent membranei 

plasmatice, degradarea acesteia pare a fi un aspect vital în interacțiunile fungilor cu plantele. 

Chitinazele sunt secretate de plante în cadrul răspunsului de apărare contra fungilor 

patogeni (Huub și colab., 1991; van Loon și colab., 1998; Datta și Muthukrishnan, 1999; 

Leubner-Metzger și Meins Jr., 1999; van Loon și van Strien, 1999). Chito-oligozaharidele, 

eliberate în acest mod din peretele celular al fungilor, pot la rândul lor activa răspunsul de 

apărare contra fungilor în plante.  

Implicarea chitinazelor în atacul micoparazitic este un mecanism important care a 

fost tema multor cercetări. S-a descoperit că o serie de gene pentru chitinaze sunt puternic 

induse în micoparazitism, de exemplu, ech42, chit33 și chit36 (Carsolio și colab., 1994; Mach 

și colab., 1999; Zeilinger și colab., 1999; de las Mercedes Dana și colab., 2001; Viterbo și 

colab., 2002). De asemenea, s-a arătat că N-acetil-glucozaminidaza Nag1 este puternic indusă 

în micoparazitism (Mach și colab., 1999; Zeilinger și colab., 1999).  

Stimularea creșterii de către tulpinile de Trichoderma spp. a fost observată la un 

număr mare de grupuri diferite de plante, inclusiv legume, culturi de câmp, plante 

ornamentale și culturile forestiere. O mare parte din cercetările realizate până acum s-au axat 

pe culturile de legume de seră, de exemplu: castraveți (Cucumis sativus), fasole (Phaseolus 

vulgaris), vinete (Solanum melongena), salată verde (Lactuca sativa), mazăre (Pisum 

sativum), ridichi (Raphanus sativus), ardei (Capsicum annuum) și roșii (Solanum 

lycopersicum) (Chang și colab., 1986; Paulitz și colab., 1986; Baker, 1988; Lynch și colab., 

1991; Kleifeld și Chet, 1992; Ousley și colab., 1993; 1994a; 1994b; El-Mohamedy și El-
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Baky, 2008). Răsadurile tratate cu Trichoderma spp. au fost mai bine dezvoltate, mai 

viguroase și au avut un conținut de clorofilă mai mare. 

Stimularea creșterii plantelor a fost asociată cu tulpinile următoarelor specii de 

Trichoderma spp. raportate pentru a stimula creșterea plantelor: T. longipile și T. tomentosum 

(Rabeendran și colab., 2000), T. harzianum (Chang și colab., 1986; Inbar și colab., 1994; 

Perveen și Bokhari, 2012), T. viride (Ousley și colab., 1993; 1994b; Perveen și Bokhari, 

2012), T. koningii (Windham și colab., 1986; Samuels și colab., 2006), T. asperellum (Li și 

colab., 2018), T. atroviride (Colla și colab., 2015) și T. stromaticum (De Souza și colab., 

2008). 

Cu toate acestea, în cadrul unei singure specii de Trichoderma spp., nu toate izolatele 

sunt capabile de a stimula creșterea plantelor. De exemplu, diferitele tulpini de Trichoderma 

harzianum sau T. viride au dat diferite efecte de stimulare a creșterii pe mai multe plante 

gazdă (Ousley și colab., 1993, 1994b). 

 

1.2. Scopul și obiectivele tezei de doctorat 

 

➢ Identificarea moleculară a tulpinilor de Trichoderma spp. pe baza secvențelor 

ITS și eEF1a1 

➢ Studiul antagonismului dintre Trichoderma spp. și diferite ciuperci 

fitopatogene din genul Fusarium 

➢ Screening-ul unor tulpini de Trichoderma spp. pentru producerea de enzime 

hidrolitice 

➢ Evaluarea exprimării genelor responsabile de activitatea chitinazelor în cultura 

de tomate 

➢ Stimularea creșterii plantelor de tomate cu ajutorul unor tulpini de 

Trichoderma spp. în prezența și în absența infecței cu Fusarium oxysporum f. sp. radicis-

lycopersici 
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1.3. Structura tezei 

 

Teza este structurată în două părţi: studiu din literatură (Capitolul 1) şi partea de 

contribuţii personale formată din 3 capitole (Capitolul 2 – Capitolul 4), fiecare capitol 

reprezentând unul din obiectivele tezei. 

