INSTITUTUL DE GENETICA, FIZIOLOGIE SI PROTECTIE A
PLANTELOR

Cu titlu de manuscris
C.Z.U.: 632.937.16 (043.2)

STINGACI AURELIA

BIOTEHNOLOGIA PRODUCERII SI APLICARII
BACULOVIRUSURILOR IN COMBATEREA
HYPHANTRIA CUNEA DRURY

411.09 — Protectia plantelor

Teza de doctor in stiinte biologice

Conducitor stiintific: ICIUHRII Mircea|

doctor habilitat in stiinte biologice,
profesor cercetator
Consultant stiintific:

VOLOSCIUC Leonid,

doctor habilitat in stiinte biologice,
profesor cercetator

Autorul: STINGACI Aurelia

CHISINAU, 2019



© Stingaci Aurelia, 2019



CUPRINS

ADNOTARE (romana, rus, engleZa).......cccoetiiiiieiiniiieiiniinreensinsonscssssnsonmns )
I S I N I ] I O L 8
I S 1N o [ 0 L N 10
LISTA ABREVIERILOR. cuiitiiiiitiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeiitinacececatnasnees 12
INTRODUCERE.. .. ciiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiner e i erecnec e s sansanes 13
1. ROLUL INFECTIILOR VIRALE iIN REGLAREA DENSITATII

POPULATIILOR DE INSECTE DAUNATOARE..........ccevvueeerineennneennnnennn 22-47
1.1. Particularitatile de dezvoltare a Omizii-paroase-a-dudului (Hyphantria cunea

Drury) si impactul ei asupra plantelor de cultura.................ooooiiiiiiiiiiiiin.n, 22
1.2. Strategiile de control a populatiei H. CUN@A... .........cc et iei it it e e 25
1.3. Controlul biologic asupra daunatorului H. CUNEa... ... .......ccoce e ierier it e 26
1.4. Virusurile entomopatogene — reglatori naturali ai densitatii populatiilor de insecte 30
1.5. Particularitatile baculovirusurilor — ca agenti biologici de protectic a 34
PLANTEION . ..ottt ettt ettt e st e et r e e nan

1.6. Perspectivele inregistrate in domeniul utilizarii virusurilor entomopatogene........ 40
1.7. Producerea si aplicarea preparatelor virale comerciale................................. 43
1.8. Tehnologia de producere si formularea preparatelor baculovirale.................... 47
2. MATERIALE SI METODE DE CERCETARE........cccccovevuiiiiiiniiinennnnnnen. 53-61
2.1. Locul efectuarii experientilor stationare si conditiile climaterice.............c..cooveenee. 53
2.2. Obiecte de cercetare 1n conditii de laborator sicamp.............ccooiviiiiiinnn.. 53
2.3. Metode A€ CEICELANE. ... ..c. ittt 54
2.4. Determinarea numarului de poliedre. ............oooiiiiiiiiiiiie 60
2.5. Obtinerea biomasei VIrale............c.ooiuiiiniiiii i e e 61

3. ELABORAREA MIJLOACELOR BACULOVIRALE PENTRU
REDUCEREA DENSITATII POPULATIILOR OMIZII-PAROASE-A-
DUDULUI (Hyphantria CUNEa DIUNY)..cceeeeeteeeeeeteseeeceasensesasansonscsnsansessnnse 64-102
3.1. Evolutiile si caracteristicele gradatiei daunatorului la culturile decorative,
TOTeStIETe §1 AIICOLC. .. uutt ittt e eeaeaas 64
3.2. lzolarea, identificarea si determinarea particularitatilor biologice a tulpinilor de
DACUIOVIFUSUIT 18 H.CUNBAL. ... c.. et et it et it et et e e et et e e e et e et e e e 69

3.3. Prognoza dezvoltarii Omizii-paroase-a-dudului pe teritoriul Republicii Moldova.. 72

3.4. Elaborarea procedeelor tehnologice de producere a H. cunea in conditii

(0] 1 (0] F-1 - T 4



3.5. Elaborarea procedeelor biotehnologice de obtinere a biomasei virale si
constituirea preparatelor biologice de combatere H. cunea............... .o e e vee v ie e 95
3.6. Particularitatile identificarii VPN si VG a H. cunea prin aplicarea microscopiei
OPLICE SI BIECIIONICE. ... it 97
3.7. Concluzii lacapitolul 3. 102
4. ESTIMAREA EFICACITATII PREPARATULUI VIRAL VIRIN-ABB-3 IN
COMBATEREA OMIZII-PAROASE-A-DUDULUI (HYPHANTRIA CUNEA

I3 ) T 104-128
4.1. Determinarea calitatii si perfectionarea preparatului viral Virin-ABB-3............ 104
4.2. Evidentierea legitatilor de declansare a epizotiilor baculovirale la H. cunea.......... 115

4.3. Testarea preparatului viral In conditii de camp pentru limitarea densitatii
populatiel de H. CUNBA... ... ... vttt e e e e e e e e e e e e e e et e ee ee ee aee vae s 121

4.4. Evaluarea si perfectionarea metodelor de determinare a calitatii biomasei

baculovirale si a preparatelor DIOlOgICe. ..o 125
4.5. Concluzii lacapitolul 4. ... .. ..o 128
CONCLUZII GENERALE SI RECOMANDARLI.......cccovvirrniernirnneeneennnnnnn, 128
BIBLIOGRAFIE. . .uiuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiniieieiiietesasasasasasasasasssssssssssssssssssns 131
ANEXE .. tititiuiuiuiainrnrarriiitntetesessssssssssssssssssssssssssssssssssassssssssssssssssnn 154
Anexa 1. Spectrul culturilor atacate de H. cunea in diferite fari............................ 154
Anexa 2. Specii de insecte controlate cu ajutorul virusurilor.....................coeii 156

Anexa 3. Specii de plante atacate in conditii naturale de H. cunea sau acceptate
experimental in laborator ca gazde pentru cresterea larvelor de H. cunea................... 159
Anexa 4. Familiile si alte unitati taxonomice ale virusurilor entomopatogene............ 162

Anexa 5. Siturile de colectare a Omizii-paroase-a-dudului (H. cunea) in Republica

MOBOVA. . ... e 163
Anexa 6. Acte de Implementare. ... ..o 164
DECLARATIA PRIVIND ASUMAREA RASPUNDERIL.......cccvvvvnrrnernnnnens. 166
CURRICULUM VITAE. ... iiiuitiiiiinieiiiiruretietissesestsssasssssssassssssnsan 167



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, 130 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 constd 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 elabordrii procedeelor tehnologice de crestere in masa 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 data 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 integrata a plantelor
agricole, forestiere si decorative, care asigura o eficacitate biologica nu mai mica 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 elaboratd fisa tehnologica
pentru combaterea H. cunea cu ajutorul preparatului baculoviral pe teritoriul Republicii
Moldova. S-a determinat perioada optima de pastrare a larvelor infectate cu baculovirusuri in
pungi vidate.

Problema stiintifici importanta solutionata constd in fundamentarea stiintifica a
capacitatilor baculovirusurilor (VG si 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 teoretici. 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 trasmiterii orizontale si verticale a agentului patogen, servind in
calitate de filtre specifice, fara a infecta alte specii de insecte.

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

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



AHHOTANUA

CTBIHI'AY Aypenusi «buorexHo0rust Npou3BoACTBA U NPUMeHeHHs 0aKyJI0BHPOCOB LIS
peryJupoBaHusi IioTHocTH nomyJsimmu Hyphantria cunea Drury». Jluccepraims mokropa
Ouomornueckux Hayk, Kummnsy, 2019, coctout u3 BBeaeHwus, 4 TyiaB, BBIBOJIOB, 130 cTpaHuI
OCHOBHOTO TEKCTa, 6 mpuioxkeHuil, 39 tabmuu, 54 pucynkos, 6ubnuorpadpuu u3z 230 UCTOYHUKOB.
Pesynbrarel onmy0mkoBaHbl B 36 paboTax.

KarwueBble ciioBa: AMepukanckas Oemnas 6adbouka, Hyphantria cunea Drury, Bupun ABB-3,
oaxynosupychl, BAIL, BI', 6nonoruueckas 3¢ (heKTHBHOCTD, TEXHOJIOTHS ITPOU3BOJICTBA Mpernapara.

O06JacTh HccIe0BaHMIA: OMOJOTHIECKIE HAYKH

Heas paborbl: pa3paboTka TEXHOJIOTMHM IPOU3BOJACTBA U  YCOBEPIICHCTBOBAHUE
TEXHOJIOTHYECKUX MPOIIECCOB MPUMEHEHHUs MpernapaTta Ha OCHOBE OAaKyJOBHPYCOB JUIS CHUXKEHUS
yrcneHoctu H.cunea.

3amaun: Beigenenue u uaeHTUUKAIMS I[MITaMMOB BHUPYCOB Juisi OopbObI ¢ H.cunea;
YCOBEPIICHCTBOBAaHNE OMOTEXHOJIOTUYECKUX MPOILIECCOB MPOM3BOCTBA aKTUBHOW OMOMAcCChl TPOTUB
H. cunea; ompenenenue B3auMocBsizM Mexnay Oaxynoupycamu (BAIl u BI') m nHacekombimu-
X035€BaMHU ISl Pa3pabOTKH TEXHOJIOTMH MAacCOBOTO pa3BeleHHs JTHUMHOK H. cunea; co3panue
MEXaHU3MOB, BBI3BIBAIOIINX BCIIBIILKHA 3a00J€BaHUM, BBI3BAHHBIX OaKyJIOBHpYCaMH; ONpeIeTICHHE
0aKyJIOBHUPYCHOTO MOTEHIIMAJA B €CTECTBEHHBIX U KOHTPOJIUPYEMBIX YCIOBHSIX.

HoBu3na W HayyHasi OpPUTHHAJBbHOCTH. BrepBole B PecrnyOnmke MomngoBa Obutn
BBIJICJICHBI, WUIACHTU(QHUIMPOBAHBl M OXapaKTEPH30BaHBI TPU HOBBIX AKTHBHBIX ILITaMMa BHpYca.
ObecrieyeHa  yCTOMYMBOCTh  OaKyJIOBHPYCOB K  JCUCTBUIO  aOMOTHYECKUX  (PaKTOpPOB;
ONTUMHU3HUPOBAHBI MPOILIECCHl TEXHOJIOTHU TPOU3BOICTBA U MPUMEHEHHUSI BUPYCOB; POCT JIMYMHOK Ha
HOBOM MCKYCCTBEHHOH cpeae W pa3paboTKa TEXHOJOTMYECKUX JJIEMEHTOB TMPUMEHEHHS
0aKyJOBHPYCHOTO IIpermapaTa B HMHTEIPUPOBAHHBIX CHUCTEMAaxX 3alUThl CEIbCKOXO35SHCTBEHHBIX,
JIECHBIX U JEKOPAaTUBHBIX PacTeHMi, oOecrmeuuBarommx Ounosjorunueckyro 3ddextusHocts 91,8%,
pa3paboTKka MHHOBAIIMOHHOTO METOJa SMH300THYECKOH mepenaun OaKyIOBUPYCOB ISl CHIDKEHHE
IOTHOCTU H. CUNea, mpuMeHeHue HOBOTO MHIPEAHEHTA - 5% aKTUBHPOBAHHOTO YIS, pa3paboTaH
NPOTOKOJI MPUMEHEHHs BHPYCHOTO Mpemapara npotuB H. cunea; maentuduuupoBansl 124 Bupaa
pacTeHHii B KadecTBE TPOPHUECKOro cyOcTpaTa Ajsl pa3BelNCHHS HACEKOMBIX B JIAOOPAaTOPHBIX
YCIIOBUSIX, YCTAHOBJICH ONTHUMAIIbHBIA CPOK XPaHEHHS JHYMHOK, 3apPaXCHHBIX OaKyJIOBHpYCaMH B
BaKyyMHBIX MTaKeTax.

PemienHasi BaskHasi Hay4Hasi po0JieMa COCTOUT 6 HAYYHOM O0OOCHOBAHUU CIIOCOOHOCTH
oakynosupycoB (BI' u BJAIl), wuadummpyrommx H. cunea BocmpoM3BOOUTHCS B KIETKax
AMepukaHCKOM Oemoit 0abouku, uymo cnocobcmeonra K paspabomke U YCOBEPULCHCMBAHUIO
TEXHOJIOTHH TIPOM3BOJICTBA W TMPHUMEHEHHUs OaKyJIOBHPYCOB C HCIIOIH30BAHHEM HOBBIX INTAMOB,
gaxkm noszeonsowull TOBBICUTH OWONOTHYECKYI0 J(PQPEKTHBHOCTh BHUPYCHOTO Npenapara u
pa3paboTaTh CTPATETHIO €ro MPUMEHEHHs B 00pb0E ¢ BpeIUTEIICM.

TeopeTnveckasi 3Ha4YUMOCTh. [loyueHHBIE pe3yJabTaThl COCTABISIIOT OCHOBY pa3pal0OTKH
TEXHOJOTMHM TOJY4eHHs HOBOrO OHOJIOTMYECKOro  Ipernapara, CIHOCOOHOrO  CIAEp>KUBATh
pacnpoctpanenue H. cunea Onarojaps TOPU3OHTAIbHOM M BEPTUKAJIBLHOM Nepenaye maTtoreHa u
MOJITBEPKIAIOT, YTO OaKyJIOBUpPYCHl MHMUUUpYIoue H. cunea, SBISIOTCS CHEIM(PUUESCKUMHA W HE
3apakaroT JPyTHE BUIABI HACEKOMBIX.

IIpakTHYeckasi HEHHOCTH PadOTHI. YIydmieHas TEXHOJOTHS IMPOWU3BOJICTBA BHUPYCHOTO
npemapata Bupua-ABB-3, o0ecrieunBaeT mMoOBBIIEHHE KadecTBa OMOJIOTMYECKOTO MPOAYKTA H
CIOCOOCTBYET yCHWICHHIO €ro 3((EKTHBHOCTH W TO3BOJISET IMOJY4aTh SKOJIOTHYECKA YHUCTYIO
NPOAYKIHIO B UHTETPUPOBAHHON CUCTEME 3aILUTHl PACTEHHIA.

