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REPERE CONCEPTUALE ALE CERCETARII

Actualitatea temei. In Republica Moldova pomicultura este una din ramurile
prioritare ale agriculturii cu pondere considerabila in exportul fructelor [1], iar una
dintre bolile cele mai periculoase, comuna pentru speciile pomicole simantoase, este
focul bacterian al rozaceelor produsa de bacteria Erwinia amylovora. Focul bacterian
afecteaza, mai ales marul, parul si gutuiul, provocand pierderi mari atat in livezi, cat
si in pepiniere. Avand viteza de raspandire rapida, boala poate distruge tot pomul in
numai trei luni de la infectare [2-9].

Pagubele economice produse de E. amylovora se soldeazad prin pierderea recoltei,
pieirea pomilor si prin cheltuielile suportate pentru defrisari. Protectia culturilor
pomicole samantoase fata de focul bacterian al rozaceelor este dificild datorita vitezei
cu care se propaga si a agresivitatii deosebite a bacteriei [10].

Descrierea situatiei in domeniul de cercetare si identificarea problemelor de
cercetare. Primele focare de foc bacterian in Republica Moldova au fost semnalate
prin anii 1991-1992 [11], cand boala s-a raspandit rapid, ficand mari ravagii la par si
gutui. In anii 1994-1997 bacterioza capita caracter de epifitotie, in rezultatul cireia
au fost defrisate 820 ha de par si 297,5 ha de gutui. Cu toate cd au fost intreprinse
tratamente pentru eradicarea bolii, in anii urmatori au fost depistate simptome de
bacterioza si la cultura marului [12, 13].

De la depistarea focului bacterian al rozaceelor si pana in prezent, in Republica
Moldova, nu s-au efectuat cercetari ce tin de stabilirea arealului de raspandire,
gradului de atac, relatie1 plantd gazda-fitopatogen s§i nu au fost stabilite masuri
efective de combatere, 1ar boala continua sa se manifeste cu diferita intensitate de la
an la an, mai ales in livezile neingrijite, care, pe langa rozaceele spontane, constituie
o bogata rezerva biologica a maladiei.

Diagnosticarea corecta a bacteriozei si aplicarea la timp a metodelor si mijloacelor
eficiente de combatere constituie o problemd actuald pentru pomicultura Republicii
Moldova. Generalizarea raspandirii focului bacterian, inca de la primele detectari, cat
s1 pagubele ce sunt cauzate de aceastd bacterioza au determinat abordarea acestui
subiect de cercetare, pentru gasirea unor modalitati de diminuare a raspandirii si a
pierderilor produse.

Scopul lucrarii: studierea raspandirii agentului etiologic al focului bacterian al
rozaceelor, rezistentei principalelor soiuri de mar, par si gutui la atac, precum si
selectarea produselor optimale si ecologice de control, in vederea maximizarii
eficacitdtii biologice si a eficientei economice a tratamentelor aplicate impotriva
acestei boli.

Obiectivele lucrarii:

— determinarea arealului de raspandire si a intensitatii atacului focului bacterian al
rozaceelor la culturile pomicole simantoase in conditiile Republicii Moldova;

focului bacterian al rozaceelor;

— 1zolarea, identificarea si determinarea particularitatilor biologice ale agentului
patogen al focului bacterian al rozaceelor Erwinia amylovora,

— determinarea actiunii unor agenti biologici asupra bacteriei Erwinia amylovora,
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— evaluarea eficacitatii biologice a unor produse chimice asupra bacteriei Erwinia
amylovora;

— determinarea eficientei economice a tratamentelor aplicate contra focului bacterian
al rozaceelor.

Metodologia cercetarii stiintifice. Arealul de raspandire a focului bacterian al
rozaceelor a fost stabilit in urma efectuarii monitoringului fitosanitar in diferite
localitdti din cele trei zone agroclimatice ale Republicii Moldova. Izolarea,
identificarea si determinarea particularitatilor biologice ale izolatelor bacteriene au
fost efectuate conform metodelor general acceptate [14-20]. Eficienta tulpinilor de
microorganisme utile si a altor produse de uz fitosanitar fata de Erwinia amylovora,
in conditii de camp, a fost evaluatd conform recomandarilor din literatura de
specialitate [21]. Prelucrarea matematica si statistica a datelor obtinute a fost
efectuatd cu ajutorul programului computerizat Microsoft Excel 2007.

Noutatea si originalitatea stiintifica. Pentru prima data in Republica Moldova a
fost determinat gradul de atac, arealul de raspandire §i intensitatea atacului focului
bacterian al rozaceelor la culturile pomicole sdamantoase; stabilite cele mai
susceptibile, cat si cele mai rezistente soiuri de mar, par si gutui la infectiile naturale
cu foc bacterian; identificat fitopatogenul Erwinia amylovora prin aplicarea
metodelor clasice si contemporane conform Standardului EPPO PM 7/20 (2)
(descrierea simptomelor, particularitatile manifestarii caracterelor pe diferite medii de
culturd, proprietatile structurale, teste de patogenitate pe diferite organe ale plantelor,
testul API 20E, Gaz-Cromatografie, DAS-ELISA, IF si PCR); determinate
particularitdtile fiziologo-biochimice ale izolatelor bacteriene obtinute din probele de
plante cu simptome si a fost determinatd virulenta acestora, in baza inocularilor
artificiale; determinatd eficacitatea biologicd a diferitor formuldri cuprice si1 agenti
biologici fata de focul bacterian al rozaceelor; evaluatd eficienta economica a
produselor biologice si chimice aplicate contra focului bacterian al rozaceelor. Pentru
prima data au fost selectate doud tulpini bacteriene noi Pseudomonas fluorescens
CNMN-PsB-04 si Pseudomonas aureofaciens CNMN-PsB-05 cu caracter antagonist
fata de Erwinia amylovora.

Problema stiintifica solutionata consta in fundamentarea stiintifica a capacitatii
biopreparatului Paurin (Pseudomonas fluorescens CNMN-PsB-04 cu titrul de 10’
ufc/ml) si1 a produsului Bouillie Bordelaise (770 g/kg sulfat de cupru neutralizat cu
hidroxid de calciu) de a inhiba dezvoltarea fitopatogenului Erwinia amylovora, ceea
ce permite includerea lor in sistemul de protectie integrata a culturilor de mar, par si
gutui, fiind confirmata eficienta economica a tratamentelor.

Semnificatia teoretici. Au fost determinate particularitdfile biologice ale
fitopatogenului Erwinia amylovora in conditiile Republicii Moldova, stabilite
normele eficiente de consum, cat si perioadele optimale de aplicare a produselor
bacteriene si chimice la mar, par si gutui pentru combaterea fitopatogenului.

Valoarea aplicativa a lucrarii. Cel putin tre1 metode din cele cercetate (cresterea
pe medii de culturd, teste de patogenitate, testul API 20E, Gaz-Cromatografie, DAS-
ELISA, IF si PCR), bazate pe principii biologice diferite, trebuie utilizate pentru
identificarea fitopatogenului Erwinia amylovora — organism de carantina fitosanitara.
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Rezultatele cercetarilor permit recomandarea de tratamente pentru combaterea
focului bacterian cu produse biologice in perioada infloririi si cu preparate cuprice
pre- si postfloral. Tulpina PS5, identificatd ca specie Erwinia amylovora, este inclusa
in colectia de microorganisme patogene ale laboratorului de Fitopatologie si
Biotehnologie a Institutului de Geneticd, Fiziologie si Protectie a Plantelor, fiind
utilizata in diverse cercetari.

Implementarea rezultatelor stiintifice. Rezultatele obtinute au fost implementate
in cadrul gospodariei "Exardiv Com” SRL.

Rezultatele stiintifice principale inaintate spre sustinere:
— Arealul de raspandire si intensitatea atacului focului bacterian al rozaceelor la mar,
par si gutui pe teritoriul Republicii Moldova.
— Simptomatologia focului bacterian si susceptibilitatea principalelor soiuri de mar,
par si gutui cultivate in Republica Moldova.
— Caracterele morfologico-culturale si particularitatile fiziologico-biochimice ale
izolatelor bacteriene obtinute din probe de mar, par si gutui.
— Tulpina P5 identificata in baza Standardului OEPP - PM 7/20 (2) Erwinia
amylovora.
— Tulpinile Pseudomonas fluorescens CNMN-PsB-04 s1 Pseudomonas aureofaciens
CNMN-PsB-05 — antagoniste fata de fitopatogenul Erwinia amylovora.
— Eficacitatea produselor fitofarmaceutice aplicate contra focului bacterian al
rozaceelor.
— Eficienta economicd a tratamentelor aplicate la mar pentru combaterea
fitopatogenului Erwinia amylovora.
Aprobarea rezultatelor stiintifice. Rezultatele expuse in teza au fost prezentate,
discutate si aprobate la sedintele Laboratorului Fitopatologie si Biotehnologie,
Comisie1l metodice si Consiliului Stiintific al Institutului de Genetica, Fiziologie si
Protectie a Plantelor, precum si in cadrul urmatoarelor intruniri stiintifice:
Mexnynaponnas — HaydHas — koHpepeHuuss — «DurtomatoreHHble  OakTepuw,
dbutoHIUOONOTH, alenonatus», r. Kues, 4-6 oktsaopst 2005 r.; MexayHapoaHbIi
CUMIIO3UYM «3alluTa PACTEHUN — JOCTHKEHUS U MEepCHEKTUBbDY, Kumuues, 19-22
okTssOpst 2009 r.; Simpozionul stiintific international ,,Horticultura modernd —
realizdri si perspective”, dedicat aniversarii a 70 ani de la fondarea Facultatii de
Horticultura, Chisinau, 23-25 septembrie 2010; Mexnynaponnas Hayunas
Kondepenmusa «Muxkpobuonorndyeckass OMOTEXHOJIOTHSI—HAYKOEMKOE HaIpaBJICHUE
COBpPEMEHHBIX 3HaHu», Kumunnes, 6-8 uroist 2011 r.; MexxayHapOIHBIN CUMITO3UYM
«3aumTa pacteHui — npobiembl U nepcnekTuBb», Kummnnes, 30-31 oxTadps 2012
rona; al Ill-lea Simpozion national cu participare internationalda “Biotehnologii
avansate — realizdri si perspective”, Chisindu, Republica Moldova, 24-25 octombrie
2013; Simpozionul Stiintific International ,,Agricultura Modernd — Realizari si
Perspective”, consacrat aniversarii a 80 de ani de la infiintarea Universitatii Agrare de
Stat din Moldova, Chisindu, 2013; MexayHapoJHbIi CUMIIO3UYM «3allliTa pacTeHUN
— pe3yJabTaThl U nepcrnekTuBbly, Kummnes, 27-28 oktsaops 2015 roga; Simpozionul
Stiintific International ,,Horticultura moderna — realizari si perspective”, dedicat
aniversarii a 75 de ani de la fondarea Facultatii de Horticulturd a Universitatii Agrare
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de Stat din Moldova si 75 de ani ai invatdmantului superior horticol din Republica
Moldova, 1-2 octombrie, Chisinau, 2015; MixHapoaHO HayKOBO—IIpaKTHYHAla
KoH(pepeHIia «biOTeXHOJIOTYHI CUCTEMH BHPOOHUIITBA 1 3aCTOCYBaHHS 3aco0iB
Oiosorizaiiii 3emiiepoocTBay, Onecca, 3-7 ;xoBTHs 2016 poky.

