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REPERELE CONCEPTUALE ALE CERCETARII

Actualitatea temei: Focul bacterian al culturilor pomicole ataca plantele din familia
rozaceae, provocind un prejudicii serioase plantatiilor de gutui, par si mar. in SUA pierderile
cauzate de aceastd boald ating 100 miIn de dolari anual [21]. In Romania, unde boala a fost
inregistratda in 1992, doar din anul 2004 pana in 2006 suprafata plantatiilor atacate de focul
bacterian a crescut cu 5,3% [19]. In anii 1990 tulpini virulente ale patogenului de foc
bacterian al culturilor pomicole, bacteria Erwinia amylovora (Burrill) Winslow et al. a fost
depistatd si in Republica Moldova [3,8].

Descrierea situatiei in domeniul de cercetare si identificarea problemelor de
cercetare. Combaterea focului bacterian al culturilor pomicole consta in aplicarea unui
complex de masuri agrotehnice, chimice, genetico- ameliorative indreptate spre diminuarea
prezentei patogenului in livezi si in prevenirea infectdrii cu acesta.

Unul din mijloacele de combatere biologicd a focului bacterian il constituie
bacteriofagii, care lizeaza celulele bacteriilor E. amylovora. Principalul avantaj al
bacteriofagilor in comparatie cu alte mijloace de combatere a bacteriozelor consta in faptul
ca ei sunt paraziti obligati ai bacteriilor si in acelasi timp ei reprezintd un component natural
ai ecosistemelor. Astfel, ei pot fi utilizati in scopuri de profilactice si retinere a dezvoltarii
focului bacterian la toate fazele de crestere a plantei. In Europa si America au fost izolate
tulpini de bacteriofagi virulenti fata de bacteriile E. amylovora. In 2014 in Italia, Mazzucchi
si au Inregistrat un brevet privind aplicarea bacteriofagului M9 contra patogenului in livada
in calitate de metoda alternativa al tratarilor chimice [25]. In Republica Moldova lucrari de
izolare si identificare a bacteriofagilor bacteriei E. amylovora nu au fost efectuate. Astfel,
datele privind diversitatea specifica si virulenta izolatelor locale de bacteriofagi, precum si
cunostintele despre interactiunea microorganismelor din coronamentul plantelor lipsesc.
Este cunoscut insa ca eficacitatea bacteriofagilor, asemenea multor altor agenti biologici,
depinde de influenta principalelor factori ai mediului Inconjurator si particularitatile
organismului infectat [20, 31]. Dar aceastd problema este studiata insuficient. Starea slaba
de cercetare a bacteriofagilor si lipsa datelor despre rolul bacteriofagilor in profilaxia si
retinerea raspandirii focului bacterian au conditionat alegerea actualei teme de cercetare.

Scopul lucrarii consta 1n determinarea particularitatilor biologice ale patogenului
E. amylovora si bacteriofagilor lui si stabilirea posibilitatilor de aplicare a bacteriofagilor
E. amylovora in combaterea focului bacterian. Pentru realizarea scopului cercetarilor s-au

trasat urméatoarele obiective:



- Izolarea, identificarea agentilor patogeni si caracterizarea patogenitatii bacteriilor E.
amylovora (Burrill) Winslow et al.

- Izolarea si identificarea bacteriofagilor bacteriei E. amylovora (Burrill) Winslow et al.

- Determinarea particulatitatilor reproducerii bacteriofagilor E. amylovora in conditii
controlate si naturale.

- Evaluarea eficacitatii biologice a bacteriofagilor E. amylovora in combaterea focului
bacterian al rozaceelor la culturile pomicole in conditii naturale.

Metodologia cercetarii stiintifice. [zolarea si identificarea bacteriei E. amylovora si
a bacteriofagilor ei precum si determinarea eficacitatii biologice a bacteriofagilor E.
amylovora in combaterea focului bacterian in conditiile de laborator si de camp deschis au
fost executate conform metodelor general acceptate [4, 6, 15, 16, 17, 18, 24, 26, 28, 29].

Noutatea stiintificA a rezultatelor. Au fost izolati, identificati si caracterizati
bacteriofagii care lizeaza bacteriile patogene E. amylovora. Bacterifagii izolati sunt reprezentanti
ai familiilor Myoviridae si Siphoviridae si poseda capacitati de infectare a bacteriilor independent
de grosimea stratului exopolizaharidic al anvelopei celulare. A fost determinata dinamica
sezoniera a populatiilor de bacteriofagi ai E. amylovora in conditiile naturale si controlate. A fost
stabilitd eficacitatea biologica a bacteriofagilor E. amylovora in inhibarea cresterii bacteriilor E.
amylovora, si demonstrata eficienta biologica a bacteriofagilor izolati in reducerea gradului de
infectare a puietilor pomicoli cu focul bacterian in conditii de camp.

Importanta teoretica a lucrarii. Rezultatele cercetarilor efectuate constituie un
aport consistent la studiul bazelor teoretice privind interactiunea bacteriilor patogene E.
amylovora cu bacteriofagii lor in tesuturile plantelor gazde in conditii naturale si controlate.

Problema stiintificA importanta solutionata consta in fundamentarea stiintifica a
capacitatilor bacteriofagilor E. amylovora izolati, identificati si caracterizati cu capacitati de
lizare celulelor agentului patogen, ceea ce a condus la elaborarea elementelor tehnologice
de producere a biomasei active a bacteriofagilor identificati si reducerea gradului de infectare
a puietilor pomicoli in conditii de laborator si cAmp deschis.

Valoarea aplicativa a lucrarii. Bacteriofagii joaca un rol important in retinerea
dezvoltarii focului bacterian la culturile pomicole. Procedeele metodologice elaborate in
legaturd cu izolarea, identificarea si aplicarea bacteriofagilor pot fi utilizate nemijlocit la
studierea modelelor “’bacteria patogena E. amylovora - bacteriofag”. Unele izolate extrase de
bacteriofagi au demonstrat o activitate biologicd naltd in inhibarea dezvoltarii focului

bacterian, care constituia 89,0%. Acest fapt ne permite s considerdm bacteriofagii ca unul
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din mijloacele de combatere a focului bacterian la culturile pomicole semintoase. A fost
propusd o metoda de obtinere a culturii de bacteriofagi in timpul cresterii bacteriei E.
amylovora in bulionul Luria Bertrani la temperatura de +28°C. A fost determinatd
concentratia optimald a fagolizatului pentru tratarea puietilor contra focului bacterian al

culturilor pomicole, care trebuie si constituie 107 - 103 PFU/ml.

Rezultatele stiintifice principale inaintate spre sustinere:

1. Culturile semintoase in Republica Moldova sunt atacate de bacteriile patogene E.
amylovora. Lipsa mijloacelor eficiente de protectie ale culturilor pomicole contra focului
bacterian a determinat necesitatea elaborarii unor masurii noi de combatere a acestei boli, cum
ar fi utilizarea patogenilor obligati ai bacteriilor — bacteriofagii.

