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Rezumat. Diversitatea ciupercilor din apele dulci este mare, dar studiile despre ciupercile din apd sunt incd la inceput
de cale. Studierea biodiversitatii micromicetelor din apele dulci este foarte necesara pentru a completa cunostintele
despre acest grup enorm de microorganisme. Aceastd lucrare trateaza rezultatele cercetarilor privind activitatea
antimicrobiand a micromicetelor din genul Penicillium, Trichoderma si Talaromyces izolate din namol, coloana de apa
st biofilmul sistemului de lacuri al parcului ,,La izvor” (or. Chisindu). Activitatea antimicrobiand a 33 de tulpini a fost
determinata prin metoda difuziei pe disc, culturile testate au fost bacterii i ciuperci patogene care sunt comune pe
teritoriul Republicii Moldova si provoaca boli ale plantelor de cultura. Conform rezultatelor obtinute, cele mai active
tulpini de micromicete se dovedesc a fi tulpinile izolate din namol, diametrul zonelor de inhibare asupra cresterii
fitopatogenilor variind de la 25,0 la 40,0 mm.

Cuvinte-cheie: ciuperci acvatice, zone de inhibitie, biocid, fitopatogeni.

Abstract. The diversity of freshwater fungi is great, but studies of aquatic fungi are still in their infancy. Studying the
biodiversity of freshwater micromycetes is very necessary to complete the knowledge about this enormous group of
microorganisms. This paper deals with the research results of studies on the antimicrobial activity of micromycetes of
the genus Penicillium, Trichoderma and Talaromyces isolated from the mud, the water column and the biofilm of the lake
system of the park "La lzvor" (Chisinau city). The antimicrobial activity of 33 strains was determined by the disk diffusion
method, the tested cultures served pathogenic bacteria and fungi that are common on the territory of the Republic of
Moldova and cause crop diseases. According to the results obtained, the most active strains of micromycetes turn out to
be the strains isolated from the mud, the diameter of the zones of inhibition on the growth of phytopagens varied from
25.0 to 40.0 mm.
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Introducere

71% din suprafata planetei o ocupd apa. Desi s-a demonstrat ca diversitatea fungilor din apele
dulci este mare, studiile despre fungii din ape sunt inca la stadiul incipient. Se cunoaste inca foarte
putin despre diversitatea fungilor acvatici, despre interactiunea cu alte specii de organisme si
importanta micromicetelor in retelele de apad in care locuiesc. Astfel putem constata cd studierea
biodiversitatii micromicetelor din apele dulci este foarte necesard pentru a completa cunostintele
despre functiile ecologie ale acestora si potentialul acestui grup divers de microorganisme [9].

Actualmente, ciupercile sunt pe larg cercetate si exploatate in calitate de producatori
extraordinari de produse naturale. Sunt producatori excelenti de enzime hidrolitice, biocombustibili,
acizi organici, polizaharide si metaboliti secundari, cum ar fi antibiotice, medicamente
anticancerigene, agenti hipocolesterolemici, imunosupresoare si altele.

Un numar mare de extracte fungale si/sau produse extracelulare s-au dovedit a avea activitate
antimicrobiand, in special fungi filamentosi din genul Penicillium (P. notatum, P. chrysogenum), din
care se obtin penicilinele naturale, care sunt active impotriva bacteriilor Gram-pozitive [4].

Un alt gen de fungi care a fascinat oamenii de stiinta din intreaga lume datorita potentialului
sau de biocontrol impotriva multor ciuperci fitopatogeni este Trichoderma, care detine locul intai in
lista agentilor de biocontrol fungic. Mecanismele care stau la baza capacitatii de biocontrol a acesteli
ciuperci includ micoparazitismul, competitia pentru nutrienti si spatiu, antibioza, inducerea
rezistentei sistemice sau locale la plantele-gazda. Speciile din genul Trichoderma suprima
dezvoltarea fitopatogenilor, eliberand substante biologic active care inhiba dezvoltarea multor tipuri
de agenti patogeni, precum Fusarium, Pythium, Rhizoctonia si Sclerotinia [4, 6, 8].

Ciupercile de apa dulce sunt un grup divers de organisme si indeplinesc functii importante in
dinamica retelei trofice a ecosistemelor de apa de suprafata. Ele joaca un rol-cheie in descompunerea
materialelor organice alohtone, cum ar fi crengi, frunze etc., care furnizeaza pana la 99% din totalul
aportului de energie in apele de suprafata. Colonizarea materialului organic de catre microorganisme
si ciuperci acvatice reprezintd, asadar, o componenta esentiald a retelei trofice a apelor curgatoare,
dar si statatoare [7].