BHenpenue Hay4HBIX pe3yabTaToOB. Pe3ynbTaThl HAyYHBIX UCCIIEIOBAaHUI OBLIM BHEIPEHBI
B Hay4yHoM 3anoBeanuke "Koapuit", xom. JlozoBas, CrpameHckuii paiioH, B Xo3siictBe "Ouner
Tumuy" c. Iletpyns, ['mogeHckunii paiioH Ha rutoniaau 16 ra.



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 130 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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INTRODUCERE

Actualitatea si importanta cercetirilor. Zona temperatd ofera conditii favorabile
producerii unui spectru larg de culturi, ceea ce determina ca insectele, intr-0 diversitate vasta, sa
fie trofic atasate de aceste plante, provocand daune considerabile din punct de vedere economic.
Pierderile provocate agriculturii in plan mondial de diferite organisme daunatoare constituie
anual 35% din recolte, ceea ce se elucideaza cu aproximativ 100 miliarde de dolari. Din aceste
pierderi 13,8% revine insectelor, 11,6%, — ciupercilor, 9,5% — buruienilor si 0,1% — altor
organisme. Pagubele cauzate de insecte variaza in functie de planta cultivata, zona geografica si
de metodele de management utilizate [92, 98].

Actualmente culturile agricole sunt atacate de circa 8 mii specii de organisme daunatoare,
dintre care peste de 140 specii sunt insecte fitofage, numeroase specii de organisme patogene si
daunatori ai stocurilor alimentare, ceea ce se rasfrange substantial asupra recoltei obtinute. E
necesar de mentionat, ca in conditiile dezvoltarii epifitotice ale bolilor si invaziei vertiginoase a
daunatorilor si buruienilor, pierderile recoltei depasesc nivelul de 50-60%, si constituie circa 1,5-
2 mlrd. lei [21, p. 96-106], [243, p. 280-290], [ 217, 218].

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 aplicarii 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 sa limiteze aplicarea
preparatelor chimice si substituirea lor cu metode biotehnologice si biologice [170].

Actualmente, vanzarile de biopesticide pe piata mondiala constituie anual circa 396 mil.
$ /an, aflandu-se in continua ascensiune. Tarile Americii de Nord raman lideri in producerea si
realizarea biopesticidelor pe piatda 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 [147, p. 19864-19873], [61]. Din cele 281 de

biopesticide disponibile in prezent pe piata mondiald, 30,0% au la bazd diferite tulpini
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bacteriene, 38,1% — constituie diferite specii de insecte parazite sau pradatoare, 15,7% —
nematozi, 4,27% — ciuperci, 2,85% — virusii si 2,14% — protozoare [80, 70].

Bioinsecticidele constituie aproximativ 5% din cantitatea de pesticide vandute in plan
mondial. Obiectivele principale ale agriculturii mondiale constituie elaborarea unor solutii
alternative de control a daunitorilor asa cum ar fi bioinsecticidele pe bazi de baculovirusuri. In
acest context este foarte actuala problema elaborarii unor mijloace principial noi de a integra un
baculovirus, aparut in mod natural intr-o populatie de insecte daunatoare intr-un biopreparat
stabil, sigur si eficient in controlul speciei. Din punct de vedere economic aceste preparate sunt
rentabile, deoarece pot declansa epidemii virale, care se mentin timp de mai multi ani.
Baculovirusurile reprezinta interes stiintific si practic cd mijloace de protectie efective si
ecologic inofensive.

Complexitatea problemei, metodele si caile de sporire a eficientei preparatelor ecologice
necesitda un studiu profund in continuare. Este necesar de a depune efort continuu pentru a
satisface cererea pictei de desfacere in preparate ecologice de control contra insectelor
daundtoare. Controlul biologic reprezintd una din abordarile de succes in gestionarea durabild a
insectelor daunatoare. Toate aceste aspecte, situatii si probleme nesolutionate, luate in ansamblu,
au determinat domeniul de investigatie. Bioinsecticidul nou elaborat — Virin-ABB-3 posda
efecte ecologice, care se transmit din generatie in generatie o perioada indelungata, regland
densitatea insectelor si, totodata, fiind absolut inofensiv pentru sanatatea omului.

Succesul combaterii microbiologice a daunatorilor forestieri si ai culturilor agricole este
conditionat de existenta germenilor patogeni cu anumite caracteristici cum ar fi virulenta,
specificitatea, rezistenta, conservarea, transmisibilitatea. Cercetarile actuale privind patologia
insectelor, efectuate pe plan mondial sunt directionate spre cunoasterea potentialului germenilor
entomopatogeni, indeosebi, a baculovirusurilor. Un criteriu de baza in combaterea virologica
constituie capacitatea de conservare a baculovirusurilor care isi mentin viabilitatea in natura o
perioada destul de indelungata si care rezista mai bine In conditii de pastrare Tnainte de utilizare.
Baculovirusurile, ca agenti naturali, patrunzand in componenta entomocenozelor si fiind
transmisi pe cale verticala si orizontala, participa la reglarea densitatii populatiilor de insecte
daunatoare. Principalul avantaj al baculvirusurilor este ca, fata de alte mijloace de combatere a
daunatorilor consta in faptul ca sunt componente naturale ale ecosistemelor, astfel incat acestea
pot fi folosite pentru prevenirea si limitarea dezvoltarii diferitor daunatori [204].

Intr-un sir de tari si diverse centre stiintifice se desfasoard cercetiri ample in directia
elabordrii §i implementarii largi a baculovirusurilor (Canada, SUA., China, Japonia, Ungaria,

Turcia, Romania, Italia, Spania, Germania, Rusia, Ucraina, etc.), si care au drept scop elucidarea
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aspectelor de epizootiologie a virusurilor poliedrozei nucleare, in vederea elucidarii factorilor,
care favorizeaza aparitia si dezvoltarea epizootiilor virale si activitatii biologice inalte, care la
randul sau stau la baza elaborarii preparatelor baculovirale. Pe larg au fost discutate rezultatele
cercetarilor privind utilizarea agentilor patogeni in controlul biologic obtinute de catre savantii
Tanada (1955), Vago (1953), Thomson (1966) Burges (1981), Burges & Hussey (1971), DeBach
(1964), Franz (1980), Huffaker & Messenger (1976), Kurstak (1982, 1977), Summers (1954),
cat si cele realizate in conditii tropicale de catre Federici (1995, 1999) si Weiser (1984). In
spatiul CSI cercetari in aceasta directie au fost realizate de catre IlIseroBa (1954) Cukypa,
(1971), XKumepuxus (1989), Opnosckas (1961) s.a.

In Republica Moldova cercetarile privind utilizarea baculovirusurilor au demarat in anul
1960, cand au fost efectuate primele experimente de combatere a daunatorilor cu preparate virale
(Tarasevici L.M, Rabina S, Gulii V.V, Chitic V.S, Ciuhrii M.G, Volosciuc L.F s.a ). Ulterior, au
fost descrise numeroase epizootii printre populatiile din ordinul Lepidoptera si Hymenoptera si
editate lucrari, unde a fost descris efectul epizootic al baculovirusurilor. La infectarea artificiala
si naturala a insectelor au fost elucidate cazuri de transmitere pe orizontald si pe verticala a
baculovirusurilor, care pe parcursul mai multor generatii retin dezvoltarea in masa a insectelor
daunatoare. Rezultatele preliminare obtinute ale cercetarilor efectuate au determinat
perspectivele de elaborare a preparatelor baculovirale. In cadrul Institutului de Genetica,
Fiziologie si Protectie Plantelor au fost elaborate si se implementeaza preparate microbiologice
de protectie a culturilor agricole, silvice si decorative, care se bazeazd pe principiile
biogeocenotice de reglare a populatiilor de insecte. Interesul cu referire la problemele de
combatere microbiologicd de catre Comunitatea Europeana favorizeaza aplicarea preparatelor
baculovirale pentru majoritatea statelor, asigurand cadrul legislativ de obtinere a culturilor
ecologice. In anul 1985 Parlamentul Republicii Moldova a aprobat Hotirarea nr. 807 ,.Cu
privire la dezvoltarea directiilor noi in biologie si biotehnologie”. In respectiva hotirare au fost
stipulate directiile principale de elaborare a biotehnologiilor de producere si aplicare a
preparatelor biologice in protectia plantelor.

O problema importantd in patologia insectelor constituie ceea ce vizeaza cunoasterea
principiilor care stau la baza dinamicii imbolnavirii populatiilor de daunatori si a epizootiologiei
bolilor insectelor. Recunoasterea necesitatii aplicarii virusurilor entomopatogene si a
insecticidelor baculovirale, elaborate in baza lor, este determinata de particularitagile calitative
ale agentilor patogeni, printre care specificitatea de actiune si caracterul epizootic, care constituie

avantajele principale fatda de insecticidele chimice. Manifestarea caracterului epizootic al
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baculovirusurilor, fiind o determinanta polifactoriala, are loc periodic si este conditionata de un
sir de factori biotici si abiotici.

In scopul utilizdrii rationale a acestor parghii eficiente, este necesarid cunoasterea
profunda a mecanismelor si legitatilor ce determina reglarea densitatii populatiilor de insecte
daundtoare la actiunea baculovirusurilor. Avantajele enumerate mai sus determind in mare
masura necesitatea aplicarii in conditiile de producere a preparatelor virale, insa, este necesar de
mentionat, cd deocamdata volumul de folosire a lor raméane redus. Una dintre multiplele cauze
care determina aplicarea limitata a insecticidelor virotice este lipsa unor cercetari aprofundate, in
ceea ce priveste caracterul epizootic al virusurilor entomopatogene. Paralel cu efectul protector
al baculovirusurilor este necesar de mentionat si specificul biocenotic de reglare acestora.

Mecanismele de declansare si dezvoltare a epizootiilor cauzate de baculovirusuri la
momentul actual sunt insuficient cercetate. Intr-un complex biocenotic, populatia insectei-gazda
reprezintd unul din elementele ecosistemului, alaturi de care se gasesc dispersate intr-un numar
mai mare sau mai mic si microorganismele entomopatogene. Transmiterea pe orizontald a
infectiei depinde in mare masurd de rezistenta agentilor patogeni si de gradul de actiune a
factorilor mediului inconjurdtor. Aceasta confirma perspectivele dezvoltarii metodelor
microbiologice de protectie in viitorul apropiat. Investigatiile virusurilor la insectele daunatoare,
au necesitat cercetari detaliate ale relatiilor dintre agentul patogen si celula-gazda, precum si
elaborarea metodelor de identificare a virusurilor si au fost directionate pe parcursul mai multor
ani spre producerea preparatului viral. Au fost elaborate metode de sporire a activitatii
biologice, de producere si bioconservare a biomasei virale, precum si obtinere a formelor
preparative eficiente si tehnologice.

Intensificarea cercetarilor in directia identificdrii baculovirusurilor §i geneticii acestora a
fost determinatd de necesitatea elaborarii si aplicdrii preparatelor baculovirale in sistemele de
protectie integrata a plantelor si agricultura ecologicd. Deja au fost inregistrate succese
remarcabile in cercetarea particularitatilor biologice ale virusurilor entomopatogene, cat si
utilizarea preparatelor virale entomopatogene pentru combaterea biologicd a insectelor
daunatoare. Desi, in scopul identificarii baculovirusurilor au fost propuse diverse metode, care se
referd la toate caracterele speciei, incepand cu cel morfologic si terminand cu cel geografic si
ecologic, totusi ramane nesolutionata, problema identificarii baculovirusurilor, indeosebi a
virusului poliedrozei nucleare (VPN).

Specia Hyphantria cunea s-a raspandit din America in Europa si rapid a devenit un
daunator periculos al plantelor agricole, forestiere si decorative. Formarea arealului secundar al

acestui daundtor nu este finalizat nici pana in prezent. Fitofagul se raspandeste treptat si ocupa
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teritorii noi, ajungand in tarile din Asia Centrald si in Iran (2003), iar apoi in Noua Zeelanda
(2005). Arealul acestei specii continud sa se extinda si in alte regiuni ale Europei [139, p. 279-
285], [140]. Pana la momentul actual combaterea acestei insecte periculoase se efectua, in
special, cu ajutorul mijloacelor chimice, care avand un spectru larg de actiune, ataca si
dezvoltarea Viermelui-de-matase (Bombyx mori L.). Mai mult ca atat, aplicarea acestor preparate
este interzisa in zonele urbane si de agrement [56, 3].

Eficacitatea aplicarii preparatelor in mare masura depinde de forma preparativa. Pentru
aceasta este necesar de a determina calitatea ingredientelor utilizate in obtinerea insecticidelor
virale, care trebuie sa asigure stabilitatea 1nalta fata de razele ultraviolete suspensiei formate,
dispersia si stabilitatea, adeziunea pe suprafata foliard si mentinerea activitafii biologice a
preparatului [206, p. 254-265], [25, p. 69-76].

In acest context s-a propus urmdrirea secventiald a tuturor verigilor ce compun
tehnologiile de producere ecologice pentru a se evidentia prin metode de cercetare specifica care
sunt etapele de actiune susceptibile de a fi aplicate in scopul optimizarii tehnicii organizationale
si functionale ale gospodariilor agricole ecologice. Obiectivele principale stabilite in prezenta
lucrare au drept scop identificarea si dezvoltarea unei metode alternative, ce prevede integrarea
unei suse de baculovirus aparuta in mod natural intr-un biopreparat stabil, sigur si eficient in
controlul speciei ,,tinta”.

In ultimul timp in reglarea densititii H. cunea un rol deosebit apartine baculovirusurilor
care de cele mai multe ori pot influenta asupra densitatii populatiilor fara interventii speciale ale
omului. In aceastd ordine de idei a aparut posibilitatea utilizrii baculovirusurilor in reglarea
densitatii populatiei de H. cunea. Arealul speciei H. cunea actualmente cuprinde partea de nord
pana la Kiev, partea de vest — majoritatea tarilor europene (Franta, Germania, Italia), iar la sud
ajunge pana in Nordul Africii si al Chinei. H. cunea deja a patruns in zonele de crestere a
dudului, utilizat in calitate de hrana pentru Viermele-de-matase (Bombyx mori), ceea ce prezinta
un pericol serios, deoarece larvele de H. cunea pot provoca defolieri ale plantatiilor de dud
destinate nutritiei B. mori. Aplicarea altor mijloace biologice elaborate in baza bacteriilor
entomopatogene (Bacillus thuringiensis), este inadmisibila, deoarece acestea provoacda moartea
larvelor de B. mori [52, 53, 56, 57].

