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Strigolactonele (SLs) sunt derivati naturali ai carotenoizilor, eliberati de plante
in sol ca semnale de comunicare. SL-urile actioneaza ca molecule de semnalizare pentru
germinarea semintelor de plante parazite, si pentru ramificarea hifelor fungilor
arbusculari de micoriza (AM). Acestea sunt fitohormoni activi in controlul arhitecturii
diferitelor organe ale plantelor, jucand astfel rol important in ceea ce priveste
raspunsurile plantelor la stresuri biotice si abiotice.

Strigolactonele (SL-urile) au potentialul de a fi utilizate in agricultura durabila
pentru a atenua diferitele stresuri cu care se confrunta plantele. SL-urile naturale,
precum si analogii sintetici, sunt dificil de obtinut in cantitati suficiente pentru aplicatii
practice. In acelasi timp, strigolactonele fluorescente ar fi utile pentru intelegerea
mecanismului efectelor lor, pe baza tehnicilor de bio-imagistica sau spectroscopie.

Capitoul I, cu titlul "Strigolactonele - factor semnal cu functii multiple"
curpinde o analiza bibliografica referitoare la strigolactonele care sunt fitohormoni
esentiali in reglarea dezvoltdrii plantelor si a interactiunilor cu mediul inconjurator.
Aceste molecule functioneaza ca semnale chimice care controleaza diverse procese,
inclusiv ramificarea tulpinilor, cresterea radacinilor si raspunsurile la stres.
Strigolactonele joacd un rol crucial in simbioza micoriziana, facilitind colonizarea
radicinilor de citre fungi benefici. In plus, aceste compusi sunt implicati in apararea
plantelor Impotriva agentilor patogeni si in adaptarea la conditiile de mediu adverse.
Astfel, strigolactonele sunt factori cheie cu functii multiple, care contribuie la
optimizarea cresterii si sanatatii plantelor.

Capitolul 11, "Utilizarile strigolactonelor sintetice in agricultura” urmareste
intelegerea faptului ca strigolactonele sintetice reprezinta o inovatie semnificativa in
agriculturd, oferind solutii pentru imbunatatirea cresterii si productivitatii culturilor.
Aceste molecule sunt utilizate pentru a stimula ramificarea si dezvoltarea sistemului
radicular, ducand la o absorbtie mult mai eficienta a apei si a nutrientilor. De asemenea,
strigolactonele sintetice pot imbunatati rezistenta plantelor la stresuri biotice si
abiotice, precum seceta si atacurile patogene. De asemenea, ele sprijina simbioza



micoriziald, favorizand o interactiune avantajoasa intre radacinile plantelor si fungi.
Prin utilizarea strigolactonelor sintetice, fermierii pot obtine culturi mai robuste si mai
rezistente, contribuind la o agricultura sustenabila si eficienta.

In capitolul III intitulat "Testarea efectelor biologice a unor noi mimici de
strigolactone” s-a investigat efectul unor mimici de strigolactona, asupra ramificarii
hifelor si cresterii radiale a mai multor fungi patogeni pentru plante. Nu par sa existe
informatii disponibile despre impactul mimicilor asupra cresterii si morfologiei
coloniilor, conform cunostintelor noastre. Primele tulpini testate au fost reprezentate de
Colletotrichum acutatum si Sclerotinia minor. Rezultatele noastre au demonstrat ca,
compusul mimetic testat (SL6), care este mai usor de sintetizat comparativ cu analogii
de strigolactond, are acelasi efect ca analogul sintetic GR24, inducand un raspuns de
stres prin ramificarea hifelor si inhiband cresterea fitopatogenilor. Rezultatele sunt
discutate avand in vedere importanta lor atat pentru studiile fundamentale (rolul si
receptorul inelului D al SL-urilor in fungii patogeni pentru plante), cat si pentru
aplicatiile practice - modelarea rizomicrobiomului plantelor.

intr-un alt studiu, au fost preparati noi mimici de SL fluorescente (SL20, SL21,
SL26 si SL27). Activitatea structurala, spectroscopica si biologica a noilor mimici de SL
asupra fitopatogenilor a fost investigata si comparata cu mimicii de SL fluorescente
sintetizati anterior. Toti mimicii de SL au prezentat efecte similare cu GR24 asupra
fitopatogenilor C. acutatum, F. graminearum, R. solani si S. sclerotium, indicand
adecvarea lor pentru aplicatii practice. Modelul activitatii biologice a depins de specia
de fung, de mimicul de SL si de concentratie, si de ordinea hifelor. Aceasta dependenta
este probabil legata de specificitatea fiecarei interactiuni receptor-fungic - mimic de SL,
care va trebui analizata in profunzime. Pe baza proprietdtilor biologice si
particularitatilor spectroscopice, un mimic de SL ar putea fi un candidat bun pentru
investigatii microscopice si spectroscopice.