Din punct de vedere ecotoxicologic, ciupercile acvatice pot fi importante pentru sechestrarea
ionilor de metale grele (de exemplu, cadmiu, cupru, zinc, plumb) si descompunerea compusilor
xenobiotici organici (de exemplu, nonilfenol, bisfenol A, 1-naftol) in ecosistemele de apa dulce.
Studii recente au aratat ca unele ciuperci sunt capabile sa degradeze erbicidele, insecticidele si chiar
fungicidele [1, 2, 10]. Capacitatea de a degrada si detoxifica poluantii organici si anorganici sugereaza
ca ciupercile acvatice ar putea juca un rol in imbunatatirea calitatii apei si in aplicatiile biotehnologice.

In acest context, identificarea si explorarea unor noi tulpini de micromicete cu proprietati
biosintetice si activitate antimicrobiand semnificativa este actuald, relevanta, utila si necesara in ceea
ce priveste dezvoltarea noilor biotehnologii si realizarea bioproduselor utile omenirii.

Materiale si metode

In calitate de obiect de studiu, au servit fungii filamentosi din genul Penicillium, Trichodema
si Talaromyces, izolati din bazinul acvatic al parcului ,,La izvor” din municipiul Chisinau, care
reprezinta o zona de recreere pentru locuitorii capitalei.

Activitatea antimicrobianda a fost determinata prin metoda difuzimetrica prin utilizarea
blocurilor de geloza [11]. Tulpinile de micromicete selectate au fost cultivate pe medii agarizate,
malt-agar, timp de 96 ore (28°C). Pentru a evalua activitatea biocida a microorganismelor, au fost
luati pentru cercetare diferiti agenti patogeni ai plantelor. Activitatea antifungicd a fost testata
impotriva Alternaria alternata, Aspergillus niger, Botrytis cinerea, Fusarium oxysporum, F. solani,
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in timp ce eficacitatea antibacteriand a fost verificata impotriva Agrobacterium tumefaciens
(Rhizobium radiobacter) 8628, Bacillus subtilis B-117, Clavibacter michiganensis (Corynebacterium
michiganense) 13?% Erwinia carotovora (Pectobacterium carotovorum) 8982, Xanthomonas
campestris 8003°.

Culturile test de fungi si bacterii fitopatogene au fost cultivate pe malt agarizat de 6,0°Blg (pH
—5,8-6,0) si agar nutritiv (pH — 7,0-7,5) [5].

Activitatile biocide au fost determinate prin metoda de difuzie a blocului in agar. Culturile
testate au fost subcultivate in cutii Petri. Blocurile de agar de 8 mm au fost decupate cu un burghiu
de pluta steril de pe substratul nutritiv unde microorganismele au crescut abundent. Apoi blocurile de
agar au fost transferate in godeurile pregatite in mediu nutritiv agarizat inoculat cu culturi test
subcultivate instantaneu. Cutiile Petri au fost mentinute intr-un loc rece timp de 1 ora Tnainte de
incubare pentru a permite difuzia substantelor biocide. Diametrul zonei de inhibitie a cresterii
patogenului a fost masurat dupa incubare la 28°C timp de 72-96 h pentru fungi si la 37°C timp de 24
h pentru bacterii [3].

Rezultate si discutii

Pentru cercetari au fost selectate 33 de tulpini de micromicete din lacul ,,La izvor”, acestia fiind
reprezentanti ai genurilor Penicillium, Trichoderma si Talaromyces, care se considera, conform
datelor stiintifice, cei mai activi inhibitori ai celor 10 fitopatogeni luati in studiu.

Pentru a determina activitatea antimicrobiana, au fost selectate 5 tulpini de fungi fitopatogeni
(Alternaria alternata, Aspergillus niger, Botrytis cinerea, Fusarium oxysporum, F. Solani) si 5
bacterii fitopatogene (Agrobacterium tumefaciens (Rhizobium radiobacter) 8628, Bacillus subtilis B-
117, Clavibacter michiganensis (Corynebacterium michiganense) 13?% Erwinia carotovora
(Pectobacterium carotovorum) 8982, Xanthomonas campestris 8003°). Activititile antifungice si
antibacteriene au fost testate asupra acestor culturi-test, tinand cont de faptul ca acesti agenti patogeni
provoaca boli severe si produc pierderi colosale pentru numeroase culturi agricole din Republica
Moldova.