Pe de alta parte, raman nesolutionate multe probleme tehnologice de producere si
aplicare a preparatului. Luand in considerare si dependenta sporita a eficacitatii baculovirusurilor
de starea patogeneticd a populatiilor de insecte, devine oportuna investigarea structurii §i starii
populatiilor de H. cunea, precum si a relatiilor dintre baculovirusurile din componenta

preparatului cu cele din patocenoza naturala.
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In rezultatul cercetirilor anterioare s-a elaborat si inregistrat preparatul Virin ABB-3, dar
avand din mai multe considerente 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 si 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
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 conditiile
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 lucrdrii 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 Tn 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. Flucidarea mecanismelor de declansare a epizootiilor cauzate de catre
baculovirusuri;
5. Determinarea potentialului baculoviral in limitarea densitatii populatiilor de H.

cunea in conditii naturale si controlate.
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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 de camp. lzolarea,
indentificarea 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 vizeaza protectia
plantelor si adaptate la obiectele utilizate in elaborarea mijloacelor alternative de protectie a
plantelor [20, 51]. Procedeele tehnologice de producere propuse de catre cercetatorii M. Ciuhrii
si L. Volosciuc, a fost efectuatd cu aplicarea metodelor 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 de crestere, controlul calitatii preparatului, omogenizarea
materialului  biologic, purificarea incluziunilor virale, determinare a concentratiei
baculovirusurilor in suspensia virala, condifionarea 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 evaluatd conform recomandarilor din literatura
de specialitate [30]. 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 imbunatatire a calitatii preparatelor
baculovirale si controlului insectelor daunatoare, folosind metode statistice si analitice. Ele se
bazeaza pe principiile de optimizare a producerii baculovirusurilor, metode 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.

Sumarul compartimentelor tezei.

In Introducere sunt argumentate actualitatea, importanta si necesitatea realizarii
cercetarilor stiintifice efectuate, este reflectata situatia actuala in domeniu, sunt formulate scopul
si obiectivele studiului, ipoteza de cercetare, sinteza metodologiei de cercetare si justificarea
metodelor de cercetare alese.

Capitolul 1. ,,Rolul infectiilor virale in reglarea densititii populatiilor de insecte

diaunaitoare” include o analiza ampla a literaturii stiintifice in domeniul de cercetare, precum si
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sinteza cunostintelor acumulate, care au referintd la stadiul de cunoastere si utilizare a
virusurilor, preparatelor virale, raspandirii si controlului densitatii populatilor de lepidoptere
daunatoare, indeosebi a H. cunea. Este descrisd actualitatea, realizarile inregistrate si
perspectivele utilizarii preparatelor virale in scopul combaterii insectelor daunatoare, asigurarii
calitatii produselor silvice, agroalimentare si ameliorarii starii mediului inconjurator.

Sunt generalizate rezultatele cercetdrilor mondiale in domeniul utilizérii preparatelor
virale in calitate de mijloace pentru diminuarea densitafii populatiilor insectelor daunatoare,
analizand actiunea lor la diferite faze de dezvoltare ale daunatorilor, precum si rezultatele
cercetarilor privind Inregistrarea si utilizarea practica a preparatelor baculovirale, demonstrand
actualitatea si perspectivele utilizarii acestora in agricultura si silvicultura.

Analiza profunda a situatiei din domeniul investigat a permis determinarea directiilor de
solutionare ale problemelor existente: examinarea insectelor in calitate de surse si component ale
preparatelor virale, selectarea obiectelor entomologice pentru utilizarea in calitate de materie
prima pentru preparatele baculovirale in combaterea H. cunea, elaborarea ciclului tehnologic
complex de obtinere si aplicare a preparatului viral.

Capitolul 2. ,,Materiale si Metode de cercetare”. Investigatiile au fost efectuate la toate
fazele fenologice de dezvoltare a Omizii-paroase-a-dudului punand accent pe stabilirea
parametrilor de bazd necesari pentru selectia adultilor, optimizarea celei mai avantajoase
modalitati de crestere, controlul calitatii materialului biologic, stabilirea spectrului trofic,
estimarea randamentului de crestere a larvelor, omogenizarea materialului biologic, determinarea
particularitatilor morfologice si ultrastructurale ale VG si VPN H. cunea, relatiile acestora in
celulele insectei-gazda, purificarea incluziunilor virale, determinarea concentratiei
baculovirusurilor in suspensia virald, conditionarea preparatului, aprecierea, activitatii biologice
a preparatului.

Abordarea sistemica a metodologiei cercetarilor stiintifice a permis aprecierea clard nu
numai a valorii fundamentale a cercetarilor, dar si efectul tehnologic scontat la fiecare etapa
ulterioara de cercetare. Prelucrarea matematica a rezultatelor obtinute, calcularea parametrilor
statistici, prezentarea grafica a materialelor a fost executata cu utilizarea softului Excel 2007 din
Microsoft Office.

Capitolul 3. ,,Elaborarea mijloacelor baculovirale pentru reducerea densitaitii
populatiei H. cunea”. Sunt prezentate rezultatele cercetarilor privind elaborarea, perfectionarea,

inregistrarea si utilizarea practica a preparatului viral Virin-ABB-3.
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Contine informatia privind particularitatile dezvoltarii H. cunea, arealul acesteia si
impactul daunatorului asupra diferitor grupe de plante, precum si rolul factorilor naturali,
inclusiv a celor biologici in reglarea naturala a densitatii populatiilor.

Pentru elaborarea mijloacelor de control al dezvoltarii H. cunea au fost descrisi factorii
primordiali care stau la baza reglarii densitatii populatiilor daunatorului: factorii abiotici si
biotici, punand accent pe functionalitatea mecanismelor de patogeneza virald, indeosebi a
baculovirusurilor (VG si VPN). Capitolul contine 0 informatic ampla privind particularitatile
baculovirusurilor si elementele tehnologice de producere a biomasei baculovirale.

Schema tehnologica include mai multe etape, principalele dintre care sunt: selectarea
materiei prime care corespunde destinatiei preparatului; colectarea sau cultivarea in conditii
controlate a biomasei virale; elaborareaformelor preparative corespunzatoare destinatiei
preparatului viral Virin-ABB-3, conditionarea preparatului viral; controlul calitatii preparatului
viral.

Capitolul 4. ,Estimarea eficacititii preparatului viral contra H. cunea”. Pentru
aprecierea actiunii preparatului Virin-ABB-3 a fost evaluatd activitatea biologicd specifica a
insecticidului baculoviral asupra daunatorului, monitorizind eficienta biologica si ecologicd a
preparatului si stabilind caracterul ecologic inofensiv atat asupra sanatatii omului, cat si a
mediului inconjurator.

In capitol este descrisi informatia privind elaborarea procedeelor tehnologice de
producere si aplicare a unui preparat viral, evaluarea tuturor etapelor procesului tehnologic,
precum si a efectelor economice si ecologice in producerea preparatelor pe baza de
baculovirusuri, ceea ce a permis afirmarii, ca in conditiile actuale, producerea in vivo, in baza
biomasei virale, ramane calea reald, care asigura controlul natural ecologic inofensiv al
insectelor lepidoptere defoliatoare deosebit de daunatoare, printre care si H. cunea.

In compartimentul ,,Concluzii generale si recomandiri practice” sunt generalizate
rezultatele stiintifice principale noi ale tezei, expuse in 9 concluzii.

in compartimentul ,,Recomandiri practice” sunt prezentate 3 recomandiri practice
privind elementele biotehnologice de producere a biomasei baculovirale, elaborare a formei

preparative si aplicare in combaterea ddundatorului.
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1. ROLUL INFECTIILOR VIRALE iN REGLAREA DENSITATII
POPULATIILOR DE INSECTE DAUNATOARE

1.1. Particularitdtile de dezvoltare a Omizii-pdaroase-a-dudului (Hyphantria cunea Drury) si
impactul ei asupra plantelor de culturd

Omida-paroasa-a-dudului sau Fluturele alb american (Hyphantria cunea Drury),
(Lepidoptera: Arctiidae) este raspandita pe larg in Republica Moldova. Arborii izolati cu coroana
bine aerisita si iluminata sau din liziera sunt cei mai des atacati de aceasta insectd. Desi este
considerata o insectd de carantind, se intilneste pe 0 mare parte a teritoriului republicii. Omida-
paroasd-a-dudului se dezvolta in doud generatii complete, iar In conditii favorabile poate aparea
si a treia generatie facultativa [35 c. 493-494], [38], [8, p. 286-288].

Tara de origine este America de Nord (Canada, Mexic, SUA). Arealul acestei specii in
America de Nord este: de la Vest la Est — de la Oceanul Pacific pana la Oceanul Atlantic si de la
Nord la Sud — de la hotarul padurilor de conifere din Canada, intersectand meridianul 54°i 58°,
pana la regiunile de Nord ale Mexicului [36], [204, p.4560-4568], [1, p. 217-227] (Figura.1.1).

Fig. 1.1. Aria de raspandire a H. cunea pe Terra

Pe continentul european H. cunea a fost semnalata pentru prima data in Ungaria, in anul
1940, dupa care s-a raspandit cu pasi rapizi in tarile vecine si in Asia (Tabelul 1.1). Insecta ataca
mai mult de 600 specii de arbori, arbusti si plante erbacee. In America sunt inregistrate 166
specii de plante care sunt afectate de omizi din aceasta specie, in Europa Centrala — 234 specii
(30 specii de plante fructifere, 100 specii de arbori si arbusti si 100 specii de plante erbacee), 300
specii de plante in Asia [242, p. 457-483], [2, p. 167-175], [248].
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Tabelul 1.1. Distributia geografica a daunétorului H. cunea in spatiul European si

] Asiatic
T | e
EUROPA
Albania 1952 Paparisto et al., 2010
Ungaria 1940 Waren & Tadic 1970; Ripka, 2005
Austria 1951 Krehan & Steyrer, 2009
UK 2004
Bulgaria 1961 Smith et al. 1992; Tschorsnig & Herting, 1994
Franta 1975 Jermini et al.,1995; www.lepinet.fr, 2015
Germania 1953 Braasch,1976;
Italia 1980 Mazzon & Martini, 2000
Serbia 1979 Vajgand, 2009; 2010
Croatia 1949 Zubrik et al. 2006
Slovénia 1990 Juric et al., 2016
R.Moldova 1952 Yypaes, 1962; Craper, 1968; Stingaci, 2015; 2017
Romania 1949 lamandei, 2004; Brudea s.a., 2012
Ucraina 1952 Kpugoriees, 2009; Tonpaun E.B., 2013
Rusia 1978 Nxesckuit, 2002; [llamunos, 2008; 'aurenko u mnp., 2005; 2011
Polonia 1962 Buszko, Nowacki, 2000
Lituania 1986 Ostrauskas, 2004
Slovacia 1947 Kristin, 2001
Suisse 1991 Jermini, 1995
ASIA
Iran 2005 Rezaei et al, 2003; Ajamhassani, 2013
Korea 1979 Chung et al. 1995; Jang, 2015
Turcia 1995 Toper, 1995; Sulivan 2011
China 1979 Du Juan.s.a.; 2010; Tang, 2012; Chao Chen, 2014; Xu et al., 2015
Japonia 1945 Gomi, 2006, 2007; Yamanaka et. al, 2008
Georgia 1955 Loladze, 2003
Azerbaidjan 1971 Kynuea, 2006
Kazahstan 2000 HUcwun, lllannmos, Komkacapos, 2008
Kargazstan 2000 MopxkoBkuHa, Muinesko, 2006
OCEANIA
Noua Zeelandi | 2003-2005 | Kean, 2008

In Republica Moldova H. cunea ataca peste 250 specii de plante: dudul (Morus sp.),
marul (Malus domestica L.), ciresul (Cerasus avium), prunul (Prunus domestica L.), vita-de-vie
(Vitis vinifera L.), capsunul (Fragaria moschata DucH.), trandafirul (Rosa damascena MiLL.),
teiul (Tilia cordata Mil.), nucul (luglans regia L.), caisul (Armeniaca vulgaris L.) s.a. Deoarece

H. cunea este 0 insecta polifaga, poate ataca culturile agricole, forestiere si decorative (tabelul A
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1.1.), in zonele geografice ale Europei de Nord, din cauza conditiilor climatice deosebite [13, p.
87-93], [20], [23, p. 96-106].

Imago reprezinta un fluture de culoare alba, deseori cu puncte cafenii sau negre pe aripi si
cu antenele de nuanta albie. Abdomenul este acoperit cu puf alb, iar la femelele ce n-au depus
oua abdomenul este de culoare verzuie. Anvergura aripilor atinge 25-35 mm, lungimea corpului
10-16 mm. Adultii incep sa zboare peste 10-12 zile dupad aparitia conditiilor favorabile la
temperatura de 14°C si inceteazi la temperaturi minime de 11-13°C. Perioada de zbor primivara
poate fi 24-28 de zile, vara nu mai mult 6 zile. Durata vietii femelelor pana la depunerea oualor
primavara este de 2-11 zile, vara depaseste de 6 zile. Durata vietii masculilor variaza de la 1 pana
la 3 zile. Temperatura optima pentru Viabilitatea fluturilor este de 23-24°C, iar umiditatea aerului
de 75% [132, p.120-130].

Zborul adultilor generatiei de primavara dureaza din luna mai pana in luna iunie, iar a
generatiei de vara de reguld, din luna iulie pana in luna august si are loc in orele de seara si
noapte: pentru prima generatie de la ora 23%, iar pentru a doua — de la 4 pani la 6 dimineata.

Durata dezvoltirii embrionare depinde de temperaturi: la 16,5°C este de 18 zile, la 17,5°C
— 15 zile, 1a 23,5°C — 10 zile si la 30°C — 6 zile. Conditiile optime pentru dezvoltarea ouilor sunt
temperatura 23-24°C si umiditatea relativa aerului de 75%.