Intr-un alt experiment, strigolactonele biomimetice sintetice au fost preparate
in cantitati de mai multe grame din produse disponibile comercial. Noii mimetici de
strigolactona au fost testati pe tulpinile fitopatogene reprezentate de Fusarium
graminearum si C. acutatum. Majoritatea tratamentelor cu mimicii de strigolactona FG-
30, FG-31, FG-33, FG-42 au demonstrat un efect inhibitor semnificativ asupra cresterii
celor doi fungi fitopatogeni testati, F. graminearum si C. acutatum. Analiza calitativa a
indicat ca GR24 si mimicii SL au avut un efect asupra ramificarii hifale a F. graminearum
si C. acutatum. Rezultatele sugereaza ca mimicii SL, in special FG-33 si FG-31, ar putea fi
utilizati ca agenti de control pentru fitopatogeni datorita efectelor lor inhibitorii asupra
cresterii si ramificarii hifale. Studiile viitoare se vor concentra pe elucidarea
mecanismelor prin care aceste compusi influenteaza cresterea si dezvoltarea fungics,
precum si pe optimizarea concentratiilor pentru aplicarea practica in agricultura
sustenabila.

Un altu studiu s-a bazat pe testarea proprietatilor biologice ale altui mimetic de
strigolactona SL4. Acest compus prezintd proprietadti fluorescente, dar nu are efecte
interesante asupra cresterii si ramificarii fungice a Aspergillus alliaceus.

S-a mai testat de asemnea si efectul SL6 asupra tulpinii Trametes versicolor, dar
nu a avut un impact semnificativ asupra ramificarii hifelor, iar efectele asupra



diametrului coloniilor au fost minime, cu o usoara inhibitie observata in principal la
concentratii mai scazute.

In contextul agriculturii moderne, unde bolile cauzate de fungi fitopatogeni
reprezintd o problema majora, dezvoltarea de noi mimici de strigolactone si evaluarea
efectelor acestora asupra fungilor fitopatogeni sunt de o importanta deosebita precum
si atenuarea diverselor stresuri cu care se confrunta plantele.

Capitolul IV "Efectul luminii laser si a mimicilor de strigolactone asupra
cresterii si dezvoltarii tulpinilor de Trichoderma" a fost Impartit in mai multe
subcapitole pentru a putea determina efectul tratamentelor atat separat cat si Impreuna.
Studiul efectului mimicilor de strigolactone si al luminii laser asupra cresterii si dezvoltarii
tulpinilor de Trichoderma poate oferi perspective noi asupra modului in care aceste
semnale moleculare si factorii de mediu pot influenta comportamentul si eficienta acestui
important gen de fungi. Scopul a constat in investigarea efectelor mimicilor de
strigolactone si ale luminii laser asupra cresterii si dezvoltarii tulpinilor de Trichoderma.
Prin acest studiu, am dorit sa intelegem mai bine modul in care acesti factori influenteaza
fiziologia si comportamentul Trichoderma, cu potentiale implicatii in aplicarea lor in
agricultura si biocontrol. Astfel, primul subcapitol 4.1 a evidentiat efectele iradierii cu
lumina laser-albastra asupra activitatilor enzimatice si sporularii Trichoderma
atroviride cultivata in prezenta de pleava de orez la cantitate redusa. Lumina este
cunoscuta pentru impactul sau asupra diferitelor aspecte ale Trichoderma, cu posibile
implicatii pentru aplicatiile industriale si agricole. In acest studiu, am investigat
iradierea Trichoderma atroviride cu lumina albastra folosind un sistem de sursa laser.
Am determinat activitatile celulazelor si proteazelor si efectele absorbtiei UV-Vis a
culturii filtrate asupra formarii, dimensiunii si comportamentului conidiilor si asupra
abundentei aparente a clamidosporilor, in functie de durata iradierii, doza de iradiere si
momentul iradierii. Aratam ca efectele asupra activitdtilor enzimatice variaza de la
pozitive la neutre sau negative. Comparativ cu studiile anterioare, stimularea noastra cu
lumind nu prezinta un efect negativ drastic asupra activitatii celulazei (CMC-aze), dar
pare sa Intarzie activitatea maxima in timp. Efectele asupra proteazelor sunt partial in
acord cu singurul studiu anterior raportat privind efectele luminii asupra activitatii
proteazelor. Numarul de conidii creste in urma iradierii, reprezentind un
comportament asteptat, si aratdim pentru prima datd, dupad cunostintele noastre, ca
dimensiunile conidiilor si numarul de clamidospori cresc de asemenea. Datele noastre
sugereaza, de asemenea, ca cea mai mare doza a rezultat In aglomerarea conidiilor in
jurul interfetei lichid-aer, sugerand un caracter hidrofob crescut.

