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REPERELE CONCEPTUALE ALE CERCETARII

Actualitatea temei. Zona temperata ofera conditii favorabile producerii unui spectru larg
de culturi, o bogata diversitate de insecte sunt trofic atasate de aceste plante, provocand din punct
de vedere economic daune considerabile. Pierderile cauzate de insecte variaza in functie de
planta cultivata, zona geografica si metodele de management utilizate. Noile cerinte ale pietei
mondiale, orientate spre agricultura ecologica necesitd mentinerca biodiversitatii, si crearea
agriculturi durabile prin reducerea sau substituirea completa a produselor chimice [3,4].

Actualmente, vanzarile de biopesticide pe piata mondiala constituie annual circa 396 mil.
$/an, aflandu-se in continud ascensiune. Tarile Americii de Nord raman lideri in producerea si
realizarea biopesticidelor pe piata mondiala. Tarile Europene treptat devin cei mai importante
consumatori, ca urmare a exigentei in respectarea regulamentului de utilizare a pesticidelor si
sporirea cererii de produse ecologice. Statele Unite ale Americii, China, Rusia, India sunt
principalii producatori de pesticide microbiene [7, p. 19864-19873], [14]. Din cele 281 de
biopesticide disponibile in prezent pe piata mondiala, 30 % au la baza diferite tulpini bacteriene,
38,1% — constituie diferite specii de insecte parazite sau pradatoare, 15,7% — nematozi, 4,27% —
ciupercile, 2,85% — virusi si 2,14% — protozoarele [15, 8].

In majoritatea statelor, inclusiv in Republica Moldova insecticidele chimice sunt pe larg
utilizate in reglarea efectivului insectelor diaunitoare. Insi, utilizarea acestor preparate este
adesea periculoasa din punct de vedere ecologic, sau chiar interzisa (cum ar fi in cazul
piretroizilor). Datorita aplicérii pe scara larga a insecticidelor, in special a piretroizilor cu spectru
larg de actiune insectele au obtinut deja un anumit nivel de rezistenta. De asemenea, utilizarea
frecventa a piretroizilor si neonicotinoizilor poate provoca efecte negative organismelor benefice
ecosistemelor, inclusiv responsabili de polenizarea si controlul natural al daunatorilor. Temeiul
juridic pentru protectia plantelor in Republica Moldova si Europa se concentreaza asupra unei
strategii integrate de gestionare a daunatorilor (IPM), care ar trebui sd limiteze aplicarea
preparatelor chimice si substituirea lor cu metode biotehnologice si biologice [16].

Organismele daunatoare din diferite motive patrund in ecosistemele agricole si forestiere
si se pot extinde vertigenos pe teritorii mari concretizat si prin aceea ca populatiile de insecte
daundtoare depdsesc frecvent nivelele de densitate, producand gradatii si dezechilibru ecolologic.
Dintre toate speciile de defoliatori, Omida-paroasa-a-dudului (Hyphantria cunea Drury) s-a
dovedit a avea cel mai mare potential de ddunare de-a lungul timpului, producand multe gradatii
de tip eruptiv-pulsator cu ciclicitate variabila, in functie de zona fitogeografica, conditiile si
caracteristicile ecosistemelor [2].

Gradul 1nalt de nocivitate a H. cunea in conditiile Republicii Moldova este determinat si

de capacitatea de asi forma rezistenta un spectru larg de pesticide. Actualitatea si complexitatea
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problemei, metodele si cdile de sporire a eficientei preparatelor ecologice necesitd studierea in
continuare. Este necesar de a depune efort continuu pentru a satisface cererea mediului de afaceri
si a economiei nationale in preparate ecologice de control al insectelor daunatoare. Controlul
biologic reprezinta una din abordarile de succes in gestionarea durabild a insectelor daunatoare.
Toate aceste aspecte, situatii §i probleme nesolutionate, luate in ansamblu, au determinat
domeniul de investigatie. Bioinsecticidul nou elaborat — Virin-ABB-3 are efecte ecologice, care
se transmit din generatie Tn generatie mai multi ani, regland densitatea insectelor si, totodata, este
absolut inofensiv pentru sanatatea omului.

Cercetarile actuale privind patologia insectelor, efectuate pe plan mondial sunt
directionate spre cunoasterea potentialului germenilor entomopatogeni, indeosebi, a
baculovirusurilor. Un criteriu de bazd in combaterea virologicd constituie capacitatea de
conservare a baculovirusurilor care isi mentin viabilitatea in natura o perioada destul de
indelungata si care rezistd mai bine In conditii de pastrare inainte de utilizare. Baculovirusurile,
ca agenti naturali, patrunzand in componenta entomocenozelor si fiind transmisi pe cale verticala
si orizontala, participd la reglarea densitatii populatiilor de insecte daunatoare. Principalul
avantaj al baculvirusurilor este ca, fata de alte mijloace de combatere a daundtorilor constd in
faptul ca sunt componente naturale ale ecosistemelor, astfel incat acestea pot fi folosite pentru
prevenirea si limitarea dezvoltarii diferitor daunatori [5]

intr-un sir de tari se desfisoara cercetiri ample in directia elaborarii si implementarii largi
a mijloacelor de combatere biologica (Canada, S.U.A., China, Japonia, Ungaria, Turcia,
Romania, Italia, Spania, Germania, Rusia, Ucraina, etc.), printre care un loc deosebit revine
virusurilor, care urmaresc elucidarea aspectelor de epizootiologie a virusurilor poliedrozei
nucleare pentru cunoasterea factorilor care favorizeaza aparitia si dezvoltarea epizootiilor virale
si activitatii biologice inalte stau la baza elaborérii preparatelor virale.

In rezultatul cercetarilor anterioare s-a elaborat si inregistrat preparatul Virin ABB-3, dar
din mai multe considerente, avand o forma preparativa imperfecta s-a propus optimizarea acestui
preparat. Este necesar ca biopreparatul sia corespunda la o serie de conditii: sa includa in
formulatia preparatului substante aderente, sa fie protector in camp la actiunea razelor
ultraviolete, sa contina particule ce nu depasesc marimea dozelor aparatelor de stropit si sa
formeze o suspensie stabila.

Au fost optimizate procedeele tehnologice de producere si aplicare a unui ingredient nou,
5% de carbune activat pentru perfectionarea matricei preparatului §i sporirea rezistentei la
actiunea razelor ultraviolete. De asemenea, au fost determinate efectele epizootice a acestui agent
biologic, si unele elemente foarte importante, ca evidentierea, izolarea si identificarea a trei suse

de baculovirusuri noi, care sunt mai virulente. Acestea ulterior au fost utilizate in calitate de
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mixtura preparatului atat Virusul Granulozei, precum si Virusul Poliedrozei Nucleare a acestui
daunator, lucru care s-a soldat cu obtinerea unui efect sinergetic. Drept rezultat, formele noi
obtinute se deosebesc in comparatie cu prototipul cu depasiri considerabile a indicilor descrise
mai sus. Ulterior in baza cercetarilor efectuate au fost determinate raspandirea baculovirusului si
intocmirea fisei tehnologice pentru combaterea H. cunea la aplicarea pe teritoriul Republicii
Moldova a biopreparatului baculoviral la culturile agricole, silvice si decorative in conditile
agroclimaterice. Biopreparatul elaborat este pastrat in pungi vidate, ce ofera termen de pastrare
pana la 4 ani si mai mult.

Tinand cont de cele expuse scopul lucrdarii a constat in elaborarea, optimizarea unor
elemente a procedeelor tehnologice de producere si aplicare a preparatelor baculovirale in
combaterea H.cunea

Pentru realizarea scopului au fost trasate urmatoarele obiective:

1. Izolarea si identificarea tulpinilor de virusuri active in combaterea H. cunea;

2. Determinarea relatiilor dintre baculovirusuri (VPN si VG) si insecta-gazda in vederea
elaborarii procedeelor tehnologice de crestere in masa a larvelor de H. cunea;

3. Perfectionarea procedeelor biotehnologice de producere a biomasei active in vederea
elaborarii standardului de calitate a preparatului viral pentru combaterea H. cunea;

4. Elucidarea mecanismelor de declansare a epizootiilor cauzate de catre baculovirusuri;

5. Determinarea potentialului baculoviral in limitarea densitdtii populatiilor de H. cunea in
conditii naturale si controlate.

Ipoteza de cercetare a fost confirmata prin rezultatele obtinute, ce constau in optimizarea
tehnologiei de producere si aplicare a unui preparat baculoviral, constituit din tulpini noi de
virusuri identificate, fiind mai eficient din punct de vedere a activitatii biologice fatd de Omida-
paroasa-a-dudului (Hyphantria cunea Drury).

Sinteza metodologiei de cercetare si justificarea metodelor de cercetare alese a avut la
baza realizarea investigatiilor stiintifice, in conditii de laborator si camp. Ca metode de cercetare
s-au folosit observatia si experimentul. Izolarea, identificarea si determinarea particularitatilor
biologice ale izolatelor baculovirale au fost efectuate conform metodelor general acceptate.
Pentru izolarea si identificarea agentilor biologici au fost utilizate metodele ce se aplica in
cercetarile entomologice ce vizeazd protectia plantelor si adaptate la obiectele utilizate in
elaborarea mijloacelor alternative de protectie a plantelor [12, 9]. Perfectionarea procedeelor
tehnologice de producere propuse de catre cercetatorii M. Ciuhrii si L. Volosciuc, a fost
efectuata cu aplicarea cultivarii in vivo, utilizand producerea agentilor biologici. S-au utilizat
metode de determinare a particularitatilor morfologice si ultrastructurale ale VG si VPN H.

cunea, relatiile acestora in celulele insectei-gazda, optimizarea celei mai avantajoase modalitati
6



de crestere, controlul calitatii preparatului, omogenizarea materialului biologic, purificarea
incluziunilor virale, determinarea concentratiei baculovirusurilor in suspensia virala,
conditionarea preparatului, aprecierea activitatii biologice a preparatului. Eficienta tulpinilor de
baculovirusuri si a altor produse de uz fitosanitar in combaterea H. cunea in conditii de camp, a
fost evaluata conform recomandarilor din literatura de specialitate [6]. Abordarile metodologice
dezvoltate au permis utilizarea unui set de metode si tehnici de cercetare microbiologica pentru a
identifica si izola tulpini de baculovirusuri active in combaterea H. cunea si optimizarea
metodelor de Tmbunatatire a calitafii preparatelor baculovirale si controlului insectelor
daunatoare, folosind metode statistice si analitice. Ele se bazeaza pe principiile de optimizare a
producerii baculovirusurilor, pe metodele de optimizare si aplicare a modalitatilor de
perfectionare a masurilor de protectie a plantelor agricole, forestiere si decorative in Republica
Moldova. Datele estimate au fost procesate in conformitate cu pachetul Software Microsoft.
CONTINUTUL TEZEI

In Introducerea lucririi se argumenteaza actualitatea, importanta si necesitatea realizarii
cercetarilor stiintifice efectuate, se descrie noutatea stiintifici a rezultatelor obtinute, este
reflectata situatia actuald in domeniu, sunt formulate scopul, obiectivele studiului, ipoteza de

cercetare, sinteza metodologiei de cercetare si justificarea metodelor de cercetare alese.