Pentru a determina perioada dezvoltarii daunatorului se utilizeaza prognoze matematice si
anume focarele H. cunea dupa calendarele fenoprognozice. Oul este de culoare verde cu
diametrul cuprins intre de 0,5-0,55 mm, apoi pe masurd ce embrionul se dezvoltd, devine de
culoare cenusie. Femela depune ouale in ponte, a cate 100-600 pe partea inferioara a frunzelor si
le acopera cu perisori fini si rari de pe abdomen. La eclozare omida iesita din ou este de culoare
verde, cu spatele cafeniu, iar pe partile laterale ale corpului trece o dungd gélbuie cu perisori $i
spini lungi. Corpul omizii mature poate atinge in lungime 25-35 mm. Omizile parcurg 7-8 varste
larvare [41, c. 64-78], [28, c. 209-216], [29, c. 74-77].

Durata dezvoltarii larvelor depinde in principal de temperatura. De exemplu, la
temperatura medie diurni si nocturni de 18,8°C, aceasta dureazi 44 zile, la 19,5°C — 38 zile, la
20,4°C — 32 zile, iar la 23,0°C — 28 zile.

Pana la varsta a patra omizile vietuiesc in colonii pe lastari, unde formeaza cuiburi mici
din 2-3 frunze, unite prin fire de substantd matasoasa. Pe frunze larvele sunt situate una langa
alta si dupa ce devoreaza frunza trec pe alta din apropiere, cuibul ajungand pana la o jumatate de
metru dimensiune. In caz de invazii in masa, cuiburile impanzesc intreaga coroani a pomilor
care raman defoliati. La varsta a saptea larvele parasesc arborele si se adapostesc pentru iernare

in crapaturile scoartei copacilor, in scorburi, pe garduri, in locurile de bifurcare ale ramurilor mai
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groase, pe peretii cladirilor, sub stresini, in stratul superficial al solului. In aceste ascunzisuri
larvele se transforma in pupa. Pupa de culoare cafenie, cu 10-15 spini tociti la capat si lungimea
de 8-15 mm este adapostita intr-un cocon sur din perisori. Zborul adultilor are loc inaintea Sau in
timpul infloririi marului. Dupa fecundare are loc depunerea oudlor. Peste 10-14 zile apar larvele.
Daunatorul isi incheie ciclul de dezvoltare in a doua jumatate a lunii septembrie, prima decada a
lunii octombrie [37], [30, p. 36-38], [33, c. 14-17].

1.2. Strategiile de control a populatiei H. cunea

Densitatea populatiei unei insecte-gazda poate constitui in anumite conditii un factor
important de stimulare a virozelor. in conditii naturale s-a observat ca epizootiile se manifesti cu
intensitate sporita in focarele de eruptie si criza, cand populatia defoliatorului atinge densitatea
ridicata. Astfel, cercetarile efectuate in Republica Moldova scot in evidenta ca H. cunea tinde sa
treaca prin explozii periodice ale populatiei. Focarele au fost inregistrate la fiecare patru-sapte
ani, care pot dura 2-3 ani, iar agentii de control naturali pot reduce semnificativ activitatea H.
cunea. Exista anumite strategii de cotrol al efectivului populatiei H. cunea.

Strategia 1: Controlul mecanic — eliminarea cuiburilor prin taiere si indepartarea manuala
din copacii mici si medii si arderea lor. Distrugerea frunzelor care contine ponte de oua. Larvele
pot fi inlaturate, de asemenea, prin proceduri mecanice cu utilizarea unei mature sau a unui bat si
colectarea lor intr-o punga sau cutie. Monitorizarea detectarea cuiburilor daunatorului si
distrugerea timpurie a arborilor atacati de H. cunea, poate exclude necesitatea unor tratamente si
evitarea defolierilor excesive. Aceste cuiburi mici izolate ulterior pot fi usor lichidate. Arderea
cuiburilor in copac este categoric interzisa, deoarece provoaca daune suplimentare copacului.

Strategia 2: Controlul biologic — aplicarea insecticidului baculoviral Virin-ABB-3 si a
celor bacteriene: Lepidocid, Dipel, Bitobaxicilind, Entobacterind, Dendrobacelind, Gomelin.
Agentul biologic aplicat Virin-ABB-3 reprezinta un preparat biologic, ce poate reduce
semnificativ populatia H. cunea, atunci cand umiditatea si temperaturile sunt ridicate.
Insecticidele biologice, bazate pe Bacillus thuringiensis (Bt) pot fi folosite contra daunatori lor,
atunci cand larvele sunt Inca mici. Aplicarea tratamentelor cu aceste insecticide in combaterea
defoliatorului se efectueaza sub forma de stropiri fine a arborilor sau sub forma de prafuiri cu
avionul sau elicopterul. In cazul unor suprafete restrinse, tratamentele se pot aplica si cu
echipament actionand de la sol. Aceste insecticide sunt destul de eficiente impotriva H. cunea in
cazul, in care aplicarea tratamentelor cu suspensii de poliedre virale se efectueaza pe intreg
cuprinsul de arboret infestat la larvele de varsta Il-111, in scopul provocarii unei mortalitati inalte
in populatia de larve. Infectarea larvelor se realizeaza prin introducerea virusului in corpul lor

odata cu hrana. Eficacitatea combaterii baculovirale depinde de mai multi factori, dintre care cei
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mai importanti sunt gradul de virulenta a virusului, susceptibilitatea insectei, varsta larvelor in
momentul tratarii, doza si horma de consum utilizata, tehnica de tratare, conditiile climatice in
timpul aplicarii tratamentelor.

Strategia 3: Controlul biologic — utilizarea pradatorilor si parazitilor. Au fost identificate
peste 80 specii de paraziti si pradatori ai H. cunea. Mai mul{i dusmani naturali controleaza
populatiile inclusiv pasarile, mamiferele mici, insectele, paianjenii si viespile parazite.

Strategia 4: Controlul chimic — utilizarea insecticidului standard sau sistemic. Stropirea
arborilor se realizeaza cu avionul sau cu echipamentele de pulverizare terestra. Arborii pot fi

tratati de multe ori cu insecticide sistemice aplicate pe sol pentru absorbtia prin radacina.

1.3. Controlul biologic asupra daundgtorului H. cunea

Utilizarea pe scard largd a pesticidelor in combaterea H. cunea pe langa aspectele
pozitive poate avea si consecinte negative, cele mai importante fiind perturbarile faunei din
biocenozele naturale, dezorganizarea biocenozelor, prin distrugerea in masa a insectelor
entomofage, stimularea activitdtii unor daundtori potentiali, poluarea chimicd a biotopului
agricol si forestier, precum si acumularea unor pesticide in produsele alimentare.

Consecintele negative ale utilizarii intensive a pesticidelor chimice au contribuit intr-0
masura esentiald la cointeresarea producatorilor pentru combaterea biologica a defoliatorului H.
cunea. In cadrul acestei metode de combatere selectiva si ecologic inofensivi, un rol deosebit
revine microorganismelor entomopatogene si insectelor entomofage.

Mai mult de 50 specii de insecte parazite si 36 specii de insecte pradatoare ataca H.
cunea. Acesti dusmani se intalnesc in mod natural si ar putea contribui semnificativ in reglarea
efectivului populatiilor. Fluturele H. cunea este considerat a fi o sursd importantd de hrana
pentru multi dintre acesti dusmani naturali, permitand populatiilor sa persiste pana in anul
urmator.

Controlul biologic asupra daunatorului H. cunea include:

Parazitoizi, Diptera:

« Tachinidae: Exorista japonica Townsend, Lespesia frenchii (Williston), Mericia
ampelus (Walker), Pales pavida Meigen, Zanillia libatrix Panz.

Hymenoptera:

« Braconidae: Aleiodes malacosomatos Mason, Aleiodes sanctihyacinthi (Provancher),
Apanteles diacrisiae Gahan, Apanteles hyphantriae Riley, Microplitis hyphantriae, Meteorus
bakeri Cook and Davis, Meteorus hyphantriae Riley

« Chalcididae: Brachymeria obscurata (Walker)
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« Eulophidae: Baryscapus esurus (Riley), Chouioia cunea Yang, Elachertus hyphantriae
Crawford

« Ichneumonidae: Campoplex validus Cress, Casinaria genuina (Norton), Casinaria
limenitidis Howard, Coccygomimus disparis (Viereck), Coelichneumon navus (Say), Enicospilus
glabratus Say, Hyposoter fugitivus (Say), Hyposoter rivalis (Cresson), Hyposoter pilosulus
Provancher, Itoplectis inquisitor Say, Pimpla turionellae Linnaeus, Sinophorus validus
(Cresson), Therion morio (Fabricius), Therion sassacus Vier, Vulgichneumon brevicinctor (Say).

« Pteromalidae: Dibrachys cavus (Walker)

« Torymidae: Monodontomerus minor (Ratzeburg)

« Trichogrammatidae: Trichogramma dendrolimi Matsumura

« Preparate biologice: Lepidocid, Bacillus thuringiensis Kurstaki, Dipel, Bitoxibacilina,
Gomelina, Bactospein, Dendrobacelina.

Un alt aspect in controlul biologic al acestui defoliator, care este extrem de bland asupra
mediului inconjurator reprezinta feromonii sexuali. Utilizarea feromonilor H. cunea permite nu
numai de a monitoriza schimbarile in zona, dar, si de a demara actiunile ce prevad posibilitatea
de utilizare a lor pentru combaterea daunatorului in focarele sale.

Compozitia chimica a feromonilor sexuali ai H.cunea a fost studiata atat in America de
Nord, cat si in Europa [205], [94 p. 31-36].

Aldehida linolica si linolenica (92, 12Z) - octadeca-9,12-dienal (29, Z12-18Ald) si (9Z,
127, 157) - octadeca-9,12,15 trienala (29, Z12, Z1518Ald) impreuna cu epoxidul diena (3Z, 6Z)
(9S, 10)-cis-epoksigeneeukoza-3,6-dienal (Z3, Z6-9S, 10R - 2Shu EPO) au fost depistate in
extractul feromonului sexual al femelelor fluturelui alb american. Respectiv, raportul dintre
aceste componente a fost de 1:6:27. De asemenea, S-a incercat identificarea acestor trei
componente la masculii H. cunea, insa, nici o combinatie din aceste componente nu a fost
depistata.

Dupa identificarea H. cunea in Noua Zeelanda au fost efectuate studii, ce prevedeau
utilizarea a mai mult de 700 capcane, pentru monitorizarea daunatorului. Din cauza lipsei
numerice a daundtorului s-a propus efectuarea analizei chimice a feromonilor sexuali si
compararea lor cu analogii utilizati in practica [94, p. 31-36].

Aplicarea capcanelor feromonale este 0 metoda cunoscuta pe larg pentru estimarea
necesitatii de utilizare a unor masuri de protectie impotriva unui sir de diunatori. Insa, lipsa
feromonului sexual al Omizii-paroase-a-dudului impune efectuarea inspectiei doar vizuale si

face aproape imposibilda monitorizarea obiectiva a daunatorului. [164 p. 238-243].
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Folosirea metodelor biologice pentru mentinerea nivelurilor de daunatori sub pragul
daunelor economice, fara afectarea populatiilor benefice, reprezinta unul dintre cele mai
importante clemente ale unui management integrat al daunatorilor (IPM). Interesul fata de
folosirea biopesticidelor selective impotriva insectelor fitofage a crescut in ultimii ani, in special,
in sistemele care se bazeazi pe inamicii lor naturali. In patologia insectelor, cele mai importante
sunt preparatele entomopatogene, care au la baza bacteria de tipul Bacillus thuringiensis.

In general, bolile produse de bacterii se caracterizeazd prin patrunderea in hemocel si
multiplicarea patogenului, ca urmare insecta piere prin septicemie (Galani si Andrei, 1997).
Tulpinile bacteriei Bacillus thuringiensis, care se folosesc cel mai mult in combaterea biologica,
produc endotoxine cu caracter insecticid. Acestea se leagd de proteinele din intestinul mediu al
insectei, apoi ajunse in membrana formeaza canale, care permit scurgerea ionilor si distrugerea
celulelor.

Marea majoritate a biopreparatelor produse in lume sunt bazate pe tulpini
entomopatogene de B. thuringiensis. Virulenta acestei bacterii reprezinta una dintre conditiile
esentiale pentru utilizarea promitatoare a acesteia in protectia plantelor [37].

In general, la insectele infectate de aceastd bacterie se observa o reducere evidenti a
mobilitatii si o scadere a intensitatii nutritiei. Ele invadeaza cavitatea corpului insectelor, unde se
inmultesc, dupa care patrund in alte tesuturi ale corpului, provocand in cele din urma o
septicemie generala in rezultatul careia survine moartea. Unele bacterii actioneaza prin toxinele
pe care le produc si care afecteaza metabolismul insectelor [3].

In practica protectiei plantelor sunt utilizate cel mai des preparatele bacteriene create din
diferite tulpini de Bacillus thuringiensis var. kurstaki. Cele mai multe specii din genul Bacillus
sunt patogeni ai insectelor si au un efect insecticid diferit. Douazeci si doua specii de bacterii din
genul Bacillus se intalnesc frecvent in naturd, unele dintre ele sunt utilizate pe scara larga in
intreaga lume ca insecticide biologice [144, p. 1-41].

Cele mai des utilizate in acest scop sunt bacteriile entomopatogene Bacillus thuringiensis
sporale cu cristal. Proprietatile insecticide ale acestor bacterii se datoreaza capacitatii lor de a
sintetiza endotoxina cristalina si exotoxina solubila, care este eliminata in mediul lichid in timpul
cresterii si dezvoltarii bacteriilor.