Din numarul total de micromicete au fost selectate 14 tulpini din apa, din probele de biofilm —
3 tulpini, din ndmol — 16 tulpini. Capacitatea celor 14 tulpini izolate din apa de a inhiba fungii
fitopatogeni a fost diferitd. Astfel, 12 tulpini au manifestat antagonism fata de unii fungi fitopatogeni,
6 tulpini — fatd de 5 fungi fitopatogeni, 1 tulpind a manifestat antagonism doar fata de B. cinerea.
Diametrul zonelor de inhibitie a fitopatogenilor sub influenta metabolitilor a variat in limitele 11-40
mm.

Rezultate semnificative antifungice au fost inregistrate de tulpinile A6, care fac parte din genul
Penicillium fata de A. alternata, F. solani si F. oxysporum, (@ zonei de inhibitie 24,6 — 26,0 mm),
tulpinile 9, 10, 13 fiind reprezentanti ai genului Trihoderma, manifestand activitate antagonista fata
de B. cinerea, F. solani si F. oxysporum (zonele de inhibitie 26,3-37 mm).

Tabelul 1. Activitatea antifungici a tulpinilor de fungi izolate din apa lacului ,,La izvor”

Nr. Nr. Aspergillus | Alternari | Botrytis Fusariu Fusarium
d/o tulpinii niger alternata cinerea m solani oxysporum
Izolate din apa

1. Al 0 21,743,27 | 14,3£2,36 | 15,7+0,65 | O

2. A2 15,0+1,13 20,7+£1,31 | 19,0+1,13 | 22,042,26 | 22,0+£2,26

3. Penicillium | A5 21,0+1,13 21,3+1,31 | 18,7+1,73 | 24,0£2,26 | 28,0+£2,26

4. A8 0 0 17,7£1,31 | 12,7+1,31 | 13,3£1,31

5. A6 22,3+0,65 26,0+1,13 | 16,0£1,13 | 25,3+1,31 | 24,7+1,31

6. A3 25,3+0,65 23,3+3,27 | O 15,0+£1,13 | 26,0+1,13

7. Talaromyces | A.7 0 0 0 0 0

8. A4 20,0+2,26 22,3+0,65 | 19,3£1,31 | 22,7+1,31 | 23,3+1,31

9. A9 19,3+1,31 0 31,3£1,31 | 26,74£3,27 | 31,7+£3,27
10. A 10 21,0+1,13 23,0£1,13 | 11,3+1,31 | 27,3+1,31 | 30,3+0,65
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11. | Trihoderma | A 13 16,0£1,13 | 14,042,26 | 28,0£2,26 | 28,7+1,31 | 19,0+1,13
12, Al4 0 0 15,740,65 | 0 0

13, A15 0 21,743,27 | 16,061m13 | 21,3+1,31 | 24,7+2,85
14, A6 0 21,743,27 | 33,743,64 | 37,0£1,13 | 26,3+1,73

Din biofilm au fost testate 3 tulpini dupa capacitatea de a sintetiza metaboliti cu activitate
antagonistd fatd de fungi fitopatogeni (Tabelul 2). Niciuna dintre tulpinile testate nu a manifestat
antagonism fatd de A. alternata, iar 2 — fata de A. niger. Antagonism mai pronuntat a manifestat
numai o tulpina de Trichoderma (B5) fata de F. oxysporum (@ zonei — 35 mm).

Mai active fatd de fungii fitopatogeni testati au fost tulpinile izolate din namol. Din cele 16
tulpini studiate, numai tulpina N 11 din genul Penicillium nu a manifestat antagonism fata de
fitopatogenii luati in studiu. Astfel, fatd de fitopatogenul A. niger au manifestatant antagonism 7
tulpini, diametrul zonelor de inhibitie variind in limitele 16,0-23,0 mm, fatd de A. alternata si F.
solani — 15 tulpini (diametrul zonei — 16-40 mm), fatd de B. cinerea 13 tulpini (diametrul zonei — 13-
40 mm), iar fatd de F.oxysporum 12 tulpini cu zone de inhibitie de la 11 mm pana la 40 mm.

