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Abstract: Establishing in vitro parameters of fungal development (carbon sources, nitrogen sources, reaction 
of culture medium) in the Laboratory of Mycology at Research Institute of Plant Protection 
Bucharest it was concluded that:  
 the most favourable carbon sources for the development of Ph. occulta proved to be 

monosaccharides: manite, glucose (dextrose), arabinose and dulcite, the disaccharide saccharose 
(fructose) and the polysaccharide starch; 
 the most favourable nitrogen sources were the aminoacids: L-norvaline and L-leucine, the amide 

L-asparagine and among salts ammonium sulphate; 
 the most favourable pH values of culture media between 4.0 and 6.5. 
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Introducere 

 
Identificarea ciupercii Phomopsis occulta (Şesan & Tăut, 1998; Tăut, 1998), 

agentul etiologic al pieirii plantulelor de conifere a impus studierea acestuia în continuare 
mai aprofundat pentru a se putea stabili, în afara mediilor de cultură favorabile (Şesan şi 
colab., 1999), şi alţi parametri de dezvoltare, în condiţii de laborator şi anume: sursele de 
carbon şi de azot din mediile de cultură şi valorile iniţiale ale reacţiei mediului de cultură; 
pe baza acestor noi elemente ulterior pot fi recomandate principalele măsuri de limitare a 
efectelor sale nagative în pădurile de conifere. 
 

Material şi metode 
 

Ca material biologic s-a folosit izolatul nostru de Ph. occulta obţinut din seminţele  
de Larix decidua, purificat şi cultivat pe mediul CGA (Şesan & Tăut, 1998). Toate lucrările 
experimentale s-au executat în laboratorul de micologie şi în sera Institutului de Cercetări 
pentru Protecţia Plantelor Bucureşti (România). 

Stabilirea parametrilor biologici in vitro de dezvoltare a ciupercii (medii de cultură 
cu diferite surse de carbon şi de azot, valori diferite ale reacţiei mediului de cultură) s-a 
realizat prin cultivarea ciupercii pe mediul CGA în care au fost modificaţi pe rând factorii 
ecologici enumeraţi mai sus. Toate variantele au avut minimum trei repetiţii. Observaţiile 
au constat din măsurători ale diametrului coloniilor după 3, 5, 7, 8, 10, 14 zile, până în 
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momentul când martorul a atins valoarea maximă (7.0 cm în diametru). Datele au fost 
prelucrate statistic prin analiza variantei. 

 

Rezultate şi discuţii 
 

Alţi parametri biologici in vitro de dezvoltare a ciupercii Ph. occulta (surse de 
carbon, surse de azot, reacţia mediului de cultură). 
1. Sursele de carbon. Aşa cum reiese din datele prezentate în tabelul 1 şi din imaginile 
planşei 1, pe mediul CGA cu 9 monozaharide testate ce sursă de carbon pentru ciuperca Ph. 
occulta, după primele 3 zile nu s-a observat nici o creştere a ciupercii (0.700 cm în 
diametru). După 7 zile de la însămânţare, cele mai favorabile monozaharide pentru 
creşterea ciupercii s-au dovedit manita (2.00 cm în diametru) şi arabinoza (1.467 cm, 
urmate de glucoză (0.967 cm) şi dulcită (0.833 cm). Cele mai puţin favorabile pentru 
creşterea ciupercii au fost, după acelaşi interval, monozaharidele: sorboză, fructoză, 
rhamnoză, rafinoză, riboză (0.700 cm). Ulterior, după 10 zile s-a constatat, în ordine 
crescândă, următoarea activitate a monozaharidelor: manita (3.933 cm) > dulcita (3.000 
cm) > rafinoza (2.467 cm) > glucoza şi riboza (2.333 cm) > arabinoza şi fructoza (2.267 
cm) > rhamnoza )1.800 cm). Cea mai nefavorabilă sursă de carbon s-a dovedit sorboza, pe 
care ciuperca nu a crescut, diametrul coloniei rămânând tot 0.700 cm, adică dimensiunea 
discului inoculat iniţial. După 14 zile s-a observat o uniformizare a creşterii în majoritatea 
variantalor experimentale, toate monozaharidele asigurând creşterea ciupercii între valorile 
de 5.433 cm în diametru în varinta cu roboză şi 3.200 cm în varianta cu arabinoză, iar în 
varianta cu sorboză neânregistrându-se nici o creştere. Referindu-ne la sporularea ciupercii 
pe mediile cu diferite monozaharide, s-a constatat cea mai bună sporulare în variantale cu: 
fructoză, glucoză şi riboză; sporulare moderată pe cele cu: manită, arabinoză, rhamnoză şi 
dulcită; sporulare redusă în varianta cu rafinoză. În varianta cu sorboză, în care nu s-a 
produs creşterea ciupercii, nu s-a constatat, firesc, nici sporularea acesteia. 