2. Izolatele extrase ale bacteriofagilor apartin familiilor Myoviridae si Siphoviridae si
reprezintd virusuri inregistrate cu coada. Capacitatea fagilor din familia Myoviridae de a infecta
celule bacteriene nu depinde de gradul de dezvoltare a stratului exopolizaharidic al bacteriei-gazda.

3. In cazul lipsei metodelor cu eficienta inaltd de combatere a bacteriozelor, bacteriofagii
obtinuti ca paraziti intracelulari cu specificitate inaltd care regleaza densitatea populatiilor de
bacterii fitopatogene pot servi drept una din mijloacele de protectie contra focului bacterian la
culturile pomicole.

Implementarea rezultatelor stiintifice: Bacteriofagii E. amylovora izolati au fost
testati in combaterea focului bacterian in livada de mar din gospodaria agricola ”AgroBrio”,
comuna Bacioi, raionul Ialoveni. Rezultatele privind particularitatile bioecologice ale
bacteriofagilor obtinuti in cadrul cercetarilor au fost utilizate la pregatirea cursului de
virusologie, pentru studentii Universitatii de Stat a Moldovei.

Aprobarea rezultatelor stiintifice. Teza a fost elaboratd in cadrul proiectului
institutional 06.407.022F “Elaborarea tehnologiilor de aplicare a preparatulelor biologice in
baza a baculovirusuri, bacterii sporifere, nematozi entomopatogeni, bacteriofagi si cuperci
antagoniste pentru utilizarea 1n agricultura .

Materialele tezei au fost prezentate si discutate la sedintele laboratirului si consiliului
stiintific al institutului si la foruri stiingifice nationale si internationale: «CuHanTponu3anus
pactenuit u xuBoTHBIX» (Irkutsk, 2007), «MHTEerpupoBaHHas 3ammTa pacTeHUH — CTpaTerus
u taktuka» (Minsk, 2011), «buonorudeckas 3ammura pacTeHH — OCHOBa CTaOWIHM3AIUU
arposkocucrem» (Krasnodar, 2012), «Protectia plantelor — realizari si perspective» (Chisinau,

2009), «Protectia plantelor — probleme si perspective» (Chisinau, 2012), «Pathogens and



antagonists: the multiple role of bacteria in biological plant protection", Kyrgyz-Uzbek-
Kazakh-German multilaterate programme for cooperation BIOPROTECT (Bishkek, Almaty,
2014); XVIII International Plant Protection Congress «Mission possible: food for all through
appropriate plant protection» (Berlin, 2015); «Protectia plantelor — realizari si perspectivey,
Chisinau, 2015, “Genetics for Biocontrol”, Geisenheim, Germania, 2015.

Publicatii la tema tezei. La tema tezei au fost publicate 12 lucrari stiintifice, Incluciv
2 articole 1n reviste recenzate si 5 publicatii fara coautori.

Volumul si structura tezei. Materialele disertatiei sunt expuse pe 109 pagini text de
baza, include trecerea in revista a literaturii, descrierea materialelor si metodelor, rezultatele
cercetdrilor, concluziile principale si recomandari. Lista bibliografica constd din
240 de surse. Lucrarea contine 8 tabele, 35 de figuri si doud anexe.

Cuvinte cheie: bacteriofagi, Erwinia amylovora, focul bacterian, eficacitate

biologicd, fagoterapie, protectia biologica

CONTINUTUL TEZEI 1. FAGOTERAPIA iN COMBATEREA BACTERIOZELOR
PLANTELOR

Sunt expuse cunostintele moderne despre agentul pathogen al focului bacterian al
culturilor pomicole provocat (Erwinia amylovora (Burrill) Winslow et al.) si despre masurile
elaborate pentru combaterea acestei bacterioze periculoase [26, 31, 32]. In ciuda acumularii
unui numar impresionant de date despre structura si particularitdtile procesului de
patogeneza, multe detalii deocamdatd raman neclare si se necesitd cercetari amanuntite in
continuare. Sunt aduse cunostinte disponibile in prezent despre structura si proprietatile
bacteriofagilor [4, 23, 33]. Este descrisa utilizarea bacteriofagilor in calitate de mijloc de
combatere a bolilor bacteriene. Sunt prezentate opiniile cercetatorilor despre avantajele,
neajunsurile si procedeele de depasire a problemelor legate de aplicarea fagoterapiei in
combaterea bacteriozelor si, in particular, a focului bacterian al culturilor pomicole [7, 20,
30]. Analiza surselor bibliografice a demonstrat cd pentru elaborarea masurilor eficiente de
combatere a patogenului este necesara studierea detaliata a proprietatilor microrganismelor
din ecosistemul concret [10]. In consecinti, pentru o aplicare eficienti a fagotrapiei in
combaterea focului bacterian al culturilor pomicole in Republica Moldova este necesara

cercetarea izolatelor locale ale bacteriilor E. amylovora si a bacteriofagilor lor.



2. MATERIALE SI METODE DE CERCETARE

Cat izolarea atat si identificarea bacteriilor si bacteriofagilor s-au efectuat in Laboratorul
de Fitopatologie si Biotehnologie al Institutului de Genetica, Fiziologie si Protectie a Plantelor
al ASM, Chisindu; Laboratorul de Protectie a Plantelor al Institutului Stiintifico-Practic de
Horticultura si Tehnologii Alimentare, Chisinau; Laboratorul de Microbiologie si Biotehnologie
al Institutului de Protectie Biologica a Plantelor, Darmstadt (Germania).

In calitate de material de cercetare au servit bacteriile E. amylovora si bacteriofagii
bacteriei E. amylovora izolate din pomii de gutui, mar, par si paducel, precum si tulpina
bacteriei E. amylovora Eal79 si tulpinile bacteriofagilor phiEalh (Podoviridae) si phiEal04
(Myoviridae) izolate in America de Nord, prezentate cu amabilitate de catre profesorul Claus
Geider (JKI, Dossenheim, Germania).

Izolarea bacteriei E. amylovora s-a efectuat conform metodei general acceptate
privind izolarea bacteriilor fitopatogene [6], precum si metodei lui Waite M. B. [32].

Proprietatile culturale ale bacteriilor au fost determinate prin metoda Insemantarii pe
medii nutritive standard [6], precum si pe un mediu nutritiv de diagnosticare [15].