Fiecare capitol din cea de a doua parte a tezei cuprinde: 

- o introducere pe tematica analizată; 

- materiale şi metode utilizate în cadrul studiului; 

- rezultate şi discuţii; 

Concluziile sunt formulate într-un capitol separat (Capitolul 5). 

Lista completă de referinţe este prezentată la sfârşitul tezei. 
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Capitolul 2 

Cercetări privind evaluarea și selecția tulpinilor de 

Trichoderma spp. utilizate în combaterea biologică a 

ciupercii fitopatogene Fusarium oxysporum f. sp. radicis-

lycopersici 
 

2.1 Identificarea moleculară a izolatelor de Trichoderma spp. 

 

Cele șase tulpini de Trichoderma spp. colectate în vederea selectării ca agenți de 

combatere biologică sau stimulator de creștere al plantelor, au fost identificate la nivel de 

specie (Samuels și colab., 2009; Chaverri și colab., 2015). Pentru aceasta au fost obținute 

secvențele ITS 1, ITS 2 și eEF1a1, pentru toate tulpinile selectate. 

Secvențele FASTA au fost analizate cu ajutorul TrichOKey 2.0 (Druzhinina și 

Kubicek, 2005; Druzhinina și colab., 2005; Druzhinina și Kopchinskiy, 2006) și 

TrichoBLAST (Kopchinskiy și colab., 2005), instrumente disponibile online la 

http://www.trichoderma.info.  

Figura 2.1. Alinierea și analiza secvențelor ITS și eEF1a1 realizate cu ajutorul BioEdit, TrichOKey 

v2.0 și TrichoBLAST (http://www.trichoderma.info). 
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Analiza secvenței regiunilor ITS 1 și ITS 2 și a genei eEF1a1 a permis identificarea 

tulpinilor care aparțin la două specii: Trichoderma asperellum și Trichoderma 

longibrachiatum.  

O analiză filogenetică a secvențelor eEF1a1, corespunzătoare celor șase tulpini, a 

fost efectuată utilizând pachetul MEGA6 (Molecular Evolutionary Genetics Analysis version 

6.0) prin metoda UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic mean) (Fig. 2.2). 

 

Figura 2.2. Arborele filogenetic al tulpinilor de Trichoderma spp. pe baza secvențelor eEF1a1 realizat 

prin UPGMA; Bootstrap 200. 
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2.2. Interrelații in vitro dintre Trichoderma spp. și diferite ciuperci 

fitopatogene, exprimate prin coeficientul X 
 

Pentru aprecierea gradului de antagonism prin metoda culturilor duble a fost testată 

pe mediul CGA comportarea tulpinilor de Trichoderma spp. faţă de trei tulpini de Fusarium 

(Fusarium oxysporum f. sp. radicis-lycopersici, Fusarium tricinctum, Fusarium solani). 

Rezultatele obţinute sunt prezentate mai jos (Fig. 2.3). 

 

 

 

Figura 2.3. Antagonismul dintre șase tulpini de Trichoderma spp. şi trei specii de ciuperci 

fitopatogene din genul Fusarium. 
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Figura 2.4. Testarea capacității antagoniste a tulpinilor de Trichoderma spp. prin metoda culturilor 

duble (Jouan,1964). 
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Valoarea coeficientului X calculată pentru Fusarium oxysporum f. sp. radicis-

lycopersici este cuprinsă între 0,19 și 0,32 (la 8 zile). Faţă de Fusarium tricinctum, valorile 

coeficientului X au variat între 0,19 şi 0,26 (la 8 zile). Pentru ciuperca fitopatogenă Fusarium 

solani, valoarea coeficientului X a variat între 0,11 și 0,60 (după 8 zile). Aceste rezultate 

încadrează izolatele de Trichoderma spp. în clasa de antagonism (valoarea coeficientului X 

<1). 

Rezultatele obținute evidenţiază caracterul antagonist al celor șase tulpini de 

Trichoderma spp., luate în studiu de noi, faţă de toate cele trei izolate supuse testărilor. 