Dintre dizaharide (tabelul 1, planşa 2), după 7 zile, cea mai favorabilă pentru 
dezvoltarea ciupercii s-a dovedit zaharoza (1.967 cm în diametru); o dezvoltare mai redusă 
(0.800-0.900 cm) s-a constatat în variantele cu maltoză şi melibioză, în timp ce în cele cu 
trehaloză şi lactoză, creşterea a fost absentă (0.700 cm). După 10-14 zile, ordinea 
dizaharidelor în ceea ce priveşte asigurarea creşterii ciupercii Ph. occulta se prezintă astfel: 
zaharoză (3.733-4.400 cm) > melibioză (4.933-3.200 cm) > trehaloză (4.067-2.633 cm) > 
maltoză (3.567-2.467 cm) > lactoză )2.533-2.267 cm). Dintre dizaharide, cea mai puţin 
favorabilă dezvoltării ciupercii-test a fost lactoza, pe care şi sporularea a fost redusă. În 
general, sporularea ciupercii pe mediile cu diferite dizaharide a fost bună (+++) pentru 
zaharoză şi trehaloză până la moderată (++) pentru maltoză şi melibioză. 

Dintre cele trei polizaharide testate (tabelul 1, planşa 2), cele mai favorabile pentru 
creşterea şi sporularea ciupercii s-au dovedit amidonul, urmat de inulină, iar cel mai puţin 
favorabil celuloza, pe care nu s-a înregistrat nici o creştere şi nici sporulare. 
2. Sursele de azot. Analizând datele din tabelul 2 şi planşa 3, s-a constatat că dintre 
aminoacizii testaţi, cel mai favorabil pentru dezvoltarea ciupercii Ph. occulta a fost L-
norvalina, care a determinat atingerea diametrului amxim (7.000 cm) al coloniei după 10 
zile de la însămânţare; au urmat, în ordine descrescândă, DL-norleucină (5.467 cm) > L-
leucină (4.367) > L-alanină (2.733 cm) > L-arginină (2.420 cm) > cisteină (2.133 cm). În 
toate variantele cu aminoacizi, sporularea ciupercii a fost de la bună până la moderată. 
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Dintre cele două amide experimentate, L-asparagina s-a dovedit mai favorabilă 
decât ureea pentru creşterea ciupercii, dar cu acţiune similară asupra sporulării, care a fost 
moderată. 
 Dintre cele două săruri testate, ciuperca a crescut mai bine în varianta cu sulfat de 
amoniu, comparativ cu azotatul de amoniu; sporularea a fost însă mai intensă pe azotatul de 
amoniu comparativ cu cea din varianta cu sulfat de amoniu. 
 În varianta cu substanţa proteică – gelatină, atât creşterea cât şi sporularea 
ciupercii au fost moderate. 
3. Valorile iniţiale de pH a mediului. În condiţii de mediu CGA cu valori diferite de pH 
iniţial (tabelul 3, planşa 4), după 3 zile de la însămânţare, s-a constatat cea mai bună 
dezvoltare a ciupercii în variantele cu pH între 4.0 şi 6.5 (puternic acid până la slab acid); în 
aceste variante diametrul coloniilor a atins valori între 2.467 cm până la 2.567 cm, în 
comparaţie cu martorul (2.067 cm). După 5 şi, respectiv, 8 zile, valori maxime ale 
diametrului coloniilor (3.500 – 4.833 cm, comparativ cu martorul 3.633 cm, după 5 zile; 
5.000 – 5.433 cm, comparativ cu 5.120 cm la martor, după 8 zile) s-au înregistrat la o gamă 
mai largă a valorilor de pH, şi anume, între 4.0 şi 8.0 (acid până la neutru şi chiar alcalin). 
Aceste date confirmă, de fapt, că valorile iniţiale ale pH-ului mediului de cultură se 
modifică pe măsură ce timpul trece. 
 