Patogenitatea bacteriilor E. amylovora a fost studiata dupa gradul de inducere a reactiei
hipersensibilitatii la plantele-gazde nespecifice (frunze juvenile de castraveti) si dupa virulenta
pe fructe necoapte de par. Fiecare izolat de bacterii a fost incercat pe un numar mai mare de 5
plante. Necrozele apdrute in urma reactiei de rdspuns a plantei la injectarea bacteriei E.
amylovora s-au estimat inconformitate cu scara urmatoare: 0- lipsa necrozelor; 0,1 - 0,2 —
necroze pe 5% din suprafata frunzei; 0,3 - 0,5 necroze pe 25% din suprafata frunzei; 0,6 - 0,8
necroze pe 75% din suprafata frunzei; 0,9 - 1,0 necroze pe 90% din suprafata frunzei [18].

Morfologia bacteriei E. amylovora si a bacteriofagilor acesteia a fost determinata cu
ajutorul microscopiei electronice.

Izolarea si purificarea fagilor s-a efectuat prin metoda straturilor de geloza [4],
precum si metoda modificata cu utilizarea procedeelor descrise de catre Adams M., 1961,
Schnabel and Jones, 2001, Boul¢ et al, 2011[4, 16, 29]. Pozitia sistematica a fagilor a fost
determinata prin metoda PCR cu utilizarea marcatorilor tls [28].

Eficacitatea suprimarii cresterii E. amylovora de catre bacteriofagi a fost studiata pe
fructe verzi de par intr-o camera umeda; in conditii de laborator pe lastari tdiati de portaltoi
de gutui plantati in sol deschis care erau infectati prin injectarea suspensiei de bacteria E.
amylovora in concentratie de 3x10” CFU/ml. Ulterior, plantele au fost tratate cu fagolizate

in concentratie de 2x10° PFU/ml.



3. CARACTERISTICA BACTERIEI ERWINIA AMYLOVORA SI A
BACTERIOFAGILOR EI
3.1. Depistarea si identificarea bacteriei Erwinia amylovora — pathogen al focului
bacterian al culturilor pomicole

In livezile pomicole experimentale si industriale ale Republicii Moldova, precum si in
plantatiile decorative de pe teritoriul municipiului Chisindu in anii 2000-2012 s-a efectuat
colectarea mostrelor de plante din familia rozaceae cu simptome specific focului bacterian.
Initial, bacteriile E. amylovora au fost identificate dupa metoda lui Waite. Cercetérile ulterioare
s-au efectuat cu izolatele bacteriilor extrase din plantele de genul Cydonia Mill., Malus Mill.,
Pyrus L., Crataegus L. care au demonstrat un rezultat pozitiv la testarea cu metoda lui Waite.

Toate izolatele studiate de noi, la insemantare pe mediul de diagnosticare MM2Cu
formau colonii de culoare galbena. Pe mediul King B coloniile tuturor izolatelor de bacterii
cercetate nu contineau pigment fluorescent. Pe mediul nutritiv C3 coloniile bacteriilor erau de
culoare alba-surie de tipul S, iar pe geloza nutritiva LB coloniile erau albe fara nuantd galbena.
Pe mediul Levan toate izolatele formau colonii de forma unei cupole de tipul S. Insa izolatele
bacteriilor extrase in Republica Moldova, spre deosebire de tulpina germand Eal79, pe mediul
nutritiv LB cresteau mai anevoios decat pe mediul nutritiv C3.

In urma studierii izolatelor bacteriene cu ajutorul microscopiei electronice s-a stabilit ci
bacteriile extrase noi din plantele-gazda din familia rozaceae sunt baciliforme cu capetele
rotunjite de dimensiunea 1,7-1,1 mem cu amplasarea peritrichiala a flagelilor.

Astfel, prin metoda lui Waite, metoda Tnsamantarii pe medii nutritive standard si de
diagnosticare, precum si cu ajutorul microscopiei electronice au fost izolate si identificate
bacteriile virulente E. amylovora din pomii de gutui, mar, par si paducel.

Virulenta si reactia hipersensibilititii a izolatelor de E. amylovora. Luand in
considerare ca virulenta bacteriilor E. amylovora coreleaza cu capacitatea lor de a provoca
negazda nespecifica [24, 34], pentru a stabili izolatul din bacteriile E. amylovora cel mai virulent,
a fost determinat gradul de virulenta pe fructe verzi de par si gradul de inducere a reactiei de
hipersensibilitate pe frunzele de castraveti care provocau izolatele de E. amylovora, extrase din
subfamilia Prunoideae. Estimarea comparativd a virulentei si inducerii reactiei de
hipersensibilitate a demonstrat ca izolatele bacteriei E. amylovora nu se deosebesc substantial

dupa virulenta si capacitatea de a induce reactia de hipersensibilitate [11].



3.2. Evidentierea si identificarea bacteriofagilor bacteriei Erwinia amylovora

In perioada anilor 2001 si 2013 in partea centrald a Republicii Moldova au fost izolati
bacteriofagi care lizeaza celulele bacteriilor patogene E. amylovora. Au fost evidentiate si
selectate noua mostre de bacteriofagi izolati din coroana plantelor din subfamilia Prunoideae
si patru mostre isolate din sol in preajma tulpinilor pomilor vatimati. In timpul experientelor
a fost determinata concentratia bacteriofagilor izolati ai E. amylovora in tesuturile plantelor-
gazda si determinate dimensiunile coloniilor negative pe care particulele de fag le formau pe
gazonul bacterian in urma insemantarii pe geloza nutritiva a lui Luria Bertrani (Tabelul 3.1).

Tabelul 3.1. Particularitatile izolatelor bacteriofagi E. amylovora extrase

din plantele din familia rozaceae de pe teritoriul mun. Chisinau

Nr Diametrul
Izola medi‘,l_ al Concen
tului Codul Planta-gazda Sursa COlOIll'llOI' tratia,
izolatului negative, ’
mm (geloza | PFU/g
LB)
1 | 503¢pM2-a | Malus domestica coroana 1.0-1.5 10?
Borkh.
2 503¢P5-a | Pyrus communis L coroana 1.0-1.5 2x10?
3 503¢P3-a | Pyrus communis L. coroana 1.0-1.5 4,2x10°
4 502¢pM7- a | Malus domestica coroana 1.0-1.5 2.5x10°
Borkh.
5 | 612¢Cy2- s | Cydonia oblonga sol 1.0-1.5 10?
Mill.
6 512¢P2-s | Pyrus communis L. coroana 1.0-1.5 10?
7 | 511¢Cel-a | Cerasus tomentosa coroana 1.0-1.5 10?
(Thunb.) Wall
8 512¢Crl -s | Crataegus monogyna sol 1.0-1.5 10?
Jacq.
9 | 512¢6MI1-s | Malus domestica sol 1.0-1.5 10?
Borkh.
10 502¢Crl-a | Crataegus monogyna coroana 0.5-1.0 2,4x10*
Jacq.
11 | 605¢Cyl-a | Cydonia oblonga coroana 1.5-2 7x10*
Mill.
12 | 512¢M5-a | Malus domestica coroana 1.0-1.5 10°
Borkh.
13 | 612¢M3-a | Malus domestica sol 1.0-1.5 10°
Borkh.