Al doilea subcapitol 4.2, intitulat " Productia de enzime de catre T. atroviride
in prezenta luminii laser albastre: o abordare la scara larga"” a avut ca scop
investigarea impactului iradierii asupra miceliului matur crescut pe pleava de orez si de
a ridica procesul la scara mai largd, prin urmare, am incubat mai intdi Trichoderma cu
pleava de orez timp de 15 zile in recipiente mai mari, urmate de trei iradieri la intervale
de timp mai scurte decat in studiul nostru anterior.

in acest studiu, expunerea agentului de bio-control Trichoderma atroviride la
laser cu lumina albastra a fost realizata de mai multe ori si analizata dupa diferite
intervale de timp 1n ceea ce priveste productia de enzime, continutul de silicon solubil,



continutul de fenoli, precum si activitatea antioxidanta. Unghiul de contact precum si
tensiunea interfaciala au fost, de asemenea, evaluate. Structurile morfologice au fost
examinate prin microscopie opticd. Am studiat, de asemenea, metabolismul speciilor
reactive de oxigen (ROS). Am investigat degradarea matricei lignocelulozice prin
spectroscopie in infrarosu transformata Fourier (FTIR), microscopie electronica de
scanare cu analiza de dispersie de energie (SEM-EDX) si difractie de raze X (XRD). S-a
constatat ca expunerea Trichoderma atroviride la un laser moderat cu lumina albastra
timp de trei runde de 60 de secunde fiecare, la intervale de timp diferite, determina
cresterea activitatatii enzimatice. Cel mai inalt nivel al productiei de celulaza si proteaza
a fost observat dupa trei runde de iradiere. Unele efecte par sa urmeze un comportament
de hormeza pentru productia de a-amilaza. Dupa determinarea activitatii LPMO, cele
mai bune rezultate au fost obtinute intr-o cantitate mica inainte de a treia iradiere, dar
valorile au fost sub control. In plus, cresterea continutului de Si solubil in cultura de
Trichoderma dupa iradiere a evidentiat o imbunatdtire a descompunerii matricei
lignocelulozice a plevei de orez, evidentiata si de analiza FTIR prin reducerea vibratiilor
legaturilor amidice si de hidrogen, precum si de analiza XRD prin cresterea cristalinitatii
plevei de orez incubata cu T. atroviride iradiata. De asemenea, iradierea imbunatateste
sporularea Trichoderma si modifica fortele de coeziune si aderenta ale mediului de
crestere.

Subcapitolul 4.3 a urmarit efectele iradierii cu lumina laser-albastra a
cocktail-ului enzimatic de Trichoderma atroviride si Trichoderma harzianum
cultivate in prezenta de pleava de orez la cantitate redusa asupra semintelor de
fasole Mung. Dupa aplicarea tratamentelor, nu s-au observat diferente semnificative
statistic In lungimea radiculelor plantulelor de fasole Mung comparativ cu grupul
martor, fie ci a fost vorba de absenta sau prezenta stresului salin. In absenta stresului
salin, martorul neiradiat a determinat o reducere semnificativa a lungimii hipocotilului.
In conditii de stres salin, mediul de culturd a dus la sciderea semnificativa a lungimii
hipocotilului, mai ales In cazul tratamentului cu mediul de cultura al tulpinii T.
harzianum iradiati. Iniltimea plantulelor a fost redusd semnificativ in prezenta
stresului salin, mai ales in cazul tratamentului cu mediul de cultura al tulpinii T.
harzianum iradiata. Tratamentele cu mediul de cultura al tulpinilor de Trichoderma au
influentat semnificativ activitatea a-amilazei in plantulele de fasole Mung. in absenta
stresului salin, mediul de cultura al tulpinii T. harzianum iradiata a crescut semnificativ
activitatea a-amilazei. In prezenta stresului salin, atdt martorul iradiat cat si
tratamentele cu mediul de cultura al tulpinilor T. harzianum si T. atroviride au
determinat cresteri semnificative ale activitatii a-amilazei, cu valori maxime observate
la T. harzianum iradiata. Activitatea pompei de protoni (PPP): Tratamentele cu mediul
de cultura al tulpinilor de Trichoderma influenteaza semnificativ activitatea pompei de
protoni in plantulele de fasole Mung. In absenta stresului salin, s-a observat un nivel mai
crescut de H* extracelular in cazul tratamentului cu martor iradiat si mediul de cultura
al T. atroviride neiradiat, T. atroviride iradiatd si T. harzianum neiradiata. In prezenta
stresului salin, cele mai mari niveluri de H* extracelular s-au inregistrat in cazul
tratamentelor cu mediul de culturd al T. atroviride si T. harzianum iradiate. In absenta
stresului salin, tratamentele cu mediul de cultura al tulpinilor de Trichoderma au crescut



