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ABSTRACT

Following the study of the morphocultural and biosynthetic properties of micromycetes, depend-
ing on the nutrient medium used, it was established that the culture medium significantly affects both
the morphocultural and biosynthetic characteristics of the strains studied. The optimal nutrient me-
dium for the studied strains is malt agar. Micromycete strains cultivated on this medium have a higher
sensitivity to the pathogens Aspergillus niger, Aspergillus flavus and Paenibacillus larvae compared to
the tested nutrient media of Czapek, Sabouraud and starch-ammonia.

Keywords: micromycetes; nutrient medium; pathogens; morphocultural features; zone of inhibition.

PE3IOME

N3yueHne MopdoKynbTypHbIX N GUOCMHTETUYECKUX CBOWCTB MUKPOMILIETOB B 3aBUCMMO-
CTU OT cpefbl KyNbTypupoBaHuA. B pesynbrate n3yyeHns MOpdOKynbTypanbHbIX U BUOCUHTETU-
YeCKUX CBOMCTB MMKPOMULIETOB B 3aBUCMMOCTU OT UCMO/b3YyeMO NuTaTeNlbHOW Cpefbl YCTaHOBIe-
HO, YTO KyNbTypasibHasA cpefa CYLLeCTBEHHO BIMAET Kak Ha MOPQOKYNbTypasibHble, Tak U Ha BUOCKH-
TeTUYeCcKne XapakTepuUCTUKN 13ydaemblxX WTaMMOB. ONTUManbHOW NUTaTeNbHONM Cpefon AnA nu3yda-
eMbIX LITaMMOB ABIAETCA CONOLOBbIV arap. KynbTvBMpyemble Ha 3TON cpefe LWTamMbl MAKPOMULIE-
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TOB 06napatoT 6onee BbICOKOW UyBCTBUTENBHOCTbIO K BO3OyauTtenam Aspergillus niger, Aspergillus flavus
n Paenibacillus larvae no cpaBHeHWIO C UCMBITYEMbIMU NUTaTeNbHbIMU cpepamu Yaneka, Cabypo u
Kpaxmano-aMMmayHbIM.

KntoueBble cnoBa: Mukpomuyemsl; numamesnsHaa cpedd; 8036youmesu; MOpgOKyIbmypanbHbie
0C06eHHOCMU; 30HA UH2UBUPOBAHUS.

REZUMAT

in urma studiului proprietatilor morfo-culturale si biosintetice ale micromicetelor in functie de me-
diul de cultura utilizat, s-a constatat cd mediul de cultura afecteaza semnificativ atat caracteristicile
morfo-culturale, cat si pe cele biosintetice ale tulpinilor luate in studiu. Mediul de cultura optim pentru
tulpinile studiate este malt-agar. Cultivate pe acest mediu, tulpinile de micromicete au o sensibilitate
mai mare la agentii patogeni Aspergillus niger, Aspergillus flavus si Paenibacillus larvae in comparatie cu
mediile de cultura testate Czapek, Sabouraud si amidon-amoniacal.

Cuvinte-cheie: micromicete; mediul de culturd; patogeni; particularitdti morfo-culturale; zond de

inhibitie.
Introducere

Micromicetele sunt microorganisme usor
adaptabile, deoarece au capacitatea de a forma
enzime induse in functie de natura substratului
pe care se afla, provocand astfel degradarea sub-
stratului precum cel al produselor alimentare, al
fibrelor textile, al cauciucului, betonului etc.

Dezvoltarea mucegaiurilor are loc destul de
rapid in conditii favorabile astfel incat in interval
de 2-3 zile pe mediul nutritiv se formeaza colonii
vizibile diferentiate.

Micromicetele se caracterizeaza prin miceliu
septat, prin formarea coloniilor cu o crestere ra-
diala limitata sau extinsa si prin culori diferite: alb,
galben, brun, verde, portocaliu, albastru, negru
cu diferite nuante specifice in functie de gen si
specie [1-4].

Microorganismele utilizeaza diferite substan-
te chimice din mediul de cultura, fie ca sursa de
energie, fie ca material de constructie pentru
crestere si multiplicare, producand modificari
ale mediului initial (disparitia unor substante din
mediu, aparitia unor produsi noi, modificarea pH-
ului, producere de gaze etc.). Aceste modificari
reflecta natura complexului enzimatic si deci in-
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direct particularitatile genetice ale microorganis-
melor respective.