Cea mai mare concentratie de bacteriofagi in conditii naturale a fost inregistrata in
mostrele colectate din coroana gutuiului - 7x10% PFU/g. Cei mai putini bacteriofagi s-au gasit
in tesuturile marului - 10> PFU/g.

Particulele fagocite care au demonstrat cea mai inalt rezistenta fata de procesul de

izolare si purificare au fost studiate cu ajutorul microscopie electronice (Figura 3.1).

Fig. 3.1. Particularitatile morfologice ale particulelor fagilor 1,2,3 — Siphoviridae, 4, 5 —
Myoviridae, 6, 7 — Microviridae.

A

In figura 3.1 sunt prezentate particulele fagice obtinute in rezultatul studierii
bacteriofagilor bacteriei E. amylovora cu ajutorul microscopiei electronice. Izolatele extrase
contineau particule fagice de trei tipuri morfologice:

1) particule cu coada lunga necontractante — reprezentanti ai familiei Siphoviridae;

2) particule cu coada lunga contractantd — reprezentanti ai familiei Myoviridae;

3) fagi sferici, ipotetic reprezentanti ai familiei Microviridae [13, 14].

Identificarea bacteriofagilor bacteriei Erwinia amylovora prin metoda PCR. In
baza arborelui filogenetic a fagilor intocmit de Born si al., 2011 [17], precum si cu utilizarea
datelor despre genomurilor fagilor disponibili in banca genetica, a fost efectuatd compararea
consecutivitdtii nucleotidice a subunitatilor mari ale terminazelor bacteriofagilor din
grupurile M7 si L1. In scopul amplificirii consecutivitatilor tls a genelor din genomurile
fagilor din grupurile M7 si L1 au fost selectate perechile degenerative ale praimerilor
respectivi tIsM7F100/R500 si tIsL1F180/R550.
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Folosirea perechilor de praimeri tIsL1F180/tlsSL1R550 la lizatele fagice nu a
inregistrat niciun semnal. In acelasi timp, noud lizate fagice au dat un produs PCR cu
perechea praimerilor tlsM7F100/tIsM7R500 cu dimensiunea mai mare de 1,2 kb similar

pentru virusurilor din grupul M7. Aceeasi dimensiune a produsului PCR a aratat lizatul

miovirusului phiEal04 utilizat in calitate de control pozitiv (Figura 3.2).

PM12 3 45 6 7 8 910111213 0 S

aaa
ON O

Fig. 3.2. PCR de diagnosticare cu utilizarea praimerilor tisM7F100/tlsM7R500.
Linia P: phiEalh (Podoviridae); linia M: phiEal04 (Myovridae); liniile 1-13: izolate
fagice, numerat in corespundere cu Tabelul 3.1. linia 0 : control negativ; linia S : DNA

marcator 100 pn (NEB), dimensiunile produselor PCR (in kb) sunt indicate in dreapta.

Rezultatele obtinute indica faptul ca aplicarea metodei bazate pe utilizarea
marcatorului tls la fagii izolati de noi, ne-a permis sa identificam virusurile din grupul M7 in
patru din cele noud mostre colectate in coroana plantelor infectate de catre focul bacterian,
si in toate cele cinci mostre izolate din sol. In acelasi timp in mostrele cercetate nu a fost

depistat nici un fag, reprezentand grupul L1 [27].

4. POSIBILITATEA APLICARII BACTERIOFAGILOR BACTERIEI
ERWINIA AMYLOVORA IN COMBATEREA FOCULUI BACTERIAN AL
CULTURILOR POMICOLE

4.1. Caracterizarea sistemului ”bacteriofagul bacteriei Erwinia amylovora - bacteria
Erwinia amylovora — planta-gazda”

Pentru obtinerea fagolizatului cu un titru Tnalt bacteriofagii trebuie sa fie introdusi in
cultura de bacterii la faza lor exponentiald. Noi am efectuat experiente privitor la stabilirea
timpului de aparitie a fazei exponentiale de crestere a bacteriilor E. amylovora, fapt pentru

care a fost determinata dinamica cresterii bacteriilor E. amylovora. Dinamica reproducerii
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bacteriilor E. amylovora in cultura lichida (LB bulion) a fost studiatd prin metoda inocularii
pe mediu nutritiv solit (geloza LB, mediu nutritiv C3). Cutiile cu mediul nutritiv au fost

incubate in termostat timp de 24 ore la temperatura + 28°C (Figura 4.1).

Concentratia bacteriilor £. amylovora,
mii CFU/ml
A
o

30
&
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0 200 400 600 800 1000

Timp. minute

Fig. 4.1. Dinamica reproducerii bacteriilor E. amylovora in cultura lichida.

Experientele efectuate ne-au permis sa stabilim ca la cultivarea bacteriilor E.
amylovora in bulionul LB la temperatura + 28° C faza-lag continui pani la 100 minute, faza
cresterii exponentiale incepe dupa una ora si 40 minute dupa inoculare si continud una ora
40 de minute, apoi cresterea cantitatii de bacterii Incetineaza pe parcursul a trei ore, dupa
care 4 ore si 40 minute se prelungeste faza stationara de crestere a bacteriilor. Dupa 10 ore
si 40 de minute cresterea numarului de bacterii Incetineaza, iar peste 27 de ore cantitatea
bacteriilor in cultura lichida se micsoreazd semnificativ, ceea ce semnalizeazd despre
stoparea cresterii si declinul populatiei bacteriene. In consecintd, pentru obtinerea
fagolizatului cu un titru nalt in conditiile date de cultivare trebuie sd introducem
bacteriofagii dupa trei ore de la inceputul cresterii bacteriilor.

Pentru determinarea cantitatii minimale de bacteriofagi necesara pentru infaptuirea
lizarea bacteriilor in cazul cultivarii in bulionul LB la temperatura de + 28°C, fagolizatul
(izolatul 605¢Cy1-a) era adaugat in cultura bacteriilor E. amylovora din momentul inceperii
cresterii bacteriilor In mediul nutritiv lichid pana la intrarea bacteriilor in faza stationara de
crestere. Titrul bacteriilor si bacteriofagilor a fost ales astfel ca la o celula bacteriana sa revina

circa sapte particule fagice (Figura 4.2).
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Fig. 4.2. Lizarea bacteriilor E. amylovora de catre bacteriofagi la diferite concentratii

de bacterii.

Experienta efectuatd demonstreaza, cda in cazul metodei utilizate de cultivare pentru
prepararea fagolizatului, care poate fi folosit contra patogenului focului bacterian al
culturilor pomicole, este necesara introducerea bacteriofagilor in cultura de bacterii nu mai
tarziu decat dupa trei ore din momentul inoculirii bacteriilor in mediul nutritiv. In acelas
timp s-a stabilit ca fagii sunt capabili sa lizeze bacteriile chiar daca la 1 particula de fag revin
25 de celule bacteriene, desi le sunt necesare pentru aceasta mai mult timp decat in cazul
concentratiilor mai mari de particule fagice.