Mecanismul de acţiune al tulpinilor de Trichoderma spp. faţă de ciupercile 

fitopatogene se explică prin capacitatea ridicată de sporulare şi competitia pentru spaţiu şi 

hrană care a inhibat dezvoltarea coloniilor de Fusarium oxysporum f. sp. radicis-lycopersici, 

Fusarium tricinctum și Fusarium solani utilizate în experimentele noastre. 

Numeroase cercetări au evidențiat complexitatea mecanismelor de acţiune ale 

izolatelor genului Trichoderma: antagonism (inhibă creşterea miceliană a patogenului); 

competiţia pentru hrană şi spaţiu (sporii eliberaţi cresc mai repede decât sporii ciupercilor 

patogene şi le inhibă dezvoltarea prin colonizarea acestora) şi rezistenţă indusă la plante 

(Harman, 2006; Rojan şi colab., 2010). 

 

2.3. Screening-ul unor tulpini de Trichoderma spp. pentru producerea de 

enzime hidrolitice 
 

 Toate cele șase tulpini de Trichoderma au fost examinate calitativ pentru producerea 

de enzime extracelulare prin metoda culturii pe mediu specific. Rezultatele noastre arată că 

toate tulpinile de Trichoderma studiate produc enzime litice, nivelul de producție al acestor 

enzime variind în funcție de tulpină. 

Pentru determinarea activității chitinolitice s-a folosit metoda evidențierii pe mediu 

(Agrawal și Kotasthane, 2012), care se bazează pe formarea unei zone de culoare roșu-violet 

în jurul coloniei de fungi.  

Tulpinile Td50, al12 și Tk20 prezintă o zonă colorată în roșu mai mare ca diametru 

comparativ cu tulpinile Td85, Tk14 și Tk25. Aceste tulpini au activitate chitinazică mai mare 

față de tulpinile Td85, Tk14 și Tk25 care au o activitate chitinazică mai scazută (Fig. 2.5). 
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Figura 2.5. Evaluarea tulpinilor de Trichoderma pentru producerea de chitinaze pe mediu cu chitină 

coloidală. 
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Capitolul 3 

Studiul activității chitinazice a diferitelor tulpini de 

Trichoderma spp. în prezența infecției cu Fusarium 

oxysporum f. sp. radicis-lycopersici 
 

3.1 Evaluarea activității chitinazice a tulpinilor de Trichoderma spp. 

 

Rezultatele prezentate mai jos (Fig. 3.1) confirmă faptul că tulpinile de Trichoderma 

spp. luate în studiu prezintă activitate chitinazică, aceasta variind în funcție de tulpină şi de 

specie. 

 

Figura 3.1. Variaţia activităţii enzimatice a chitinazei 26 la cele șase tulpini de Trichoderma spp., pe 

parcursul a 120 h. 
 

Se observă creşterea activităţii enzimatice a chitinazei pentru tulpinile Td85, al12, 
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publicate de Parmar și colab. (2015) care au observat o creştere a activităţii chitinazice după 

48 h, 72 h şi 96 h de incubare, variind între 5,62 U/mg şi 8,9 U/mg. Trebuie menționat că 
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incubare (Fig. 3.1). 
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- Tk14 cu 300,6 µmol NAG ml–1 min–1 şi 
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- Tk20 cu o activitate de 287,8 µmol NAG ml–1 min–1. 

Tulpinile studiate de noi au fost selectate pe baza metodei calitative de evidenţiere a 

producerii chitinazei, pe un mediu agarizat specific (Agrawal și Kotasthane, 2012). Dintre 

tulpinile studiate (Petrișor și colab., 2015), Td50, al12 și Tk20 au activitate chitinazică mai 

mare comparativ cu tulpinile Td85, Tk14 și Tk25, prin metoda evidenţierii pe placă. Totuşi, 

aceste rezultate calitative sunt uşor diferite faţă de cele cantitative obţinute cu metoda 

spectrofotometrică. De asemenea, şi Agrawal si Kotasthane (2012) au observat că activitatea 

chitinazică evidenţiată pe mediu nu este întotdeauna corelată cu activitatea chitinazică 

cuantificată spectrofotometric. Ei au constatat că izolatele cu activitate scăzută şi foarte 

scăzută în mediu agarizat prezintă o activitate medie sau mare la determinarea cantitativă 

spectrofotometrică. Aceasta s-ar putea datora, probabil, timpului de incubare diferit la cele 

două metode. 