Publicatiile la tema tezei. Rezultatele obfinute sunt reflectate in 18 lucrari
stiintifice (inclusiv 10 fard coautori), dintre care 3 articole in reviste recenzate
nationale si 15 comunicdri in cadrul unor manifestari stiintifice nationale si
internationale.

Volumul si structura tezei. Teza constd din introducere, patru capitole, concluzii
generale si recomandari practice, bibliografie din 213 titluri, volumul total de 146
pagini, 34 tabele, 62 figuri s1 12 anexe.

Cuvinte-cheie: Erwinia amylovora, mar, par, gutui, intensitatea atacului,
susceptibilitatea soiurilor, identificare, combatere, eficacitate biologica, eficienta
economica.

CONTINUTUL TEZEI

In Introducerea lucririi se argumenteaza actualitatea si importanta problemei
abordate, sunt formulate scopul si obiectivele tezei, se descrie noutatea stiintifica a
rezultatelor obtinute, importanta teoreticd si valoarea aplicativd a cercetarilor,
implementarea rezultatelor, sumarul compartimentelor tezei si aprobarea rezultatelor,
publicatiile in cadrul temei cercetate, structura si volumul lucrarii, termenii cheie.

1. FOCUL BACTERIAN AL ROZACEELOR — ERWINIA AMYLOVORA
(BURR.) WINSL. ET AL.

Compartimentul include sinteza informatiei expuse in literatura de specialitate
privind bacteria Erwinia amylovora, care produce focul bacterian al rozaceelor, cea
mai periculoasa boald pentru plantatiile de gutui, par si mar. Aici gasim informatii
ample referitor la simptomele focului bacterian, plantele gazda, raspandire,
nocivitate, caracteristica bacterie1 Erwinia amylovora, metode de diagnostic al
agentului fitopatogen, masuri de combatere, aspecte istorice si economice ale focului
bacterian al rozaceelor in Republica Moldova.

2. CONDITII, MATERIALE SI METODE DE CERCETARE

Lucrarea include rezultatele stiinfifice obtinute in perioada studiilor de doctorat,
cat si ale programului individual de cerectare in cadrul proiectului institutional
,,Blotehnologia producerii si aplicarii preparatelor pentru combaterea organismelor
daunatoare”-10.04.038 F. Investigatiile de laborator au fost realizate in: Laboratorul
,,Fitopatologie si biotehnologie” al Institutului de Genetica, Fiziologie si Protectie a
Plantelor (mun. Chisindu, Republica Moldova); Laboratorul ,,Bacteriologie” al
Centrului de Carantina, Identificare, Expertize de Arbitraj si Dezinfectare a
Productiei (mun. Chisindu, Republica Moldova); Sectia Bacteriologie al
Inspectoratului Central pentru Protectia plantelor si semintelor (or. Torun, Polonia).
Cercetarile au fost efectuate in decursul anilor 2003-2014.

2.1. Conditii agroecologice din Republica Moldova. Republica Moldova are o
climd temperat-continentald, ce se formeaza ca urmare a pozitiei tarii la distanta
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aproximativ egald de ecuator §i de Polul Nord. Radiatia solara, dinamica maselor de
aer si relieful formeaza o clima cu ierni relativ blande si cu putind zapada, cu veri
lungi, cdlduroase si cu umiditate redusd. Valorile temperaturilor medii anuale
alcatuiesc 7,8°C in Nord (Briceni), 9,5°C in Centru (Chisinau) si 10,0°C in Sud
(Cahul), iar precipitatiile medii anuale variaza de la 617 mm in Nord si sub 500 mm
in Sud-Est. Temperatura maxima atinge +40°C, iar cea minima circa —30 —35°C.
Clima este moderat continentald [22].

2.2. Locul efectuarii experientelor stationare si conditiile climaterice din
perioada vegetatiei. Experientele de camp s-au desfasurat pe teritoriul Statiunii
Experimentale a Institutului Stiintifico - Practic de Horticultura si Tehnologii
Alimentare (ISPHTA) la mar, par si gutui.

Conditiile climaterice din anii inclusi in studiu au fost diferite de la an la an si au
dus la manifestarea sau lipsa simptomelor bacteriozei in functie de fenofazele
culturilor pomicole.

Temperatura medie diurnd in lunile aprilie-mai ale anului 2012 a variat de la
13,3°C la 19,2 °C [22], iar precipitatiile din aceastd perioadd au contribuit la
inmultirea bacteriilor fitopatogene. Conditiile meteorologice din urmatoarele luni, de
asemenea, au favorizat dezvoltarea bacteriozei, fiind depistate simptome pe fructe,
frunze si lastari tineri. Conditiile climatice din perioada de vegetatie ale anului 2013
la fel au contribuit la raspandirea bacteriozei si cresterea intensitatii atacului la
culturile pomicole samantoase.

2.3. Obiecte de cercetare in conditii de laborator si cAmp. In experientele de
laborator au fost incluse tulpinile de referintda Erwinia amylovora E10 (Institutul
Stiintifico-Practic de Horticulturd si Tehnologii Alimentare, Chisindu); PD 4072
Erwinia amylovora (Laboratorul Central Fitosanitar, Bucuresti); NCPPB 683 Erwinia
amylovora (Colectia Nationala de Bacterii Fitopatogene, FERA, York, UK) si 179 de
izolate bacteriene obtinute din probe de mar, par si gutui.

In experientele de camp, ca obiect de cercetare au servit soiuri de mar, par si gutui
din diferite exploatatii pomicole, livezi parasite si gospodarii auxiliare ale populatiei
amplasate in cele trei zone geografice ale Republicii Moldova (Tabelul 2.1).
Monitoringul fitosanitar s-a efectuat din primdvara, incepand cu perioada umflarii
mugurilor, pana in toamna dupa scuturarea frunzelor.

Tabelul 2.1. Localitati din Republica Moldova unde au fost observate simptome de
foc bacterian

RZe ;ﬁ%ﬁgﬁgﬁgﬁ; Raionul Localitatea
Municipiul Balti Sadovoe
Donduseni Frasin, Taul, Pocrovca
Drochia Gribova
Nord Edinet Ruseni
Riscani Hiliuti, Pirjota
Sangerei Réddoaia
Soroca Slobozia Cremene, Vadeni
Centru Municipiul Chigsindu | Codru, Bubuieci, Bacioi, Singera
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Continuarea tabelului 2.1.
Nisporeni Balanesti, Milesti
Centru Ialoveni Puhoi
Anenii-Noi Chetrosu, Tantareni
Caugeni Saiti, Zaim
Cahul Badikul Moldovenesc, Brinza
Cantemir Gotesti, Tiganca
Sud Leova Sarata Noué
Stefan Voda Purcari, Tudora
Taraclia Aluatu
U.T.A. Gagauzia Congaz, Chirsova, Svetlii

Pentru testele de patogenitate au fost utilizate fructe verzi de par (soiul
Noiabrskaia, Sokrovisce si Vistavocinaia), fructe verzi de mar (soiul Golden
Delicious), lastari tineri de gutui (soiul Auriu), fructe verzi de tomate (sotul Cristal).

2.4. Determinarea gradului de afectare a pomilor de catre bacterioza. Pentru
evaluarea gradului de afectare a pomilor de catre bacterioza s-a folosit o scard cu 6
note [23], iar frecventa (F%) si1 intensitatea atacului (I1%) au fost evaluate conform
formulelor din literatura de specialitate [21].

2.5. Produse de uz fitosanitar utilizate in experiente. In experientele de cAmp
au fost utilizate urmatoarele produse chimice: solutie de 1-3% zeama bordeleza;
Bouillie Bordelaise (770 g/kg sulfat de cupru neutralizat cu hidroxid de calciu,
,Cerexagri B.V.”, Franta); Kocide 2000 (538 g/kg hidroxid de cupru, ,,Du Pont
International Operations Sarl”, Elvetia), Cuproxat SC (345 g/l sulfat de cupru
tribazic, ,Nufarm Gmbh & Co KG”). Dintre produsele biologice au fost
experimentate Paurin (Pseudomonas fluorescens CNMN-Pb-04, cu titrul 10° ufc/ml,
IGFPP), Rizoplan (Pseudomonas fluorescens AR-33, cu titrul 5x10° ufc/ml, IGEPP),
Trihodermind Th-7F-BL (7Trihoderma harzianum Rifai, cu titrul 15x10° ufe/ml,
IGFPP) [24, 25] s1 suspensie bacteriana de Pseudomonas aureofaciens CNMN-Pb-05
cu titrul 107 ufc/ml.

2.6. Determinarea actiunii antagoniste a diferitelor tulpini bacteriene si a
produselor cuprice fatd de Erwinia amylovora in conditii de laborator.
Determinarea actiunii antagoniste a agentilor biologici si a produselor cuprice a fost
efectuata prin metoda discurilor din hartie de filtru in cutii Petri, pe mediul nutritiv
gelozat [26]. Pentru fiecare produs au fost utilizate cate 3 cutii. Dupa o incubare de 3
zile la 26°C, erau vizualizate eventualele zone sterile din jurul discului. in varianta
control a fost utilizata apa sterila.

2.7. Montarea experientelor de camp la mar, par si gutui. Variantele
experimentale au fost distribuite randomizat, conform indicatiilor din literatura de
specialitate [27]. Tratamentele au fost aplicate pana la inflorire, in perioada infloririi
pomilor si cresterii intensive a lastarilor. La pomii cu simptome de bacterioza
tratamentele au fost aplicate dupd inlaturarea organelor afectate. Repetitiile au fost
amplasate randomizat pe cate un rand din fiecare soi. Eficienta tratamentelor a fost
evaluata dupa 7 zile de la ultimul tratament.
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2.8. Determinarea eficientei biologice si economice a produselor
experimentate. Eficacitatea biologicd a produselor fitofarmaceutice a fost
determinatd conform relatiei [21]:

05— II_PI-:-F:;i:x 100
martorul; Pk — procentul de dezvoltare a bolii in martor; Po — procentul de dezvoltare
a bolii in varianta tratata.