1.ROLUL INFECTIILOR VIRALE iN REGLAREA DENSITATII
POPULATIILOR DE INSECTE DAUNATOARE
Compartimentul include sinteza informatiei expuse in literaturd de specialitate, privind
actiunea baculovirusurilor entomopatogene in vederea reglarii densitatii populatiei H. cunea.
Succint este caracterizata Omida-paroasa-a-dudului, metodele de diminuare a densitatii populatiei
si distribuirea geografica acestei specii. Succint sunt redate informatii ample referitor analiza
situatiei in domeniul de cercetare, precum istoria, primele cercetari stiintifice si sinteza cunostintelor
acumulate in domeniul studierii si utilizarii baculovirusurilor atat in cadrul programelor de
managment integrat al daunatorilor, cat si in agricultura sustenabila in diferite tari, aspecte istorice si

economice ale preparatelor entomopatogene in Republica Moldova.

2. MATERIALE SI METODE DE CERCETARE

Lucrarea include rezultatele stiintifice in perioada studiilor de doctorat, cat si programului
individual de cercetare in cadrul proiectelor institutionale 06.40.22 F “Elaborarea mijloacelor
ecologic inofensive in baza microorganismelor utile si a substantelor biologic active pentru
combaterea organismelor daunatoare in agrocenoze*(2006-2010), 10.04.038 F “Biotehnologia
producerii si aplicarii preparatelor biologice pentru combaterea organismelor daunatoare” (2011-

2014), precum si in cadrul Grantului pentru tineri cercetatori 07.40.29 “Elaborarea procedeelor
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biotehnologice de producere a metodelor virale si aplicarii preparatului baculoviral in
combaterea Omizii-paroase-a-dudului (Hyphantria cunea Drury)”’(2007-2008), Bursa de
cercetare in memoriam “Mircea Ciuhrii”,”Cercetari novatoare privind transmiterea vectoriala a
baculovirusilor entomopatogeni in combaterea insectelor ddundtoare cu capcanele de lumina si
feromonale ” (2017). Cercetarile au fost efectuate in decursul anilor 2003-2017.
2.1. Locul efectudrii experimentelor stationare si conditiile climaterice

Experimentele de camp s-au desfasurat pe teritoriul Rezervatiei stiintifice “Codrii”, la
Intreprinderea silvo-cinegetica Straseni, in livada experimentala a Institutului de Genetica,
Fiziologie si Protectie a Plantelor, Gospodaria Taraneasca “Oleg Timciu” (S.Petrunia, r-n
Glodeni), livezile de mar la S. C. “Frutex” S.A. Bacau, Romania, Centrul Siintific
aplicativ ,,Insect Farm”, Romania, Ocolul silvic Snagov, Romania. Conditiile climaterice din anii
inclusi in studiu au fost diferite de la an la an si au infiintat la raspandirea daunatorului pe
teritoriul Republicii Moldova.

2.2. Obiecte de cercetare in conditii de laborator si de camp

In experientele de laborator si cAmp au fost aplicate ambele genuri de baculovirusuri
(Baculoviridae): Nucleopolyhedrovirus si Granulovirus [17]. Pentru cercetare au fost folosite
atat tulpinile virusul poliedrozei nucleare, cat si cele ale virusului granulozei. Pentru experiente
au fost folosite scheme, bazate pe recomandarile metodice existente.

Experiente au fost efectuate pe ponte de oud, larve si adulti de H. cunea, (Lepidoptera:
Arctiidae). Efectivul de adulti a fost obtinut din larve colectate din zona mun. Chisinau, din
diferite localitati ale Republicii Moldova si din fasiile forestiere, precum si livada Institutului de
Genetica, Fiziologie si Protectie a Plantelor.

2.3. Metode de cercetare

Nivelul infestarilor (pe grade de intensitate), precum si faza gradatiei in ecosistemele
agricole si silvice infestate de H.cunea au fost stabilite in functie de caracteristicile cantitative
(densitatea depunerilor pe unitatea amenajisticd) si calitative ale gradatiei (fecunditatea,
procentele de parazitare si de sterilitate la oua, faza gradatiei) obtinute prin efectuarea unor
analize de laborator.

Pentru obtinerea materialului viral si infectarea larvelor cu suspensie virald e necesara
pregatirea prealabila a suspensiei virale. Se pot folosi suspensii purificate sau suspensii initiale.
Pentru titrarea virusurilor se aplicd infectarea dozata a insectelor in conformitate cu tehnica Vago
si diverse modificatii ale ei [3,12].

Prin observatii directe din naturd si prin administrarea de hrand in conditii de laborator a
fost stabilit spectrul trofic al speciei in zonele de atac. S-a constatat o predilectie a H. cunea fata

de Acer negundo si Morus alba. Intrucat aceste specii de plante sunt citate si in literatura de
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specialitate, ca fiind preferate de larvele daunatorului, ele au fost folosite in cadrul cercetarilor
pentru cresterea cu hrana naturala. Larvele colectate erau crescute in conditii de laborator pe
hrana naturala (frunze de artar si dud). Pentru cresterea larvelor, insectele erau transferate in vase
de sticla (cristalizatoare, borcane). Acestea au fost puse in voliere pe fragmente de ramuri de
dud, artar, nuc, visin, sorb s.a cu reinnoirea suselor de VG si VPN. Insectele coloniale se
infecteaza, de reguld, prin stropirea buchetelor plantei-gazda [1, p. 217-227], [2, p. 167-175].

Pe intreaga durata a dezvoltarii, temperatura mentinuta in camera de crestere a constituit
de 24 + 1°C, umiditatea relativa de 85 + 5°C si fotofaza de 16 ore. Selectia de imago, utilizati in
experientele ulterioare, a fost realizatd pe baza diferitor indicatori morfofiziologici, in primul
rand, dimensiunea si aspectul general al larvelor. Lungimea corpului si anvergura aripilor au fost
masurate la adultil fixati. Prolificitatea si fertilitatea femelelor crescute in conditii controlate au
fost determinate in conformitate cu metodologia cercetarilor entomologice.

Purificarea incluziunilor virale. In procesul de apreciere a activitatii biologice a
baculovirusurilor este absolut necesara purificarea lor. Procesul de purificare este determinat de
proprietatile hidrodinamice si fizico-chimice ale incluziunilor. La fazele initiale purificarea VPN
si VG nu se deosebesc esential.

Titrarea baculovirusurilor. Pentru determinarea concentratiei baculovirusurilor se
folosesc diverse metode, indeosebi, microscopia electronica si optica. Titrarea se efectueaza cu
ajutorul camerei Goreaiev sau in preparatele fixate si colorate. Titrarea VG s-a efectuat cu
ajutorul microscopului electronic EM - 200, EMB — 100, folosind metodele de contrastare
negativa sau pozitiva [3, 2, 12].

Microscopia electronica cu transmisie i baliaj. Informatia cea mai completd si mai
veridica, privind particularitatile structurale ale baculovirusurilor, poate fi obtinutd la aplicarea
metodelor electrono-microscopice. In functie de domeniul de investigatie se cunosc mai multe
indicatii metodice, cum ar fi cele produse de catre Ciuhrii [2, 12].

Cercetarile electrono-microscopice necesitd lucrari prealabile ample, care includ
pregatirea materialului biologic al grilelor, a solutiilor si peliculelor. Ele au fost efectuate in
conformitate cu prevederile tehnicii elaborate de Adams [13, p. 1837-1850].

La aceastd etapa a cercetdrilor testele au fost realizate prin metoda de incorporare a
virusului in mediul de crestere, aceasta metoda fiind folosita si pentru a determina CL 50, dozajul
pentru formularile de testare, precum si pentru testele de evaluare a produsului final. Zilnic s-au
efectuat observatii privind comportamentul larvar si mortalitatea. Larvele afectate de baculovirus
au fost procesate prin: 1. mixare (omogenizare) in apa distilata; 2. filtrare prin evelina; 3.
centrifugare 25 minte la 7000 g; 4. uscare in hota la temperatura camerei; 5. macinare la fractia

pulbere fina.



Determinarea activititii biologice a preparatului. Au fost elaborate mai multe metode de
determinare a activitatii biologice a baculovirusurilor. La faza initiala, suspensia virala s-a titrat,
determinand concentratia ei. Apoi s-a pregatit 0 serie de dilutii succesive cu care s-a infectat
larvele de varsta a doua (e rational de-a folosi cate 40 larve de aceiasi stare fiziologicd). In a treia
zi s-a determinat mortalitatea larvelor pe variante si s-a intocmit graficul dependentei ,,doza-
efect”. Pentru aceasta s-a aplicat metoda analizei probelor. S-a efectuat calcule suplimentare,
care permit transformarea axelor de coordonate pentru a obtine dependenta ,,doza — efect” in
forma de linie dreapta, si nu de curba exponentiala. Construirea graficului a permis determinarea
logaritmului dozei suspensiei virale care asigura moartea a 50% din larvele experimentale.
Cunoscand concentratia virusului si volumul suspensiei virale s-a determinat usor concentratia
letala (CLso).