In scopul studierii particularititilor de dezvoltare ale fagilor in coroana culturilor
pomicole 1n anul 2007 a fost efectuata analiza comparativa a dinamicii sezoniere a concentratiei
bacteriofagilor E. amylovora in tesuturile plantei-gazda. In acelasi timp din coroana de mir a
soiului timpuriu “’Slava pobediteliam”, a soiuilui de toamna Jonathan” si din pomul de par in
fiecare luna pe parcursul perioadei de vegetatie se prelevau probe pentru testarea la prezenta
bacteriofagilor E. amylovora. Pentru testare se prelevau mugurii desfacuti (mijlocul lunii aprilie),
buchete florale (luna mai) si lastari cu frunze in perioada din unie pana in octombrie. Fagii au
fost determinati dupa morfologia coloniilor, viteza de formare a coloniilor pe gazonul bacterian
si cu ajutorul microscopului electronic. A fost folositd cultura de acumulare a bacteriilor E.
amylovora cu titrul 3x10’7 CFU/ml. in figura 4.3 sunt prezentate rezultatele determindrii
concentratiei de bacteriofagi in tesuturile pomilor fructiferi in conditii naturale (fig. 4.3 a),
precum si datele despre temperatura medie lunara si cantitatea medie de precipitatii pe parcursul

sezonului vegetativ (fig. 4.3 b).
13
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Fig. 4.3. Concentratia fagilor (503pM2-a; 503¢P5-a) pe parcursul perioadei de
vegetatie in coroana pomilor de mar, soiul ”Jonatan”, ”Slava pobediteliam”, par, IPPAE,
anul 2007 (a); temperatura medie lunara si cantitatea medie de precipitatii pe parcursul

efectuarii experientei in anul 2007 -http://www.meteo.md (vizitat 29.04.15) (b).

Rezultatele experientei au demonstrat ca in conditiile naturale concentratia
bacteriofagilor in tesuturile plantd gazdd variazd in dependentd de conditiile mediului
inconjurator. S-a determinat cd soiul de plante nu are nici un efect asupra concentratiei de
bacteriofagi in tesuturile plantei gazda.

Dinamica sezoniera a concentratiei bacteriofagilor in tesuturile plantelor gazda
in conditii naturale si artificiale. Variatia sezonierda a concentratiei bacteriofagilor a fost
studiata in tesuturile plantelei gazda in conditii naturale si artificiale. In primul caz s-a evaluat

cantitatea bacteriofagilor 502¢Crl-a in tesuturile plantei de paducel afectat cu patogen si
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crescut in conditii naturale. In al doilea caz, din planta de paducel — planti-gazda naturala
atacatd de focul bacterian, in prealabil au fost extrasi fagii 502¢Crl-a, cu care in toamna
anului 2008 in laborator au fost tratate plantele experimentale (portaltoi de gutui), infectate
cu patogen. Determinarea concentratiei bacteriofagilor in tesuturile de plante in conditilor de
laborator si naturd a fost efectuata din luna ianuarie pana in octombrie a anului 2009.

In figura 4.4. sunt prezentate datele despre cantitatea bacteriofagilor 502¢Crl-a in
tesuturi de gutui In urma infectarii artificiale si in tesuturile de paducel crescut in conditii
naturale (fig. 4.4 a) in dependenta de temperatura medie lunard si cantitatea medie de

precipitatii (fig. 4.4 b).
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Fig. 4.4. Cantitatea izolatului 502¢Cr1-a de bacteriofagi in tesuturi de gutui
(infectare artificiald) si paducel (conditii naturale), anul 2009 (a); conditii climatice in

perioada observarilor din anul 2009 [4] (b).
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Astfel, s-a stabilit, ca in conditiile naturale concentratia bacteriofagilor variazd in
dependenta de conditiile mediului inconjurator si starea fiziologica a plantei-gazda.
4.2. Aplicarea bacteriofagilor bacteriei E. amylovora in combaterea focului bacterian al
culturilor pomicole

In scopul stabilirii actiunii bacteriofagilor asupra dezvoltirii patogenului in tesuturile
plantelor-gazda s-a efectuat experienta cu tratarea lastarilor plantelor experimentale cu
bacteriofagi in conditii controlate. in acelasi timp intensitatea dezvoltarii focului bacterian
in varianta, in care lastarii portaltoiului de gutui erau infectati cu E. amylovora s-a deosebit
esential de intensitatea dezvoltarii bolii in variantele unde lastarii erau infectati cu izolatul
patogenului E. amylovora, iar apoi erau tratati cu fagolizatele 605¢Cyl- a si 502¢Crl-a
(Figura 4.5).

14
o
;% 10 . 9,76
é 6
£ 4 183 J 1,68
22 . . ’
a E. amylovora 605pCy1- a+E. 502¢Crl-a+ E.
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Fig. 4.5. Influenta bacteriofagilor asupra intensitatii dezvoltarii focului bacterian la

temperatura de +28°C in conditii de umiditate sporiti.

Datele prezentate in figura 4.5 indica, ca intensitatea dezvoltarii focului bacterian pe
plantele infectate cu bacteriile E. amylovora si tratate cu fagolizate a fost esential mai mica
decat la plantele infectate cu patogenul focului bacterian dar netratate cu fagi.

Astfel, experientele efectuate au demonstrate, cd In conditiile favorabile pentru
dezvoltarea patogenului in cazul tratdrii lastarilor infectati de patogen cu fagi, simptomele
caracteristice ale bolii lipsesc. In acelasi timp, listarii netratati cu fagi manifesta simptome

de boala clare.
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Eficacitatea biologicd a bacteriofagilor in combaterea focului bacterian pe
portaltoiul de gutui. Bacteriofagii, care au demonstrat o eficacitate inaltd in stoparea
cresterii bacteriilor patogene E. amylovora in laborator, au fost testate in calitate de agenti
pentru combaterea biologica a focului bacterian al culturilor pomicole. Din cauza conditiilor
nefavorabile pentru manifestarea simptomelor patogenului in perioada efectudrii
experientelor, in calitate de criteriu al eficacitatii biologice a bacteriofagilor a fost utilizat un
semn indirect — cresterea medie anuald a lastarilor. Experienta a fost efectuatd in patru
variante: 1) tratarea plantelor cu apa (control); 2) infectarea plantelor cu bacterii patogene E.
amylovora cu tratare ulterioara cu fagolizate; 3) infectarea plantelor cu bacterii patogene E.
amylovora; 4) infectarea plantelor cu bacterii patogene E. amylovora cu tratare ulterioara cu
bactericidul cupru "Cupromax”. Evidenta simptomelor de daunare si determinarea lungimii

lastarilor s-a efectuat la inceputul si sfarsitul sezonului vegetativ (Figura 4.6).
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Fig. 4.6. Influenta tratarilor asupra cresterii medii anuale a lastarilor in urma
controlului focului bacterian la puietii de gutui pe parcursul perioadei vegetative a) anul

2011; b) anul 2012; ¢) anul 2013.