Pentru determinarea eficientei economice a tratamentelor, s-au considerat datele
colectate de la soiul Renet Simirenco. Prelucrarea datelor si calculul indicatorilor de
eficientd economicd au fost facute in baza datelor prelevate din contabilitatea SC
,,Exardiv-Com” SRL. In experientd au fost studiati urmatorii indicatori: cheltuielile
totale (lei/ha); veniturile totale (lei/ha); costul la unitatea de produs (lei/t); pretul de
vanzare a produsului (lei/t); profitul la unitatea de suprafata (lei’ha); rata rentabilitatii
(%) [28].

2.9. Identificarea tulpinilor bacteriene obtinute din plantele gazda. Testele de
identificare a izolatelor bacteriene au fost efectuate pentru confirmarea identitatii
agentului patogen din probele prelevate si concretizarea arealului de rdaspandire a
bolii. Partile de plante cu simptome de necroza si exsudat bacterian au fost colectate
in timpul sondajelor fitosanitare si pregatite pentru analize conform indicatiilor din
literaturd [29]. Insdmantarea maceratului a fost efectuata prin metoda epuizarii in trei
cutii Petri de 10 cm @, utilizand cate 0,1 ml pentru fiecare proba, pe trei medii
nutritive: King B, CGA (cartof — glucoza — agar) si CPA (carne — pepton — agar).
Incubarea a decurs la 27°C, iar rezultatele au fost citite dupa 24 - 72 ore. Tulpina de
referintd a fost insdmantatd si mentinutda in aceleasi conditii. Coloniile suspecte au
fost supuse purificarii prin epuizarea de ansa, in eprubete cu mediul nutritiv inclinat
King B si incubate la 27°C. Culturile pure au fost mentinute pe mediul CGA, la +5°C

PR

. unde: E — eficacitatea biologica a reducerii atacului comparativ cu

izolatelor bacteriene am utilizat plante de Pelargonium sp. [30]. Pentru fiecare izolat
au fost facute cate trei injectdri cu suspensie de 10° ufc/ml. Pentru control am utilizat
apa sterild. Plantele, dupd inoculare, au fost mentinute in condifii de camerd, iar
reactia a fost vizualizata dupa 24 ore.

Pentru determinarea caracterelor morfologico-culturale si particularitatilor
fiziologico-biochimice ale tupinilor bacteriene au fost indeplinite urmatoarele lucrari:
colorarea bacteriilor dupa Gram; microscopie opticd si elecronica pentru depistarea
mobilitatii, formei si dimensiunii celulelor bacteriene; cultivarea pe mediile
diagnosticale King B [31], mediul Cross & Goodman [32], mediul CCT [33], mediul
Levan [34], mediul MM1, mediul MM1Cu [35]; stabilirea necesitdtii bacteriilor in
factori de crestere, tipului de metabolism s1 de producere a lecitinazei; determinarea
sursei de carbon utilizate si a enzimelor saharolitice; stabilirea punctului termic letal,
a cresterii la diferite temperaturi si tolerantei bacteriei la clorura de sodiu; Testul
Voges-Proskauer; formarea de levan; producerea de catalazd; reactia oxidazei;
hidroliza amidonului si gelatinei; prezenta enzimelor proteolitice; actiune asupra
laptelui; eliminarea indolului; producerea si eliminarea de amoniac; reducerea
nitratilor; cultivarea izolatelor bacteriene pe diferite medii nutritive diagnosticale



lichide s1 solide; cultivarea izolatelor pe felii de cartof pentru depistarea prezentei
fermentilor pectinolitici [14-20, 36].

Testul de patogenitate in conditii de laborator i camp. Fructe verzi de par cu
diametru de cca 1,5 — 4 cm au fost dezinfectate cu alcool de 70% apoi spalate cu apa
sterild. Dupa uscare, in conditii sterile, fructele au fost inoculate, prin intepare in trei
puncte, cu un ac cu inocul, achizionat direct din colonii de 48 ore si cu suspensie
bacteriani (titrul de 10’ — 10° cfu/ml) obtinuti din izolate de 24 ore, prin injectare sub
pielitd. Fructele inoculate au fost incubate la 26° C +2 ° C, fiind examinate peste dou,
patru si sapte zile [37]. Rezultatul era considerat pozitiv daca in zona inoculatd dupa
2-5 zile apdreau necroze cu picdturi de exudat bacterian. Izolatele care au produs
numai necroze, fard picaturi de exudat, au mai fost testate pe fructe nematurate de
tomate. Acestea au fost sterilizate ca si fructele de mar, apoi inoculate cu cate 100 pl
de suspensie bacteriand de 10° - 10" cfu/ml si incubate in conditii de camerd umeda
pentru 10 zile la 25° C +2 °C. Fructele martor au fost injectate cu apa sterild. Pentru
fiecare izolat au fost utilizate cate trei fructe. In cazul depistarii unui putregai uscat in
zona inoculatd izolatul era considerat ca specie de Pseudomonas sp. In conditii de
camp fructele de par (soiul Sokrovisce) au fost injectate sub epiderma in trei puncte.
In varianta control a fost utilizata apa sterild. Aparitia eventualelor simptome de atac
au fost evaluate peste 2, 3, 7 s1 10 zile dupa inoculare.

2.10. Analiza tulpinii Erwinia amylovora PS prin metode contemporane. Pentru
identificarea izolatului PS5, obtinut din plante de mar cu simptome de bacterioza,
conform recomanddrilor Organizatiei Europene si Mediteraniene de Protectie a
Plantelor [29], au fost aplicate urmatoarele metode de analiza: sistemul standardizat
API 20E, gaz-cromatografia acizilor grasi, reactia de polimerizare in lant (PCR),
DAS-ELISA si imunofluorescenta indirecta (IF).

3. IDENTIFICAREA SI DETERMINAREA PARTICULARITATILOR
BIOLOGICE ALE AGENTULUI PATOGEN AL FOCULUI BACTERIAN AL
ROSACEELOR (ERWINIA AMYLOVORA)

3.1. Simptomele bacteriozei si gradul de afectare a pomilor de catre focul
bacterian al rozaceelor. Monitorizarea culturilor de mar, par si gutui s-a soldat cu
depistarea simptomelor de bacterioza pe muguri, flori, frunze, fructe, lastari, ramuri s1
tulpini. Infectia nu s-a manifestat cu aceeasi intensitate in fiecare an, primele
simptome fiind depistate in timpul si imediat dupa inflorire [38-42]. In conditiile
zonei centrale a Republicii Moldova, anii 2012 s1 2013 au fost favorabili pentru
dezvoltarea focului bacterian al rozaceelor, care, la o raspandire de 37,7%, calculata
la 100 pomi de mar, atinge intensitatea de 5,7% [43]. In perioada infloririi pomilor,
simptomele bolii s-au manifestat prin hidrozarea si ofilirea florilor, urmate de
brunificare la mar si gutui, iar la par — innegrire. Pe lastari simptomele bacteriozei au
fost depistate incepand cu faza lor initiald de crestere si pana in luna august. Pe lastari
si ramuri mai vechi au fost frecvent depistate ulceratii si exsudari [44, 45].

Principalele soiuri de mar, par si gutui, existente in cultura pe teritoriul Republicii
Moldova, au reactionat diferit la atacul focului bacterian. Simptomele bacteriozei au
fost depistate la soiurile de mar cu diferitd epocd de coacere. Printre cele mai
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sensibile au fost Idared, Mantuaner, Reglindis si Rennet Simirenco, care fac parte din
grupa soiurilor aflate in cultura, atat in livezile industriale, cat si in multe gospodarii
particulare. Din cele 25 de soiuri de mar studiate, nu au prezentat simptome de
bacterioza urmatoarele: Generos, Calvil de zdpada, Banand de iarna, Candil Sinap,
Richard Delicious s1 Starkrimson Delicious (Tabelul 3.1).

Tabelul 3.1. Comportamentul pomilor de mar la atacul focului bacterian al rozaceelor
Nr. | Gradul Soiuri
d/o de - . o
de vara de toamna de iarna
afectare
Generos, Calvil B'fmana de 1arna, Candl} Smap,
1. 0 - de Zanadi Richared Delicious*,
P Starkrimson™ Delicious
Slava Prima, Remo. Florina, Jonagold, Jonathan,
2. 1 L D Renet  de  Champagner,
Peremojtiam | Sir Prise .
Wagener Premiat
3 5 Red Melba, Spartan Campion, Golden Delicious,
' Safran de vard P GoldSpur,
4 3 i Reglindis* IQargd, Mantuaner, Renet
Simirenco
5. 4 - - -

*- soiuri excluse din Catalogul soiurilor de plante al Republicii Moldova.

Toate soiurile de par si gutui incluse in studiu au manifestat simptome de
bacterioza, iar pomii au fost afectati in dependenta de soi de la unu pana la trei grade,
uscandu-se pand la 25% din lastarii si ramurile de schelet (Tabelul 3.2).

Tabelul 3.2. Comportamentul pomilor de par si gutui la atacul focului bacterian al

rozaceelor
Nr. | Gradul Soiuri
d/o de de pa d )
afectare pat ¢ gutui
1. 0 - -
Generalul  Leclerk, Kieeffer’s
2. 1 Seedling, Untoasa Bosc, Williams, -
Zorka
3 2 N? iabrsk.a ia? RX 1247, Auriu, Zarea
Vistavocinaia
Codreanca, Cometa,
4. 3 Sokrovisce Iyjanka, Turunciukskaia,
Urojainaia
5. 4 - -

Conform rezultatelor obtinute, in conditiile Republicii Moldova, speciile pomicole
sdmantoase sunt susceptibile la atacul focului bacterian al rozaceelor, care, pe langa
daunele produse direct mai diminueaza si recolta din anul viitor.

3.2. Frecventa si intensitatea atacului focului bacterian la culturile pomicole
samantoase. Soiurile predominante de mar existente in culturd, la inifierea
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observatiilor, au fost Jonathan, Mantuaner, Starkrimson Delicious, Banana de Iarna,
Idared, Slava Peremojtiam, Red Melba, Safran de vara, GoldSpur si Wagener
Premiat. Dintre cele opt soiuri prezentate in figura 3.1, simptome de bacteriozd au
manifestat doar patru. Cu o frecventd de 9,0% si o intensitate de 1,6%, boala s-a
manifestat la soiul Mantuaner, iar la soiurile Jonathan si Idared cu frecventa de 2,0%
si intensitatea de 0,4% [46].
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Soiurile studiate

Fig. 3.1. Frecventa si intensitatea atacului focului bacterian in livada de mar a
Institutului Stiintifico-Practic de Horticultura si Tehnologii Alimentare.
Simptome de bacterioza nu au fost depistate la soiurile Starkrimson Delicious,
Banana de larna, Slava Peremojtiam si Red Melba.
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Fig. 3.2. Frecventa si intensitatea atacului de foc bacterian la mar — r. Sangerei, satul
Radoaia.