Mediile sintetice au o compozitie chimica de-
finitd si nu contin nici un factor de crestere. Ele
prezinta un avantaj major pentru studiile de de-
terminare a capacitatii si a ratei de metabolizare
a unui compus chimic din mediu, deoarece dife-
ritele sale componente, in proportie bine deter-
minata, se pot doza cu precizie dupa dezvoltarea
microorganizmelor. Diferenta de concentratie
semnifica gradul de utilizare a substantei respec-
tive. Mediile sintetice oferd posibilitatea reprodu-
cerii fidele a unui experiment precum si a com-
pararii obiective a rezultatelor. Complexitatea
chimica a mediilor de cultura necesare cultivarii
diferitelor tipuri de microorganisme este in de-
pendenta directd de capacitatile lor biosintetice,
care sunt determinate pentru diversitatea me-
diilor de crestere. Totodatd, aceasta este amplifi-
cata de specializarea fiziologicd extrema a unor
microorganisme care necesita prezenta in mediu
a unui singur compus chimic pe care-l foloseste
ca sursa de azot sau carbon. De aceea nu exista
o retetd de mediu care sd raspunda necesitatilor



nutritive ale tuturor microorganismelor cultivate.
Mediile uzuale constituie suportul nutritiv pentru
un mare numar de microorganisme. Pentru izola-
rea si cultivarea micromicetelor sunt utilizate mai
multe medii nutritive care permit cresterea ma-
joritatii fungilor, dintre care: Malt-agar; Czapek;
Sabouraud Glucose Agar; amidono amoniacal;
mediul Waksman s.a. [5-10].

Mediul nutritiv are un rol important in cres-
terea si dezvoltarea microorganismelor si poate
modifica proprietatile morfo-culturale si biosin-
tetice ale culturii [11-14].

Reiesind din cele mentionate, scopul cerceta-
rilor a constat in studierea proprietatilor morfo-
culturale si biosintetice in functie de mediul de
cultura.

Materiale si metode

In calitate de obiect de studiu au fost luate 5
tulpini de micromicete din Colectia Nationala de
Microorganisme Nepatogene (CNMN) ce apartin
genului Penicillium si poseda proprietati antimi-
crobiene si enzimatice semnificative, astfel pre-
zentand interes biotehnologic.

Acestea sunt tulpinile: Penicillium sp. 11; Peni-
cillium sp. 19; Penicillium sp. 62; Penicillium sp. 91
si Penicillium sp. 97.

Mediile de culturd luate in studiu:

Mediul Czapek (g/)I: Agar - 20; Extract de malt
6 (Ba) - 1 litru; pH - 5,5-6,0;

Mediul Czapek (g/l): Zaharoza - 30; NaNO, -
2,0; K.HPO, - 1,0; Mg SO x7H,0 - 0,5; KCI - 0,5;
FeSO,x7H,0 - 0,01; Agar - 20,0; Apa distilata - 1L;
pH-6,5-7,0;

Mediul Sabouraud g/I: pepton - 10; Glucoza -
40; agar - 20; pH - 5,5-5,8;

Mediul amidon-amoniacal g/I: amidon solubil -
10;K,HPO, - 1,0;MgSO4 - 1,0; NaCl - 1,0; (NH,),SO4
-2,0; CaCO3 - 2,0; Solutie de microelemente - Tml
(Componenta solutiei: FeSO, - 0,1; MgCl, - 0,1;
ZnS0, -0,1;H,0 - 100 ml), pH - 5,6-5,8.

Culturile au fost cultivate timp de 14 zile pe
mediile nutritive mentionate, fiind examinate in
dinamicd proprietdtile morfo-culturale ale aces-
tora. De asemenea, a fost evaluata activitatea an-
timicrobiana a culturilor.

in calitate de culturi test penru testarea
proprietatilor antimicrobiene au servit fungii As-
pergillus flavus, Aspergillus niger, agenti patogeni
ai aspergilozei la albine si bacteria Paenibacillus
larvae — agentul patogen al locii americane al al-
binelor Apis mellifera.

Determinarea proprietatilor antimicrobiene
ale tulpinilor

Proprietatile antimicrobiene au fost studiate
conform metodei difuzimetrice, prin utilizarea
blocurilor de geloza [15]. Metoda este bazata pe
capacitatea de difuziune a metabolitilor produsi
de microorganismele studiate in profunzimea
gelozei si a actiunii substantei active din zona de
difuzie asupra culturilor fitopatogene.

In conformitate cu marimea zonelor de inhibi-
tie, tulpinile cercetate se impart in sensibile, mo-
derat sensibile si rezistente:

- @ zonei de inhibitie pana la 10 mm - sensibi-
litate scazutd;

- ¢ zonei de inhibitie de 11-15 mm - sensibili-
tate medie;

- ¢ zonei de inhibitie de 15-25mm - sensibile;

- @ zonei de inhibitie mai mare de 25 mm -
sensibilitate sporita.