Examinarea plantelor, efectuatd in anul 2015 a demonstrat ca pomii stropiti cu apa au
inflorit abundent. Plantele infectate cu bacteriile E. amylovora si tratate cu fagolizat au

inflorit mai slab. Pe plantele infectate cu bacteriile E. amylovora s-au inregistrat doar pe flori
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unice. Plantele infectate cu bacteriile E. amylovora si tratate cu preparatul ”Cupromax” nau
inflorit deloc. La sfarsitul sezonului vegetativ fructele s-au format doar in variantele unde

plantele au fost tratate cu apa distilata si fagolizat (Tabelul 4.1.).

Tabelul 4.1. Dezvoltarea plantelor pe sectorul experimental in

al saselea an de la montatea experientei, anul 2015

Variante
Indicator Control Fagit+ Bacteriille Bacteriille E.
(apa bacteriile E. amylovora +

distilata) E. amylovora | amylovora | Cupromax

Inflorire (evidenta mai + + - -
2015)

Formarea fructelor + + - -
(evidenta 21.09.15)

Eficacitatea biologica 89% 25%

Intensitatea bolii, gradatii 0,25 0,07 0,83 0,64

Raspandirea bolii, % 25% 7,14% 67% 67%

In al saselea an de la efectuarea cercetirilor privitor la influenta bacteriofagilor asupra
dezvoltarii bacteriilor In tesuturile portaltoilor de gutui, plantele infectate cu bacteriile
patogene E. amylovora si tratate cu bacteriofagi, s-au dezvoltat mai bine decat plantele din
varianta unde se efectua infectarea plantelor cu bacteriile patogene E. amylovora si varianta
in care plantele infectate cu E. amylovora au fost tratate cu preparatul "Cupromax”. Pe
plantele tratate cu fagolizat s-a observat o inflorire activd si formarea fructelor la sfarsitul
sezonului vegetativ.

Eficacitatea biologica a bacteriofagilor care era calculatd dupa formula modificata a
lui Abbot, la sfarsitul sezonului vegetativ a constituit 89,0%.

Rezultatele experientei in camp care au fost indeplinite din anul 2009 pana in anul
2015 pe portaltoi de gutui plantat in sol deschis au demonstrate, ca bacteriofagii retin
dezvoltarea populatiei de bacterii E. amylovora la un nivel, care nu manifesta actiune

inhibatoare asupra plantelor. Fiecare comunitate de fagi si bacterii se afld sub actiunea
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factorilor abiotici, caracteristici doar pentru locul concret si determind caracterul si
dezvoltarea corelatiilor in sistemul dat. De aceea efectul selectiei bacteriilor initiate de fagi
este imprevizibil si depinde de comunitatea naturala de fagi si bacterii care 1i inconjoara [22].
In consecintd, aplicarea fagoterapiei trebuie si fie elaborati cu luarea in evidenti a
particularitatilor unui sistem aparte “’planta-gazda — bacterie - bacteriofag”. Doar in acest caz
devine posibila folosirea cu success a particularitatii principale ale bacteriofagilor —
parazitarea doar pe bacterii si capacitatea de a-si modifica structura si proprietatile impreuna

cu schimbarea gazdei bacteriene in conditiile concrete ale mediului inconjurator.

CONCLUZII GENERALE SI RECOMANDARI PRACTICE

Concluzii generale

1. Au fost separate si caracterizate bacteriile patogene Erwinia amylovora care
infecteaza plantele pomicole si decorative din familia rozaceae, identificarea carora a fost
efectuata in baza particularitatilor de manifestare a simptomelor pe plantele—gazda, precum
si dupad un complex de proprietdti cultural-morfologice.

2. Bacteriile separate din diverse plante gazda nu se deosebesc esential dupa virulenta
si capacitatea de inducere a reactiei de hipersensibilitate. Gradul de virulentd si gradul de
inducere a reactiei de hipersensibilitate au constituit de la 0,4 pana la 0,8 gradatii, sirespectiv
de la 0,5 pana la 0,9 gradatii.

3. Din coroana si solul din preajma plantelor atacate de catre focul bacterian au fost
izolate si descrise 13 izolate de bacteriofagi capabili sa lizeze celulele bacteriilor patogene
Erwinia amylovora. Cea mai mare concentratie de bacteriofagi a fost inregistrata in mostrele
prelevate din coroana pomului de gutui, atingind 7x10* PFU/g si cei mai putini sau depistat
in tesuturile marului — 10> PFU/g.

4. Conform datelor microscopiei electronice si metodei PCR cu utilizarea marcherilor
tls, in patru izolate de fagi extrasi din coroana pomilor au fost identificate virusurile din
grupul M7 (Myoviridae si Siphoviridae). In toate mostrele cercetate nu au fost depistati
bacteriofagi reprezentanti ai grupului L1 (Podoviridae).

5. S-a stabilit ca titrul maximal de bacteriofagi se inregistreaza la faza de crestere
exponentiald a bacteriilor Erwinia amylovora in cultura lichida (bulion LB) cu o durata de 1
ord si 40 minute si cu o cantitate minimald de bacteriofagi necesari lizarii bacteriilor la
temperatura de +28°C. Fagii sunt capabili de a liza bacteriile cand existd 1 particulea: 25

celule bacteriene.
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6. S-a demonstrat ca in perioada cu temperaturi inalte si umiditate joasa concentratia
fagilor in tesuturile plantelor este minimald. In cazul conditiilor favorabile pentru
dezvoltarea bacteriei - gazdi concentratia bacteriofagilor atinge cantitatea de 10* PFU/g.

7. Eficacitatea biologica a bacteriofagilor 605¢Cy-a in conditii naturale pe
portaltoaiul de gutui a constituit 89,0%.

Recomand:ri practice

1. Bacteriofagii 605¢pCyl-a pot fi folositi in calitate de mijloc eficient de combatere
a focului bacterian al rozaceelor, deoarece ei pot retine dezvoltarea populatiilor de bacterii
fitopatogene E.amylovora la un nivel care nu provoacd tulburari grave in dezvoltarea
culturilor pomicole.

2. Pentru protectia culturilor pomicole de atacul focului bacterian al rozaceelor se
propune utilizarea bacteriofagilor 605¢Cy1-a cu titrul de 10%-10° PFU/ml.

3. Pentru prepararea fagolizatului pe mediul de cultura Luria-Bertani la temperatura
de +28°C se propune inocularea bacteriofagilor in cultura bacteriei gazda E. amylovora dupi
3 ore de la inceputul cultivarii ei.