Conform datelor din figura 3.2 observam ca, din cele 4 soiuri de mar examinate
intr-o alta livada din zona de nord a Republicii Moldova, doar la Starkrimson
Delicious nu au fost depistate simptomele bacteriozei. La restul soiurilor boala s-a
manifestat cu frecventa variata de la 14,2% pana la 32,6%. Mai puternic a fost afectat
soiul Mantuaner, unde intensitatea atacului a constituit 24,9%.
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Din cele sase soiuri de mar studiate, intr-o livada particulard din satul Japca
(raionul Falesti), doar la Starkrimson Delicious n-au fost depistate simptomele bolii
(Figura 3.3), cel mai puternic fiind afectat Mantuaner, la care intensitatea atacului a
fost de 23,7% la o frecventa de 46,3%.
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Fig. 3.3. Frecventa si intensitatea atacului de foc bacterian la mar — r. Falesti, satul
Japca.

Astfel, din cele zece soiuri de mar examinate, sase au prezentat simptome de foc
bacterian. La soiurile Starkrimson Delicious, Banand de larna, Slava Peremojtiam si
Red Melba n-au fost depistate simptome de atac, pe cand Mantuaner a fost cel mai
susceptibil in toate cele trei livezi, boala manifestandu-se cu diferita intensitate.

Soiurile de par si gutui s-au comportat diferit la atacul bacteriozei (Tabelul 3.3).

Tabelul 3.3. Frecventa si intensitatea atacului de foc bacterian in livada de par si

gutui a ICP
Soiuri de par F% 1% Soiuri de gutui F% | 1%
Noiabrskaia 44,0 | 13,2 | Cometa 38,0 10,4
Generalul Leclerk | 48,0 | 12,0 | Codreanca 32,0 8,8
Sokrovisce 62,0 | 17,6 | Turunciukskaia 18,0 4,4
RX 1247 26,0 | 6,8 |Iujanka 52,0 17,6
Vistavocinaia 14,0 | 3,2 | Auriu 140 3,2

Toate variatiile de par incluse in studiu au fost sensibile la E. amylovora, insa
cel mai puternic a fost atacat soiul Sokrovisce, unde intensitatea atacului a fost de
17,6% la o frecventa de 62,0%. Mai putin sensibil a fost soiul Vistavocinaia, unde
intensitatea atacului a constituit 3,2% la o frecventd a bolii de 14,0%. Boala la gutui
s-a raspandit in dependenta de soi, de la 14,0% pana la 52,0%, atingdnd o intensitate
a atacului de la 4,4% pana la 17,6%, cel mai sensibil fiind Iujanka.

3.3. Caractere morfologico-culturale si fiziologico-biochimice ale izolatelor
obtinute din plante de mar, par si gutui. Dintre cele 179 de izolate bacteriene, care
s-au colorat negativ dupd Gram, 172 au produs necroze pe frunze de Pelargonium sp.
Dintre acestea, 68% au format necroze si exudat bacterian pe fructele verzi de par, iar
30% au format pigment fluorescein pe mediul King B si putregai uscat pe fructele
verzi de tomate. In dependentd de rezultatele obtinute, izolatele au fost divizate in
doua grupe (Tabelul 3.4).
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Tabelul 3.4. Particularitatile fiziologo-biochimice ale izolatelor bacteriene
obtinute din mdr, par si gutui

Grupa I - izolate

Conform rezultatelor obtinute, cele 20 de izolate bacteriene din grupa I s-au colorat
roz-rosu dupa Gram si n-au format pigment fluorescein pe mediul King B; au format
levan si au produs acetoina; la testul de oxidare si fermentare au reactionat pozitiv, iar
la testul Kovacs si hidroliza amidonului — negativ; au hidrolizat gelatina si au produs
catalaza; n-au produs ureaza, indol, acid sulfuric si n-au crescut la 39°C; au reactionat
negativ la testul Griess; au utilizat zaharoza, glucoza, maltoza si glicerol farda formare
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Tulpina de y . | Grupa II - izolate
) . . .. | fara fluorescenta
Caractere biologice referinta e mediul Kin fluorescente pe
EIO P B & | mediul King B
Coloratia Gram - - -
Formare de pigment - - +
fluorescein
Levan + + +
Testul de oxidare | O+/F+ O+/F+ O-+/F-
fermentare (O/F)
Testul Kovacs - - +
Testul Voges-Proskauer + + Variabil
Hidroliza amidonului - - Variabil
Hidroliza gelatinei +
Producere de catalaza +
Reducerea nitratilor - - Variabil
Crestere la 39°C - Variabil Variabil
NaCl, 5% - Variabil Variabil
Ureaza - - +
Indol - - -
H,S - - -
Surse de carbon utilizate:
Zaharoza + +
Glucoza + +
Lactoza 4+ Variabil -
Maltoza + + -
Manitol + Variabil
Glicerol + +
+ = fest pozitiv, - = test negativ




de gaz, iar patru tulpini n-au utilizat lactoza si manitol, spre deosebire de tulpina de
referinta [47, 48].

Prin examinare la microscop au fost depistate celule bacteriene in forma de
betisoare, cu capetele rotunjite, dispuse izolat, mai rar cdte doud sau in grupe, cu
dimensiunea de 1,15-1,63 x 0,56-0,62 u, avand flageli dispusi peritrih, ce se migcau
haotic 1n lichid. Analiza morfologica a coloniilor formate de izolatele ob{inute din
probe, cat si a tulpinilor de referintd a evidentiat faptul ca: pe mediul MM2 cu cupru,
peste 48 ore, s-au format colonii tipice galbene, care dupd 72 ore au devenit mucoide;
in cazul mediulut MM1 fara cupru nu am depistat nici o crestere peste 48 ore; pe
mediul CCT, majoritatea izolatelor au format colonii violet-pal, rotunde, convexe si
netede, care dupa dupa 72-96 ore deveneau mucoide; pe mediul Levan au fost
depistate cresteri dupa 24 ore, cu formare de coloniile surii, rotunde, puternic
bombate, netede, care deveneau mucoide peste 48-72 ore de incubare; pe mediul
King B, dupa 24 - 48 de ore, izolatele formau colonii mici, unele alb-cremoase, altele
alb-murdar, rotunjite, plate sau putin bombate, dintre care fiind expuse la raze UV,
dupa 48-72 ore de incubare, unele apareau fluorescente, iar altele fara pigmentatie
[49]. Izolatele din grupa I, fiind insamantate pe felii de cartofi, nu au manifestat
fermenti pectinolitici, iar cele din grupa II au produs inmuierea tesutului de cartof. Pe
agarul inclinat, dupa 48 ore de cultivare, am obtinut colonii abudente, netede, plate,
alb-murdare, de 2-3 mm. Pe bulionul de carne cu pepton izolatele au format colonii
mici, rotunde, cu diametrul de 2-4 mm, alb-murdare, opalescente, stralucitoare,
uleioase i cu marginile intregi. Caracterele manifestate de izolatele din grupa I au
fost specifice bacteriei Erwinia amylovora [50].

3.4. Analiza tulpinii Erwinia amylovora PS5 cu aplicarea metodelor
contemporane. Conform Autorititii Europene pentru Siguranta Alimentelor [6], E.
amylovora este reglementata de Directiva 2000/29/EC si poate fi identificata in baza
rezultatelor inregistrate la aplicarea metodelor moderne disponibile, atat pe materialul
vegetal simptomatic, cat si pe cel asimptomatic. La determinarea caracterelor
biochimice ale izolatului PS5 prin aplicarea testului API 20E, a fost obtinut profilul
numeric 0005522, identic tulpinei de referintda PD 4072 Erwinia amylovora. Prin
analiza PCR a fost demonstratd prezenta regiunii cromozomiale ams de 187 kb
specifica bacteriei E. amylovora. La analiza acizilor grasi prin metoda Gaz—
Cromatografie, am obtinut indicii 0,908 si 0,927, izolatul P5 fiind identificat ca
specia Erwinia amylovora. Dupa aplicarea metodei DAS-ELISA, valoarea
esantionului izolatului P5 dupa prima citire a fost de 2,9 ori mai mare decat valoarea
controlului negativ. Pentru martorul de referinta, valoare mediei a fost de 0,056, fiind
de 2,3 ori mai mare decat in varianta martor. Dupa a doua citire valoarea medie de
absorbtie a esantionului a fost de 0,11, depasind controlul negativ de 9,2 ori, iar
controlul pozitiv — de 8,5 ori. Reiesind din principiul evaluarii rezultatelor pozitive,
esantionul P5 este identificat prin tehnica DAS-ELISA ca Erwinia amylovora. Prin
examinarea probelor fixate la microscopul cu epifluorescenta, au fost depistate celule
bacteriene cu fluorescentd verde in toate cele trei dilutii utilizate, confirmand
rezultatul pozitiv al analizei [51].
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Analiza complexd a rezultatelor obtinute dupa indeplinirea testelor clasice si
moderne (testul API 20E, Gaz-cromatografie, PCR, DAS-ELISA, Imunofluorescenta
indirectd), precum si a testului de patogenitate, a permis identificarea culturii P5 ca
specia Erwinia amylovora (Burill) Winslow et al.

3.5. Aparitia simptomelor bolii si manifestarea caracterului infectios al
agentului patogen. Confirmarea postulatelor lui Koch. Dupa inocularea
incrucisatd a lastarilor de gutui, fructelor verzi de par si de mar, am ob{inut simptome
de foc bacterian in toate variantele experimentale, manifestate prin necroze si exudat
bacterian. Pe fructe au aparut brunificatii dupa trei zile de incubare, iar exudatul
bacterian s-a format dupa patru-cinci zile. Brunificarea frunzelor, urmate de indoirea
varfului lastarilor de gutui si aparitia picaturilor de exsudat bacterian a fost observata
dupa 8-10 zile dupd inoculare. Din maceratele obtinute din fructele si lastarii cu
simptome de foc bacterian, aparute dupa inoculdre, au fost efectuate insamantari in
cutii Petri pe mediile nutritive specifice agentului fitopatogen. Dupa trei zile de
incubare la 27 °C, pe toate mediile de culturda au aparut colonii cu morfologie
specifica bacteriei E. amylovora.