Tabelul 2. Activitatea antifungica a tulpinilor de fungi izolate din namolul si biofilmul apei
lacului ,,La izvor”

Nr. Tulpina Nr. Aspergillus | Alternaria | Botrytis | Fusarium Fusarium
d/o tulpinii niger alternata | cinerea solani oxysporum
Biofilm
15. Penicillium | B1 0 0 14,3+0,65 | 13,7+1,73 12,0+2,26
16. B3 0 0 14,7+0,65 | 15,7+0,65 16,3+1,73
17. Trihoderma | B5 23,0£2,99 |0 17,01,13 | 22,3+2,85 35,0+1,13
Namol
18. Penicillium | N1 0 18,0£2,26 | 0 15,0+1,13 14,0+1,13
19. N2 0 18,3+£2,36 | 14,7+0,65 | 12,7+0,65 10,7+1,31
20. N3 0 39,0+1,13 | 14,3+1,73 | 15,0+1,13 18,0+£2,26
21. N4 0 39,0£1,13 | 13,3+1,31 | 15,3+0,65 | 11,3+1,31
22. N11 0 0 0 0 0

—
Fig. 1. Zonele de inhibitie asupra cresterii fitopatogenilor F. oxysporum A. niger la actiunea
metabolitilor unor tulpini de fungi izolate din apa lacului ,,La izvor”

Tulpinile de micromicete izolate din lacul ,,La izvor” au prezentat o activitate semnificativa
fata de bacteriile fitopatogene. Astfel, din cele 14 tulpini izolate din apa, 12 au manifestat antagonism
fatd de bacteriile fitopatogene, diametrul zonelor de inhibitie al fitopatogenilor variind in limitele
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12,7-34,7 mm. Cele mai relevante rezultate ale activitatii antibacteriene au fost detectate la tulpinile
Penicillium (Al), Talaromyces (A3), Trihoderma (A14), diametrul zonelor de inhibitie a
fitopatogenilor fiind de 22,0-34,7 mm. Tulpinile de Talaromyces A11 si Trihoderma A16 insa nu au
manifestat antagonism fata de tulpinile bacteriene de referinta.

Tabelul 3. Activitatea antibacteriana a tulpinilor de micromicete izolate din apa sistemului
de lacuri ,,La izvor”, diametrul zonei de inhibitie al fitopatogenilor testati (mm)

l(;l/r. . Nr . Bacillus | Xanthomonas | Corynebacterium | Agrobacterium | Erwinia
0 | Tulpina tulpi - . . ; X

na subtilis campestris miciganensis tumefaciens | carotovora
1. Al | 32,3£2,85 | 22,3+£2,85 31,3+1,31 24,0+1,94 30,7+1,31
2. A2 17,0+1,13 | 20,3+0,65 20,7+0,65 18,7+1,31 21,0+1,13
3. Penicillium A4 16,0£1,96 | 18,7+1,73 17,3+1,31 19,3+1,31 18,7+1,31
4, A5 | 16,3+0,65 | 17,3+1,31 17,7+0,65 18,7+1,31 16,3+1,73
5. A8 19,0£1,13 | 18,3+0,65 18,7+1,31 18,7+2.36 16,7+1,31
6. Ab 15,340,065 | 17,3+1,31 15,0+1,13 16,3+£2,36 18,7+1,31
7. A7 13,0+1,13 | 12,7+1,31 15,3+0,65 14,0+1,13 15,7+0,65
8. A3 34,7+0,65 | 27,3+5,58 22,0+£2.26 25,0+£2.99 29,0+4,08
9. Talaromyces | A4 16,0+£1,96 | 18,7+1,73 17,3£1,31 19,3+1,31 18,7+1,31
10. Al10 | 16,7£1,73 | 18,0+1,13 17,3+0,65 16,7+1,31 18,7+1,31
11. All |0 0 0 0 0
12. Al3 | 18,0+£2,26 | 20,3+0,65 19,0£1,13 17,0+1,13 18,7+1,31
13. Trihoderma Al4 | 233+3,27 | 23,3+£3.46 22.340,65 23,3+1,73 27,342.85
14, Al5 | 13,0£1,13 | 12,7+1,31 15,3+0,65 14,0+1,13 15,7+0,65
15. Al6 | 14,7£261 | O 0 0 0

Din cele 3 tulpini izolate din biofilm, tulpina din genul Trihoderma B5 nu a manifestat
antagonism fata de tulpinile bacteriene de referinta, iar tulpinile din genul Penicillium B1 si B3 nu au
manifestat antagonism fatd de E. carotovora, zonele de inhibitie fata de restul tulpinilor de referinta
variind in limitele 22,7-32,3 mm.