Obtinerea biomasei virale. Dezvoltarea unor tehnologii viabile necesita selectia unei
tulpini virulente a baculovirusilor la specia H. cunea, fiind foarte important sa fie selectionata
tulpina cea mai activa pentru multiplicare, inregistrare si folosire. A fost aleasd aceasta metoda
datorita aproprierii de conditiile de camp, ingerarea de frunze cu baculovirusuri fiind calea
obisnuita de infestare a larvelor in naturd. Baculovirusurile au fost izolate din cadavrele larvelor
afectate si puse in evidentd cu ajutorul tehnicilor de microscopie electronici. In cercetirile
realizate s-au folosite baculovirusuri din trei surse:1.VG izolat din larve de H. cunea colectate in
Romania, Ocolul silvic Snagov; 2.VG izolat din larve de H. cunea provenite din Republica
Moldova, Rezervatia stiintificd ,,Codrii”; 3.VPN izolat din larve de H. cunea provenite din
Republica Moldova, Hrusova (Criuleni). S-a obtinut forma vasta a preparatelor baculovirale.

Datele estimate au fost procesate in confomitate cu pachetul Software Microsoft [11].

3. ELABORAREA MIJLOACELOR BACULOVIRALE PENTRU
REDUCEREA DENSITATII POPULATIILOR H.CUNEA

Tehnologia optimizatd de obtinere a preparatului baculoviral Virin-ABB-3, utilizat in
reducerea populatiilor de H. cunea, include mai multe etape, principalele fiind: selectarea
materiei prime, care corespunde scopului si destinatiei de producere si utilizare a preparatului;
colectarea biomasei infestate si a ingredientelor preparatului; fabricarea formelor preparative
corespunzatoare destinatiei bioinsecticidului.

Rezultatele expuse ofera solutii pentru unele dintre sarcinile enumerate mai sus. A fost
selectata specia de insecte din larvele careia se obtine materia prima pentru preparat, aceasta
fiind H. cunea, care si reprezinta obiectul cercetarilor. Faza optima de dezvoltare a insectei,
pentru obtinerea preparatuluii baculoviral, a inmultirii in masa acestuia, este cea a larvelor de

varsta [ si a 1L
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3.1. Evolutiile si caracteristicele gradatiei daundtorului la culturile decorative, forestiere
si agricole

In diferite zone ale tirii, a fost semnalati H. cunea, unde gradatiile au ajuns in faza
cresterii numerice, iar infestarile au produs inmultiri in masd a defoliatorului. Studiul a fost
realizat in perioada 2006-2017, gradatia defoliatorului si-a continuat evolutia ascendenta.

Pentru a urmari evolutia gradatiilor defoliatorului in timp si spatiu, s-au efectuat
observatii privind caracteristicile calitative si cantitative ale gradatiilor. Analizand starea
fitosanitara a masivelor Gospodariei silvice din raionul Straseni si liziera de padure din
Rezervatia stiingifica ,,Codrii” si organizand multiple deplasari in teren in zona de Centru-
Chisinau, Grusova, Sangera, Meleseni, zona de Nord — Corestauti, raionul Ocnita, Tabani,
raionul Briceni, a fost stabilit gradul de raspandire a daunatorului in Republica Moldova. H.
cunea a atacat cei mai multi arbori din zona de Nord, unde gradul de infestare atinge 100%, cum
a fost la Branzeni (Edinet) si Glingeni (Falesti) [5].

Daunatorul ataca in Europa Centrala mai mult de 234 specii de arbori si arbusti, plante
erbacee si pomi fructiferi. in tara de origine, America de Nord, H. cunea frecvent ataci nucul
american (Nuta) si artarul (Acer negundo). In Republica Moldova aceste specii sunt considerate
ca plante indicatoare pentru semnalarea acestui daunator. Au fost evidentiate 124 specii de plante
gazda, care pot servi ca baza nutritiva pentru larvele de H. cunea in conditiile agroclimaterice ale
Republicii Moldova. Totodata s-a constatat, ca speciile de artar (Acer negundo) si dud (Morus
nigra) sunt cele mai preferabile in calitate de substrat trofic pentru obtinerea biomasei
baculovirale [10].

S-a constatat ca numarul adultilor ai speciei H. cunea, capturati in capcana feromonala cu
luminag, colectati in decursul anilor 2010-2013, a atins 187 de exemplare, zborul pentru adulti a

fost inregistrat la 21 exemplare in 2013 si 54 exemplare in 2012 (Figura 3.1).
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Fig. 3.1. Dinamica numarului de adulti ai speciei H. cunea, capturati
in capcana feromonala cu lumina, 2010-2013
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Rezultatele Inregistrate in ultimii ani, cu capturi relativ slabe de fluturi confirma faptul, ca
daundtorul se afla la faza de dezvoltare depresiva. Conform rezultatelor obtinute, in conditiile
Republicii Moldova, in zonele favorabile inmultirii insectei gradatiile apar, in general, la
intervalele mai scurte (4-5 ani) si au o amploare mare. in zonele mai putin favorabile, gradatiile
se repetd la intervalele de timp mai mari si, de reguld, sunt de amploare mai mica. In arboretele
in care apar gradatii de H. cunea, alaturi de acumularea in masa a daunatorului S-a constatat si
existenta unui complex de factori biotici ai mortalitatii, printre care un loc deosebit revine
microorganismelor entomopatogene [4, 7, 12].

Este adevarat, ca de la an la an sau de la o zona la alta se inregistreaza fluctuatii ale
defoliatorului, fara sa se ajunga la densitdti majore. Perioada atacului a continuat pe tot timpul

sezonului de vegetatie, fiind mai intens in lunile iunie-august (Figura 3.2).
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Fig. 3.2. Atacul H. cunea pe arbori la diferite specii pe generatii/ani

In anii cu primaveri timpurii, in unele zone se remarci activitatea intensiva a daunitorilor
st in luna aprilie. Dezvoltarea generatiilor prezinta oscilatii foarte mari de la an la an si de aceea,
nu poate fi considerata unicul criteriu pentru prognozarea aparitiei primilor fluturi primavara.

Pronosticul aparitiei primelor insecte adulte poate fi efectuat numai in mod orientativ si
in corelatie cu alti factori ai mediului ambiant: umiditatea, fluctuatiile bruste de temperatura,
ingheturile, insolatia, factorul trofic. In Figura 3.6 perioadele de gradatie larvele pot provoca
defolieri de diferite intensitatati, in ambele generatii a caror amploare depinde de regiunea in
care are loc inmultirea in masa. Conform rezultatelor obtinute ambele generatii H.cunea in anii
2006-2007 cele mai preferate plante erau dudul si artarul.

3.2. Izolarea, identificarea si determinarea particularitdtilor biologice ale tulpinilor de

baculovirusuri la H.cunea

In diferite localititi ale Republicii Moldova, fasii forestiere, livezi pomicole
experimentale si industriale, precum si In plantatiile decorative de pe teritoriul municipiului
Chisinau in anii 2000-2017, s-a efectuat colectarea materialului biologic cu simptome specifice,

12



virusurile entomopatogene au fost identificate si izolate pe calea sondajelor si monitorizarii. Pentru
realizarea preparatului viral, predestinat combaterii H. cunea s-au realizat investigatii orientate
spre identificarea unor suse cu caractere respective din conditiile naturale. Au fost utilizate
tulpini atat de VPN, cat si de VG.

Testele de identificare a baculovirusurilor au fost efectuate pentru confirmarea identitatii
agentului patogen din probele prelevate. Ele au stat la baza elaborarii schemei tehnologice de
obtinere a preparatului baculoviral, rezultatele cercetarilor, in cadrul carora a fost cercetata
selectia unor tulpini virulente a baculovirusurilor la specia H. cunea, fiind foarte important
selectionarea pentru reproducerea activa, inregistrarea si folosirea, in calitate de agent biologic
activ. In cercetirile noastre am folosit baculovirusuri din trei localitti (Tabelul 3.4).

Tabelul 3.4. Izolarea si identificarea tulpinilor de baculovirusuri la H. cunea

Nr. Locul Agenti patogeni identificati Aplicarea
colectarii baculo- | bac- | siu- | micro-
virusuri | terii perci | sporidii

1 Romania, Ocolul silvic VG + + - Virin-ABB-3,
Snagov, Romania. cercetare,

2 Republica Moldova, VG + + - Virin-ABB-3,
Rezervatia stiintifica cercetare,
,,Codrii”.

3 Republica Moldova, | VPN + + - Virin-ABB-3,
Hrusova (Criuleni). cercetare

Au fost identificate la larvele atacate de baculovirusuri simptomele, exprimate printr-o
culoare bruni-gilbuie. In perioada sondajelor s-a colectat materialul biologic natural pentru
izolarea baculovirusurilor din masivele Gospodariei silvice Strageni si liziera de padure din
Rezervatia stiintifica ,,Codrii”, Ocolul silvic Snagov, Romania. De asemenea, au fost intreprinse
deplasari in teren, din zona de Centru: Chisinau, Hrusova (Criuleni). Materialul biologic obtinut
a fost analizat prin aplicarea metodelor microscopiei optice si electronice pentru depistarea
baculovirusurilor. In rezultatul aprecierii eficacititii biologice al acestor trei suse de
baculovirusuri asupra larvelor daunatorului H. cunea a contribuit la evidentierea si evaluarea
tulpinilor noi de virusuri, care ulterior a servit ca suport metodologic in perfectionarea
elementelor tehnologice de producere a preparatului viral [9].

Dimensiunile nucleocapsizilor din componenta suprapoliviriocapsizilor extragi din
larvele moarte de H. cunea se caracterizeaza prin valori medii (215-222%35-38 nm) si coincid cu
datele altor investigatii stiintifice.