Agresivitatea tulpinilor locale de E. amylovora in conditii de camp, au fost
urmarite in rezultatul inoculdrilor efectuate pe fructe verzi de par direct pe pom
(Tabelul 3.5).

Tabelul 3.5. Simptome obtinute dupa inocularea fructelor de par cu suspensie de

Erwinia amylovora
Temperatura | Umidita-

Data medie diurna, tea Simptome
°C aerului, %
21.06.04 222 57,0 -
22.06.04 22,0 60,0 Fara simptome vizibile.
23.06.04 20,9 46,0 Intunecarea tesutului in zona inoculata.

Marirea suprafetei intunecate in zona
infectatd si aparitia picaturilor mici, cu

24.06.04 224 0.0 aspect translucid si lipicios de exsudat
bacterian.

25.06.04 24.8 38.0 Marirea zpnel ne.:crozate s1 cantitatea
exsudatului bacterian.

26.06.04 20,4 60,0 Mumificarea fructelor infectate.

Simptome vizibile ale bolii au aparut dupa doua zile de la inocularea fructelor de
par, manifestandu-se prin intunecarea tesutului in zona inoculatd, urmate de aparitia
exsudatului bacterian si mumifiere totala dupa sase zile de la infectare. Dupa
inocularea repetata a fructelor, am obtinut simptome similare dupa patru zile, astfel
fiind confirmate postulatele lui Koch [52].

Simptomele caracteristice focului bacterian, aparute pe fructele si lastarii infectati,
dovedesc natura virulentd a izolatelor utilizate si capacitatea unui inocul bacterian,
prezent la o specie sdimantoasa, de a inifia rapid boala, in conditii de mediu favorabil,
la restul culturilor pomicole.
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4. INTERACTIUNEA ERWINIA AMYLOVORA x PLANTA GAZDA iN
VEDEREA DETERMINARII EFICIENTEI MIJLOACELOR DE
COMBATERE

4.1. Actiunea antagonista a tulpinilor de Pseudomonas sp. si Bacillus sp. in
conditii de laborator. Ca urmare a studiului actiunii compozitiei mediului de nutritie
asupra cresterii §i proprietdtii antagoniste a microorganismelor nepatogene din
colectia Laboratorului Fitopatologie si Biotehnologie [53, 54] fata de fitopatogenul E.
amylovora, a fost selectatd tulpina antagonista Pseudomonas aureofaciens CNMN-
PsB-05, care a format cele mai mari zone sterile in jurul discurilor din hartie de filtru
(Tabelul 4.1).

Tabelul 4.1. Actiunea antagonista a tulpinii Pseudomonas aureofaciens CNMN-PsB-
05 fatd de Erwinia amylovora

Nt Peré(;ada Zona de inhibare Zona de inhibare Zona de inhibare
. : formata de sbc*, formata de sbf**, formata de mbf***,
d/o | incubatie,
) mm mm mm
zile

1. 4 16,9+3,5 0,0 14,842.0

2. 15 18,7+3,1 16,6+1,3 14,7+1,6

3. 30 18,3+2,9 16,4+2.,4 14,2+2.1

4. 60 18,1+2,7 16,5+0,45 14,4+2.7

5. 90 17,9+1,6 16,6+1,5 13,9+2,2

6. 120 17,7£2,5 16,3+1,6 13,5+1,4

8. 180 17,3+1,2 16,4+3,1 13,1£2,5

*sbc - suspensie bacteriana pastrata in conditii de camera; **sbf - suspensie
bacteriana pastrata in conditii de frigider; *** mbf - metaboliti bacterieni pastrati in
conditii de frigider.

Rezultatele obtinute denota ca suspensia de P. aureofaciens CNMN-PsB-05, fiind
pastratd in conditii de camera, isi pastreazd caracterul antagonist in decurs de sase
luni de la producere si poate fi aplicatd contra E. amylovora fara separare de
metabolifi.

4.2. Eficacitatea biologica a produselor cercetate fata de Erwinia amylovora.
Dupa 48 ore de incubare, pe mediul agarizat King B, am depistat zone sterile in jurul
picaturilor de solutii cuprice in toate variantele experimentale, bacteria fiind mai
putin sensibila fatd de Cuproxat SC (345 g/l CuSQO,), unde zonele de inhibare au fost
slab pronuntate. In rezultatul studiului au fost selectate produsele Bouillie Bordelaise
(770 g/kg sulfat de cupru neutralizat cu hidrohid de Ca) si Kocide 2000 (538 g/kg
hidroxid de cupru), pentru aplicare in conditii de cAmp la mar, par si gutui.

Prezenta rezervei de infectie cu E. amylovora pe plante a fost confirmata dupa
efectuarea testului de aglutinare [55]. Rezultatele experimentale obtinute dupa
aplicarea produselor cuprice si biologice la culturile pomicole samantoase [55-58]
sunt prezentate in tabelele 4.2 — 4.6.
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Tabelul 4.2. Eficacitatea biologica a biopreparatelor aplicate contra focului bacterian
la gutui - (dupa trei tratamente la soiul Iujanca)

Nr. Variantele Norma de consum a
Jo experimentale preparatului, ml/IOL | F,% |1,% | EB, %
apa
1. | Martor netratat 0,0 34,0 [10,8| 0,0
2. | Paurin 25,0 14,0 | 44 | 59,22
3. | Trihodermin 25,0 30,0 94 | 12,96
4. | Rizoplan 25,0 27,0 8.8 18,5
DEMys= 1,15

Datele din tabelul 4.2 ne indicd cd, in urma dezvoltdrii spontane a bolii la gutui
dupa inflorire, intensitatea atacului in varianta martor a constituit 10,8%, la
raspandirea bolii de 34,0%. Din cele trei biopreparate aplicate la gutui, cu aceleasi
norme de utilizare (25 ml/10 L apd), dupa trei tratamente pe floare, cea mai inalta
eficacitate — 59,22%, la intensitatea atacului de 4,4%, a fost obtinutd in varianta
tratatd cu Paurin. Cea mai joasd eficacitate biologica — 12,96%, la intensitatea
atacului de 9,4%, s-a obtinut in varianta tratatd cu Trihodermina.

Dupa efectuarea tratamentelor la par cu produse cuprice (Tabelul 4.3), cele mai
bune rezultate obtinem in varianta cinci si sase, unde a fost aplicatd solutie de 2% si
3% zeamd bordelezd, iar eficacitatea biologicd a constituit 94,3% si 96,9%, la
intensitatea atacului de 1,3% si respectiv 0,7%, fata de 22,7% in varianta martor.

Tabelul 4.3. Eficacitatea biologica a produselor cuprice aplicate contra focului
bacterian la par — (tratamente pe lastari - soiul Sokrovisce)

NE | antele experimentale | 5 preparacutt. | B | L | EB
Jo ariantele experimentale a preparatului, o o, o,
kg/ha
1. | Martor netratat 0,0 76,7 | 22,7 0,0
2. | Bouillie Bordelaise 10,0 13,3 3,0 86,8
3. | Kocide 2000 3,0 16,7 4,7 79,3
: 5 o
4 Solutie Vde 1% zeama 10,0 26,7 5.3 76.7
bordeleza
. 5 =
5 Solutie Vde 2% zeama 20.0 7.0 1.3 043
bordeleza
. 5 z
6. | Solutie Vde 3% zeama 30,0 33 0.7 96.9
bordeleza
DEMys= 1,15

Rezultatele obtinute, dupa efectuarea tratamentelor la gutui cu trei produse cuprice
inainte si dupa inflorire (Tabelul 4.4), denotd cd cea mai inaltd eficacitate biologica
am obtfinut in variantele tratate cu solutie de 2% si 3% zeama bordeleza unde
intensitatea atacului a fost de 2,0% si respectiv 1,0%, fatd de 22,0% in varianta
martor. Produsele Bouillie Bordelaise s1 Kocide 2000 au manifestat o eficienta
aproape egala, dar mai mica fata de varianta tratata cu solutie de zeama bordeleza.
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Tabelul 4.4. Eficacitatea biologica a produselor cuprice aplicate contra focului
bacterian la gutui — soiul Iujanca

Nr. Variantel rimental Norn;a di iorlls?m k, L, EB,
Jo ariantele experimentale a preparatului, o o, o,
kg/ha
1. | Martor netratat 0,0 73,3122,0] 0,0
2. | Bouillie Bordelaise 10,0 13,3 3,3 | 84,9
3. | Kocide 2000 3,0 16,7 | 4,0 | 81,8
. 5 z
4 Solutie ] de 2% zeama 20.0 6.7 | 2.0 | 92.7
bordeleza
: 5 z
5 Solutie ] de 3% zeama 30,0 33 | 1.0 | 95.5
bordeleza
DEMys= 1,16

Dupa efectuarea a trei tratamente dupa inflorire la soiul Mantuaner (Tabelul 4.5),
am obtinut cea mai Tnalta eficacitate biologica de 88,4% in varianta tratatd cu Bouillie
Bordelaise la aplicarea dozei de 10 kg/ha, cand intensitatea atacului a fost de 2,0%
fata de 17,3% in varianta martor.

Tabelul 4.5. Eficacitatea biologicad a produselor cuprice fata de focul bacterian la mar
(dupa trei tratamente la soiul Mantuaner)

Norma de
Nr. Variantele experimentale consumm a E, L, EB,
d/o preparatului, % % %
kg/ha
1. | Martor netratat 0,0 56,7 | 17,3 | 0,0
2. | Bouillie Bordelaise 10,0 10,0 | 2,0 | 884
3. | Kocide 2000 3,0 16,7 | 3,3 | 80,9
4 Solutie ] de 1% zeama 10,0 10,0 | 2.7 | 844
bordeleza
DEMys= 1,15

Valorile rezultatelor experimentale, obtinute dupa efectuare tratamentelor la mar in
perioada anului 2014 la soiul Renet Simirenco, sunt prezentate in tabelul 4.6.
Tabelul 4.6. Eficacitatea biologica a tulpinii Pseudomonas aureofaciens CNMN-PsB-
05 aplicata contra focului bacterian la mar — anul 2014 (soiul Renet Simirenco)

Nr. Variantele experimentale ?ggiililfl?l?sﬁg L L, EB,
d/o Uha e % % %
1. | Martor netratat 0,0 10,7 | 1,33 0,0
Bouillie Bordelaise 10,0 2,0 | 0,27 | 79,7
Suspensie de P.
3. | aureofaciens CNMN-PsB- 5,0 3,7 | 041 | 69,2
05 (107 ufc/ml)
DLys= 8,71

Conform datele obtinute, focul bacterian s-a manifestat cu o frecventa de 10,7% la
intensitatea atacului de 1,33% in varianta martor fara tratamente. Eficacitatea
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produsului cupric Bouillie Bordelaise, aplicat inainte si dupa inflorire, a constituit
79,7% la intensitatea de atac a bacteriozei de 0,27%. Eficacitatea biologicd a
suspensiei de Pseudomonas aureofaciens CNMN-PsB-05, aplicata de doua ori in
perioada infloririi, a constituit 69,2% la frecventa atacului de 3,7% s1 intensitatea de
0,41%.