Toate experientele au fost efectuate in 3 repe-
tari. Calculul indicilor statistici a fost efectuat prin
utilizarea programului MS Excel.

Rezultate si discutii

Tulpinile luate in studiu Penicillium sp. 11, Pe-
nicillium sp. 19, Penicillium sp. 62, Penicillium sp.
91 si Penicillium sp. 97 au fost cultivate pe mediile
malt-agar, Czapek, Sabouraud siamidon-amonia-
cal. Examinarea particularitatilor morfo-culturale
s-a efectuat dupa 4,7 si 14 zile de cultivare (Fig.1).
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Tulpina

Mediul de cultura

Czapek

Sabouraud amidono-amoniacal

Penicillium
sp. 11

= B

Penicillium
sp. 19

Penicillium
sp. 62

Penicillium
sp. 91

Penicillium
sp. 97

Figura 1. Aspectul coloniilor tulpinilor cultivate pe mediile: 1 - Czapek; 2 - malt-agar;
3 -Sabouraud; 4 - amidon-amoniacal

Sursa: Elaboratd de autori

In urma cercetarilor efectuate, s-a stabilit ca
tulpinile luate in studiu cresc si se dezvolta pe
toate mediile de cultura testate. Diametrul co-
loniilor, culoarea miceliului aerian si de substrat,
sporularea, forma, marginea coloniilor difera in
functie de mediul de cultura. Totodata, s-a ob-
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servat ca mediul optim pentru toate tulpinile
de micromicete este mediul malt-agar. Pe acest
mediu toti parametrii morfo-culturali au fost mai
pronuntati.

Tulpina Penicillium sp. 11. Pe mediul malt-agar
formeaza colonii de 4-5 cm, bombate, hifele sunt




impleticite spongios, sporularea - foarte inten-
sd, marginea — neteda. Maciuliile conidiale sunt
abundente, conglomerate, galben-verzi. Culoa-
rea coloniilor la inceput este galben-verde, oranj
sau alba, in centru - roza, apoi verde-caramiziu cu
nuante de roz, marginea - galbena sau incolora
(0,5 cm). Reversul este de culoare castanie sau ca-
ramizie. Sporii sunt rotunzi, cu marginea neteda.
Miros tipic de mucegai. Pe mediile Czapek, Sabou-
raud si amidono-amoniacal coloniile sunt mai
mici si sporularea este mai slabd, culoarea fiind
caramizie-verzuie.

Tulpina Penicillium sp. 19. Pe mediul malt-agar
formeaza colonii cu diametrul de 2,5-3,5 cm, de
culoare galbena, la mijloc - galben-verzuie. Initial,
coloniile sunt de culoare albd, apoi la mijloc apa-
re culoarea galbena, care treptat devine verzuie,
reversul este initial oranj, dar treptat devine cafe-
niu-orangat, au marginea regulata si sunt foarte
pufoase si sporulente. Exudatia este abundents,
culoarea picaturilor - oranj. Pe mediile Czapek;
Sabouraud si amidon-amoniacal formeaza co-
lonii de 1,5-2,5 cm. Intial, culoarea acestora este
alba, apoi - galbena cu nuante verzui, forma - re-
gulata, sunt pufoase, sporulente.

Tulpina Penicillium sp. 62. Creste bine pe toate
cele 4 medii testate. Diametrul coloniilor pe me-
diul malt-agar dupd 14 zile de cultivare este de 4
cm, pe mediul Czapek - de 3 ¢cm, iar pe mediile
Sabouraud si amidono-amoniacal - de 2,5 cm.
Culoarea coloniilor - verde cu o bordura alba.
Sporularea - mai intensa pe mediile malt-agar si
Czapek comparativ cu celelalte medii.

Tulpina Penicillium sp. 91. Creste si se dez-

volta bine pe toate mediile incluse in studiu.
Mediul optim, conform diametrului coloniilor
(5,5-6,0 cm) si gradului de sporulare (foarte
sporulente), este mediul malt-agar. Pe acest
mediu tulpina se dezvolta mai repede si mai
bine, pe cand pe mediile Czapek, Sabouraud si
amidon-amoniacal cresterea si sporularea sunt
mai lente.

Tulpina Penicillium sp. 97. Creste si se dezvol-
td bine pe toate cele 4 medii de culturd testate.
Mediile malt-agar si Czapek sunt insa mai prielni-
ce pentru cultivarea acesteia, deoarece cresterea
si sporularea este mai intensa. Pe aceste medii a
fost inregistrat si diametrul maximal al coloniilor
de 3,5-4,0 cm, precum si o sporulare mai intensa.
Pe mediul malt-agar tulpina coloreaza mediul de
substrat in roz.