Desi sunt cunoscute multe specii din genul Bacillus, cercetatorii continua sa evidentieze
noi tulpini de Bacillus eficiente, inclusiv si pentru populatia H. cunea. Astfel, in conformitate cu
datele obtinute de catre Komxkacaposa (2007), in padurile din sud-estul Kazahstanului pe Acer
negundo au fost gasite cuiburi ale H.cunea, cu o pierdere de 100% din omizi. In cuiburi se aflau

larve de varsta a doua. Pentru stabilirea cauzei mortii larvelor daunatorului au fost efectuate
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cercetari microbiologice, in rezultatul carora au fost izolate si identificate tulpini bacteriene
Bacillus thuringiensis var. kurstaki. La analiza larvelor moarte colectate dupd tratarea cu
bitoxibacilind a pontelor de oua, S-a constatat ca mai mult de 97,5% din insecte sunt infectate cu
acest patogen. De asemenea, infectarea cu bitoxibacilina a larvelor H. cunea de vérste mari cu
suspensie de 0,5% provoaca moartea nu numai a larvelor, dar si a pupelor. Analiza
microbiologica a larvelor moarte si a pupelor a indicat, ca aproape toate cadavrele contin
Bacillus thuringiensis. Omida—paroasa-a-dudului este lichidate cu succes de catre
bioinsecticidele pe baza de Bacillus thuringiensis, cu norma de consum 1,0-3,0 kg/ha [39].

Anterior dupa depistarea H. cunea in spatiul est european au fost testate diverse bacterii
produse pentru distrugerea acestui defoliator. Au fost testate astfel de insecticide ca
dendrobacilina, bitoxibacilind, lepidocid s.a in diferite forme si cu diverse norme de consum [45,
p.123-127], [58].

Cu toate acestea, la inceputul anilor '90 ai secolului XX s-a redus nu numai numarul de
insecticide, dar si tot arsenalul mijloacelor bacteriene si actualamente se produce numai o
singura varietate de Bacillus thuringiensis var. kurstaki. Preparatele microbiologice, inclusiv
amestecurile de Bacillus thuringiensis sunt folosite cu preparatele pe baza de ciuperci, in special,
ciuperca Metarhizium anisopliae, care a aritat o activitate inalta, fatd de larvele H. cunea. In
Rusia pentru protectia padurilor impotriva larvelor Omizii-paroase-a-dudului la inceputul
secolului XXI a fost utilizat lepidocidul si lepidobactocidul. Ambele insecticide au demonstrat o
eficienta la nivelul de 80-90% fatd de larvele de vérste mici a generatiei a doua. In 2004, in
timpul epidemiei de H. cunea in fondul forestier de stat din Kabardino-Balkaria a fost utilizat
insecticidul fara spori Bitiplex cu norma de consum de 0,1 kg/ha, focarul a fost suprimat pe
suprafata de 2050 ha, eficacitatea biologica a constituit de 81% [36, p. 493-494].

In spatiul esteuropean o pozitie principald este recuperarea insecticidelor biologice in
calitate de mijloace eficiente de protectie impotriva larvelor H. cunea. Astfel, in rezultatul
testarii produselor biologice 1n vestul Georgiei pe pomi fructiferi, cele mai bune rezultate au fost
obtinute folosind preparatele bacteriene, bazate pe Bacillus thuringiensis var. aizawat — 96,1%
Bacillus thuringiensis var. kurstaki — 93,6%. Rezultate pozitive au fost obtinute si la utilizarea
Lepidocidului in Kazahstan, ca concentratia de 0,2%, mortalitatea larvelor in a 9-a zi a fost de
85-87% si 0,3-100% respectiv [34].

Cu toate acestea, criza economica in arsenalul de masuri bacteriene pentru protectia
plantelor contra daunatorilor, inclusiv, si fatd de H.cunea a rimas numai lepidocidul. In practica
anterioara de protectie a plantelor in Republica Moldova cele mai utilizate au fost preparatele

bacteriene create pe baza diferitor varietati de Bacillus thuringiensis (Tabelul 1.2).

29



In Serbia testarea bioinsecticidului D-Stop, creat pe baza de Bacillus thuringiensis var.
kurstaki, a relevat eficacitatea impotriva larvelor H. cunea cu norma de consum de 3 1/ha si
concentratia de 0,3% [71, p. 353-358].

Tabelul 1.2. Preparatele bacteriene utilizate anterior in Republica Moldova

Denumirea Varietati Componente biologic active Aplicarea
preparatului i i i
spori endotoxin exotoxin

Entobacterina Bacillus + + - Lepidoptere
thuringiensis var.
galleriae

Dendrobacilina | Bacillus + + - Lepidoptere
thuringiensis var.
dendrolimus

Gomelin Bacillus + + + Lepidoptere,
thuringiensis var. Coleoptere
kurstaki

Lepidocid Bacillus + + - Lepidoptere
thuringiensis var.
kurstaki

Bitoxibacilina Bacillus + + + Coleoptere,
thuringiensis var. Lepidoptere
thuringiensis.

Dipel Bacillus + + - Lepidoptere
thuringiensis var.
kurstaki

In practica de protejare a padurilor, livezilor si plantatilor agricole un obiectiv important
reprezintd reducerea utilizarii mijloacelor chimice. Elaborarea si aplicarea metodelor biologice
de combatere a daunatorilor plantelor cuprinde un spectru larg de procedee, ce prevad atat
introducerea si aclimatizarea agentului biologic pe areale noi, cat si producerea lui in masa in

conditii de laborator si lansarea sezoniera in agrocenozele protejate [38, p. 36-38].

1.4. Virusurile entomopatogene — reglatori naturali ai densitatii populatiilor de insecte
Virusurile entomopatogene reprezinta un grup vast si variat de agenti infectiosi, care in
unii ani produc in natura epizooOtii pe suprafete mari in agrocenoze si ecosistemele silvice.
Cercetarea specificitatii virusurilor entomopatogene si, Indeosebi a baculovirusurilor, ocupa un
loc aparte in teoria si practica combaterii microbiologice a insectelor daunatoare. Virusurile se
prezinta sub forma de particule mici vizibile numai la microscopul electronic. O caracteristica
importanta a virusurilor o constituie posibilitatea cultivarii lor numai pe tesuturi vii. Ele nu se pot

diviza, fiind reproduse in celulele gazdei. Pana in prezent au fost facute mai multe incercari de a

defini virusurile. Dintre acestea, cea mai completa si corectd este definitia data de catre Lwoff
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(1961) ,,Virusurile reprezinta o categorie speciala de agenti infectiosi, care pot exista in trei
stadii: infectioasa, provirala si vegetativa”. Particula virald infectioasa sau virionul este compusa
in esenta dintr-un material genetic condensat, inconjurat de o capsida, formata in principal din
subunitati proteice-capsomere. Mecanismele de interactiune, la nivel molecular, dintre virusuri si
celule la anumite etape de morfogeneza a virusurilor si patogeneza a celulelor-gazda coreleaza
intre ele.

Raportul actual al Comitetului pentru Clasificare si Taxonomie a Virusurilor indica
faptul, ca din lista celor 108 familii si 505 genuri, 15 sunt specifice insectelor [59, p. 1837-1850]
(Tabelul A 4.1). Dintre acestea sapte familii de virusuri se intdlnesc doar la insecte, 8 familii de
virusuri pot infecta atdt animalele vertebrate, cat si cele nevertebrate, iar reprezentantii unei
familii pot infecta vertebratele, nevertebratele si plantele. Virusurile entomopatogene reprezinta
un grup eterogen de microorganisme, care spre deosebire de celuld vegetald sau animald, contin
numai un tip de acid nucleic — ADN sau ARN. Astfel, s-a constatat, ca in cazul virusurilor
poliedrice nucleare si granulozelor, caracterele genetice se datoreazd ADN-ului, iar in cazul
virusurilor poliedrice citoplasmatice — se datorcaza ARN-ului [207, p. 254-265], [201, p. 539-
545].

Ulterior, pe masura ce s-au dezvoltat cercetarile de virologie, a fost posibila identificarea
unui numar mare de virusuri la insecte, dintre care unele cu un rol important in declansarea de
epizootii virale in focarele de inmultire a daunatorilor In prezent, Comitetul International pentru
Taxonomia Virusurilor (CITV), ca organ oficial de Virusologie al Uniunii Internationale a
Societatii Microbiologice, cuprinde mai mult de 6000 de virusuri clasificate in 2284 de specii, si
in 39 de taxoni [66, p. 342-348], [60, p. 1441-1446], Dupa Martignoni si Iwai in 1986 erau deja
izolate virusuri la aproximativ 600 de specii de insecte si 3 specii de acarieni (Tabelul 1.3).

Tabelul 1.3. Tipuri de virusuri la insecte

Familia Genul/ Virusul Acidul | Ordinul Numirul de VPN VG
Nucleic spectl
de insecte

Baculoviridae Baculovirus Coleoptera 34 4

ADN a:ep'zzigi)tera 733 “

Poxviridae Entomopoxvirus ADN Hymenoptera 36 29
Reoviridae Virusul ARN Lepidoptera 430 288 85

po“edrozei Neuroptera 3 2

citoplasmatice Orthoptera 13 4

Trichoptera 1 1

Existd o mare varietate de virusuri cunoscute, care infecteaza Artropodele si acestea sunt
clasificate in mai multe familii taxonomice. Numai cateva familii de insecte au fost relativ bine

analizate din cauza utilitatii lor in agriculturd si in biotehnologie. Marea majoritate a acestor
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studii s-au axat pe membri ai familiei Baculoviridae, un numar impunator al acestor virusuri este
utilizat pentru a controla insectele prin metode biologice alternative fata de pesticidele chimice
[201, p. 539-545].

Aceeasi autori, in 1986 fac o noua evaluare a numarului virusurilor izolate la insecte si
acarieni, ajungand la cifra de 1600. Numarul de virusuri, care ocupa diferite nise ecologice este
foarte mare. Sensibilitatea si specificitatea imbunatatirii metodelor de detectare, cat si lista de
virusuri raportate continud sa se extinda. Datoritd secventierii metagenomice se estimeaza ca
numarul de specii noi virale sa creasca pe viitor de cel putin zece ori [198, p. 267-281], [114, p.
215-258].

Din istoricul utilizarii baculovirusurilor pentru reducerea densitatii populagiilor de
insecte daundtoare. Istoria descoperirii baculovirusurilor este strans legatd de dezvoltarea
industriei de matase care a avut loc in China acum 5000 de ani in urma. Cultura viermilor de
matase era raspandita in Asia si a ajuns in Europa aproximativ in anul 550. Productia de matase
a fost de importantd culturala majora atat in China, cat si in Japonia. Bolile cauzate de
baculovirusuri au fost descoperite pentru prima data in China antica in secolul al 12-lea [131 p.
425-459], care a provocat epizootii la populatiile viermilor de matase si in Europa de Vest prin
secolul al XVI-lea, cu extinderea comertului matasii [86, p. 13-28].

Prima descriere in literatura occidentalda dateaza cu secolul XVI [195 p. 165-167].
Episcopul italian Marco Vida de Cremona descrie boala viermilor de matase in poemul ,,De
Bombyce”. Intreprinderile de producere s-au intalnit cu o varietate de boli la insecte, care au
trebuit sa fie combatute. Au fost descrise diferite tipuri de boli care afecteaza Viermele-de-
matase, precum si metode de atenuare a actiunii acestora. Odata cu aparitia microscopiei optice,
la aceste tipuri de boli a fost depistata prezenta unor corpuri cu ocluzie refractila, caracteristice si
pentru insectele afectate.

Acestea, cel mai frecvent aveau forma poliedrica (Fig. 1.2), de aceea bolile asociate cu
astfel de structuri au fost numite in anul 1800 ,,poliedroze”. Studiile ulterioare au demonstrat ca
acestea au etiologie virala. Dar numai in secolul XX s-a stabilit cd baculovirusurile sunt
importante pentru controlul natural al populatiilor de insecte de unde si a aparut ideea de folosire
a baculovirusurilor in calitate de reglatori. Prin microscopia electronica s-a demonstrat ca
organismele de ocluzie poliedrice contin virioni sub forma de bara, in timp ce analizele
biochimice au permis de a elucida ca virionii sunt compusi din proteine si acid nucleic. Acesti
virioni au fost numiti ,,baculovirusuri” (,,baculum” latina, bastonas, tija). Studiile suplimentare
au demonstrat, ca baculovirusurile sunt omniprezente in mediul inconjurator, atacand numai

insectele.
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Fig 1.2. Aspectul general al poliedrilor examinate la microscopul electronic cu baliaj
(Hughes si Adison, 1986)

Interesul in utilizarea agentilor patogeni pentru controlul insectelor dateaza de peste 100
de ani. Steinhaus (1975), Bassi (1835), Auduoin (1837), Le Conte (1874) si Metchnikoff (1879)
au sugerat, ca agentii patogeni s-ar putea dovedi eficienti pentru controlul insectelor daunatoare.

Dupa aceasta perioada se remarca dezvoltarea cercetarilor fundamentale si aplicative atat
in SUA, cat si in Europa. Incepand cu anii 1945-1950 s-a trecut la o noui etapi a cercetirilor,
caracterizatd prin alocarea de mijloace financiare substantiale dezvoltarii acestora. La sugestia
profesorului Steinhaus, la Universitatea Berkeley-California a fost fondat laboratorul de
patologie a insectelor, iar in Canada a fost creata Statiunea de Combatere Biologica ,,Sault
Sainte-Maerie” (Ontario). Pentru prima data virusul poliedrozei nucleare (NPV) a Gilpinia
hercyniae (Hartig), ca agent clasic de control biologic in Canada a fost utilizat in anul 1945 de
savantii Balch si Bird.

Cateva exemple de utilizare ampla a acestora in protectia biologica sunt Anticarsia
gemmatalis (Ag) MNPV, utilizat la peste doua milioane de hectare de soia din Brazilia [153, p.
42] si Helicoverpa armigera SNPV (NPV), intrebuintate pentru a controla buha fructificatiilor in
China [199, p. 306-319]. Acestea si alte investigatii au stabilit, de asemenea natura cristalina a
structurii corpului de incluzie. Ulterior, doua tipuri de boli diferite a poliedrozei erau distinse:
cele in care poliedrele se dezvolta in nuclee au fost numite poliedroze nucleare (VPN), iar cele
cu incluziuni proteice in citoplasma au fost numite poliedrose citoplasmatice (CPVs). In ceea ce
priveste virusul granulozei (VG), acesta a fost identificat pentru prima data in anul 1920 [159, p.
180-182]. Distinctia baculovirusurilor este impartita in doua grupe majore: virusuri poliedrozei
nucleare (VPN) si virusul granulozei (VG), bazata pe morfologia corpurilor de incluzie definite
in diviziuni taxonomice majore a acestora pana la aparitia biologiei moleculare. Terminologia

acestor virusuri s-a modificat si pana in 1973 n-a avut o denumire taxonomica definitiv stabilita:
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Borrelinavirus, Bergolidavirus, Smithiavirus, Moratorvirus si Vagoiavirus in cinstea diferitor
persoane istorice care au facut primele cercetari ale VPN si VG, apoi a fost modificata si
unificata in Baculoviridae. Denumirea de baculovirus a fost propusa de Mauro Martignony, care
a sugerat ca familia in care sunt intrunite aceste virusuri sa fie numite Baculoviridae datorita

formei virionilor, derivate din latina baculum = bastonas [116, p. 163-173].