3.2 Evaluarea exprimării genelor responsabile de activitatea chitinazelor în 

cultura de tomate 

Nivelul de exprimare al genei chit26 a fost determinat prin comparaţie cu o genă 

control („house-keeping gene”) (EF1α) al cărei nivel de exprimare nu depinde de tratamentul 

cu Trichoderma spp. Valorile medii Ct pentru fiecare variantă experimentală (maximum 12 

valori) au fost folosite pentru a calcula nivelul de exprimare al genei testate (expression fold) 

prin algoritmul ΔΔCt (Livak și Schmittgen, 2001). 

Prezența produșilor de reacție specifici a fost verificată prin analiza curbei de topire 

pentru fiecare reacție. În Figura 3.2 sunt prezentate exemple de curbe de topire rezultate 

pentru ambele gene (chit și eEF1a1). 

Figura 3.2. Analiza curbei de topire pune în evidență prezența unui singur produs de reacție cu Tm 

specifică pentru fiecare set de amorse (chit - stânga, eEF1a1 - dreapta). 
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La tulpinile al12, Tk14 și Tk20, exprimarea chitinazei 26 este semnificativ 

amplificată în prezența FORL. În cazul tulpinilor Td50 și Td85, exprimarea chitinazei 26 nu 

este semnificativ influențată de prezența FORL. În mod excepțional, exprimarea chitinazei 26 

este inhibată la tulpina Tk25 în prezența FORL (Fig. 3.3). 

Nivelul ridicat de exprimare al chitinazei la tulpinile a12, Tk14 și Tk20 este în 

concordanță cu activitatea chitinazică crescută, determinată anterior. În ceea ce privește 

celelalte tupini care prezintă activitate chitinazică, dar fără o creștere semnificativă a nivelului 

de exprimare a chitinazei 26, o explicație plauzibilă este că activitatea enzimatică se datorează 

altor chitinaze codificate de gene care nu au făcut obiectul prezentei analize. 

 
Figura 3.3. Variația nivelului de exprimare (expression fold) a genei pentru chitinaza 26, raportat la 

martor, în prezența sau absența FORL. 
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Capitolul 4 

Stimularea creșterii plantelor de tomate cu ajutorul 

diferitelor tulpini de Trichoderma în prezența și în absența 

infecției cu Fusarium oxysporum f .sp. radicis-lycopersici 
 

 

Tratamentul plantelor de tomate cu diferite tulpini de Trichoderma spp. a avut un 

efect benefic asupra creșterii si dezvoltării acestora atât în absența agentului patogen (FORL), 

cât și în prezența acestuia, ducând la întârzierea apariției simptomelor de îmbolnăvire. 

În prezența FORL în sol, toate cele șase tulpini de Trichoderma spp. folosite au fost 

capabile să intensifice procentul de răsărire a tomatelor cu 60%. În prezența patogenului 

singur, numai 20% din plante au răsărit. Efectul tulpinilor de Trichoderma spp. (Td85, al12, 

Tk14 și Tk20) asupra plantelor de tomate a fost confirmat acolo unde semințele au fost 

inoculate numai cu tulpinile benefice, ceea ce a permis obținerea unei răsăriri semnificativ 

mai mari. 

Tulpinile de Trichoderma spp. folosite în acest experiment au scăzut severitatea bolii 

produse de FORL, prin comparație cu martorul în care agentul de biocontrol nu a fost 

adăugat. Rezultatele studiilor efectuate în seră indică reducerea simptomelor bolii cu 30% la 

plantele de tomate infectate cu FORL ale căror semințe au fost tratate cu Tk20 și Tk14, în timp 

ce plantele tratate cu Td85, al12 arată o reducere semnificativă a bolii în proporție de 20%. 

Plantele tratate numai cu Trichoderma spp. sau cu FORL determină o incidență a bolii care 

variază între 0% și 70%, deși simptomele bolii nu au fost foarte severe. 