Toate tulpinile de micromicete luate in studiu
au prezentat o crestere mai intensa pe medii-
le de culturd malt-agar si Czapek. Pentru a afla
daca la tulpinile mentionate apar modificdri ale
proprietatilor biosintetice in functie de mediul de
culturd, a fost studiata activitatea antimicrobiana
a tulpinilor crescute pe mediul malt-agar si Cza-
pek fata de unii fitopatogeni. Astfel, din rezulta-
tele prezentate in Fig. 2 si Fig. 3, putem constata
ca tulpinile Penicillium sp. 62 si Penicillium sp. 97
cultivate pe mediul malt-agar manifesta o sensi-
bilitate mai inalta fata de patogenii Aspergillus ni-
ger, Aspergillus flavus si Paenibacillus larvae decat
in cazul cultivarii pe mediul Czapek. Diametrul
zonelor de inhibitie a patogenilor este mai mare
in cazul cultivarii tulpinilor pe mediul malt-agar
comparativ cu mediul Czapek.
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B A. niger W A. flavus

P. larvae

Penicillium sp. 62
(m/a)

(Cz)

Penicillium sp. 62 Penicillium sp. 97 Penicillium sp. 97

(m/a) (C)

Figura 2. Diametrul zonei de inhibitie a fitopatogenilor in functie de mediul de culturd a micromicetelor (mm)

Sursa: Elaborata de autori

Figura 3. Actiunea exometabolitilor tulpinilor de micromicete: 1 - Penicillium sp. 62; 2 - Penicillium sp. 97
asupra patogenului Aspergillus flavus in functie de mediul de cultivare (dreapta - malt-agar, stdnga - Czapek)

Sursa: Elaborata de autori

Tulpina Penicillium sp. 91. a manifestat sen-
sibilitate numai fata de patogenul Paenibaci-
llis larvae, agentul patogen al locii americane.
in cazul tulpinii Penicillium sp. 91 s-a observat
aceeasi legitate. Sensibilitatea acestei tulpini,
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cultivata pe mediul malt-agar, fatd de patoge-
nul Paenibacillus larvae a fost mai inaltd com-
parativ cu sensibilitatea inregistratd in cazul
cultivarii tulpinii pe restul mediilor de cultura
utilizate (Fig. 4).



ODiametrul zonei de inhibitie

N

N

20

Neomicina

Malt-agar

Czapek

Amidono-
amoniacal

Sabouraund

Figura 4. Activitatea anibacteriand a tulpinii Penicillium sp. 91 in functie de mediul de culturd

Sursa: Elaboratd de autori

Diametrul maximal al zonei de inhibitie a pa-
togenului testat a fost inregistrat la utilizarea tul-
pinii cultivatda pe mediul malt-agar si constituie
23,5 mm fata de 23 mm ai diametrului obtinut de
catre antibioticul neomicina ce a servit ca martor.
Diametrul maximal al zonei de inhibitie a pato-
genului la testarea tulpinii Penicillium sp. 91 cul-
tivata pe mediul Czapek constituie 22 mm si nu
difera substantial de cel al martorului. Cultivarea
tulpinii pe mediile Sabouraud sau amidon-amo-
niacal a demonstrat o activitate antibacteriand
mai slabd, zona de inhibitie a patogenului Pae-
nibacillus larvae fiind de 21 mm fatd de 23 mm
ai zonei de inhibitie obtinuta in varianta martor.
Astfel, putem constata cd mediul optim pentru
cultivarea tulpinii Penicillium sp. 91 in scopul ob-
tinerii activitatii antibacteriene maximale este
mediul malt-agar.

Tulpina Penicillium sp. 11 a manifestat sensibi-
litate numai fata de patogenul Aspergillus flavus,
cu zona de inhibitie de 15,5 mm in cazul cultivarii
pe mediul malt-agar si cu zona de inhibitie de
14,0 mm in cazul cultivarii pe mediul Czapek.

Tulpina Penicillium sp. 19, indiferent de mediul
de cultura utilizat, nu a manifestat sensibilitate
fata de patogenii testati.

Concluzii

1) S-a demonstrat cd particularitdtile morfo-
culturale ale micromicetelor din genul Penicillium
difera in functie de mediul de cultura utilizat.

2) Mediul de cultura optim pentru tulpinile de
micromicete din genul Penicillium este malt-agar.
La utilizarea mediului de cultura malt-agar micro-
micetele studiate manifesta o sensibilitate mai
inalta fata de patogeni comparativ cu alte medii
de cultura testate.
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