 

Tabelul 3 
Influenţa valorilor pH-ului mediului asupra dezvoltării in vitro  

a ciupercii Phomopsis occulta  
pH Diametrul coloniei (cm) după: Sporulare 

3 zile 5 zile 8 zile 
3.0 1.667˚ 3.067 4.000˚˚˚ - 
4.0 2.467* 4.200 5.433 + 
4.5 2.500** 4.233*** 5.000 ++ 
5.0 2.567** 4.667*** 5.200 +++ 
5.5 2.567** 4.833*** 5.180 +++ 
6.5 2.467* 3.833 5.200 +++ 
7.0 (martor) 2.067 3.633 5.120 ++ 
8.0 2.067 3.500 5.000 + 
9.0 1.533˚˚ 3.000˚ 4.800 + 
9.5 1.433˚˚ 2.767˚˚ 3.933˚˚˚ - 

DL 5% 0.294 0.571 0.539  
DL 1% 0.403 0.784 0.739  
DL 0.1% 0.548 1.067 1.007  

 
 
Cea mai bună sporulare (+++) a ciupercii s-a înregistrat la valori de pH între 5.0 şi 

6.5, bună la pH 4.5 şi 7.0; sporularea a fost redusă în mediul foarte acid, la pH 4.0 şi în cel 
alcalin, la pH 8.0 şi 9.0. Ciuperca nu a sporulat la pH foarte acid (3.0) şi foarte alcalin (pH 
9.5). 
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Concluzii 
 

Pe baza celor prezentate, se poate trage concluzia că parametrii biologici optimi 
pentru dezvoltarea in vitro a ciupercii Ph. occulta sunt: 
 sursele de carbon: monozaharidele manită, glucoză (dextroză), arabinoză, dulcită, 

dizaharidul zaharoză (sucroză) şi polizaharidul amidon; 
 sursele de azot: aminoacizii L–norvalină, DL-norleucină, L-leucină; amida L-

aspargină; sulfatul de amoniu; 
 valorile de pH între 4.0 şi 6.5. 
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Tatiana Eugenia Şesan şi colab. Planşa 1 

 
Influenţa surselor de carbon (monozaharide) asupra dezvoltării ciupercii Phomopsis occulta (Şesan, 1998; foto: D. 
Kiss, 1998) 
 
Influence of carbon sources (monosaccharides) on Phomopsis occulta development (Şesan,1998; photo: D. Kiss, 
1998) 
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Tatiana Eugenia Şesan şi colab. Planşa 2 

Influenţa surselor de carbon (dizaharide, polizaharide) asupra dezvoltării ciupercii Phomopsis occulta (Şesan, 
1998; foto: D. Kiss, 1998) 
Influence of carbon sources (disaccharides, polysaccharides) on Phomopsis occulta development (Şesan, 1998; 
photo: D. Kiss, 1998) 
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Tatiana Eugenia Şesan şi colab. Planşa 3 
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Tatiana Eugenia Şesan şi colab. Planşa 4 

 
Dezvoltarea ciupercii Phomopsis occulta pe mediul C G A cu diferite valori de pH (Şesan, 1998; foto: D. Kiss, 
1998) 
 
Phomopsis occulta development on P D A medium with different pH values (Şesan, 1998; photo: D. Kiss, 1998) 
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