3. 3. Prognoza dezvoltarii Omizii-pdroase-a-dudului pe teritoriul Republicii Moldova
In baza acestor studii am intocmit calendarul fenologic de dezvoltare a H. cunea pe

teritoriul Republicii Moldova. Calendarele fenologice sunt necesare pentru depistarea timpurie a

13



Omizii-paroase-a-dudului, lichidarea focarelor si prevenirea raspandirii, ceca ce permite de a
solutiona unele probleme ecologice, cum ar fi prognozarea relatiilor dintre speciile daunatorilor
si a entomofagilor precum si precizarea termenelor de tratament si a numarului de generatii in
zona. Utilizand acest calendar putem anticipa tratamentele de protectie, ceea ce permite nu
numai de a pregati din timp echipamentul necesar, dar si semnalizarea aparitiei populatiei locale
privind efectuarea tratamentelor. La inlaturarea cuiburilor impdiengenite din coroana arborelor
inainte de acest termen, larvele eclozate cu intarziere nu vor fi observate si nu vor fi distruse.
Calendarul fenologic oferda posibilitatea de a folosi cele mai adecvate mijloace de protectie
impotriva Omizii-paroase-a-dudului, precum si de a efectua combaterea mecanica prin taierea
cuiburilor, inaintea raspandirii larvelor de varste mari.
3.4. Elaborarea procedeelor tehnologice de producere a H.cunea in conditii controlate
Dezvoltarea bazelor stiintifice pentru controlul numeric al insectelor, trebuia sa se bazeze
pe cunoasterea mecanismelor de mentinere a homeostaziei populatiei. Acest lucru este deosebit
de important in conditiile reproducerii artificiale, cand devine in prim-plan necesitatea de a
obtine o cantitate mare de material biologic de inalta calitate. In interiorul populatiei H.cunea
existd intotdeauna un grup de indivizi care raspund la efectul anumitor factori specifici cu
intensitate diferitd. Adesea factorii stimulatori ne ofera posibilitatea de adaptare a insectelor la
modificarile conditiilor de mediu (Tabelul 3.5).

Tabelul 3.5. Dependenta manifestarii intensititii stimulatorilor fata de viabilitatea
H.cunea in dependenta de gradatia diunitorului

Gradatia Viabilitatea Intensitatea manifestirii viabilitatii la diferiti factori, %
daunatorului larvelor, %

factorul trofic factorul termic factorul fotonic
Faza critica a 56+4,3 9+ 30 14+3,3 10+ 3,1
populatiei
Faza cresterii 71,3+2,8 87+2,0 93,3+1,8 76 +2,1
populatiei

Rezultatele denotda, ca indivizii mai sensibili sunt cei ce determina supravietuirea
populatiei. Pentru a explica manifestarea factorilor specifici la H. cunea au fost luate larve la
inceputul gradatiei si in faza critica a populatiei ce au avut diferiti indicatori biologici.
Rezultatele au relevat semnificatia (p <0,001), viabilitatii lor in diferite populatii. Datele obtinute
prezentate in Tabelul 3.5 demonstreaza viabilitatea larvelor la inceputul gradatiei populatiei, care
a fost 71,3% mai mare comparativ cu larvele din faza de criza. Dependenta stabilita are
importantd practica, deoarece se stie, ca numai larvele de H. cunea cu o viabilitate inalta

determind cresterea semnificativa a populatiei, provocand focare de inmulfire in masa a acestui
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daunator. Astfel, determinand intensitatea excitantilor asupra pontelor depuse de H. cunea, este
posibila prognozarea dezvoltarii populatiei. Experientele au fost realizate pe larvele de H.cunea
colectate din naturd. Pentru testarea ipotezelor invocate au fost realizate o Serie de sondaje pe
baza dependentei stabilite anterior in functie de viabilitatea larvelor la faza gradatiei
daunitorului. A fost determinata intensitatea factorului trofic, chimic si fotonic al insectelor. in
rezultatul studiului, determinand intensitatea excitantilor asupra pontelor de H.cunea putem
prognoza dezvoltarea populatiei. Au fost colectate insecte de H.cunea din populatii naturale,
avand indicatori diferiti in functie de fazele de gradatie a focarului acestui ddunator. S-a
demonstrat eficienta inaltd aplicarii metodei rapide de selectic a materialului initial prin
determinarea intensitatii factorului trofic al larvelor pentru crearea unei culturi viabile (Tabelul
3.6).

Tabelul 3.6. Dependenta indicilor biologici ai larvelor de H.cunea fata de intensitatea
factorului trofic

Originea populatiei, |Intensitatea Viabilitatea | Greutatea | Prolificitate Mortalitatea
faza de dezvoltare a |factorului larvelor, % | medie a | medie a din cauza
focarului trofic, % pupei, mg | femelelor, bolii, %
timp de 30 de buc.
minute.
IS Straseni, faza | 89+2,8 86,3+1,9 112618 420+21 1,2
criticd a populatiei
Rezervatia stiintifica | 4,8+2,0 2,2+2.4 651+23 29+12 26,2
"Codrii", faza
cresterii populatiei

Ca urmare a studiului actiunii prolificitatii si modului de depunere a pontei de oua a H.
cunea au fost efectuate observatii zilnice asupra depunerii pontei, locul si modul de depunere a
pontei, numarul de ponte depuse. Cercetarile efectuate au demonstrat, ca copulatia adultilor
poate avea loc imediat dupa emergenta din crisalida. Starea diapauzei facultative este cunoscuta
pentru multe specii de insecte, inclusiv si pentru H. cunea. Cauzele diapauzei doar a unor

indivizi din aceeasi populatie nu au fost inca elucidate (Figura 3.3, 3.4).
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S-a demonstrat, ca aceasta este o adaptare la conditiile nefavorabile. Ouale sterile se
disting prin culoarea galben-portocalic. Pontele depuse in conditii de laborator de femelele H.
cunea, colectate in naturd, contin de la 208 pana la 1661 oua, media fiind — 544,3. Numarul de
ponte depuse variaza de la 1 pana la maximum 2. Ovipozitia a avut o perioadd cuprinsd intre
doua si sase zile, cu media de 2,1 zile. In conditii naturale copularea se desfisoari numai in zorii
zilei, la rasaritul soarelui. Femelele capturate isi depun pontele in perioada depusa intre 2-6 zile.
Daca aceste femele ulterior sunt fecundate, acestea pot depune oua fertile. Ovipozifia urmeaza
imediat dupa fecundare si poate sa dureze intre 8 ore si 5 zile, iar mai mult de 50% din oua sunt
depuse in prima zi. Femela depune ponta de oud pe suprafata inferioard a frunzelor de
dimensiuni mici intr-un singur strat. Oul rotund, galben-verzui sau galben-auriu, cu nuanta
albastrd cu diametrul de 0,5-0,7 mm, pe masura ce embrionul se dezvolta, devine gri murdar.
Femelele plaseazi ouile prin grimezi de un singur strat cu dimensiunea de 1-2 cm?, cate 100-
600 bucati fiecare. Prolificitatea medie a unei femele in laborator este de 720,7 de oua.

Pastrarea numarului optim reprezinta unul dintre mecanismele necesare pentru
mentinerea homeostaziei populatiei. In entomologie numarul indivizilor in primul rand are o
valoare economica, ca un indice care corespunde obiectivelor programului de crestere. Si acest
lucru este valabil atat pentru programele de crestere ale producatorilor de materie prima si
produse alimentare, cat si pentru programele de Inmultire a insectelor. Numarul maxim posibil
de generatii in conditiile de laborator depinde de mentinerea parametrilor optimi de varsta si sex
a populatiei artificiale. Optimizarea permanenta a populatiei de insecte poate duce la rezultate
imprevizibile si nedorite. Pana in prezent aceste intrebari nu sunt pe deplin elucidate.

3.5. Elaborarea procedeelor biotehnologice de obtinere a biomasei virale §i constituirea

preparatelor biologice de combatere H.cunea

S-a demonstrat, cd in componenta preparatului viral este necesar s-a se contind circa 6X
10° poliedre. Aceasta a contribuit la obtinerea preparatului baculoviral. Tot odati s-a constatat,
ca pentru obtinerea cantitatii necesare de preparat baculoviral la tratarea unui hectar impotriva
larvelor de H.cunea sunt necesare circa 5000 de larve virusate. Rezultatele prezentate in figura
3.5 demonstreaza, ca larvele sunt cu atat mai sensibile la infectie, cu cat stadiul expus este mai
mic. Daca larvele sunt infestate la varste mici se inregistreaza (97,3% la prima varsta si 94,1% la

varsta a doua) (Figura 3.5).
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Fig. 3.5. Susceptibilitatea larvelor de H. cunea de diferite varste la infectia cu virusul

granulozei in experienta si martor

La varsta a cincea mortalitatea este foarte redusa (9,3%), apropiata de valoarea
mortalitatii inregistrate in cazul larvelor din varianta martor. Astfel s-a constatat, ca mortalitatea
la larvele de varsta mai avansate este foarte redusa, apropiatd de cea a larvelor din varianta
martor Acest aspect, are o importantd deosebitd cand se pune problema utilizarii virusului in

limitarea densitatii populatiilor de insecte daunatoare [5].

3.6. Particularitatile identificarii VPN si VG a H. cunea prin aplicarea microscopiei
optice si electronice
Identificarea baculovirusurilor este indispensabil legatda de acumularea informatiei
privind particularitatile structurale si ultrastructurale ale virionilor. Informatia cea mai completa
si veridicd despre structura lor poate fi obtinutd la aplicarea metodelor microscopiei optice si
electronice. Pentru purificarea VPN au fost utilizate mai multe aspecte, printre care si
modificarea propusa in cadrul investigatiilor care constd din urmatoarele etape: Suspensia virala
filtrata s-a centrifugat timp de 30 min la 1000 rotatii/min in centrifugda TLN-2. Precipitatul
obtinut s-a spalat de 3 ori cu apa. Suspensia obtinuta a fost supusa centrifugarii in gradientul de
zaharoza in concentratii de 70-20% la 3000 rotatii/min in decurs de 10 min. Zonele cu
concentratia de 40-50% s-au acumulat si stratificat ingradientul de 50-60%, iar dupa 15 min de
centrifugare s-au obtinut fractii practic pure de SPVC. Pentru identificarea expres a virusului
poliedrozei nucleare a daunatorului H. cunea a fost aplicatd microscopia optica si electronica,
care prezintd rezultate suficiente pentru diagnosticarea, titrarea si determinarea calitafii biomasei

si preparatelor baculovirale (Figura 3.6, 3.7).
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Pentru purificarea VG au fost verificate un sir de metode, care prevad aplicarea
procedeelor de centrifugare diferentiald, diverse concentratii a gradientului de zaharoza precum
si alternarea lor. Rezultate mai bune au fost obtinute la centrifugarea timp de 45 min in
gradientul densitatii zaharozei 10-60 % la 13 200 g. Stratul de granule dupa fractionare s-a spalat

pentru eliberarea de zaharoza (Figurile 3.8, 3.9).