4.3. Eficienta economica a bactericidelor aplicate la mar contra Erwinia
amylovora. Incepand cu ultima decadi a lunii aprilie si pana la sfarsitul lunii august a
anului 2012, in livada de mar a gospodariei Exardiv-Com SRL, au fost depistate
simptome de foc bacterian al rozaceelor. Primele simptome, manifestate prin
brunificatii ale florilor si frunzelor, au fost obsevate in timpul infloririi. Ulterior boala
a fost depistata pe fructele tinere si lastarii in crestere. Dupa inldturarea organelor
afectate, au fost efectuate tratamente cu produsul CuproStar 46 SC (460 g/I sulfat de
cupru tribazic), cu norma de consum 4,5 1/ha, pentru diminuarea infectiei. Procedura
de inldturare a partilor vegetale atacate, urmate de un tratament chimic, a fost repetata
de 3 ori pe parcursul vegetatiei. In rezultat, pe langa pierderile de recoltd, gospodaria
a suportat si cheltuieli suplimentare neplanificate in suma de 20127, 58 lei. Pentru
determinarea gradului de infectare a pomilor din livada cu foc bacterian, au fost
examinati cate 50 pomi, in patru repetitii, iar rezultatele obtinute sunt prezentate in
figura 4.1.

5,5
100 9:"
80
60,5
60 F, %
X ml, %
40
19,5
20 9 - ‘(Ig.6 7,2546
, 'm D i
11 mai 22 mai 5 iunie 14 iunie

Data efectuarii monitorizarii

Fig.4.1. Raspandirea §i intensitatea atacului focului bacterian la soiul Renet
Simirenco (Exardiv-Com SRL in anul 2012).

Dupa inlaturarea organelor afectate, urmate de tratamente cu produsul CuproStar
46 SC, frecventa bolii a scazut de la 95,5% pana la 7,25%, iar intensitate atacului —
de la 5,9% la 0,46%.

Luand in consideratie ca simptomele bacteriozei au fost depistate dupa trei taieri
ale organelor afectate, urmate de tratamente cu produsul cupric CuproStar 46 SC, a
fost luatd decizia de a include in sistemul de protectie a livezii preparatul Bouillie
Bordelaise, cu norma de consum 10 kg/ha, fiind aplicat prin stropire inainte si dupa
inflorirea culturii, iar pe floare doua tratamente cu biopreparatul Paurin (Figura 4.2).
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Fig. 4.2. Eficacitatea tratamentelor aplicate la mar contra bacteriozelor (SRL
,Excardiv-Com”, anul 2013).

Conform datelor prezentate in figura 4.2, in varianta martor, unde a fost utilizat
CuproStar 46 SC, eficacitatea biologica a constituit 88,3%, la intensitatea atacului de
0,91% s1 o frecventa de 8,3%. In varianta a doua, unde au fost aplicate produsele
Bouillie Bordelaise si Paurin, eficacitatea biologica a fost mai inalta cu 3,4% fatd de
cea obfinutd in schema martor. Diferenta eficacitatii in cele doud scheme de protectie
a marului poate fi explicata atat prin continutul de cupru aplicat pe cultura, cat si prin
inhibarea dezvoltarii fitopatogenului in rezultatul tratamentelor din perioada infloririi.

Profitul obtinut in rezultatul comercializarii fructelor de pe sectorul experimental a
fost calculat in baza datelor acumulate in perioada anilor 2011-2013, inclusiv 2012,
cand pomii au fost puternic afectati de focul bacterian al rozaceelor. Calculele au fost
efectuate in baza recoltei obtinute la soiul Renet Simirenco, care a fost mai
susceptibil la bacterioza. Reiesind din analiza rezultatelor productivitatii soiului
Renet Simirenco, am stabilit ca, in anul 2012, cand pomii au fost afectati puternic de
catre focul bacterian al rozaceelor, recolta obtinuta la hectar a constituit 16,98 tone,
fiind mai mica cu 1,85 tone In cazul anului 2011 s1 cu 1,24 tone fata de anul 2013.
Reiesind din calitatea fructelor, pretul de livrare a productiei a fost diferit, ceea ce a
influentat asupra profitului, care conform calculelor a fost mai inalt in anul 2013,
constituind 3651,1 lei pentru o tona de fructe. Eficienta econimica a tratamentelor la
mar (soiul Renet Simirenco) cu produsele cercetate sunt prezentate in tabelul 4.7.

Tabelul 4.7. Eficienta economicd a tratamentelor aplicate la mar

) .. Varianta Varianta
Indicatorii . -
martor experimentald
Productivitatea medie, t/ha 16,45 18,22
Pretul de realizare, lei/t 4107,8 4107,8
Venituri din vanzari, lei/ha 67573,31 74844,12
Costul de productie la ha, lei 8416,0 8416,0
Chel‘a.l.leh . suplimentare pentru protectia 1498035 15050.0
culturii, lei/ha
Cheltuieli totale, lei/ha 23396,0 23466,0
Profitul pe unitatea de suprafata, lei/ha 4417731 51378,12
Rata rentabilitatii, % 188,82 219,95
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Datele din tabelul 4.7 denotd cd tratamentele au fost eficiente din punct de
vedere economic, fapt manifestat prin obginerea unui spor de recoltd de 1,77 t/ha siun
nivel al rentabilitatii cu 31,13% mai inalt fatd de martor. Rezultatele obtinute ne
demonstreaza necesitatea includerii produsului Bouillie Bordelaise, cu norma de
consum 10 kg/ha si a produsului Paurin (Pseudomonas fluorescens PsB-04) in
sistemul de protectie a culturii marului, pentru combaterea fitopatogenului E.
amylovora.

CONCLUZII GENERALE SI RECOMANDARI PRACTICE
CONCLUZII GENERALE
1.In Republica Moldova predomini conditii meteorologice favorabile pentru
multiplicarea rapida a fitopatogenului Erwinia amylovora, iar, in livezile unde se
aplica irigarea si este prezent inoculul primar, boala se manifestd anual cu diferitd
intensitate de atac [38, 39, 44].

2. Erwinia amylovora se dezvoltd pe speciile de mar, par si gutui, manifestandu-se
prin simptome caracteristice, in toatd perioada de vegetatie, incepand cu fenofaza
infloririi culturii gazda [41, 42].

3. La mar cel mai sensibil soi a fost Mantuaner, la care intensitatea atacului a atins
17,3%, la o frecventa a bolii de 56,7%; la par cel mai sensibil, in anii cercetati, a fost
soiul Sokrovisce, la care intensitatea bacteriozei a fost 22,7%, la frecventa de 76,7%
dupa inflorire; la gutui mai sensibil a fost soiul Iujanca, la care intensitatea bolii a fost
de 22,0%, la frecventa atacului de 73,3% [40].

4. Utilizarea mediilor cunoscute de culturd (CGA si CPA) si celor diagnosticale
(CCT, Levan, King B si MM1Cu) a permis izolarea coloniilor bacteriene cu caractere
morfologice caracteristice fitopatogenului E. amylovora, 1ar cercetarea
particularitdtilor morfologice ale celulelor a permis identificarea particularitatilor
bacteriene asporifere, cu flageli peritrichi si dimensiuni de 1,14-1,62 x 0,56-0,62 p.
Particularitatile fiziologico-biochimice ale izolatelor studiate au fost asemanatoare cu
cele manifestate de catre tulpina de referintd si cu rezultatele din literatura de
specialitate [47, 48, 49].

5. Utilizarea metodelor contemporane de identificare a izolatului P5 (testul API 20E,
CG, PCR, DAS-ELISA si IF) a confirmat rezultatele obtinute in urma efectuarii
analizelor clasice, conform Standardelor OEPP [45, 51].

6. Inocularea incrucisata a plantelor gazda cu suspensii bacteriene de E. amylovora a
permis obtinerea simptomelor specifice focului bacterian al rozaceelor, iar izolarea
tulpinilor bacteriene din organele infectate ale plantei gazdda si studierea
particularitdtilor lor morfologice au permis confirmarea postulatelor lui Koch —
conditii absolut necesare pentru determinarea caracterului infectios si posibilitatea
identificarii agentului patogen [45, 52].

7. Rezultatele pozitive obtinute dupa indeplinirea testelor de identificare a izolatelor
din probe de mar, par si gutui ne indicd despre prezenta agentului fitopatogen al
focului bacterian al rozaceelor in toate zonele Republicii Moldova [45].

8. Obtinerea simptomelor de foc bacterian pe fructele inoculate direct pe pom ne
demonstreaza virulenta inalta a tulpinilor locale de Erwinia amylovora [52].
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9. Eficacitatea biologica, obtinuta dupd efectuarea tratamentelor cu produse cuprice
contra E. amylovora, a fost diferita, in dependenta de produs si cultura, variind de la
76,7% pand la 96,9%. Cea mai 1nalta eficacitate biologica a fost obtinuta in urma
aplicarii solutiei de 3% zeama bordeleza la gutui si par. La mar cea mai inaltd
eficientd, de 88,4%, a fost obfinutd in varianta tratatd cu fungicidul Bouillie
Bordelaise, in doza de 10,0 kg/ha [55, 56, 57, 58].
10. Eficienta economicd obtinutd la mar, caracterizatda printr-o rentabilitate de
219,95%, fiind cu 31,13% mai mare fatd de martor, ne indica despre necesitatea
aplicarii tratamentelor profilactice la culturile pomicole contra bacteriei E.
amylovora.
RECOMANDARI PRACTICE
1. Ameliorarea soiurilor cu rezistentd si tolerantd sporitd, respectarea stricta a
masurilor agrotehnice, indeosebi taierile fitosanitare cu inldturarea si lichidarea
formatiunilor atacate, excluderea gazdelor intermediare din flora spontana,
combaterea daunatorilor, efectuarea stricta si la timp a masurilor biologice si chimice
de combatere:
a) la mar: tratamente profilactice preflorale cu produsul Bouillie Bordelaise (770
g/kg sulfat de cupru neutralizat cu hidroxid de Ca, ,,Cerexagri B.V.”, Franta), cu
norma de consum 10 kg/ha; aplicarea produselor biologice pe baza tulpinilor de
Pseudomonas fluorescens CNMN-PsB-04 si Pseudomonas aureofaciens CNMN-
PsB-05 la deschiderea a 15% din flori si la scuturarea a 75% din petale; tratamente
profilactice dupa inflorire si in timpul cresterii intensive a ldstarilor cu produsul
Bouillie Bordelaise, cu norma de consum 10 kg/ha;
b) la par: tratamente profilactice preflorale cu zeamad bordeleza de 2%; aplicarea
produselor biologice pe baza tulpinii de Pseudomonas aureofaciens CNMN-PsB-05
la deschiderea a 15% din flori; tratamente profilactice imediat dupa inflorire, in
perioada postflorala si cresterii intensive a lastarilor cu zeama bordeleza de 1% sau cu
produsul Bouillie Bordelaise, cu norma de consum 10 kg/ha;
c) la gutui: tratamente profilactice preflorale cu zeama bordeleza de 2%; aplicarea
produselor biologice pe baza tulpinii de Pseudomonas fluorescens CNMN-PsB-04 la
deschiderea a 15% din flori; tratamente profilactice in perioada postflorald si cresterii
intensive a lastarilor cu zeama bordeleza de 1% sau produsul Bouillie Bordelaise, cu
norma de consum 10 kg/ha;
2. Pentru obtinerea unei eficacitati biologice scontate a tratamentelor, este necesar de
stabilit sensibilitatea izolatelor bacteriene, obtinute din livezile cerecetate, fatda de
bactericidele care sunt recomandate pentru combaterea focului bacterian.
3. Instrumentele utilizate la taierea organelor afectate trebuie dezinfectate in solutie
de clor 10%, cu mentinere timp de 3 min. Dupa dezinfectare, spalare cu apa si uscare
prin stergere, instrumentele vor fi unse cu ulei anticoroziv.
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ADNOTARE