 

 Înălțimea plantelor de tomate tratate cu Trichoderma spp. variază în funcție de 

tulpina de Trichoderma spp. aplicată. Plantele tratate cu al12 și Td85 arată o creștere 

semnificativă (29,8 cm și 28,3 cm) comparativ cu martorul netratat (21,8 cm). Pe de altă 

parte, în cazul tulpinilor Tk14 și Tk20 plantelor de tomate au ajuns la o înălțime asemănătoare, 

de aproximativ 25 cm. La tratamentul cu Tk25 s-a observat cea mai mică înălțime a plantelor 

(24,4 cm), comparativ cu martorul netratat. 
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Figura 4.1. Efectul tratamentului cu Trichoderma spp. asupra înălțimii tulpinii și lungimii rădăcinii la 

plantele de tomate infectate sau neinfectate cu FORL. 

 

 Cea mai mică înălțime a plantelor a fost remarcată la tomatele tratate cu Tk25, Tk20 și 

Tk14 și sol inoculat cu FORL. Totuși, înălțimea plantelor la aceste variante este superioară 

martorului infectat cu FORL. De asemenea, tratamentul semințelor cu tulpinile al12 și Td85 

crește semnificativ înălțimea plantelor, comparativ cu martorul inoculat numai cu FORL. 

Figura 4.2. Influența aplicării tratamentului cu Trichoderma spp. asupra parametrilor de creștere a 

plantelor de tomate. 

 

Numărul de frunze/plantă a fost diferit între plantele tratate cu Trichoderma spp. și martor 

(Fig. 4.3). Totuși, nu a existat o diferență pronunțată între tulpinile de Trichoderma spp. 
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tratate cu Tk14 și Tk20, comparativ cu plantele unde au fost aplicate celelalte tulpini de 

Trichoderma spp.  

 

Figura 4.3. Efectul tratamentului cu Trichoderma spp. asupra numărului mediu de frunze la plantele 

de tomate infectate sau neinfectate cu FORL. 

 

Figura 4.4. Efectul tratamentului cu Trichoderma spp. asupra masei rădăcinii la plantele de tomate 

infectate sau neinfectate cu FORL. 
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 Inocularea cu al12, Td85 și Tk20 afectează semnificativ greutatea proaspată și 

uscată a rădăcinii plantelor de tomate pretratate cu FORL comparativ cu plantele inoculate 

numai cu FORL (Fig. 4.4). Comparativ cu martorul neinoculat, plantele de tomate inoculate 

cu Tk14 și Tk20 arată o creștere a greutății uscate a rădăcinii, deși nu există o diferență a 

lungimii rădăcinii acestora. Rezultatele acestui studiu demonstrează efectul benefic al 

inoculării cu Trichoderma spp. asupra producției de masă uscată a răsadurilor de tomate.  

Rezultatele studiului de față demonstrează că toate tulpinile de Trichoderma spp. au 

fost capabile să stimuleze parametrii de creștere ai plantelor, în grade diferite. Această 

stimulare este rezultatul unei creșteri axiale mai bune și a unei cantități de biomasă rezultată 

mai mare care sunt coroborate cu cele ale altor autori (Gravel și colab., 2007; Contreras-

Cornejo și colab., 2009; Salas-Marina și colab., 2011; Sofo și colab., 2011). Stimularea 

biomasei a fost observată nu numai în părțile aeriene dar și în partea radiculară. Datele 

obținute de noi demonstrează că deși toate tulpinile de Trichoderma spp. folosite în acest 

studiu sintetizează IAA totuși, producția de IAA variază în funcție de tulpina testată. Tulpinile 

Td85 și al12 produc cantități semnificative de IAA care variază între 13,8 și 15,89 µg/ml 

(Tab. 4.1). 

 
Tabelul 4.1. Sinteza de IAA și solubilizarea fosfaților la tulpinile de Trichoderma spp. in vitro. 