1.5. Particularitatile baculovirusurilor ca agenti biologici de protectie a plantelor

Biologia moleculara a baculovirusilor a atras un interes mare datorita varietatii aplicarii
acestora ca: 1) agenti pentru controlul biologic al insectelor daunatoare [202, p. 143-160]; 2)
vectori pentru sinteza proteinelor recombinate in celule de insecte [80, p. 1-18], [65, p. 533-544].

Baculovirusurile sunt cunoscute la mai mult de 600 de reprezentanti ai diferitor ordine si
familii de insecte [113, p. 2230-2267], aproximativ 90% fiind izolate in principal din 34 de
familii de Lepidoptera [116, p. 163-173], iar in unele cazuri de la alte ordine de insecte precum
Neuroptera, Trichoptera, Hymenoptera, Coleoptera si Diptera [175].

Taxonomia baculovirusurilor si particularitdtile structurale. Baculovirusurile reprezinta
grupul principal de patogeni ai artropodelor [118, p. 1043-1050]. Cel mai detaliat sunt studiate
virusurile insectelor patogene, care au fost utilizate pentru prima data in anul 1900 in controlul
daunatorilor in silvicultura si agricultura. In prezent acestea sunt de asemenea utilizate ca vectori
in biotehnologie [212, p. 3-15], [80, p. 1-18]. Analiza filogenetica a virusurilor si gazdelor lor
naturale a fost utilizata pentru a defini patru genuri: Alphabaculovirus (nucleopolyhedroviruses-
VPN-specific lepidopterelor), Betabaculovirus (granuloviruses -VG- specific lepidopterelor),
Gammabaculovirus (VPN- specific himenopterelor) si Deltabaculovirus (specific Dipterelor)
[133, p. 180-193], [116, p. 163-173], [104]. Cota parte a speciilor descrise pentru fiecare gen este

reprezentata in Figura 1.3.

B Alphabaculovirus Group I =13 (1)
Alphabaculovirus Group II = 28 (21)

B Betabaculovirus = 21 (14)

B Gammabaculovirus = 3 (2)

Deltabaculovirus = 1 (1)

Fig.1.3. Proportia de specii pentru familia Baculoviridae [113]
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In general Alphabaculovirusul este genul cu cele mai multe specii comparativ cu celelalte
trei genuri. In Figura 1.3. genul Alphabaculovirus este divizat doua grupuri — | si Il, pe baza
proteinei fusogenice active prezente in BV. Ambele grupuri sunt specifice stadiului larvar al
insectelor gazde. Poliedrele sunt responsabile de raspandirea virusului la insecte, in principal,
prin ingestia larvelor cu corpurile de incluzie prezente pe plante [201, p. 539-545].

Cele VPN sunt filogenetice subdivizate in doua grupuri: de tip I si 1. Diferenta principala
intre ele constd in faptul ca in cel de tip | VPN se contine proteina GP64, necesara pentru
patrunderea virusului in celuld, transmisia lui pe cale celuld-celuld, in timp ce la cel de tip Il
VPN se atesta o altd proteind, numita proteind F, cu acelasi rol ca si GP64. Aceasta proteina
poate fi identificata si in unele virusuri caracteristice vertebratelor [202, p. 143-160].

Cercetarile, au demonstrat ca larvele H. cunea se infecteaza cu doua feluri de virusuri din
familia Baculoviridae: Nucleopolyhedrovirus (VPN) si Granulovirus (VG) [210] (Figural.4).

A.

Lepidopteran
Baculoviruses
GVs
Lepidopteran
Baculoviruses
NPVs

026

oxs _~
Dipteran

054
Baculoviruses

Hymenapteran
Baculoviruses

Lepidoptera

L Diptera

Hymenoptera

Fig. 1.4. Dendrograma evolutiei familiei Baculoviridae. Filogenia (A)
baculovirusurilor (dupa Whiting, 2002)

Nucleopolyhedrovirus (VPN) formeaza SPVC cu dimensiunea de 1,2x0,5 mkm, in
interiorul carora sunt virionii cu dimensiunea de 220x37 nm. SPVC VG au forma oval-alungita
de 0,3x0,5 mcm, in interiorul carora virionii au dimensiunea de 272x26 nm. SPVC uneori
formeaza agregate mari [133, p. 180-193], [147, p. 945-961].
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Baculovirusurile sunt virioni asamblati in formatiuni proteice numite supraviriocapsizi
(SPVC), care patrund in corpul insectelor prin ingestie, ajungand in intestinul mediu si sub
actiunea enzimelor, se deproteinizeaza si elibereaza vibrionii, care se dezvolta in celulele
epiteliale pe care le distrug. Numeroase viroze la insecte sunt provocate de virusurile ce apartin
familiei Baculoviridae. Conform taxonomiei si clasificarii virusurilor stabilite de ICTV
(International Committe on Taxonomy of Viruses), [123].

ICTV Virus Taxonomy: 2013 Familia Baculoviridae cuprinde doua genuri principale:

- virusurile poliedrozei nucleare (VPN);

- virusurile granulozei (VG)

Materialul genetic al baculovirusurilor este reprezentat de o moleculd de ADN, de forma
circulara, cu o lungime de 90-230 kpb, in functie de virus [208, p. 177-185]. Virionii sunt de tip
incapsulat si au forma de bastonas, de aici si provine denumirea familiei. Dimensiunile virionilor
variaza intre 30-60 nm in diametru si 250-300 nm in lungime. In asociatie cu proteinele genomul
viral formeaza o nucleocapsida. Nucleocapsida este inconjurata de structura proteica anvelopanta
care formeazd un virion in forma de bastonas. Specific pentru familia Baculoviridae este
prezenta SVC (Supra Virio Capside) si SPVC (Supra Poli Virio Capside), in care sunt inclusi
virionii. Virusul granulozei formeazd SVC de forma granulara si cuprind, de regula, o singura
nucleocapsida, iar virusurile poliedrozei nucleare pot include pana la 2500 nucleocapside, de
exemplu VPN izolat din larvele de Leucoma salicis si se identificd dupa unele caracteristici
morfologice si dupa specificitatea fata de insecta-gazda. Caracteristica morfologica principala a
acestor virusuri consta in prezenta incluziunilor proteice, avand dimensiuni ce variaza intre 1-15
mem in care se gasesc particulele de virus (virionii) [206, p. 436-457].

Acesti virioni incep un ciclu scurt de infectie si sunt responsabili de transmiterea bolii in
diferitele tesuturi larvare. Acestia se incapsuleaza folosind membrana celulard a celulei gazde,
cand ies din celula. Acest tip de baculovirus este intdlnit in literaturd sub denumirea de ,,budded
virus” (BV), ,,particules bourgeonnantes”, ,,parlicules extracellulaires (ECV)”. Infestarea noilor
celule de aceste particule virale se face prin adsorbtia urmata de endocitoza, proces in care este
implicata proteina gp 64 [181, p. 99-165], [73, p. 1084-1095].

In timpul ciclului biologic, cele mai multe baculovirusuri produc doua fenotipuri diferite

de virioni (Figura 1.5).
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Fig. 1.5. Fenotipuri de Baculovirusuri [175]
Virusul Granulozei (VG) Virusul Poliedrozei Nucleare (VPN)

Nucleocapsidele ramase in nucleul celulelor infestate vor avea o anvelopa sintetizata de
novo. Aceasta va conduce la producerea celuilalt tip de particule virale numite in literatura
,occluded virus” (OV) [116, p. 163-173]. La sfarsitul ciclului viral mai multe particule de OV se
grupeaza in interiorul unui cristal proteic constituit din poliedrind. Cristalul sau poliedrul
protejeaza virusul de influenta factorilor externi si favorizeaza raspandirea virusurilor in natura.
Detalii asupra structurii BV si OV sunt redate in Figura A 4.1.

Particulele OV se formeaza in celulele intestinale, primele cu care intrd in contact virusul
in timpul contamindrii larvelor. BV initiazd infectiile secundare, patrunzand in celulele
tesuturilor adipos, muscular, in hemocite si celulele epiteliale (Figura 1.6). Patrunderea BV are

loc prin endocitoza sau fuziune de membrana [149].

SVPN MVPN
NUCLEOCAPSIDA SUPRAPOLIVIRIOCAPSIDE

Fig. 1.6. Structura schematica a baculovirusurilor (VG si VPN)
Virusurile granulozei (VG) au fost identificate pentru prima data la insecta Pieris
brassicae [184, p.180-182 ]. Printre daunatorii forestieri, virusurile granulozei au fost descrise la
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speciile Choristoneura murinana si H. cunea. Virusurile din grupul VG sunt astfel denumite
datoritd formei granulare a incluziunilor, care pot fi puse in evidentd in celulele infectate cu
acestea. Virionii baciliformi sunt situati de-a lungul SVC. Un exemplu de astfel de virus s-a
depistat la H. cunea (HcGV) [126, p. 2549-2562].

In cazul VG, materialul viral reprezentat de nucleoproteina are forma de bastonas, usor
curbat si este inclus in ,,membrana intima”, care la randul ei este inclusa intr-o ,,membrana
externd”. Nucleoproteina descrisa mai sus este inclusd in intregime intr-un cristal proteic
denumit ,,granula” sau ,,capsula”. Forma capsulelor este diferitd — ovala, elipsoidala, ovoida.
Proteina corpului de incluzie, care Inconjoara virionii anvelopati, a fost denumita granulina in
cazul VG si poliedrind, in cazul VPN. Pe de alta parte, testele biochimice efectuate pe
nucleocapsidele VPN si VG au aratat ca atat calitativ, cat si cantitativ fiecare virus are o
compozitie polipeptida diferitd. Astfel, pentru VPN al insectelor H.cunea si Trichoplusia s-au
identificat in nucleocapside 14, respectiv 12 polipeptide principale [175].

Virusurile poliedrozei nucleare (VPN) formeaza in nucleul celulelor infectate formatiuni
proteice, in care sunt incluse particulele virale. VPN prezinta doua caracteristici structurale mai
importante si anume prezenta incluziunilor proteice care confin virioni solitari, anvelopati, a
incluziunilor care contin manunchiuri de virioni anvelopati sau a incluziunilor care contin
manunchiuri de virioni anvelopati, care sunt denumite poliedre. Se cunosc doua tipuri de VPN in
functie de modul in care virionii sunt incapsulati in interiorul SPVC:

I. VPNS — contine monovirioni cu o singura nucleocapsida, cum este cazul virusului
poliedrozei nucleare la Bombyx mori (BmVPN).

I1. VPNM — contine polivirioni. Din acest grup face parte virusul poliedrozei nucleare la
Leucoma salicis si Limantria dispar.

Poliedrele diferd ca forma si marime in functie de specia de insecte pe care se dezvolta
virusul. Virionii apar sub formad de bastonase solitare sau grupate in manunchiuri. Diametrul
particulelor de virus difera de la o specie la alta. Particulele de virus incluse in poliedre prezinta
fiecare cate doud membrane, una interni si una externa. Intr-un manunchi fiecare particula virala
prezinti o membrani internd (intimi) proprie si o membrani externi. In ceea ce priveste
existenta membranei poliedrale, parerile specialistilor sunt diferite [125, p. 150-152].

In anul 1976 Gibbs si Harison au propus utilizarea criptogramelor pentru clasificarea
virusurilor. In pofida faptului, ci au contribuit la sistematizarea cunostintelor despre virusuri,
totusi criptogramele nu au fost dezvoltate si utilizate ulterior din motivul caracterului ,,inchis” al
informatiei prezentate. Virusurile poliedrozei nucleare constituie cel mai studiat grup de

baculovirusuri atat datoritd abundentei sale in natura, cat si a existentei unui mare numar de
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celule permisive disponibile pentru reproducerea lor in conditii de laborator. In plus, interesul
crescand de utilizare ca vectori de expresie pentru producerea de proteine strdine impune
cercetari fundamentale pentru cunoasterea ciclului viral, a expresiei genelor precum si asupra
reglarii acestora [139, p. 4981-4988]. SPVC permit virionilor inclusi, sa fie protejati de conditiile
nefavorabile ale mediului. Sub aceastd forma, virusul este ingerat de catre larve, patrunde in
intestinul mediu al acestora unde este dizolvatd SPVC, ca urmare a actiunii sucului gastric si a
enzimelor prezente la acest nivel. Virionii sunt eliberati si fuzioneaza cu membrana enterocitelor
gazdei la nivelul microvilozitatilor intestinale. Materialul viral patrunde in citoplasma si apoi in
nucleul enterocitelor prin porii nucleari. Replicarea 1incepe si conduce la formarea
nucleocapsidelor dupa cateva ore si apoi a virionilor [222, p. 228-239].

Morfogeneza virusurilor reprezinta un proces de formare a particulelor virale maturizate
(virioni) in interiorul insectelor infectate cu virus sau in cultura tisulara. La familia Baculoviridae
(poliedrozele si granulozele) morfogeneza virusului nu se finalizeaza la treapta de maturizare a
virionilor, ci se prelungeste pana la scufundarea sau includerea virionilor in incluziunile proteice
cristalice (poliedre, granule). Exista doud opinii referitor la dezvoltarea virusurilor insectelor.
Bergold presupunea, ca dezvoltarea virusurilor si a poliedrozei incepe de la una ori mai multe
particule sferice, care cresc in interiorul membranei, dezvoltandu-se ulterior sub forma de
bastonas [133, p. 180-193].