4. Pentru protectia culturilor pomicole de atacul focului bacterian al rozaceelor se
recomandd efectuarea tratamentelor cu suspensii bacteriofagice in perioada infloririi
plantelor gazda si perioada cresterii secundare a lastarilor, decada a treia a lunii august.
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ADNOTARE
Anna Samoilova”Aplicarea bacteriofagilor Erwinia amylovora in combaterea focului
bacterian al culturilor pomicole”, teza de doctor in stiinte biologice. Chisinau, 2016,

Teza constd din introducere, patru capitole, concluzii si recomandari practice.
Bibliografia contine 240 de surse. Lucrarea este expusa pe 109 pagini de text de baza, contine
9 tabele, 35 figuri si 2 anexe. Rezultatele obtinute sunt publicate In 12 de lucrari stiintifice.

Cuvinte cheie: bacteriofagi, Erwinia amylovora, focul bacterian, eficacitate
biologica, fagoterapie, protectie biologica

Domeniu de studiu: protectia plantelor.

Scopul lucririi: determinarea particularitatilor biologice ale patogenului Erwinia
amylovora (Burrill) Winslow et al. si bacteriofagilor Erwinia amylovora si studierea
posibilitatii de aplicare a bacteriofagilor Erwinia amylovora in combaterea focului bacterian.

Obiectivele: izolarea, identificarea agentilor patogeni si caracterizarea patogenitatii
bacteriilor E. amylovora (Burrill) Winslow et al; izolarea si identificarea bacteriofagilor
bacteriei E. amylovora; determinarea particulatitdtilor reproducerii bacteriofagilor E.
amylovora in conditii controlate si naturale; evaluarea eficacitatii biologice a bacteriofagilor
E. amylovora in combaterea focului bacterian al rozaceelor la culturile pomicole in conditii
naturale.

Noutatea si originalitatea stiintificd. Au fost izolati, identificati si caracterizati
bacteriofagii din plantatiile pomicole a Republicii Moldova care lizeaza bacteriile patogene
E. amylovora. Bacteriofagii izolati sunt reprezentanti ai famiilor Myoviridae si Siphoviridae,
capabili de a infecta bacteriile independent de grosimea stratului exopolizaharidic al
invelisului celular. S-au stabilit dinamica sezoniera a populatiilor de bacteriofagi ai E.
amylovora in conditii naturale si controlate si s-a demonstrate eficacitatea biologica a lor in
inhibarea cresterii bacteriilor E. amylovora. S-a demonstrat eficienta biologica a
bacteriofagilor izolati in reducerea gradului de infectare a puietilor pomicoli cu focul
bacterian in conditii de camp.

Problema stiintifica importanta solutionata, consta in fundamentarea stiintifica a
capacitatilor bacteriofagilor E. amylovora, izolati, identificati si caracterizati, de a liza
agentul patogen, ceea ce a condus la elaborarea elementelor tehnologice de producere a
biomasei active a bacteriofagilor identificati pentru combaterea focului bacterian al
rozaceelor, fapt ce a permis determinarea eficacitatii lor biologice in reducerea infectiei
puietilor pomicoli in conditii de laborator si in cAmp deschis.

Semnificatia teoretici a lucrarii Rezultatele cercetarilor efectuate constituie o
contributie importanta in studierea bazelor teoretice privind interactiunea bacteriilor
patogene E. amylovora cu bacteriofagii acestora in tesuturile plantelor gazde in conditii
naturale si controlate.

Valoarea aplicativd a lucririi. S-a demonstrat eficacitatea biologicd a
bacteriofagilor izolati In combaterea focului bacterian, ceea cea permis propunerea
bacteriofagilor In combaterea bacteriozelor.

Implementarea rezultatelor stiintifice. Bacteriofagii E. amylovora izolati au fost
testati in combaterea focului bacterian in livada de mér din Gospodaria agricola ”AgroBrio”,
comuna Bacioi, raionul Ialoveni. Rezultatele privind particularitatile bioecologice ale
bacteriofagilor obtinuti In cadrul cercetdrilor au fost utilizate la pregatirea cursului de
virusologie, pentru studentii Universitatii de Stat a Moldovei.
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AHHOTALIUSA
CamoiiioBa Anna «IIlpumenenue 6akrepuodaros Erwinia amylovora mporus
0aKTEepHAJBLHOIO 0K0Ta IVIOAOBBIX KYJbTYP», IUCCEPTALINS Ha COUCKaHUE YUEHOU
CTETIeHH JIOKTOpa Ononorndeckux Hayk, Kummunsy, 2016 r.

Jluccepranysi COCTOMUT W3 BBEJEHUS, YETHIPEX IJIaB, OCHOBHBIX BBIBOJIOB M
pexoMmenaanui, oubmmorpaduu u3 240 ucrounukos. Pabora m3noxxena Ha 109 crpanumax
OCHOBHOTO TEKCTa, COAECPKUT 9 Tabnui, 35 pucyHkoB u 2 npusnoxenus. [lo marepuanam
JMCCEPTAIMOHHON PabOThI OMMyOIMKOBAHbI 12 HAy4YHBIX padoT.

KaroueBbie cioBa: Oakrepuodaru, Erwinia amylovora, OakrepuaibHbIH 0XOT
IUTOZIOBBIX, OMOJIOTHYECKast aKTUBHOCTD, (paroTepariusi, OMOJIOrHUecKas 3aIuTa

O0JacTh HCC/IEIOBAHMIA: 3al[UTa PAaCTCHUM

Ileab paGorTnl: BrisBieHne OHMOJOTHUECKHX OCOOCHHOCTEH maroreHa Erwinia
amylovora (Burrill) Winslow et al. u u3y4eHuie BO3MOXHOCTH IPUMEHEHUs OakTepruodaron
B 00pb0€ ¢ OaKkTepUaATBLHBIM 0XKOTOM TIJI0IOBBIX.

3agaum: BblJCNIEHUE, WACHTU(UKAIMS M OLIEHKAa MAaTOr€HHOCTH BUPYJIEHTHBIX
usosisatoB Gaktepuu E. amylovora (Burrill) Winslow et al; Beienienue u uaeHTHGUKAIIUSL
Oaktepuodaro Oakrepuun E. amylovora (Burrill) Winslow et al; onpenenenue
ocobeHHOCTEH penpoayknun OakreprodaroB E. amylovora B HCKYyCCTBEHHBIX U
€CTECTBEHHBIX YCIIOBUSX; OIIpeiesieHrne Onosiornyeckoit appextuBHOCTH 6akTepuodaros E.
amylovora B 60pb0e ¢ OaKkTepHaIbHBIM 0YKOTOM IUIOIOBBIX KYJIBTYP.