Fig. 3.8. Ultrastructura larvelor de
H.cunea infectate cu Virusul Poliedrozei
Nucleare si Virusul Granulozei in
infectia mixta la aceasta insecta.

Fig. 3.9. Aspectul morfologic al infectiei
baculovirale mixte (Granule si Poliedre) la
H.cunea cercetate la microscopia
electronica cu baleiaj

Analiza morfometrica a incluziunilor baculovirusurilor H.cunea a demonstrat, ca
poliedrele VPN caracteristice acestei insecte au dimensiuni medii (11,2-13,1 x 0,7-0,8 mcm),
ceea ce corespunde cu rezultatele obtinute in cercetarile altor savanti [7].

Dimensiunile nucleocapsizilor incadrati in componenta suprapoliviriocapsizilor extrasi din
larvele moarte de H.cunea se caracterizeaza cu valori medii (215-222 x 35-38 nm) si se inscriu
in masivele informationale inregistrate in alte cercetari stiintifice. Supraviriocapsizii (granulele)
H.cunea reprezinta incluziuni oval-alungite cu dimensiuni de 0,35-0,5 x 0,25-0,3 mcm, in
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capsida cdrora sunt Inglobati cite un nucleocapsid, dimensiunile carora constituie 270-275 x 25-
27 nm. Pentru cercetarea particularitatilor morfologice si biochimice ale virionilor incapsulati in
cadrul SVC sau SPVC se aplica diverse metode, care se bazeaza pe proprietatile proteinelor din
componenta matricei baculovirale (poliedrina si granulind) de a se solubiliza in solutiile tampon
cu pH titrat pentru anumite specii de virus. In acest scop se aplicd centrifugarea fractionara, care

permite sedimentarea proteinelor la accelerarea de 2000 g, iar a virionilor la 20 000 g.

4. ESTIMAREA EFICACITATII PREPARATULUI VIRAL VIRIN-ABB-3 IMPOTRIVA
OMIZI1-PAROASE-A-DUDULUI (HYPHANTRIA CUNEA DRURY)

4.1. Determinarea calitdtii si perfectionarea preparatului viral Virin-ABB-3

Pentru perfectionarea si determinarea calitafii preparatului viral este foarte important sa fie
selectata tulpina cea mai activa pentru multiplicare, inregistrare si aplicare. Din larvele moarte a
fost reizolat virusul si au fost determinati indicii morfometrici ai granulelor in biomasa si
preparatele purificate.

Omogenizarea materialului biologic si izolarea incluziunilor virale. Materia prima
biologicad pentru realizarea preparatului viral este constituitd din larvele de H. cunea virozate
natural, recoltate din naturd in momentul aparitiei epizootiilor virale. O faza deosebit de
importantd in tehnologia de producere a preparatului viral este omogenizarea materialului
biologic infectat, din care se realizeaza extragerea virusului din tesuturile omizilor moarte. A fost
obtinut material care contine, in anumite proportii, resturi fine din corpul larvelor. Aproximativ
un sfert din SVC-urile provenite din tesuturile larvare ramane in evelina folosita pentru filtrare.
Acest material biologic trebuie recuperat, suspendat in apa distilata si filtrat de cel putin 3 ori.

Purificarea incluziunilor virale. Materialul biologic obtinut sub forma de suspensie de
poliedre este supus in continuare fie unui proces de purificare, sau filtrare. Cercetarile electrono-
microscopice a baculovirusurilor din diferite zone, izolate din larvele de H. cunea, au permis
evidentierea ultrastructurii acestora, si determinarea unui numar de 2-5 nucleocapside/SVC.
Sectiunile prin SVC-urile izolate din larvele infectate cu virusul granulozei a pus in evidentd
faptul ca acestea includ o singurd nucleocapsida, mai rar doud, in aceeasi supraviriocapsidd. A
fost perfectionata Schema de obtinere a pulberei virale de VPN si VG in stare pura si Schema
modificata de purificare a VPN si VG.

Perfectionarea si determinarea calitatii preparatului viral s-a efectuat pentru asigurarea
titrului preparatului la nivel de 6x10° poliedre sau granule/ml. Pulberea respectiva s-a amestecat
in matricea preparatului, care trebuie sa indeplineasca o serie de conditii: sa includa substante

aderente, sa asigure rezistentd la actiunea razelor ultraviolete, particulele sa nu depaseasca
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marimea duzelor aparatelor de stropit, sa formeze o suspensie stabila.

Titrarea baculovirusurilor in suspensia virald. In vederea stabilirii dozelor de preparat
viral aplicat in diferite conditii, s-a determinat capacitatea de infestare cu preparatul viral prin
metoda titrajului biologic. A fost folosita camera Goreaiev, o tehnica speciald de titraj
microscopic, utild in determinarea concentratiei de SPVC 1n materialul uscat.

Determinarea calititii finale a agentului activ. in cadrul cercetarilor efectuate privind
modul de pastrare a agentului activ intr-0 forma care sd-i mentina intact calitatile initiale, au fost
utilizate trei modalitati de conditionare a agentului activ: 1. Suspensie in apa distilata; 2. Pulbere
obtinutd prin atomizare; 3. Pulbere obtinutd prin liofilizare. Pentru transformarea filtratului in
pulbere sterila de poliedre s-a aplicat atomizarea suspensiei virale cu ajutorul atomizorului de tip
Niro de capacitate medie in cadrul Institutului ,,Insect Farm” din Bucuresti.

4.2. Evidentierea legitatilor de declansare a epizootiilor baculovirale la H.cunea.

O problemd importantd in patologia insectelor o constituie cunoasterea principiilor, care

stau la baza dinamicii imbolnavirii populatiilor de daunatori, a caracterului epizootic al agentilor

patogeni ai bolilor insectelor (Figura 4.1.).
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Fig. 4.1. Dinamica mortalititii larvelor infectate cu VPN in functie de modelele de
transmitere a patogenului: 1 -varianta 1, modul complex de transmitere a infectiei: larve infestate
si neinfestate au fost tinute si hranite impreuna; 2 - varianta 2, transmiterea infectiei prin cale
aeriana: larvele neinfestate s-au pastrat in apropiere, dar fara contact cu larvele infestate; 3 -
varianta 3, calea orala de infectie: larvele neinfectate hranite pe frunze pe care se aflau anterior
larve infestate; 4 - martor "'+ larve infestate cu virus; 5 - martor "'-"": larve neinfestate cu virus

Una dintre multiplele cauze care determind stagnarea in domeniul aplicarii pe larg a
insecticidelor baculovirale este lipsa unor cercetari detaliate in ceea ce priveste caracterul
epizootic al virusurilor entomopatogeni. Baculovirusurile pot supravietui numai, daca acestea
sunt protejate de radiatia ultravioleta. Astfel, transmiterea pe orizontala din acesta nisd ecologica,
ar putea fi principala cale de transmitere a infectiei. Transmiterea pe orizontala este strans legata
de densitatea gazdei si nivelurile de infectie, desi acest lucru poate fi modificat de

particularitatile comportamentului insectelor. Densitatea larvelor cu gradatie inalta (in interiorul
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populatiei) este intotdeauna o epizootie. Prezenta unor astfel de gradatii din cauza agentului
patogen se bazeaza in primul rand pe transmiterea orizontala si persistenta virusului [5].

Deosebit de importantd este modelarea cailor de transmitere pe orizontald a infectiei
virale in populatia H. cunea, fiind investigate pentru prima data trei modele posibile de
transmitere a virusului de la larvele infestate la cele neinfestate: 1) Larvele infestate si
neinfestate au fost tinute si hranite impreuna, asigurand astfel modul complex de transmitere a
infectiei — prin contact, oral si pe cale aecrogena. 2) Larvele infestate si neinfestate se aflau in
nemijlocita apropiere, dar nu se hraneau impreuna, evitand posibilitatea transmiterii infectiei prin
caile respiratorii. 3) Larvele neinfestate au fost hranite cu frunzele pe care anterior au fost aflate
larvele infestate, accentul fiind pus pe transmiterea orald. Acest lucru denota faptul, ca
transmiterea pe orizontald Intr-o singurd generatie poate evolua, iar aplicarea unei strategii
concrete de transmitere este importantd pentru gestionarea epizootiilor, precum si pentru
utilizarea ca agenti de combatere a daunatorului. Transmiterea pe orizontald evolueaza in functie

de conditiile de mediu si de persistenta daunatorului.

4.3. Testarea preparatului viral in conditii de ciAmp pentru limitarea densitatii
populatiei de H.cunea.

Introducerea virusului pe suprafete mici se practica cu scopul de a crea focare de infectie
virala in paduri, in care daunitorii nu sunt infectati pe cale naturala. in cazul acestui procedeu, se
folosesc cantitdti reduse de virusuri, deoarece in cazul inducerii proceselor epizootice in
populatia unui daunator neafectatd de viroza, nu este necesar sd se trateze intreaga suprafatd
infestatd. Dupa introducerea virusului pe cateva suprafete silvice infestate s-au dezvoltat
epizootii virale pe o perioada de 3 ani, care provoacd mortalitatea sporitd a larvelor a fost
demonstrat, cd in anii urmatori virusul s-a rdspandit in naturd pe suprafete mari, pastrandu-si
capacitatea de infectie si devenind un factor important de reglare a densitatii populatiei
daunatorului.