Magher Maria, ,,Elaborarea sistemului de combatere integratda a focului bacterian al rozaceelor
(Erwinia amylovora)”. Teza de doctor in stiinte agricole, specialitatea 411.09 - Protectia plantelor.
Chisinau, 2018. Teza consta din introducere, patru capitole, concluzii generale si recomandari practice,
bibliografie din 213 titluri, volumul total de 146 pagini, 34 tabele, 62 figuri si 12 anexe. Rezultatele
obtinute sunt publicate in 18 lucrari stiintifice.

Cuvinte-cheie: Erwinia amylovora (Burrill) Winslow et al.,, mar, par, gutui, intensitatea atacului,
susceptibilitatea soiurilor, identificare, combatere, eficacitate biologica, eficientd economica.

Domeniul de studiu: Stiinte agricole

Scopul lucrarii constd in studierea raspandirii agentului etiologic al focului bacterian al rozaceelor,
rezistentei principalelor soiuri de mar, par si gutui la atac, precum si selectarea produselor optimale si
ecologice de control, in vederea maximizarii eficacitatii biologice si a eficienfei economice a
tratamentelor aplicate impotriva acestei boli.

Obiectivele lucrarii constau in determinarea arealului de raspandire si a intensitatii atacului focului
bacterian al rozaceelor la culturile pomicole sdméntoase in conditiile Republicii Moldova; stabilirea
rozaceelor; izolarea, identificarea si determinarea particularitatilor biologice ale agentului patogen al
focului bacterian al rozaceelor Erwinia amylovora; determinarea actiunii unor agenti biologici asupra
bacteriei Erwinia amylovora; evaluarea eficacitatii biologice a unor produse chimice asupra bacteriei
Erwinia amylovora; determinarea eficientei economice a tratamentelor aplicate contra focului bacterian
al rozaceelor.

Noutatea si originalitatea stiintificd. Pentru prima data in Republica Moldova a fost determinat
gradul de atac, arealul de raspandire si intensitatea atacului focului bacterian al rozaceelor la culturile
pomicole simantoase; stabilite cele mai susceptibile, cat si cele mai rezistente soiuri de mar, par si gutui
la infectiile naturale cu foc bacterian; identificat fitopatogenul Erwinia amylovora prin aplicarea
metodelor clasice si contemporane conform Standardului EPPO PM 7/20 (2) (descrierea simptomelor,
particularitatile manifestarii caracterelor pe diferite medii de culturd, proprietatile structurale, teste de
patogenitate pe diferite organe ale plantelor, testul API 20E, Gaz-Cromatografie, DAS-ELISA, IF si
PCR); determinate particularitatile fiziologo-biochimice ale izolatelor bacteriene obtinute din probele de
plante cu simptome si virulenta acestora, in baza inocularilor artificiale; determinatd eficacitatea
biologica a diferitor formulari cuprice si agenti biologici fata de focul bacterian al rozaceelor; evaluata
eficienta economica a produselor biologice si chimice aplicate contra focului bacterian al rozaceelor.
Pentru prima data au fost selectate doua tulpini bacteriene noi Pseudomonas fluorescens CNMN-PsB-04
si Pseudomonas aureofaciens CNMN-PsB-05 cu caracter antagonist fata de Erwinia amylovora.

Problema stiintifica importanta solutionata constd in fundamentarea stiintifica a capacitatii
biopreparatului Paurin (Pseudomonas fluorescens CNMN-PsB-04 cu titrul de 10° ufc/ml) si a
produsului Bouillie Bordelaise (770 g/kg sulfat de cupru neutralizat cu hidroxid de calciu) de a inhiba
dezvoltarea fitopatogenului Erwinia amylovora, ceea ce permite includerea lor in sistemul de protectie
integrata a culturilor de mar, par si gutui, fiind confirmata eficienta economica a tratamentelor.

Semnificatia teoreticA a lucrarii rezida in determinarea particularitagilor biologice ale
fitopatogenului Erwinia amylovora in conditiile Republicii Moldova si stabilirea normelor eficiente de
consum si perioadei optimale de aplicare a produselor bacteriene si chimice la cultura de mar, par si
gutui pentru combaterea fitopatogenului.

Valoarea aplicativa a lucrarii. Cel putin trei metode din cele cercetate (cresterea pe medii de culturd,
teste de patogenitate, testul API 20E, Gaz-Cromatografie, DAS-ELISA, IF si PCR), bazate pe principii
biologice diferite, trebuie utilizate pentru identificarea fitopatogenului Erwinia amylovora. Tulpinile
antagoniste de Pseudomonas sp. (P. fluorescens CNMN-PsB-04 cu titrul 10° ufc/ml si P. aureofaciens
CNMN-PsB-05 cu titrul 107 ufc/ml) in doza de 5,0 I/ha si produsele chimice Bouillie Bordelaise (770 g/kg
sulfat de cupru neutralizat cu hidroxid de Ca) cu norma de consum 10 kg/ha si zeama bordelezd in
concentratie de 1% - 2% pot fi incluse in sistemul de protectie integratd a culturilor pomicole, pentru
combaterea focului bacterian al rozaceelor. Tulpina bacteriana PS5, identificata ca Erwinia amylovora, este
inclusd in colectia de microorganisme patogene a laboratorului de Fitopatologie si Biotehnologie al
Institutului de Genetica, Fiziologie si Protectie a Plantelor, fiind utilizata in diverse cercetari.

Implementarea rezultatelor stiintifice a fost efectuata in gospodaria”Exardiv Com” SRL.
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AHHOTAIMUA

Marep Mapus, ,,Pa3zpaboTka cHCTEMBI MHTETPUPOBAHHOH OOpHOBI ¢ OakTepUaNBEHBIM OXorom (Erwinia
amylovora)”. Jlucceprauus Ha COMCKAaHHME YYEHOM CTENEHH JOKTOpa CeJIbCKOXO3SMCTBEHHBIX HAayK,
crienuanbHOCTh 411.09 3amura pacrenuit, Kumunes, 2018 rom. Jluccepramusi coCTOMT W3 BBelEHUs, 4 TIaB,
BBIBOJIOB M MIPAKTUYECKUX PEKOMeHaanui, onbnuorpaduu, Brirodaromend 213 UCTOUHUKOB, 146 CTpaHHUI[ TEKCTA,
34 tabmu, 62 pucyHkos U 12 npuioxkenuid. [lodydeHHbIe pe3ynbTaThl Oy OIHKOBAaHEI B 18 HaydHBIX paboTax.

KarwueBbie cnoBa: Erwinia amylovora (Burrill) Winslow et al., s6mons, rpyma, aiiBa, HHTCHCUBHOCTb
OONe3HW, BOCHPHUMYHBOCTE COPTOB, HWACHTH(HKAIWSA, KOHTPONb, Ouonormyeckas dS(hH(HEKTHBHOCTS,
9KOHOMHYECKas 3P PEKTUBHOCTb.

OoJactpb ucciaegoBanus: CellbCKOX035ICTBEHHbIE HAYKH

Lenp pa0doThl: BBHISBICHUE PACIPOCTPAHEHHOCTH OSTHOJIOIMYECKOrO areHTa OaKTepHhaJbHOro 0KOra,
YCTOMYMBOCTH OCHOBHBIX COPTOB I0JIOHH, TPYIIM U aiBbl, a TAKXKE BbIOOpA ONTUMAJIBHBIX 103 U IKOJIOTMYECKUX
CPEACTB Ui TOBBIMICHHUS OWOJNOTMYECKOH ¥ JKOHOMHYECKOW J(PQPEKTHBHOCTH O00pabOTOK IPOTHUB 3TOTO
3a00JIeBaHUSL.

3agaum: onpeaeauTb PaclipoCcTpaHEHUE U HHTEHCUBHOCTh Pa3BUTHS OAKTEPUAILHOI'O 0KOra HA CEMEUKOBBIX
IUTOJIOBBIX KYIBTYpax B ycioBusax PecrmyOnmkm MommoBa; OmpeneiauTh BOCIPHHMYHBOCTH OCHOBHBIX COPTOB
SOJIOHU, TPYIIM W aiBel K OakTepuo3y; BBIICIUTH, HICHTU(PHIUPOBATE U ONPEACITUTH OHONOTHYECKHE
ocobenHoctH Oaktepun Erwinia amylovora; OEHUTD BIHSHIE HEKOTOPBIX OMOIOTMYECKUX areHTOB Ha OAKTEPUIO
Erwinia amylovora; onpenenuts OHONOrHYecKyr0 3(P(PEKTHBHOCTh HEKOTOPHIX XHMHYECKAX MPEIIapaToB Ha
¢utonaroren Erwinia amylovora; ONpeneNnuTh JKOHOMHYECKYIO d3()(EeKTUBHOCTE 00pa0OTOK MpPOTHUB
0aKTepUaIbHOrO OXKOTa.