semnificativ continutul de L-prolini in plantule. in prezenta stresului salin, majoritatea
variantelor experimentale au mentinut niveluri similare de L-prolind comparativ cu
absenta stresului. Stresul oxidativ, masurat prin nivelurile de MDA, a crescut in urma
tratamentelor cu mediul de cultura al Trichoderma, iar iradierea a redus semnificativ
MDA in cazul T. harzianum iradiata, indicand o potentiala adaptare la stresul salin.
Analiza intensitatii fluorescentei ROS cu H2DCFDA a aratat c3, in absenta stresului salin,
tratamentele cu martor iradiat si neiradiat au crescut cantitatea de ROS intracelulare. in
prezenta stresului salin, iradierea tulpinilor a avut un efect biostimulant, reducand
semnificativ ROS, in special in cazul T. atroviride iradiata si T. harzianum iradiata.
Analiza radacinilor de fasole Mung tratate cu sare si medii de cultura continand tulpinile
de interes a indicat o reducere a formarii speciilor reactive de oxigen (*02-), evidentiata
prin intensitatea scazuta a culorii formate de NBT. Tratamentele cu fungii de interes au
avut un efect biostimulant, diminuand impactul negativ al stresului salin, sugerand
potentialul benefic al acestor tratamente in gestionarea stresului oxidativ indus de sare.

Subcapitolul 4.4 a urmarit efectele mimicilor de strigolactone fluorescente
asupra tulpinilor de Trichoderma. Au fost testate 6 tulpini de Trichoderma. Toate SL-
urile testate au avut efect asupra abundentei ramificarii hifelor, mai putin SL 21 asupra
T. harzianum, si T. atroviride la concentratii mai mari. Referitor la diametrul coloniilor,
s-a vazut ca anumite strigolactone In special mimicul SL 21 a stimulat usor cresterea
acestuia pentru tulpinile T. asperellum T36 si T. harzianum Td50b. Din pacate nu s-a
putut efectua o masuratoare pentru diametrul celor 4 tulpini ramase Trichoderma
atroviride P1 ATCC 74058, Trichoderma harzianum, Trichoderma harzianum T22 (ATCC
2084), Trichoderma harzianum T95 (ATCC 6085) deoarece hifele acopereau aproape
intreaga placa in a 3-a zi de la incubare. Testarea fungilor s-a realizat in 2 etape, iar
pentru tulpinile din urma (T. asperellum T36 si T. harzianum Td50Db), cresterea radiala
a fost masurata in a doua zi de la incubare.

Ultimul subcapitol 4.5, "Efectele luminii laser albastre si a mimicilor de
strigolactone fluorescente asupra tulpinilor de Trichoderma", descrie modul in care
culturile sub o diferita lungime de unda a luminii, dar si In prezenta strigolactonelor
afecteaza comportamentul tulpinilor de Trichoderma oferind date despre cresterea
radiala dependenta de lumina * strigolactone, comportamentul de conidiere si
activitatile micoparazitice. De asemenea, a fost evaluatda si umectabilitatea sporilor.
Acest studiu a aratat ca atat T. asperellum T36 cat si T. harzianum Td50b sunt capabile
sa simta si sa raspunda la diferiti stimuli cum ar fi mimicii de strigolactone sau
tratamentele cu lumina laser albastra. Acesti stimuli au avut un impact asupra
diferentierii, a activitatii micoparazitare, dar si a caracterului de umectabilitate al
sporilor. Daca In urma testului cu toluen cele doua tratamente au amplificat caracterul
hidrofob al sporilor, se pare ca analizele ce au avut la baza determinarea unghiurilor de
contact si a tensiunii intrafacile au condus la ideea ca sporii ar avea mai degraba un
caracter amfifil.