La H. cunea manifestarea epizootica a bolii se constatd in cazul densitatii inalte, medii,
iar uneori chiar si mici a populatiei daundtorului. Aceasta cauzeaza pieirea in masd a insectei-
gazdi in cea mai mare parte a arealului. In cazul constituirii patogenezei baculovirale stabile s-a
inregistrat eruptia si dezvoltarea epizooticd a infectiei, care a asigurat reglarea naturalda a
densitatii populatiilor daunatorilor H. cunea la un nivel destul de redus. Metoda de introducere a
virusului in focare limitate, in scopul declansdrii de epizootii, prezintd avantajul din

considerentele aplicarii cantitatilor reduse de preparat viral, ce pot fi realizate in laborator, fara
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cheltuieli prea mari. Aceastd metoda nu necesitd producerea industriald de preparate virale, fiind

avantajoasa sub aspect economic (Tabelul 4.1).

Tabelul 4.1. Activitatea biologica a biopreparatuluui Virin-ABB-3
asupra H. cunea pe diferite specii de plante

Cultura ) Numairul larvelor Procentul Eficacitatea

% £ moarte, zile mortalititii, zile | biologica,

© 5]

= | § [3]5 [7 [10[15|52 |10 |15z %

< | O

Zi

Dud (Morus L.) 40 | 10° |0|12]19|34|39|30,0/|850]| 97,5 97,3
Artar (Acer negundo L.) 40 | 10° |0| 8 |16/29|38|20,0|72,0| 955 95,2
Nuc (Juglans regia L.) 40 | 10° |0| 6 | 9 | 2838|150 70,0| 850 84,2
Cires (Cerasus avium L) 40 108 (0| 5 |10|27|32|12,0| 65,0 80,0 78,9
Salcamul (Robinia 40 10 (0| 2 | 5|16|30| 50 |40,0| 75,0 73,8
pseudoacacia L.)
Martor 40 | 106 (0| O |2 |4 | 4 0 5,0 5,0 -
DEMo o5 3,6

Rezultatele obtinute in laborator s-au materializat cu urmatoarele date. S-a demonstrat, ca

cea mai ridicata ratd de mortalitate a omizilor o are dudul - 97,3%, cea mai scdzuta rata de

mortalitate o are salcamul - 73,8%. in baza rezultatelor obtinute se poate concluziona, ca in cazul

acestei metode de combatere, pe langd dozele de preparat viral, o importantd deosebita o are si

alegerea celor mai favorabile momente de tratare, referitor la dezvoltarea larvara si infrunzirea

arborilor. Tratamentele trebuie aplicate numai in perioada, cand larvele sunt in primele doua

varste de dezvoltare, iar arborii sunt infrunziti (Tabelul 4.2).

Tabelul 4.2. Eficacitatea biologica a biopreparatului Virin-ABB-3 in diminuarea
populatiei de H.cunea, generatia I, 11

Nr Supra | Norma | Genera | Larve in colonii | Eficacitatea
d/r Variantele fata, de tia panila | dupi biologica,
ha | consum, 10 zile 10 %
kg/ha zile

1 | Virin ABB-3din 2013 6 0,1 I 740 112 84,86

2 | Virin ABB-3 din 2014 6 0,1 I 650 231 87,23

3 Lepidocid 4 1,0 I 683 87 87,26

4 Lepidocid 4 1,0 I 518 62 88,0

5 Martor - I 620 598 -

6 Martor I 645 621 -
DEMo,05 29

Datele prezentate in tabelul 4.2 ne demonstreaza ca, preparatul folosit asigura un efect inalt

de 87,23% 1n combaterea H. cunea. Virin ABB-3 stopeaza cresterea numarului de cuiburi la un

arbore si asigura gradul 1nalt de protectie a culturilor pomicole. Astfel putem concluziona, ca in
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cazul acestei metode de combatere, pe langa dozele de preparat viral, o importanta deosebita o
are si alegerea celor mai favorabile perioade de tratare, referitor la dezvoltarea larvarda si
infrunzirea arborilor. Aplicarea mai tardiva a tratamentelor virologice necesita sporirea cantitatii
preparatului viral, fapt care poate influenta negativ eficienta acestor tratamente din punct de
vedere economic (Tabelul 4.3).

Tabelul 4.3. Gradul de infectare a H. cunea cu baculovirus. Hrana naturala frunze de dud

NO Ziua mortalitatii
Varianta Repetitiile de IZI!\';set()ar Concetratia ! 15

larve poliedre/ml | larve o | larve %

moarte moarte

VG 2011 | 50 | Il 10° 24 | 480 | 39 | 780
VG 2012 T 50 | Il 10° 25 | 500 | 4L | 820
VPN 2011 | 50 | Il 105 26 | 520| 37 | 740
VPN2012 i 50 | 111l 10° 27 | 540| 40 | 800
E’EWG ! 50 | 1 105 28 | 560| 46 | 920
XI,’F*VG I 50 | 1l 105 28 | 560| 44 | 880
CONTROL | 50 | Il 10° 0 i 1 4.0
CONTROL I 50 | Il 10° 0 i 2 6.6
DEMogs 3,7

Experientele de combatere pe scara larga a larvelor defoliatoare cu ajutorul biopreparatului
Virin-ABB-3 cu larve contaminate de H. cunea pe diferite specii de plante cu aceeasi
concentratie si acelasi numar de omizi, precum si eficacitatea biologica a devenit o necesitate
pentru determinarea eficientei acestuia. In ceea ce priveste mortalitatea omizilor pe VG 2011-
2012 la a 15 zi a fost de 78-82%, iar la VPN 74-80 %. Dar, la utilizarea ambelor virusuri VG si
VPN (1:1), mortalitatea a crescut de la 88% pana la 92,0 %. Analizand eficienta biologica a
suselor era la nivelul de 75-92%. Cercetarile subliniaza faza critica a H. cunea si va fi foarte util
pentru gestionarea tratamentelor cu baculovirusuri. Mentiondam ca, tratamentele de protectie
trebuie efectuate in timpul eclozarii larvelor din ponte. In aceastd perioadd, o parte mica a
larvelor este in varsta a treia, majoritatea populatiei fiind la varsta a doua (Tabelul 4.4).

Tabelul 4.4. Eficacitatea biologica a preparatului viral in combaterea H.cunea, la mar
soiul Golden Deliciosus

Produsul Norma de | Numarul total | Numairul de larve | Eficacitatea
utilizat consum, kg/ha de larve moarte biologica, %
Virin-ABB-3 0,1 418 34 | 244 140 91,8
Zolone 35 EC 0,2 354 8 276 98 98,0
Decis 2,5 CE 0,03 148 28 34 86 97.3
Martor - 369 3 271 93 -
DEMo 05 3,6
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Rezultatele prezentate in tabelul 4.12 ne denotd, ca preparatele aplicate cauzeaza
mortalitatea inaltd a larvelor de H. cunea. Eficienta biologicd a preparatului Virin-ABB-3
constituie 91,8%. Este evident, cd preparatul viral in comparatie cu produsele organofosforice
(Zolone) si piretroidul Decis asigura o eficientd biologica inaltd. Studierea detaliata a
mecanismelor ce determina caracterul epizootic al baculovirusurilor a permis elucidarea cailor de
transmitere pe orizontald si verticald a virusurilor entomopatogene, ceea ce determind largirea
volumului de producere si a ariilor de aplicare a acestora (Tabelul 4.5).

Tabelul 4.5. Activitatea biologici a suspensiei virale obtinute din larvele moarte la diferite
zile de la infestarea cu baculovirusuri

. Concentratia, < Eﬂ.c aCIt? t? a
Varianta poliedre/ml Numarul larvelor biologica
%
Ziua 3 107 100 91,4
Ziua 4 107 100 92,8
Ziua 5 107 100 96,4
Ziua 6 10’ 100 92,4
Ziua 7 10’ 100 100,0
Ziua 8 107 100 93,5
Ziua 9 107 100 97,2
Ziua 10 10’ 100 98,3
DEMo5 1,02

Rezultatele demonstreaza diferenta dintre indicii activitatii biologice a biomasei obtinute la
diferite zile de la infestarea cu baculovirusuri. Deosebiri semnificative ale activitatii biologice nu
s-au observat in cazul aplicarii suspensiei virale de aceeasi concentratie am obtinut eficacitate
biologica se afla in limitele 91,4%-100% [9].

4.4. Evaluarea si perfectionarea metodelor de determinare a calitatii biomasei
baculovirale si a preparatelor biologice

Pentru determinarea concentratiei baculovirusurilor iIn componenta biomasei §i a calitatii
preparatelor obtinute au fost folosite mai multe metode. Luand in considerare dimensiunile mici
ale granulelor (0,1-0,2 mcm), ceea ce se afla la limita capacitatii de rezolutie a celor mai
desdvarsite microscoape fotonice, pentru titrarea lor a fost propusd aplicarea microscopiei
electronice. E necesar de accentuat, ca asupra rezultatelor mai influenteaza si tipul peliculelor de
suport si dimensiunile ecranului sau a placilor fotografice. In acest scop a fost aplicatad metoda de
determinare a potentialului de infectie cu ajutorul microscopiei electronice.

Avantajul metodelor electrono-microscopice consta in posibilitatea determinarii starii
nucleocapsizilor in masa baculovirald. In numeroase cazuri de aplicare practici a preparatelor
virale cu titrul inalt de poliedre, determinat cu ajutorul microscopiei optice, au fost inregistrate

rezultate foarte reduse. Analiza ulterioara a sectiunilor ultrafine a demonstrat, ca desi titrul
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poliedrilor in preparat corespunde prevederilor standardului, totusi in componenta lor

nucleocapsizii lipsesc (Figura 4.2, 4.3).
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Fig. 4.2. Evidentierea potentialului de Fig. 4.3. Particularititile

infectie a baculovirusurilor cu ajutorul ultrastructurale ale unui poliedru a
microscopiei electronice. VPN a VPN H.cunea din structura
H.cunea, la care se inregistreaza preparatului pastrat incorect, iar la

distrugerea nucleocapsizilor si examinarea elecrono-microscopica
supraviriocapsizilor unii nucleocapsizi lipsesc.