Tulpinile izolate din ndmol au fost mai active fatd de bacteriile fitopatogene. Numai o tulpina
din genul Penicillium (N 1) nu a manifestat antagonism fata de tulpinile bacteriene de referinta, restul
tulpinilor studiate au prezentat activitate antibacteriand substantiald. Diametrul zonelor de inhibite
asupra fitopatogenului B. subtilis a variat in limitele 30,7-38 mm, iar diametrul zonelor de inhibitie
asupra restului tulpinilor de referinta, cu mici exceptii, variaza in limitele 20-30,7 mm.

Tabelul 4. Activitatea antibacteriana a tulpinilor de micromicete izolate din apa sistemului
de lacuri ,,La izvor”, diametru zonei de inhibitie al fitopatogenilor testati (mm)

I(;I/r. . Nr. Bacillus | Xanthomonas | Corynebacterium | Agrobacterium Erwinia
0 | Tulpina tulpi - - - - :
nii subtilis campestris miciganensis tumefaciens carotovora
Izolate din biofilm
16. | Penicillium | B3 32,3+2,85 | 22,7+2,61 20,3£0,65 23,3+1,31 0
17. | Trihoderma | B5 0 0 0 0 0
Izolate din namol
18. N1 0 0 0 0 0
19. N2 38,0+1,13 | 25,7+0,65 20,7+1,31 22.743,46 20,7+1,31
20. | Penicillium | N3 31,3+1,31 | 20,04£2,26 10,7+1,31 16,3£0,65 0
21. 4 31,3+1,31 | 19,3+1,31 15,0+1,13 18,3£1,73 28,0+£2.26
22. N5 33,044,0 | 22,3£2,85 25,0+1,13 25,3+0,65 24.3+2.36
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23. N6 34,0+£1,96 | 21,7+3,27 23,3+1,31 25,7+0,65 0
24, N7 36,3+1,31 | 26,0+1,13 17,3+1,31 22,0+2.26 17,3£0,65
25, N8 30,3+0,65 | 23,3+1,73 19,3+1,31 21,3+1,31 0
26. N9 33,7+1,73 | 12,7+1,31 17,3+1,31 21,0+1,13 20,7+1,31
27. Trihoderma N10 | 33,3+3,27 | 29,3+1,31 25,7+1,31 24,0+2,26 30,7+1,31
28. N11 | 35,7+1,31 | 30,7+1,31 26,0+£2.26 28,0+1,96 30,0+£2,26
29, N12 | 36,0+1,96 | 25,7+3,64 20,7+1,31 24,3+1,31 28,7+2,61
30. N13 | 34,0+1,96 | 22,3+2,85 20,7+1,31 24,7+1,73 23,0+1,96
31. N14 | 30,7+1,31 | 26,7+1,73 23,7+1,73 26,7+1,73 28,7+1,73
32. | Talaromyces | N28 | 37,3%1,31 | 25,3+0,65 25,7+1,31 25,3+0,65 0
33. N29 | 35,7+0,65 | 28,3+1,73 26,0+£1,96 23,3+1,31 0

Astfel, conform datelor prezentate, o activitate antimicrobiand considerabild in raport cu
fitopatogenii de referinta au manifestat tulpinile izolate din namol. Prezinta interes, din punctul de
vedere al activitatii antimicrobiene, urmatoarele tulpini: din genul Penicillium — tulpinile Al, N7,
N13, din genul Talaromyces — A3 si N29, iar din genul Trihoderma — A14, N9, N10, N12.

Concluzii

In urma cercetirilor efectuate, a fost demonstrat ¢ unele tulpini de fungi, izolate din apa lacului
,La izvor” (din apd, ndmol si biofilm), prezintd o activitate antimicrobiand sporitd fatd de unii
fitopatogeni luati in studiu care produc daune grave la plantele de cultura din Republica Moldova,
zonele de inhibitie asupra cresterii acestora variind intre 25 si 40 mm. Mai active au fost tulpinile de
micromicete fatd de bacteriile fitopatogene.

Luand in calcul studiul activitatii antimicrobiene a micromicetelor izolate din apd, namol si
biofilm, cel mai active s-au dovedit a fi tulpinile de micromicete din namolul lacului, cu zone de
inhibitie pana la 40 mm. Pentru cercetdrile ulterioare au fost selectate tulpinile A1, A3, A6, A14 (din
apa), N5, N7, N9, N10, N12, N13, N28, N29 (din namol), prezentand interes biotehnologic prin
manifestarea unei activitati antimicrobiene considerabile si care vor completa Colectia Nationald de
Microorganisme Nepatogene.
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