Capitolul V intitulat "Efectele de biostimulant ale clamidosporilor de
Trichoderma, aplicati singuri sau impreuna cu mimici de strigolatone" este dedicat
in vederea investigarii efectelor biostimulante ale clamidosporilor de Trichoderma
asupra plantelor, atunci cand sunt aplicati singuri sau in combinatie cu mimici de



strigolactone. Studiul isi propune sa determine modul in care acesti factori pot influenta
cresterea si dezvoltarea plantelor, precum si interactiunile dintre plante si
microorganismele din sol.

Mai multe strategii promoveaza colonizarea filosferei de catre tulpinile de
Trichoderma benefice pentru plante, originare din sol. Una dintre aceste strategii este
pulverizarea foliara cu suspensii care contin cantitati mari de clamidospori—spori cu
structuri de perete celular gros care ii fac foarte rezistenti la conditii de mediu dure.
Biomasa de Trichoderma a fost produsa prin cultivare pe un mediu pe baza de malai si
comparatd cu biomasa produsd pe Potato Dextrose Broth (PDB) prin analize
microscopice si termogravimetrice. Analizele au relevat un continut crescut de
clamidospori si o termostabilitate mai mare in biomasa fungica produsa pe mediu cu
malai. Suspensia de Trichoderma bogata in clamidospori a fost pulverizata pe frunzele
de castravete amar (Momordica charantia) la doua concentratii de inoculant. Efectul
acestor tratamente asupra parametrilor fiziologici ai plantei, pigmentilor fotosintetici
din frunze, continutului de polifenoli si flavonoide, activitdtilor antioxidante ale
frunzelor si fructelor si a productiei a fost comparat cu martorul (plante pulverizate cu
apa) si cu tratamentul experimental care a implicat pulverizarea cu propagule produse
in PDB. Efectul suspensiilor bogate in clamidospori asupra parametrilor fiziologici ai
plantei a fost mai pronuntat si de lunga durata in comparatie cu celelalte tratamente.
Tratamentul cu suspensie bogata in clamidospori a sporit acumularea de polifenoli si
flavonoide in frunze (cu 17% si 50%) si in fructe (cu 18% si 31%) si a crescut activitatea
antioxidanta. Tratamentul cu Trichoderma a crescut productia cu +25,33-53,07%.
Aplicarea tratamentului foliar cu suspensii de Trichoderma nu a modificat
citocompatibilitatea extractelor din fructe determinata pe celulele L929.

in acest capitol s-a mai urmirit de asemenea si impactului solutiilor cu mimici
de strigolactone asupra cresterii si dezvoltirii plantelor de Arabidopsis thaliana. In urma
experimentului realizat, am putut spune ca cele doua SL-uri fluorescente (SL20 si 21) au
avut un efect stimulator asupra cresterii plantelor mai mare decat GR24.

In capitolul VI sunt expuse concluziile principale, inovatiile identificate si
posibilele directii pentru aplicarea rezultatelor obtinute in cadrul acestei teze. Ca
aspecte inovatoare, sunt evidentiate urmatoarele: investigarea activitatii a mai multor
mimici de strigolactond, pentru care nu sunt date disponibile cu vedere la efectul
acestora asupra cresterii si morfologiei coloniilor de fungi fitopatogeni, precum si
Trichoderma, din cunostintele noastre.

Acesta a fost primul studiu care a raportat efectele induse de laserul albastru
asupra activitatilor celulazei si proteazei si asupra dimensiunilor conidiilor la
Trichoderma. De asemenea, iradierea imbunatateste formarea de clamidospori de
Trichoderma si modifica fortele de coeziune si aderenta ale mediului de crestere.

Un alt aspect inovator a fost utilizarea foliara a unei preparate pe baza de
clamidospori de consortiu Trichoderma pe M. charantia care promoveaza colonizarea
filosferei si determina un efect biostimulant de lunga duratj, fiind mai pronuntat atunci
cand se aplicda biomasa de Trichoderma cu o abundenta mai mare de clamidospori.