Aceasta demonstreaza, ca doar aplicind metodele microscopiei electronice poate fi
determinat potentialul de infectie a VPN exprimat in numarul de nucleocapsizi continuti intr-0
unitate de volum sau de masa virald. Sub actiunea conditiilor nefavorabile (fluctuarea nivelului
termic si a umiditdtii preparatului, prezenta fermentilor hidrolitici) pentru pastrarea activitatii
biologice a baculovirusurilor in structura suprapoliviriocapsizilor au fost inregistrate urmari
destructive, manifestate prin lipsa elementelor genomice ale virusurilor si prezenta unor goluri in
locul supraviriocapsizilor inglobati in matricea poliedrilor. Astfel a fost demonstrat, ca
preparatele, la care au fost prezente asemenea schimbari structurale ale poliedrilor, se
caracterizeaza printr-o activitate biologicd redusd in comparatiec cu preparatele pastrate in
conditii optimale [7].

CONCLUZII GENERALE SI RECOMANDARI PRACTICE

Concluzii generale

1. Au fost izolate, identificate si determinate particularitdtile a trei suse de baculovirusuri,
care infecteaza larvele de H. cunea in conditiile Republicii Moldova. Aprecierea eficacitatii
biologice al acestor trei suse de baculovirusuri asupra larvelor daunatorului H. cunea a contribuit
la evidentierea si evaluarea tulpinilor noi de virusuri, care ulterior au servit ca suport
metodologic in perfectionarea elementelor tehnologice de producere a preparatului viral (3.2).

2. Au fost evidentiate 124 specii de plante—gazda, care pot servi ca bazad nutritiva pentru
larvele de H. cunea in conditiile agroclimaterice ale Republicii Moldova. Totodata s-a constatat,
ca speciile de artar (Acer negundo) si dud (Morus nigra) sunt cele mai preferabile in calitate de
substrat trofic pentru obtinerea biomasei baculovirale (3.1).
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3. S-a demonstrat, ca in componenta preparatului viral este necesar s-a se contina circa
6x10° poliedre. Aceasta a contribuit la obtinerea preparatului baculoviral. in acelasi timp s-a
constatat, ca pentru obtinerea cantititii de preparat baculoviral necesar la tratarea unui hectar
impotriva larvelor de H.cunea sunt necesare circa 5000 de larve virusate (3.5).

4. A fost modificata schema tehnologica existenta de obtinere a preparatului baculoviral
Virin-ABB-3, care este mai optimala in aplicare, iar preparatul obtinut este mai eficient in
diminuarea densitatii populatiei daunatorului H.cunea (4.1, 4.2).

5. Au fost identificate caile principale de transmitere complexa a infectiei baculovirale in
ecosistemele naturale si stabilit modul de aparitie a mecanismelor epizootice al baculovirusurilor
in combaterea larvelor de H. cunea. Aceasta a contribuit la optimizarea tehnologiilor de aplicare
a preparatului baculoviral si determindrii locului lui in sistemele integrate de protectie a
culturilor agricole, silvice si decorative (4.2).

6. S-a elaborat forma preparativd a preparatului viral Virin-ABB-3 in care matricea
componentului principal o constituie zaharul pudra, iar substanta purtatoare — 5% carbune activ,
care atribuie poliedrelor o rezistentd mai mare la actiunea razelor ultraviolete. Astfel, elaborarea
corespunzatoare a contribuit la o majorare esentiala (pana la 4 ani si mai mult) a duratei de
pastrare a formei preparative virale (4.1).

7. A fost optimizata tehnologia de multiplicare a larvelor H.cunea prin aplicarea metodei
influentei selective la diferite niveluri spatiale asupra indicilor biologici a descendentelor, care
contribuie la selectarea unor indivizi mai viabili si productivi pentru obtinerea materialului
calitativ de reproducere (3.4).

8. A fost optimizata tehnologia producerii preparatului baculoviral Virin-ABB-3 prin
utilizarea microscopiei electronice in studiul baculovirusurilor, izolati din larvele de H. cunea.
Astfel a fost elaboratd metoda de determinare a potentialului de infectie a VPN si de apreciere a
calitatii preparatului viral (3.6, 4.4).

9. A fost determinat rolul si locul preparatelor baculovirale in sistemul de protectie
integrata a plantelor. S-a demonstrat, ca aplicarea preparatului viral elaborat, asigurd diminuarea
populatiei daunatorului H. cunea cu circa 84,0%-91,8%. Rezultatele obtinute au fost
implimentate in Rezervatia stiintificd “Codrii”, gospodaria taraneasca ’Oleg Timciu” — pe
suprafata de 16 ha [Anexa 6], (4.3, 4.4).

Recomandari practice

1. Promovarea si utilizarea pe scarda larga in protectia integratd a culturilor agricole,
forestiere si decorative a preparatelor baculovirale pentru reglarea densitatii speciei ddunatorului
H. cunea, care pot servi ca baza aplicativa in argumentarea lor ca metoda alternativa celor

chimice.
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2. Biotehnologia complexa de obtinere a preparatului baculoviral Virin-ABB-3 poate fi
recomandata pentru producerea industriala a preparatelor biologice in scopul diminuarii densitatii
populatiilor de H. cunea in cenozele naturale si antropizate.

3. Aplicarea diferentiatd a masurilor de combatere integrata in functie de faza gradatiei
daunatorului H. cunea, prin utilizarea complexelor (schemelor) cu caracter preventiv in focarele
incipiente de inmultire si a complexelor cu caracter respectiv in focarele in eruptie si criza. Se
recomanda ca aplicarea preparatului sa se realizeze Tmpotriva larvelor de varste mici, iar doza
preparatului la hectar si fie de 9 x 10! particole/g. Eficacitatea biologicd a preparatului
baculoviral Virin-ABB-3 pentru diminuarea populatiei de H. cunea se afld in limitele de 84-
91,8%. Se recomanda efectuarea in perioada de vegetatie a 1-2 tratamente impotriva

daunatorului.
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ADNOTARE

STINGACI Aurelia ,,Biotehnologia producerii si aplicirii baculovirusurilor in combaterea
Hyphantria cunea Drury”. Teza de doctor in stiinte biologice, Chisinau, 2019.

Teza consta din introducere, patru capitole, concluzii si recomandari, bibliografie din
230 titluri, 6 anexe, 129 pagini de text de baza, 39 tabele, 54 figuri. Rezultatele sunt publicate in
36 lucrari stiintifice.

Cuvinte-cheie: Omida-paroasa-a-dudului, Hyphantria cunea Drury, “Virin ABB-37,
baculovirusuri, VPN, VG, eficacitatea biologica, protectia plantelor, tehnologia de aplicare.

Domeniul de studiu: stiinte biologice.

Scopul lucrarii consta in elaborarea, optimizarea unor elemente a procedeelor
tehnologice de producere si aplicare a preparatelor baculovirale in combaterea H.cunea.

Obiectivele lucrarii constau in izolarea si identificarea tulpinilor de virusuri active in
combaterea H.cunea; determinarea relatiilor dintre baculovirusuri (VPN si VG) si insecta-gazda
in vederea elaborarii procedeelor tehnologice de crestere in masd a larvelor de H.cunea,;
perfectionarea procedeelor biotehnologice de producere a biomasei active in vederea elaborarii
standardului de calitate a preparatului viral pentru combaterea H.cunea; determinarea
potentialului baculoviral in limitarea densitatii populalatiilor de H.cunea in conditii naturale si
controlate; elucidarea mecanismelor de declansare a epizootiilor cauzate de catre baculovirusuri;

Noutatea si originalitatea stiintifica. Pentru prima datd in Republica Moldova au fost
identificate, izolate si caracterizate 3 tulpini de virusuri active. A fost asiguratd rezistenta
baculovirusurilor la actiunea factorilor abiotici; elaborarea unei metode inovative de transmitere
epizootica a baculovirusurilor, cresterea larvelor pe mediu artificial nou si elaborarea elementelor
tehnologice de aplicare a preparatului baculoviral in sistemele de protectie integratd a plantelor
agricole, forestiere i decorative, care asigura o eficacitate biologicd nu mai micd de 91,8 %. Au
fost optimizate procedeele tehnologice de producere prin aplicarea in premiera a unui ingredient
nou 5% de carbune activat pentru perfectionarea matricei preparatului si sporirea rezistentei la
actiunea razelor ultraviolete. In primierd s-a identificat un numar de 124 specii de plante ca
substrat trofic pentru cresterea larvelor H.cunea in laborator. A fost intocmita o fisd tehnologica
pentru combaterea H. cunea cu ajutorul preparatului baculoviral pe teritoriul Republicii
Moldova. S-a determinat perioada optima de pastrare a larvelor infestate cu baculovirusuri in
pungi vidate.

Problema stiintificA importanta solutionatid constd in fundamentarea stiintifica a
capacitatilor baculovirusurilor (VG s1 VPN) a H. cunea de a se reproduce in celulele omizii-
paroase-a-dudului, ceea ce a condus la evidentierea si evaluarea tulpinilor noi de virusuri
identificate, fapt care a servit ca suport metodic pentru perfectionarea tehnologiei de producere
a preparatului baculoviral, sporirea eficacitatii biologice, elaborarea strategiei de aplicare a lui.

Semnificatia teoretica. Rezultatele obtinute constituie baza elaborarii unor noi elemente
tehnologice de obtinere a unui preparat baculoviral, care are o strategie de stopare a raspandirii
daundtorului H. cunea, gratie transmiterii orizontale si verticale a agentului patogen, servind in
calitate de filtre specifice, fara a infecta alte specii de insecte.

Valoarea aplicativa a lucrarii consta in perfectionarea tehnologiei de producere a
preparatului viral Virin-ABB-3 ceea ce asigura sporirea calitatii si eficacitatii agentului biologic
in sistemele de protectie integratd care constituie baza obtinerii productiei ecologice.

Implementarea rezultatelor stiintifice. Rezultatele cercetdrilor stiintifice au fost
implementate in Rezervatia stiintifica ,,Codrii”, com. Lozova, r-nul Straseni, gospodaria
taraneasca ,,0Oleg Timcu”, s. Petrunia, r-nul Glodeni pe suprafata de 16 ha.
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AHHOTAIUA

CTBIHI'AY Aypenusi «buorexHo0rusi Npou3BoACTBA U NPUMeHeHHUs 0aKyJI0BHPOCOB LI
peryJiMpoBaHusi WJI0THOCcTH momyasimuu Hyphantria cunea Drury». duccepramus nokropa
Oouosiornueckux Hayk, Kummnsy, 2019, cocrout u3 BBeneHus, 4 rias, BHIBOAOB, 129 crpaHull
OCHOBHOTO TeKcTa, 6 mnpuioxkenuir, 39 Ttabmun, 54 pucyHkos, Oubmuorpadum u3z 230
HCTOYHUKOB. Pe3ynbraThl ony0iarKkoBaHbl B 36 HAy4HBIX paboTax.