O alta teorie privind dezvoltarea virusurilor insectelor a fost propusa de Smith si Xeros
[249, p. 1073]. in conformitate cu aceasta teorie, particulele virale fine apar din masa cromatica
din centrul nucleului infectat cu poliedroza. Ele cresc in mdrime si se imbraca cu o membrana.
Conform cercetarilor anterioare, efectuate de catre L. Volosciuc si M. Ciuhrii ciclul de
morfogeneza al baculovirusurilor poliedrozei nucleare include 10 etape [60] In 1953 la omizile
inmultite in voliere speciale s-au depistat primele simptome ale poliedrozei clasice, apoi a fost
depistat si VG. In America de Nord, care este patria diunatorului acestei boli nu s-au evidentiat
simptome de poliedroza clasica. Reiesind din acest fapt se presupune, ca H. cunea s-a infectat cu
virusuri in Europa. Primele simptome la omizi constau in disparitia poftei de nutritie la larve.
Culoarea larvelor se schimba si devine de nuanta gri, apoi se intuneca, iar hemolimfa capata
culoarea alba [182, p. 237-242].

Predominarea baculovirusurilor printre celelalte grupuri de virusuri entomopatogene este
determinata de faptul, ca acestea, avand incluziuni de dimensiuni mari, pot fi depistate usor,
folosind metodele microscopiei optice. Aceasta mai este determinatd si de necesitatea efectudrii

pasajelor multiple prin fazele larvare pentru obtinerea biomasei virale [19, 20].
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Caracterul epizootic al baculovirusurilor se manifesta periodic si este conditionat de un
sir de factori biotici si abiotici. In scopul utilizarii rationale a acestor parghii eficiente este
necesard cunoasterea profunda a mecanismelor si legitatilor ce determind reglarea densitatii
populatiilor de insecte daunatoare sub actiunea baculovirusurilor. Factorii abiotici (apa, vantul) si
cei biotici (parazitii si pradatorii, animalele vertebrate si nevertebrate) conditioneaza transmiterea
pe orizontald a infectiilor acute, imbolnavirea in masa a insectelor gazda, precum si declansarea
epizootiilor. Daca in cazul infectiilor acute prezenta virusului poate fi depistatd usor, apoi in
cazul infectiilor latente devine foarte dificil de determinat prezenta si starea patogenului in
componenta populatiilor de daunatori. Deocamdata nu este descifrat mecanismul transmiterii
infectiei virotice in cazul actiunii tuturor factorilor biotici. Ramane neclara dependenta dintre
doza infectiei si densitatea populatiei insectei-gazda [21, 25] [24, p. 96-106].

Desi au fost propuse noi metode mai rapide de identificare a baculovirusurilor, indeosebi
a VPN, problema elaborarii metodelor-expres de identificare a virusurilor entomopatogene
continud sa persiste ca o problema atat teoretica, cat si practica [4], [175], [162].

1.6. Perspectivele inregistrate in domeniul utilizarii virusurilor entomopatogene

Succesul combaterii microbiologice a ddunatorilor forestieri si ai culturilor agricole este
conditionat de existenta germenilor patogeni care sa raspunda la anumite cerinte [163, p. 305-
327]. Aceasta se refera la unele caracteristici ale patogenilor cum sunt virulenta, specificitatea,
rezistenta, conservarea, transmisibilitatea.

Cercetarile privitor la patologia insectelor care se desfasoara in prezent in plan mondial
sunt directionate, in principal, spre cunoasterea potentialului agentilor entomopatogeni,
indeosebi a virusurilor. In ceea ce priveste virusurile entomopatogene, cercetirile au condus la

izolarea a numeroase specii patogene la insecte, care se clasifica in doua categorii mari:

- virusuri incluziuni proteice ce se formeaza in celulele infectate;

- virusuri care se afla liber 1n citoplasma sau nucleu.

Un criteriu de bazd in combaterea virologica il constituie capacitatea de conservare a
virusurilor, acordandu-se prioritate tipurilor care isi mentin viabilitatea in naturd o perioadad cat
mai indelungatd §i care rezista mai bine in conditii de pastrare, nainte de tilizare. Cercetarile
efectuate 1n ultimii ani au demonstrat ca virusurile care produc poliedroze si granuloze au
capacitatea de conservare cea mai ridicatd. S-a constatat, ca virusul poliedrozei nucleare a
insectelor se poate mentine in stare activa, daca este protejat fatd de razele solare, o perioada de
7-8 ani fara a-si pierde prea mult din virulenta. Pe de altd parte, s-a demonstrat ca virusurile

poliedrozei nucleare persista in natura de la an la an [172, p. 219-26].
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Din acest punct de vedere se considera ca, perspectivele cele mai mari de utilizare in
combaterea microbiologica in natura le au virusurile de tipul poliedrozei nucleare, care limitecaza
focarele de defoliatori si reusesc sa provoace epizootii naturale pe suprafete mari [67, p. 1-20].

In prezent, cercetarile efectuate in unele tari ca SUA, Romania, Franta, Canada, Rusia,
Ucraina, Marea Britanie, China, Japonia urmaresc scopul de a elucida aspectele de epizootologie
a virusurilor poliedrozei nucleare, pentru posibilitatea cunoasterii factorilor ce favorizeaza
aparitia si dezvoltarea epizootiilor in biocenozele naturale si antropizate [144, p. 1-41].

Actualmente, cercetarile sunt orientate spre rezolvarea unor aspecte privind:

-procedeele de recoltare a materialului biologic virozat din natur;

-metodele de conservare la rece a materialului biologic colectat si a preparatului
atomizat;

-elaborarea unor tehnologii simple si economic de producere a preparatelor virale;

-folosirea de substante adezive si protectoare in procesul de fabricarea preparatelor
virale,

-care sd sporeasca adezivitatea virusurilor §i sd asigure protejarea lor mpotriva razelor
solare.

Insectele cuprind cel mai mare grup de specii i prin urmare, si reprezinta potentialul cel
mai sporit al rezervoarelor de virusuri. Exista deja o mare varietate de virusuri cunoscute, care
infecteazd artropodele si acestea sunt clasificate in mai multe familii taxonomice. In ciuda
diversitatii si omniprezentei lor, cercetarile se concentreaza pe studiul virusurilor la insecte,
probabil de aceea, ca acestia nu afecteaza vertebratele si prin urmare ar putea avea un impact
economic direct. Numai virusurile insectelor care apartin mai multor familii sunt deja destul de
detaliat analizate in raport cu utilitatea lor in agricultura si biotehnologie. Marea majoritate a
acestor studii s-au concentrat pe membrii familiei Baculoviridae, un numar mare din aceste
virusuri sunt utilizate pentru a controla insectele, ca alternativa biologica a pesticidelor chimice
[70, p. 163-168], [168, p. 497-504].

Obiectivele vizate de cercetatori au constat in introducerea virusului in populatiile
daunatorilor, urmand ca acesta sa se mentina §i sa se raspandeasca in mod natural, asigurandu-se
astfel o reglare a densitatii populatiilor daundtoare pe termen lung. Au fost efectuate diverse
cercetdri care au demonstrat eficacitatea utilizarii virusurilor contra unui numar mare de
daunatori ai semanaturilor, livezilor, padurilor si spatiilor verzi (Tabelul A 2.1).

Rolul infectiilor virale in reducerea densitatii populatiilor de insecte daundtoare. Ciclul
infectiei virale incepe atunci, cand insecta inghite hrana contaminata (Figura 1.7). Odata ajuns in
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intestinul insectei mediul alcalin contribuie la dizolvarea incluziunilor si eliberarea virionilor,
care patrunzand in nucleu, incep initierea si transcrierea informatiei genetice [102, p. 707-736],
[65, p. 533-544].

Rolul virusurilor in combaterea daunatorilor este determinat de transmiterea pe orizontala
si pe verticald a patogenilor in populatiile de insecte. Luand 1n considerare si caracterul specific
al acestor agenti, devine clara proprietatea lor epizootica care cauzeazid moartea in masi a
insectelor-gazda. Deosebit de importanta devine aplicarea preparatelor biologice in cadrul
tehnologiilor de obtinere a productiei ecologice, deoarece acestea regleaza densitatea insectelor
daunatore pe parcursul mai multor generatii [167, p. 383-392].

Strategiile de persistenta ar putea include transmiterea pe verticala, prevenind
superinfectia (de exemplu, re-infectia) de patogeni mai virulenti transmisi orizontal pentru a
preveni utilizarea sau nimicirea gazdei [214]. Unii agenti patogeni au capacitatea de a fi
transmisi vertical si orizontal, cat si sa ofere posibilitatea de a verifica predictiile despre diferite

cereri de virulenta in fiecare ruta [79, p. 8130-8135].

A

Fig. 1.7. Schema procesului de infectie a unui baculovirus dupa patrunderea in epiteliul
intestinului mediu al larvei infectate [113, p. 2230-2267]

Incluziunile baculovirusurilor sunt considerate a fi principala cale de transmitere a

virusului, acestea pot supravietui pentru perioade considerabile de timp in afara gazdei in

rezervoare de mediu (de exemplu, scoarta arborilor, sol). Cu toate acestea, semnificatia

acestora si persistenta virusului intre generatii ramane neclara. Insectele transporta cu ele 40%
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din virusurile dobandite orizontal, alte 20% sunt infectate prin mostenire de la parintii lor.
Deocamdata putin insa se cunoaste si despre aceea cum insectele se infecteaza cu virusurile
entomopatogene [151], [221, p. 1337-1342].

Coevolutia, evolutia reciprocd in interactiunca speciei determinate prin selectia
naturala este un factor motrice major in asociatiile istorice dintre agentii patogeni si gazdele
lor. Studiile privind evolutia virulentei agentului patogen si rezistentei gazdei au constatat ca
in cadrul populatiilor atat agentii patogeni, cat si gazdele sunt capabile sd se adapteze. Cu
toate acestea, exista multe presupuneri privind modul in care aceste schimbari pe scara
microevolutionarda pot influenta modelele speciilor, care interactioneaza la nivel
macroevolutionar [217, p. 569-577], [222, p. 228-239], [178, p. 366].

1.7. Producerea si aplicarea preparatelor baculovirale comerciale

Desi suprafetele ocupate de agricultura ecologica in lume sunt relativ mici, interesul
fatd de acest gen de activitate creste considerabil. Extinderea agriculturii ecologice este
limitata de lipsa cercetarilor in baza de sistem cu utilizarea rezultatelor obtinute in experiente
complexe sau in conditii de productie [148, p. 19864-19873], [111, p. 519-533], [112]
(Tabelul 1.5).

Tabelul 1.5. Cota vanzirilor estimate la nivel mondial pentru agentii de control
pe bazi biologica, anul 2016

Clasa de produse Cota de piata (%)
Biopesticide microbiene 65-70
Microorganisme benefice 15-16
Semiochimice 10-19
Botanice 4-8
Microbiene din sol si plante ameliorate 1-2

Biopesticidele pe bazd de microorganisme alcatuiesc cota majord pe piata pentru
controlul agentilor de natura biologica prin reducerea presiunii pesticidelor [201, p. 161-167].
Interesul deosebit fata de baculovirusuri S-a inregistrat in anii 1950-1980. Baculovirusurile
sunt patogeni naturali cu capacitatea de a persista in mediu si pot fi produse in masa,
ambalate, depozitate si comercializate intr-un mod similar cu pesticidele [203, p. 808]. Din
punct de vedere agroindustrial, preparatele biologice prezinta mai multe limitari potentiale asa
cum ar fi viteza mai lenta de inhibare (variind de la cinci zile pana la doua saptamani) fata de

cele chimice (ore), specificitatea gazdei foarte ingustd, stabilitatea scazuta in camp,
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sensibilitatea la razele UV, perioada de viata scurta, precum si costul inalt a productiei
baculovirale comparativ cu insecticidele chimice. Cu toate acestea, baculovirusurile sunt
instrumente ideale in programele IPM si unele dintre ele au avut rezultate semnificative in
teren [68, p. 362-373], [117, p. 35-50].

Introducerea unui baculovirus strdin, care devine o parte permanentd a unui ecosistem,
este 0 exceptie. De regula, se utilizeaza alte doua strategii de a suprima daunatorii:

e -zonele infestate sunt tratate cu baculovirus foarte concentrat pentru a suprima
dezvoltarea daunatorilor;

¢ zonele infestate sunt pulverizate cu baculovirusuri cu concentratie mai mica si
aceasta duce la stabilirea virusului pentru mai multe generatii.

Numarul de pesticide inregistrate pe baza de baculovirusuri, desi incet, dar creste in
mod constant. In prezent acestea depasesc cincizeci de formuliri, unele dintre ele fiind
aceleasi preparate baculovirale distribuite sub diferite denumiri comerciale pentru diferite tari
[202, p. 143-160], [113, p. 2230-2267]. La nivel mondial a crescut interesul fata de agentii
microbieni (The Minnesota Pollution Control Agency (MPCA)), pe baza de virusuri, bacterii,
ciuperci, protozoare si nematozi ca ingredienti activi. Piata MPCA a fost marcata cu o crestere
de 47% intre anii 2004-2007, cu vanzari in valoare, de 396 milioane dolari in anii 2007-2008.
Piata de biopesticide microbiene reprezinta aproximativ 1% din piata mondiala. Piata globala
de biopesticide a evaluat la 1,796.56 milioane de $ in 2013 si este de asteptat sa ajunga la
4,369.88 milioane de $ pana in 2019 [81]. Factori care impiedica crearea unor piete puternice
de MPCA sunt complexe, dar includ cheltuieli suplimentare legate de inregistrarea produselor
comerciale [82, p. 1987-1998], [173, p.452-460].

Aproximativ 60 de pesticide baculovirale au fost utilizate pentru a controla diverse
insecte daunatoare. Din gama variata de mijloace biologice folosite in combaterea insectelor
ddundtoare un rol deosebit revine familiei Baculoviridae, care gratie particularititilor lor
biologice, pot controla densitatea populatiilor de insecte daunatoare pe parcursul a mai multor
generatii [153, p. 415-445].