Hayuynas HoBu3Ha: BhnepBble B PecnyOnauke MongoBa Oblla  onpeaeieHa  BPeAOHOCHOCTb,
pacnpocTpaHeHHOCTh 1 MHTEHCUBHOCTD Pa3BUTHS OAKTEPUAJIbHOTO OKOr'a Ha IMJI0JJOBBIX CEMEYKOBBIX KYJIBTypax;
onpeneneHbl Hanbojiee BOCIPUUMYMBBIE M PE3UCTEHTHBIE COpTa AOJIOHW, TPYIIM W alBbl HA €CTECTBEHHOM
uHpexkunoHHOM ¢oHe; uaeHTuduIupoBana Oakrepus FErwinia amylovora B pe3yinbTaTe NPUMEHEHUA
KJIACCHYECKMX M COBPEMEHHBIX METOJIOB, B COOTBETCTBMHM cO craHaaptoMm EPPO PM 7/20 (2) (omucanwue
CHMIITOMOB, OCOOCHHOCTEW IIPOSBIICHHUS XapakTepa pocTa H30JTOB HA PA3NUYHBIX KYJIBTYPaJbHBIX Cpelax,
MOp(OJIOrH4eCKUX CBOWCTB OaKkTepuii, TeCTOB Ha matoreHHocTb, TecT API 20E, razoBoii xpomarorpaduu, DAS-
ELISA, IF u IIIIP); onpeneneHbl (GHU3HOMOTHYECKAE W OHOXMMHYECKAE OCOOCHHOCTH MECTHBIX H3O0JISTOB
OakTepuil, BBIJENEHHBIX K3 O0Pa3lOB 3apaKEHHBIX PACTEHUH U BBIABIEHA WX BHUPYJIEHTHOCTH Ha OCHOBE
HCKYCCTBEHHOT'O 3apaKeHHS; OINpeesicHa Ouonmorndeckas d(h(GEKTHBHOCTh PAa3NUYHBIX KOMIIO3UIUA MEAU U
OMOJNIOrMYECKMX AareHTOB [0 OTHOLIEHHWI0 K OakTepHallbHOMY OXOr'Yy; OIpeleleHa HKOHOMHUYECKas
3(pPEKTUBHOCTh OHOIIOTHYECKIX M XUMHYECKHX CPEICTB 3alIUThI PACTCHUH B 00ph0Oe ¢ GaKTepHATBLHBIM 0XKOTOM.
BriepBeie 0TOOpaHbl HOBBIE OaKTEpPHATIBHBIC IITAMMBI-AHTATOHUCTEI Pseudomonas fluorescens CNMN-PsB-04 u
Pseudomonas aureofaciens CNMN-PsB-05 k Erwinia amylovora.

Pemiennas HayyHasi mpo0jeMa COCTOUT B HaydHOM OOOCHOBAaHMHM crocoOHOCTH Ouonpenapata [laypun
(Pseudomonas fluorescens CNMN-PsB-04) u mnpemapata Bouillie Bordelaise (770 1/kr cynsdar wmenwu,
HEUTpanu30BaHHBIA THAPOKCUAOM KallbLiis) HHIMOUpoBaTh puronarored Erwinia amylovora, 4To MO3BOJISET UX
BKJIIOYUTh B HMHTErPUPOBAHHYIO CUCTEMY 3alUTHl SOJOHW, TPYIIM W aiBbl, NOATBEPXKIAs HKOHOMHUYECKYIO
3¢ b EeKTUBHOCTL 00pabOTOK.

TeopeTuyeckasi 3HAYMMOCTb PadOThLI 3aKIIOYAETCS B OINpEAeNeHUH OUOJOrMYecKUX OcOOeHHOCTEel
¢uronarorena Erwinia amylovora B ycnoBusx PecrmyOmnku MonmoBa M 3(QQEKTHBHBIX OHONOIMYECKHX H
XHUMUYECKUX CpPEICTB, IMOJABJIIONMX pPA3BUTHE M PAaCHpOCTpaHCHUE OaKTepHanbHON WH(EKIuH, a Takke
OIITHMAITBHBIX HOPM PacXojia MPenapaToB U CPOKOB UX NMPUMEHEHUs B 00ppOe ¢ OakTepruo3oM Ha sS0JIO0HE, TpyIe
U aiiBe.

IpakTHyeckasi HEHHOCTH PadOTHI. Y CTAHOBJICHO, YTO B Mpolecce uaeHTu(Gukanuu putonarorena Erwinia
amylovora (no pexkomenaauuu EPPO/EOPP) nomxHbl ObITh IPUMEHEHBI HE MEHEE TPEX METOJOB MCCIIEIOBaHUS
Ha OCHOBE PA3JIMYHBIX OMOJOrMUYECKUX MPUHLUIIOB (POCT HA KYJIBTYpaJIbHbIX Cpeax, TECT Ha MaTOreHHOCTb, TECT
API 20E, razoBas xpomatorpadus, DAS-ELISA, IF u IILP). llltammbl- antaroHUucTsl Pseudomonas sp. (P.
Sfluorescens CNMN-PsB-04 tutp 10° KOE/mn u P. aureofaciens CNMN-PsB-05 tutp 10" KOE/min) B 1o3e 5,0
n/ra, a Takke xummdyeckue npernapatsl — Bouillie Bordelaise (770 r/kr cynbdarta meam) ¢ HopMoi pacxoma 10
Kr/ra, OOpIOCCKasi XHUIKOCTh B KOHIICHTparuu 1-2%, MOTyT OBITh BKIIOYCHHI B WHTETPHPOBAHHYIO CHCTEMY
3alIMTHI TUIOJIOBBIX KYIBTYp B O0oph0e ¢ OakTepralbHBIM 03KoroM. VIeHTHGUIMpOBaHbId HAME OaKTepUaTbHBIN
wramMm Erwinia amylovora PS5 BKIIOUEH B KOJUICKIUIO (DHTOMATOrEHHBIX MHUKPOOPraHHW3MOB JIa0OpaTOpUU
OUTONATONOTUN ¥ OUOTEXHONOTHH MHCTHTYTa TEHETHKH, (DM3UOIOTHH ¥ 3alUTHl PACTCHHH W UCIIONB3YeTCS B
Pa3IMYHBIX UCCIEOBAHUSAX.

BHenpenune pesyabraroB. Pe3ynbTaThl HayudHBIX ~HMCCIENOBaHUM  BHEIPEHbl B  MPOM3BOJACTBO
sxoHOMHUUeckoro areHra «Exardiv Com» SRL.
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ANNOTATION
Magher Maria, ,,Elaboration of the integrated system for the fire blight (Erwinia amylovora)
combatting on rosaceae plants”. The thesis for doctor degree in agricultural sciences, specialty 411.09 -
Plant protection, Chisinau, 2018. The thesis consist of an introduction, 4 chapters, general conclusions
and practical recomandations, 213 references, 146 pages of text, 34 tables, 62 figures and 12 annexes.
The investigation results are published in 18 scientific papers.

Key words: Erwinia amylovora (Burrill) Winslow et al., apple tree, pear tree, quince tree, intensity
attack, variety susceptibility, identification, combatting, biological efficacy, economical efficiency.

Investigation domain: Agricultural sciences

The aim of the work takes into account some contribuitions concerning etiological agent spreading
of the fire blight, main varieties of the apple, pear and quince trees resistence to the attack, and optimal
ecological combatting products selection for outmost biological and economical efficiency of the
applied treatments against this disease.

The work objectives reside in: determination of the spreading area and intensity of the fire blight
attack on rosaceae plants of the sead fruit growing cultures in the Republic of Moldova; main varieties
of the apple, pear and quince trees susceptibility determination to the fire blight attack on the rosaceae;
isolation, identification and biological specific features study of the phatogen agent of the rosacea fire
blight Erwinia amylovora; biological efficciency determination of some biological agents on bacterium
Erwinia amylovora; biological efficiency evaluation of some chemical products on bacterium Erwinia
amylovora; economical efficacity determination of the applied treatments against rosacea fire blight.

Scientific novelty and originality. For the first time in the Republic of Moldova was determined
the spreading areal and intensity attack of the fire blight of the rosacea sead fruit growing cultures; were
selected the most susceptible varieties of the apple, pear and quince trees to natural infections with fire
blight; the fire blight phytopathogen was identified by classic and modern methods application in
conformity with EPPO PM 7/20 (2) Standard (symptom description, specific features of character
manifestation on different culture media, structural properties, pathogenity tests on different plant
organs, API 20E test, Gas Chromatography, DAS-ELISA, IF and PCR); were determined physiological
and biochemical peculiarities of the bacterial isolates obtained from the samples of plants with
symptoms; were determined biological effeciency of different copper formulations against Erwinia
amylovora; was evaluated economical efficancy of the treatments applied against rosacea fire blight.
Two strains of new bacteria (Pseudomonas fluorescens CNMN-PsB-04 and Pseudomonas aureofaciens
CNMN-PsB-05) with antagonistic character to Erwinia amylovora for the first time were selected.

The scientific problem solved. Scientific substantiation of the antagonist strains capacities
Pseudomonas fluorescens CNMN-PsB-04 and Bouillie Bordelaise (770 g/kg copper sulphate
neutralized with calcium hydroxide) to inhibit phytopathogen E. amylovora, which allows their
inclusion in the system for integrated protection of apple, pear and quince cultures, confirming the
economic efficiency of the treatments.

Theoretical significance. Determination of the biological peculiarities of the phytopathogen F.
amylovora in the Republic of Moldova, the efficient consumption norms and the optimal period for
application of bacterial and chemical products on apple, pear and quince cultures for phytopathogen
combating, as well.

Applicative value of the work. At least three methods among those investigated (growing on
culture media, pathogenity tests, API 20E test, Gas-Chromatography, DAS-ELISA, IF and PCR) based
on different biological principles, should be used to identify of the phytopathogen Erwinia amylovora.
The antagonist strains of Pseudomonas sp. (P. fluorescens CNMN-PsB-04 of a bacterial suspension 10’
cfu/ml and P. aureofaciens CNMN-PsB-05 of a bacterial suspension 107 cfu/ml) with a consumption
norm of 5,0 /ha and the chemical products Bouillie Bordelaise chemicals (770 g/kg of copper sulfate
neutralized with Ca hydroxide) with a consumption norm of 10 kg/ha, bouillie bordelaise with a
concentration of 1-2% can be included in the system for integrated protection of fruit growing cultures
for rosaceae fire blight control. The bacterial strain PS5, identified as Erwinia amylovora, is included in
the collection of the pathogen microorganism of Phytopathology and Biotechnology Laboratory of the
Institute of Genetics, Physiology and Plant Protection, being applied in diverse future investigations.
Implementation of the scientific results was effectuated in the farm ,,Exardiv Com” SRL.
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