Hayunasi HoBM3HA U OpUIrMHAJIbHOCTb. B ycnoBusix Pecnybnuku MomnjoBa u3
pacteHuii cemeiictBa Rosaceae BwineneHbl OakTepuodaru NaTOreHHbIX OakTtepuit E.
amylovora. Bwinenenubie OakTeprodaru SABISAIOTCS MPEACTABUTEISIMH  CEMEUCTB
Myoviridae u Siphoviridae, criocoOHbIX HHPUITUPOBATH OAKTEPUH HE3ABHCUMO OT TOJIIIHHBI
AK30TIOJIUCAXAPUTHOH  OOOJIOUKH. N3yuena  ce30HHas  AUMHAMHUKA  TOMYJISLIMI
OakTeprodaroB, JU3UPYIOIIMX KIETKU TMATOTeHHBIX Oaktepuit E. amylovora B
€CTECTBEHHBIX M HCKYCCTBEHHBIX YCIOBUAX. OrmpeneneHa CIOCOOHOCTb BBIJCIECHHBIX
OakTeprodaroB CHIKATh 3a00J1€BaEMOCTh CAXKEHIIEB TIJI0IOBBIX OaKTEPHATBHBIM 0KOTOM B
€CTECTBEHHBIX YCIOBHUSAX.

PemienHasi BakHasi Hay4yHash MNpodJjieMa COCTOMT B HAYYHOM 0OOCHOBAHUU
CIOCOOHOCTH  BBIJCNCHHBIX,  WICHTUQUIMPOBAHHBIX M OXapaKTEPU30BaHHBIX
OakrepuodaroB E. amylovora mu3anpoBaTh NATOI€H, YUMo NPUBENO K pazpabomie SIEMEHTOB
TEXHOJIOTUU TPOU3BOJCTBA AKTUBHON OMOMAcChl MAEHTU(UIMPOBAHHBIX OakTepuodaros
s OoppObl ¢ OakTepuanbHBIM OKOTOM IUIOJOBBIX U NO03604UN0 ONPEAEIUTh HX
OMOJIOTUYECKYI0 AaKTMBHOCTb B IIOJIABJICHHUU OaKTEpUAIBHOTO 0XKOra Ha CaKeHLax
IUIOJIOBBIX B KOHTPOJIUPYEMBIX U €CTECTBEHHBIX YCIOBUSX.

Teopernueckasi 3HAYMMOCTb. Pe3ynbTaThl IPOBEIEHHBIX UCCIEI0BAaHUH ABISIOTCA
BKJIQJIOM B M3y4YE€HUE TEOPETUUYECKHUX OCHOB B3aMMOJICHCTBUS MaTOreHHbIX Oakrepuil E.
amylovora u 6akreprodaros E. amylovora B TkaHsX pacTeHHI-X035€B B HCKYCCTBEHHBIX H
€CTECTBEHHBIX YCIOBHUSX.

IIpakTHyeckas HEHHOCTh PadoThl. YcTaHOBIIeHa Orogoruyeckas 3¢pHeKTUBHOCTh
OakrepuodaroB B TOJABICHUM pa3BUTUS OaKTEPUAIbHOIO OXKOra, 4YTO II03BOJISIET
paccMaTpuBaTh UX B KAUYECTBE OJIHOTO U3 CPEACTB OOPHOBI C 0)KOTOM CEMEUKOBBIX KYJIBTYP.

BHenpenune HayuyHbIX pe3yJabTaToB. M3omarel OaktepuodaroB E. amylovora
TECTUPOBAIM NPOTHUB OAKTEPUATBHOTO OKOTa IUIOJOBBIX B SIOJJOHEBOM caJy XO3siicTBa
«AgroBrio» kxommyHbl bavoii, SnoBeHckoro paifona. IlonyueHHble pe3yabTaThl IO
ONMUCaHUIO OakTepro(aroB Jerivd B OCHOBY Kypca BUPYCOJOIMM, KOTOPBIH YHMTaeTcs B
MonnasckoM I'ocy1apCTBEHHOM YHHUBEPCUTETE.
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ABSTRACT

Samoilova Anna “Erwinia amylovora bacteriophage application in the fire blight
control“

Thesis for the degree of Doctor in Biological Sciences, Chisinau, 2016, consists of
the introduction, four chapters, the main conclusions and recommendations, bibliography of
240 sources. The work is presented on 109 pages of the main text; it contains 9 tables, 35
figures and 2 supplements. The results within the dissertation were published in 12 scientific
papers.

Keywords: bacteriophages, Erwinia amylovora, fire blight, phage therapy,
biological protection, biological effectiveness.

Domain of research: plant protection

Aim of research: To determine biological properties of bacteria E. amylovora and
bacteriophages E. amylovora and to study the possibility of the E. amylovora bacteriophages
application in the fire blight control.

Objectives: isolation, identification and pathogenicity estimation of the virulent
bacteria E. amylovora (Burrill) Winslow et al.; isolation and identification of the virulent
bacteria E. amylovora bacteriophages; determination of the E. amylovora bacteriophages
growth particularities under the artificial and natural conditions; determination of the E.
amylovora bacteriophages biological effectiveness in the fire blight control under the natural
conditions.

Scientific novelty and originality. Bacteriophages, active against fire blight
pathogen bacteria E. amylovora were isolated from Rosaceae in the Republic of Moldova.
The isolated bacteriophages were identified and characterized as members of Myoviridae u

Siphoviridae viruses’ families. They are able to infect bacterial host cells independently of
the exopolysaccharide layer thickness. The seasonal dynamics of the bacteriophages
concentration in the host plants under the artificial and natural conditions is determined. The
effectiveness of the bacteriophages to control bacteria E. amylovora growth is determined in
the laboratory experiments. The ability of some isolates of bacteriophages to reduce the
disease rate of the fruit seedlings under the natural conditions is determined.

The important scientific problem solved in the respective domain consists in the
scientific substantiation of the isolated, identified and characterized E. amylovora
bacteriophages capacity to lyze pathogen, which lead to elaboration of the technological
elements of the active phage biomass production for fire blight control and allowed to
determine phages biological effectiveness against fire blight in the laboratory and field
conditions.

The theoretical significance. The results of the investigations, which have been
carried out, are the contribution in the study of the theoretical background of the interactions
between fire blight pathogen bacteria E. amylovora and bacteriophages E. amylovora in the
tissues of the hosts’ plants under the artificial and natural conditions.

The practical significance of the work. The biological effectiveness of the E.
amylovora bacteriophages in the fire blight control has been determined. This allows to
consider bacteriophages as a possible tool for fire blight control.

Implementation of scientific results: The isolated bacteriophages were tested in the
fire blight control in the apple orchard of the enterprise “AgroBrio”, comuna Bacioi, laloveni
dictrict. The obtained results of the bio ecological features of the E. amylovora
bacteriophages investigation were used for the virology course elaboration at the State
University of the Republic of Moldova.
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