KiroueBble ciioBa: AMepukaHckas Oemas 6abouka, Hyphantria cunea Drury, Bupun
ABB-3, 6axynoBupycsl, BAII, BI', 6uonoruueckas 3¢)(heKTHBHOCTD, TEXHOJIOTHUS MPOU3BOACTBA
npenapara.

O0aacTh Hcc/ieIoBaHNii: OMOIOTHYECKHE HAYKH

Ieas padoTbl: pa3padoTKa TEXHOJOTHMM IPOU3BOACTBA M YCOBEPLICHCTBOBaHME
TEXHOJIOTUYECKUX MPOIECCOB IMPUMEHEHUS TIpernapaTa Ha OCHOBE OaKyJIOBUPYCOB JJISi CHUKCHHS
yucieHoctu H.cunea.

3agauu: BeineneHue u uaeHTU(UKANNS IITaMMOB BUPYCOB Juisi OoprOBI ¢ H.Cunea,
YCOBEPLIEHCTBOBAaHUE OMOTEXHOJIOIMYECKHX IPOLIECCOB MPOU3BOJCTBA AKTUBHOW OHMOMACCHI
npotuB H. Ccunea; ompeneneHue B3auMOCBs3M Mexay OakynoBupycamu (BSII u BI) u
HAaCEKOMBIMU-X0351€BaMH 11 pa3pabOTKM TEXHOJIOIMH MAacCOBOI'O pa3BEJCHUs JIMYUMHOK H.
cunea; CO3JaHME€ MEXAHMW3MOB, BBI3BIBAIOIIMX  BCHBIIIKKM  3a00JI€BaHMM, BBI3BAaHHBIX
OakyinoBuUpycamMy; omnpezieileHue OaKyJOBUPYCHOTO IOTEHLUAJa B  €CTECTBEHHBIX U
KOHTPOJIMPYEMBIX YCIOBUSX.

HoBu3na u HayuyHasi opuruHajabHocTh. BrepsBeie B Pecnybnmuke MonjgoBa Obuin
BBIJICJICHBI, ACHTU(GUIIMPOBAHBI U OXapPaKTEPHU30BAHBI TPH HOBBIX aKTUBHBIX ITaMMa BHpYCa.
ObecnieueHa  yCTOHYMBOCTH  0aKyJOBUPYCOB K JEHCTBHIO aOMOTHYECKUX  (PAKTOPOB;
ONTUMU3UPOBAHBI [TPOLIECCH] TEXHOJIOTUU IPOU3BOACTBA U IPUMEHEHUS BUPYCOB; POCT JIMYMHOK
Ha HOBOM MCKYCCTBEHHOW cpene M pa3padOTKa TEXHOJIOIMYECKHX 3JEMEHTOB NPUMEHEHUs
0aKyJIOBHUPYCHOIO Mpenapara B MHTETPUPOBAHHBIX CHCTEMax 3alIUThl CEIbCKOXO035HCTBEHHBIX,
JECHBIX M JIEKOPAaTHUBHBIX DPAaCTeHHMH, oOOecreuynBaloUMX OHOIOrHYecKyro 3((EeKTUBHOCTh
91,8%, pa3paboTka MHHOBAIIMOHHOTO METO/A AMH300TUYECKON Mepenadn 0aKyIOBUPYCOB JUIS
CHIDKEHHME IUIOTHOCTH H. cunea, mnpuMeHeHHe HOBOTIO MHIpeHeHTa - 5% aKTHBUPOBAHHOIO
yrias, paszpaboTaH MpPOTOKON MPUMEHEHHMsT BHUPYCHOTO Mpemapara npotuB H. cunea;
uAeHTUGHUIMpOoBaHbl 124 BUla pacTeHUH B KauecTBE TPOPUUECKOro cyocTpaTa i pa3BeleHUs
HAaCeKOMBIX B JJAOOPATOPHBIX YCIOBHSIX, YCTAHOBJIEH ONTHMAJIbHBIA CPOK XpaHEHHs JIMUMHOK,
3apa’keHHBIX 0aKyJIOBHPYCaMH B BaKYYMHBIX ITaKeTax.

Pemennasi BaXHasi HayyHash mpodJeMa COCTOUT 6 HAYYHOM O0OOCHO8AHUU
cnocoOHocTH OakynoBupycoB (BI' u BAII), nnpumupyromux H. cunea Bocnpou3BOAUTHCS B
KJIIETKaX aMepuKaHCKOW Oenodt  0abouku, umo cnocobcmeona K  pazpabomke u
ycosepuiencmeanulo  TEXHOJIOTHMM  IMPOU3BOJACTBA M INPUMEHEHHMs  0aKyJIOBHUPYCOB ¢
UCIIOJIb30BAaHUEM  HOBBIX IITAMOB, ¢hakm  no36oiAr0wull  TIOBBICUTh  OHWOJIOTMYECKYIO
3 PEKTUBHOCTh BUPYCHOTO Ipenapara 1 pa3padoTaTh CTPATETHIO €ro NMpUMEeHeHus B 0oproe ¢
BpEAUTEIIEM.

Teopernueckass 3HaA4YMMOCTb. IloslyueHHBIE pE3yabTaThl COCTABISAIOT  OCHOBY
pa3pabOTKH TEXHOJOTUU TMOJY4YEHHsT HOBOTO OHOJOTHYECKOro Tpernapara, CrocoOHOTO
cAepKUBaTh pacrpocTpaHenue H. cunea Onaroaaps ropu30HTAILHOM M BEpTUKAIBHOM mepeaaye
naToreHa M MOATBEPXKIAIOT, 4TO OakynoBHpychl uHuUIMpyromme H. cunea, sBusioTcs
crnenupuIecKUMH U He 3apakaroT APYTryue BUbl HACEKOMBIX.

IIpakTnyeckass wHeHHOCTH PpadoOTHI. VYydllleHHas TEXHOJIOTHMS IPOM3BOJCTBA
BUpYycHOro mnpenapata Bupun-ABB-3, obecrnieunBaeT noBbllleHHE KauecTBa OHMOJIOTMYECKOTO
IPOAYKTa U CIIOCOOCTBYET YCHIICHHIO €r0 A(P(PEKTUBHOCTH U MO3BOJISIET MOTYyYaTh SKOJIOTHUECKU
YHUCTYIO MIPOAYKIIMIO B UHTETPUPOBAHHOW CUCTEME 3alllUThl PACTEHUH.

BHeapenue Hay4HBIX pe3yJbTaToB. Pe3ynbTaThl HaydHBIX MCCIEIOBaHUNA ObUIN
BHeJpeHbl B HaydyHoM 3anoBenHuke "Koapwmit", koM. Jlozomas, CrpaiieHCKkuil paioH, B
xo3suctse "Oner Tumuy" c. Ilerpyns, ['monenckuii paiion Ha miomanu 16 ra.
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ABSTRACT
STINGACI Aurelia ,, Biotechnology of production and use of baculoviruses to regulate the density
of the population of Hyphantria cunea Drury”: PhD thesis in biology, Chisinau, 2019. The thesis
contains 129 pages of main text, introduction, 4 chapters, conclusions and recommendations,
bibliography of 230 titles, 6 appendixes, 39 tables, 54 figures. The results are published in 36 scientific
works.

Key words: Fall webworm, Hyphantria cunea Drury, Virin-ABB-3, viral preparation, VPN, VG,
biological efficiency, plant protection, technology for production and application.

Field of study:. biological sciences.

Aim of research: Elaboration of production technology and improvement of the technological
processes of the preparation on the basis of baculoviruses in the H. cunea control.

Objectives: Isolation and identification of viruses strains for H.cunea control; improvement of
biotechnological procedures of the biomass production, active against H. cunea; determination of
relations between baculoviruses (VPN and VG) and the insect-host for H. cunea larvae mass rearing;
creation of the mechanisms causing the virus diseases outbreaks; determination the baculoviruses
potential both under natural and artificial conditions.

Scientific novelty and originality: For the first time in the Republic of Moldova, three of active
new viruses strains were indentificated, isolated and characterized. The technological procedures for
production and the viral products application were optimized and elaboration of the method of epizootic
transmission of baculoviruses, optimized processes for the production and use of viruses, the growth of
larvae on a new artificial diet and the elaboration of the technological elements of applying the
baculoviral preparation in the integrated systems of protection of agricultural, forestry and decorative
plants ensuring a biological eficiency of 91,8%. In order to reduce H. cunea population density by
utilizing a new ingredient (5% of active carbon). The protocol for application of the viruses preparation
against H. cunea control was elaborated. The indentificated 124 plant species as a trophic in the
laboratory condition. The optimal term for preservation in the vacuum bags of larvae, infected with
baculoviruses was established.

The important scientific problem solved in the respective domain consists in scientific
substantiation of the baculoviruses (VPN is VG) capacities of the pest H. cunea to reproduce in the cells
of the Fall Webworm which led to the elaboration and improvement of the technology of production and
application of the new strains of baculoviruses and allowed to increase the biological efficiency of the
viruses preparation and to elaborate the strategy for its application.

Theoretical significance: The results obtained are the basis for the elaboration of the technology
for producing of the new biopreparation which possesses a strategy for preventing of H. cunea spreading
thanks to horizontal and vertical transmission of the pathogen serving as specific filters and do not infect
other insects species.

Aplication value of the work: It consist in improvement of producing and application the viral
preparation Virin-ABB-3. Increased preparation quality contributes to its efficacy and allows to obtain
ecologic pure products and to use it in the integrated systems for plant protection.

Implementation of scientific results: The results of the scientific researches were implemented
in the "Codrii" scientific reserve, Lozova com., Straseni district, the peasant farm "Oleg Timcu" s.
Petrunia, the Glodeni district on the 16 ha area.
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