Tulpini 
IAA (µg/ml) Indicele de 

solubilizare a 

fosfaților 

Concentratie 

fosfat 

(mg/l) Cu triptofan Fără triptofan 

Td85 1,9 1,2 0 0,18 

Td50 12,8 1,0 0 0,25 

al12 13,8 1,3 0 0,30 

Tk14 10,9 0,6 0 0 

Tk20 11,2 0,9 0 0,35 

Tk25 9,5 0,8 0 0 

 

Importanța solubilizării fosfaților de către fungi constă în creșterea absorbției de 

fosfor cu rol în creșterea plantelor. Din datele pe care le-am obținut se observă că niciuna 

dintre tulpinile de Trichoderma spp. testate nu este capabilă să solubilizeze fosfatul pe mediu 

Pikovskaya (Tab. 4.1). Deși niciuna dintre tulpini nu dă o zonă de solubilizare (halou), 

observabilă pe mediu agarizat Pikovskaya, totuși, tulpinile Td85, Td50, al12 și Tk20 arată o 

ușoară solubilizare a fosfaților cuprinsă între 0,18 și 0,35 mg/l în mediu lichid. Astfel, 
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stimularea creșterii plantelor de tomate studiate este corelată cu producția de IAA, dar nu și cu 

solubilizarea fosfaților.  

Producția fitohormonilor de către tulpinile de Trichoderma spp. poate conduce la o 

intensitate crescută a fotosintezei care atrage după sine stimularea creșterii plantei. 

Conținutul de cloriofila a, clorofila b și clorofila totală în frunzele de tomate ale căror 

semințe au fost tratate cu Trichoderma spp. a fost crescut (la toate variantele studiate) față de 

martorul netratat, cu exceptia Tk25 care prezintă un conținut mai mic (Fig. 4.6). 

Acest studiu indică faptul că tratamentul seminței cu tulpinile al12, Td85 și Td50 

determină o creștere semnificativă a pigmenților asimilatori comparativ cu martorul netratat. 

 

 
Figura 4.6. Efectul tratamentului cu tulpini de Trichoderma spp. asupra conținutului de pigmenți 

fotosintetici la plantele de tomate neinfectate și infectate cu FORL. 

 

Astfel, conținutul în clorofila al tomatelor inoculate cu al12 (201,71 µg/ml), Td85 

(194,95 µg/ml) și Td50 (190,46 µg/ml) a fost mult mai mare comparativ cu martorul netratat 

(182,95 µg/ml). Toate aceste date susțin că plantele tratate cu Trichoderma spp. au o activitate 

fotosintetică intensă.  
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 Probabil că scăderea conținutului de clorofilă a și clorofilă b este rezultatul unei 

creșteri a activității clorofilazei în frunzele plantelor de tomate infectate cu FORL. 

 

Figura 4.7. Efectul tratamentului cu tulpini de Trichoderma spp. asupra raportului Clf a / Clf b la 

plantele de tomate neinfectate și infectate cu FORL. 

 

Raportul Clf a / Clf b este un indicator de stres. Acesta scade la toate variantele 

infectate cu FORL la care s-a aplicat tratamentul cu tulpini de Trichoderma spp. de la valori 

de 2,87 (la plantele tratate cu Trichoderma spp. și infectate cu FORL) până la 1,56 (la plantele 

infectate cu FORL și netratatate cu Trichoderma spp.) (Fig. 4.7). 

Rezultatele noastre relevă faptul că plantele tratate cu Trichoderma spp. au avut un 

conținut de carotenoizi crescut față de martorul netratat. De asemenea, rezultatele obținute de 

noi nu evidențiază o diferență semnificativă a conținutului de fenoli la plantele infectate cu 

FORL față de cele neinfectate. Totuși, conținutul de fenoli totali scade ușor în frunzele 

plantelor infectate comparativ cu martorul netratat, dar acest conținut crește față de varianta 

care a fost infectată cu FORL și la care nu s-a aplicat tratament cu Trichoderma spp (Fig. 4.8 

și Fig. 4.9). Toate aceste date, împreună cu cele privind clorofilele, confirmă faptul că la 

plantele tratate cu Trichoderma spp. se remarcă o intensă activitate fotosintetică. 

 

0

0.5

1

1.5

2

2.5

3

3.5

C
lf

 a
/ 

C
lf

 b

Tratament



24 

 

 

Figura 4.8. Efectul tratamentului cu tulpini de Trichoderma spp. asupra conținutului de carotenoizi și 

xantofile (μg/ml) la plantele de tomate neinfectate și infectate cu FORL. 

 

 
 

Figura 4.9. Efectul tratamentului cu tulpini de Trichoderma spp. asupra conținutului de fenoli totali 

(mg/g substanță proaspătă) la plantele de tomate neinfectate și infectate cu FORL. 
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Capitolul 5 

5.1. Concluzii 

 

Necesitatea creșterii productivității și calității recoltelor în agricultură a justificat 

folosirea excesivă a fertilizanților chimici, ceea ce a dus la probleme serioase de poluare a 

mediului. Folosirea biofertilizanților și a biopesticidelor este o alternativă pentru obținerea 

unor producții mari cu impact ecologic foarte scăzut. Microorganismele solului influențează 

ecosistemele prin contribuția la creșterea și nutriția plantelor, la structura și fertilitatea solului, 

și, implicit, la sănătatea plantelor. Speciile de Trichoderma spp. sunt capabile să colonizeze 

suprafața rădăcinilor și să determine modificări substanțiale în metabolismul plantei. 

 

Rezultatele obținute de noi subliniază importanța abordării moleculare pentru 

identificarea speciilor care poate servi, de asemenea, ca un instrument pentru cunoașterea 

relațiilor filogenetice dintre diferitele tulpini de Trichoderma spp. 

 

În urma analizei filogenetice pe baza secvențelor ITS și eEF1a1 din șase izolate de 

Trichoderma spp., au fost identificate două specii distincte. Trichoderma asperellum și 

Trichoderma longibrachiatum. Specia „dominantă” a fost T. asperellum cu patru din cele șase 

tulpini (Td50, Td85, al12 și Tk25), urmată de T. longibrachiatum cu două tulpini (Tk14 și 

Tk20). 

Tulpinile Td85 și Tk20 au avut cea mai mare activitate antagonistă față de cele trei 

tulpini fitopatogene de Fusarium spp., acestea fiind urmate, în ordine, de Td50, Tk14, al12 și 

Tk25. 

 

Toate tulpinile de Trichoderma spp. studiate produc chitinază. Dintre cele șase 

tulpini studiate, Td50, al12 și Tk20 se evidențiază cu cea mai mare activitate chitinazică. 

Dintre tulpinile studiate se evidenţiază cu activitate chitinazică tulpinile al12 (345,2 µmol 

NAG / ml × min), Tk14 (300,6 µmol NAG / ml × min) şi Tk20 (287.8 µmol NAG / ml × min). 

 

Activitatea chitinazică este demonstrată şi susţinută şi de determinările exprimării 

genelor implicate. Gena care codifică chitinaza a fost exprimată mai puternic la plantele de 

tomate infectate cu Fusarium oxysporum f. sp. radicis-lycopersici, faţă de cele sănătoase, 
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neinfectate. În acest sens, s-au evidenţiat plantele de tomate tratate cu tulpinile Tk14, al12 şi 

Tk20. 

 

Tulpinile Td85 și al12 (identificate ca Trichoderma asperellum) reduc semnificativ 

severitatea dezvoltării fuzariozei și stimulează creșterea plantelor datorită producerii de IAA. 

Aceste tulpini demonstrează numeroase caracteristici de stimulare a plantelor, inclusiv 

capacitatea de a produce IAA, celulaze și chitinaze. 

 

În plus, tulpinile Td85 și al12 induc creșterea înălțimii și a lungimii rădăcinilor atât la 

plantele de tomate sănătoase, cât și la cele infectate cu Fusarium oxysporum f. sp. radicis-

lycopersici. Mai mult, inocularea semințelor de tomate cu aceste două tulpini reduce 

semnificativ dezvoltarea fuzariozei la plantele de tomate, ceea ce este în concordanță cu 

rezultatele obținute la testele in vitro cu culturi duble. 
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5.2. Originalitatea tezei 

 

➢ Tulpinile de Trichoderma spp. utilizate în aceste cercetări au fost identificate 

utilizând tehnica PCR pentru a amplifica regiunile ITS, precum și fragmente din gena eEF1a1 

care codifică pentru factorul de elongare 1-α (tef1). Cele 6 tulpini de Trichoderma spp. au fost 

încadrate în două specii distincte: Trichoderma asperellum și Trichoderma longibrachiatum. 

 

➢ A fost apreciat gradul de antagonism al tulpinilor de Trichoderma spp. față de 

trei tulpini fitopatogene din genul Fusarium (Fusarium oxysporum f. sp. radicis-lycopersici, 

Fusarium tricinctum și Fusarium solani). Tulpinile T. asperellum Td85 și T. longibrachiatum 

Tk20 au avut cea mai mare activitate antagonistă, acestea fiind urmate de T. asperellum Td50, 

T. longibrachiatum Tk14, T. asperellum al12 și T. asperellum Tk25. 

 

➢ Toate tulpinile de Trichoderma spp. au fost examinate calitativ pentru 

producerea de enzime extracelulare prin metoda culturii pe mediu specific. Tulpinile Td50, 

al12 și Tk20 prezintă o zonă colorată în roșu mai mare ca diametru, comparativ cu tulpinile 

Td85, Tk14 și Tk25. Aceste tulpini au activitate chitinazică mai mare față de tulpinile Td85, 

Tk14 și Tk25 care au o activitate chitinazică mai scazută. 

 

➢ Evaluarea exprimării genelor responsabile de activitatea chitinazelor în cultura 

de tomate a fost analizată prin revers-transcriere și qPCR. Gena ce codifică chitinaza a fost 

exprimată mai puternic la plantele de tomate infectate cu Fusarium oxysporum f. sp. radicis-

lycopersici faţă de cele sănătoase. S-au evidenţiat în acest sens plantele de tomate tratate cu 

tulpinile T. longibrachiatum Tk14 şi Tk20 și T. asperellum al12. 

 

➢ Tratamentul plantelor de tomate cu diferite tulpini de Trichoderma spp. a avut 

un efect benefic asupra creșterii și dezvoltării acestora atât în absența agentului fitopatogen 

(Fusarium oxysporum f. sp. radicis-lycopersici), cât și în prezența acestuia, ducând la 

întârzierea apariției simptomelor de boală. 

 

➢ Toate cele șase tulpini de Trichoderma spp. au fost capabile să intensifice 

procentul de răsărire a tomatelor cu 60%, în prezența Fusarium oxysporum f. sp. radicis-

lycopersici în sol. Dacă în sol a fost prezent patogenul singur, numai 20% din plante au 
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răsărit. Efectul tulpinilor de Trichoderma spp. (Td85, al12, Tk14 și Tk20) pe tomate a fost 

confirmat la plantele unde semințele au fost inoculate numai cu tulpinile benefice ceea ce a 

permis o răsărire semnificativ mai mare. 

 

➢ Tulpinile Td85 și al12, identificate ca Trichoderma asperellum, reduc 

semnificativ severitatea dezvoltării fuzariozei și stimulează creșterea plantelor datorită 

producerii IAA. Tulpinile demonstrează numeroase caracteristici de stimulare a plantelor, 

inclusiv capacitatea de a produce IAA, celulaze și chitinaze. 

 

➢ În plus, aceste două tulpini induc creșterea înălțimii plantelor și a lungimii 

rădăcinilor atât la plantele de tomate sănătoase, cât și la cele infectate cu Fusarium oxysporum 

f. sp. radicis-lycopersici. 
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5.3. Perspective de dezvoltare ulterioară 

 

Fermierii români sunt în căutarea unor metode cât mai curate și mai naturale de 

susținere a culturilor, în special a celor de legume. Cu atât mai mult cu cât, de cele mai multe 

ori, producătorii sunt primii consumatori ai propriilor produse. 

 

Astfel, rezultatele obținute de noi pot să constituie baza unor cercetări viitoare în 

vederea obținerii unor biopreparate pe bază de Trichoderma asperellum (tulpinile Td85 și 

al12). Aceste biopreparate vor putea fi utilizate în tratamentele fitosanitare pentru combaterea 

agenților fitopatogeni care produc pagube însemnate și afectează producția vegetală. 

 

De asemenea, vom continua cercetările pentru identificarea și caracterizarea 

mecanismelor moleculare implicate în interațiunea Trichoderma asperellum cu fitopatogenii. 
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