Toate aceste preparate se bazeaza pe replicarea virusurilor in tesuturile insectelor sau
crescute special in laborator. Cercetdrile efectuate in diferite tari, privitor la baculovirusuri, au
condus la izolarea unui numar mare de virusuri din insectele daunatoare si la cunoasterca
acestor patogeni (Tabelul 1.6).

Lipsa eforturilor de cercetare cu privire la baculovirusuri este o barierd importanta in
calea dezvoltarii in continuare ca agenti de protectie a culturilor, avand in vedere importanta
unor potentiali daunatori tinta.
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Tabelul 1.6. Biopreparate virale produse pe scari larga, folosind sistemul de
producere in vivo

Nr. Denumirea Virusul Tara Specii de insecte finta
d/r produsului
comercial

1 Virox VPN Finlanda Neodiprion sertifer

2 Preserve VPN Anglia Neodiprion sertifer

3 Neocheck VPN SUA Neodiprion sertifer

4 Virin-ENS VPN Rusia Neodiprion sertifer

5 Lecontvirus VPN Canada Neodiprion leconlei

6 Gypcheck VPN SUA Lymanlria dispar

7 Virin-NSH VPN Rusia Lymantria dispar

8 Inf-Ld VPN Romania Lymanlria dispar

9 Virtuss VPN Canada Orgyia pseudotsuga
10 TMBiocontrol-1 VPN Canada Orgyia pseudotsuga
11 Viron HM VPN SUA Heliothis sp.

12 Elcar™ VPN SUA Heliolhis sp.

13 Virin-HS VPN Rusia Heliothis sp.

14 78-3 VPN China Heliothis sp.

15 Mamestrin VPN Franta Mamestra brassicae, Plulella

xylostella, Heliothis armigera

16 Virin-KS VPN Rusia Mamestra brassicae
17 Spod-x VPN Olanda Spodoptera exigua
18 Madex 3 VG Elvetia Cydia pomonella

19 Granupom VG Germania Cydia pomonella

20 Carpovirusin VG Franta Cydia pomonella

21 Hifantrin VPN Bulgaria Hyphantria cunea

21 Decyde VG SUA Cydia pomonella

22 Virin-Gyap VG Rusia Cydia pomonella

23 Virin-0OS VG Rusia Agrotis segelum

24 Agrovir VG Danemarca Agrotis segelum

25 prGV VG China Pieris rapae

26 pxGV VG China Plulella xylostella

27 Capex 2 VG Elvetia Adoxophyes orana
28 Virin-CP VG R.Moldova Cydia pomonella

29 Virin-ABB-3 VPN+VG [R.Moldova Hyphantria cunea

30 Virin-OS VPN+VG |R.Moldova Agrotis segetum, Agrotis

exclamationis, Autographa gamma

31 Virin-MB VPN R.Moldova Mamestra brassicae
32 Virin-HS-2 VPN R.Moldova Helicoverpa armigera

dezvoltarea unor sisteme de productie in masa, viabile comerciale, baculovirusurile sunt putin
probabil sa fie atractive pentru comercializarea lor in urmatorul deceniu [67, p. 1-20], [103, p.
161-167]. Baculovirusurile infecteaza doar insectele, sunt omniprezente in mediul Inconjurator si
sunt cunoscute ca un reglator important al multor populatii de insecte. Baculovirusurile sunt
gazde specifice, infectarea are loc doar la o specie sau cateva specii inrudite cu ele, facilitnd

gestionarea insectelor daunatoare agricole si forestiere cu impact minim [75, p. 359-366], [120,
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p. 48-57], [135, p. 2549-2562]. Rezultate mai importante, obtinute in diferite tari, in combaterea
Omizii-paroase-a-dudului cu preparate pe baza de virusuri, sunt prezentate in Tabelul 1.7.

Tabelul 1.7. Testarea a virusurilor patogene in combaterea H. cunea

Tara Virus folosit Autorul Observatii
Ungaria VPN Szirmai, 1957 Teste de laborator
Japonia VPN Kunimi,1998; Yang, 2012 |Tratarea arborilor infestati in ambele
generatii
SUA VPN Nordin, 1971 Testele de laborator pentru stabilirea

VPN si VG Boucias si Nordin, 1977; |sensibilitatii larvelor dupa varsta
Beckaje NE, 2012

lugoslavia VPN Vasilievici, 1962 Tratarea arborilor infestati in generatiile
Injac, 1973 de primavara si toamna
Armenia VG HpamiisiH, 1973 Teste de laborator
Georgia VPN si VG Loladze, 2011 Tratarea arborilor infestati in ambele
generatii. Experimentari de laborator si
camp
Romania VPN si VG [lamandei, Manole, Experimentari de laborator si in conditii
Teodorescu, 2005 naturale cu VPN si VG
Rusia VPN si VG |Uxerckuii, 2002; lllamunos, |Teste de laborator si camp
2011
R.Moldova VPN i VG TapaceBud, 1975 Tratarea arborilor infestati in ambele
PempmoBckas, 1977 generatii. Experimentari de laborator §i in
Bomnomyk, 1988, 2014, 2017 conditii naturale cu VPN si VG

Uyxpwuit, 1977, 1982, 1985
Stingaci, 2014, 2015, 2017

Canada VPN Summers, 2012; Experimentari de laborator si in conditii
Jessica Ann Breznik, 2014, |naturale cu VPN
China VPN Qiao, 2007,Yang and Zhang, |Testele de laborator pentru stabilirea
2012 sensibilitatii larvelor dupa varsta

Baculovirusurile sunt stabile si pot fi stocate sub forma de suspensii sau pulbere pentru
perioade lungi de timp fara pierderi in activitate. Ele sunt rezistente la multe substante chimice si
persista in sol timp de multi ani, iar activitatea lor nu este influentata semnificativ de umiditate si
precipitatii sau expunerea indelungata in naturd. Acestea pot fi utilizate concomitent cu cele mai
multe insecticide chimice si permit reducerea numarului de aplicatii, necesare pentru a mengine
sub control, nivelul daunérii insectelor contribuind astfel la reducerea sinecostului preparatului.
In sfarsit, baculovirusurile inlocuiesc insecticidele sintetice si ajuti la reducerea nivelului global
de poluare chimica. Baculovirusurile sunt componente ale naturii si difera semnificativ de
insecticidele chimice. Cantitati mari de virus sunt eliberate Tn mediul inconjurdtor in timpul
epizootiilor naturale, care sunt raspandite si adesea importante in reglarea nivelului populatiei de
insecte. Exista dovezi ca cantitatea de virus, care este plasata artificial in mediu ca biopesticid,
este minima in comparatie cu cantitatea produsd in timpul acestor epizootii. De fapt,
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baculovirusurile au fost recunoscute ca printre cele mai sigure pesticide si au fost incluse de catre
Uniunea Europeana pe listele de risc redus ca agenti de protectie biologica. [150, p. 425-435].

Eficienta insecticidelor baculovirale este asigurata de ingredientul activ si de un sir de
avantaje fatd de cele chimice, printre care cea mai importanta este specificitatea lor. Aplicarea
larga a preparatelor baculovirale a devenit o realitate doar dupa organizarea producerii lor,
datorita cercetdrilor biotehnologice profunde. Astfel a devenit posibila producerea preparatelor
baculovirale eficiente si ieftine necesare pentru combaterea daunatorilor culturilor agricole. E
necesar de accentuat cd, actualmente producerea insecticidelor baculovirale este orientata spre
inocularea larvelor de varste mari (3-5) pentru a obtine volume maximale de biomasa virala.
Aceasta tendinta e inseparabil este legatd de urmatoarea dependenta: coeficientul reproducerii in
masd a agentului patogen 1n tesuturile receptibile ale insectelor de laborator este direct
proportionala cu reducerea activitatii biologice a patogenului [5], [156, p. 172-175], [24, p. 62-
72], [6, 11,12, 32].

Accentul pus pe baculovirusuri pentru comercializare poate fi atribuit de mai multi factori
favorabili. Nivelurile ridicate de replicare in vivo a baculovirusurilor care prezinta un interes
comercial deosebit, de asemenea, sunt ca factor-cheie de a realiza productia comerciala mai
atractiva si disponibila [144, p.1-41], [213, p. 63-73], [15, p. 262-265], [9, p. 509-513]. De la
inceputul utilizarii lor comerciale, baculovirusurile au fost testate extensiv pentru evaluarea
sigurantei lor si indeplinirea cerintelor de inregistrare. Incepand cu anul 2010, peste 24 specii de
baculovirusuri au fost inregistrate pentru a fi utilizate in managementul insectelor daunatoare
[136], [170]. Dintre toate pesticidele microbiene baculovirusurile ocupd pe piata comerciald o
cotd de 6%, tratandu-se milioane de hectare cu produse baculovirale inregistrate de-a lungul
anilor [171, p. 11-52], [202, p. 143-160], [155, p. 415-445].

In decursul multor ani de utilizare si testare impotriva organismelor dunitoare n-au fost

inregistrate efecte adverse ale baculovirusurilor [203, p. 105-112], [159], [154, p. 415-445].

1.8.Tehnologia de producere si formularea preparatelor baculovirale

Cercetarile efectuate in mai multe tari au condus la elaborarea unor tehnici speciale de
obtinerea a preparatelor baculovirale. Excelente in acest domeniu au fost realizate cu virusurile
unor daunatori agricoli, care astazi stau la baza unor preparate virale industriale, ce se aplica in
combaterea biologica. Baza pentru formularea baculovirusului a fost stabilita in anul 1980,
folosind tehnologii de formulare dezvoltate anterior pentru pesticide. In cele mai multe cazuri,
produsul este formulat pentru a optimiza depozitarea, iar la utilizare acesta este suspendat pentru

a se obtine o formulare aplicabila. Larvele infectate sunt uscate prin anumite metode acceptate,
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cum ar fi deshidratarea, liofilizarea sau printr-o suflare de aer pentru a genera o pulbere.
Aplicarea lactozei in procesul de uscare imbunatateste stabilitatea si infectivitatea virusului.
Pentru obtinerea concentratiei dorite, pulberea este amestecata cu o substanta purtatoare inerta.
Purtatorul trebuie sa fie ieftin, ne repelent pentru larve si sa pastreze virionii bine dispersati.
Siliciul si argilele sunt frecvent utilizate in calitate de purtatori [220, p. 24-27], [124, p. 788-
802].

In prezent, productia de baculovirusuri pe scarad comerciala se realizeaza exclusiv in vivo,
baculovirusurile sunt aplicate in camp, larvele infectate sunt colectate, atunci cand sunt moarte
sau crescute n laborator, folosind hrana contaminata cu baculovirus [218], [95, p. 577-582].

Este posibil sa se produca baculovirusurile intr-un mod mai eficient si controlat cu
ajutorul insectelor in vitro prin culturi de celule in bioreactoare. Celulele insectelor pot fi
cultivate cu usurinta ca culturi statice. Totusi, atunci cand cultura se testeaza in special pe scara
larga, apar multe probleme. Celulele insectelor sunt foarte sensibile la diferite stresuri si pot fi
usor deteriorate prin agitare si aerare. O varietate de factori afecteaza cresterea celulelor in
suspensii, cum ar fi formularea mediului, compozitia medie, concentratia serica, pH-ul,
presiunea osmoticd, presiunea oxigenului si hidrodinamica bioreactorului [69, p. 362-373].
Producerea baculovirusurilor este un proces migalos, de aceea cele mai importante variabile
pentru optimizarea procesului este momentul infectarii, multiplicarii infectiei si perioada
recoltarii [64, p. 174-186], [107, p. 839], [185, p. 49-68].

Succesul producerii baculovirusurilor in vitro foarte mult depinde si de alte motive, cum
ar fi costurile medii, liniile de celule ale insectei si productivitatea volumetrica [124, p. 788-802].
in plus, acumularea diversitatii genotipice a baculovirusului prin trecerea pasajelor in serie este o
fortare serioasa pentru productia in vitro [153 p. 415-445], din moment ce pasajele in serie a
baculovirusului trec in culturi celulare prin procese, care cauzeaza in ocluzie redusa si pierderea
virulentei. De asemenea, formularea poate afecta foarte mult activitatea biologica a
baculovirusului [169, p. 267-272], [184, p. 788-802]. Desi baculovirusurile pot ramane
neschimbate pe o perioada indelungata atunci cand sunt depozitate in conditii optime [180, p. 65-
69], ele sunt inactivate rapid in conditii de camp sub influenta razelor UV cu lungimile de unda
254-320 nm [134, p. 305-316], indeosebi in UV-B (280-320 nm) [146, p. 42-49].

Aceasta a determinat utilizarea protectantilor contra radiatiei ultraviolete pentru
prevenirea inactivitatii baculovirusurilor. Cativa protectanti au fost folositi cu succes, asa cum ar
fi reflectantii care sunt de regula substante luminoase, cum ar fi aluminiul, oxidul de aluminiu
sau dioxidul de titan, absorbanti generali — materiale negre care absorb lumina, cum este

carbunele activat sau naftalina, absorbanti selectivi, cum ar fi acidul aminobenzoic amelozan,
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inalbitori optici — substante care absorb radiatiile UV si emit lumina in regiunea albastra a
spectrului, cum ar fi derivatii oxazolului, pirazolului, lactoninei si cumarinei, si cromofori —
substante care transfera energia de la moleculele sensibile absorbante si UV, de exemplu ADN la
molecule care accepta energie [157, p. 35-47]. Mai multi autori au testat eficacitatea UV
impotriva inactivarii virusurilor lansate in natura, precum si abilitatea acestor substante pentru a
spori infectia virala [137, p. 113-117], [250, p. 38-39].

Producerea in vivo a preparatelor pe baza de baculovirusuri. Producerea in masa a
baculovirusurilor la un sinecost mai mic pentru utilizator ramane o problema semnificativa.
Producerea insecticidelor baculovirale comerciale depindent de utilizarea sistemelor in vivo, in
special insectele crescute sau colectate din natura [176, p. 437-482]. Sistemele in vivo pentru
producerea baculovirusurilor in larve vii sunt beneficeca metoda de producere pentru societati
comerciale si pentru programele din sectorul public [211, p. 367-378], [112], dar sinecostul
relativ ridicat de producere a baculovirusurilor in insecte vii, comparativ cu omologii lor
insecticidele chimice, ramane o constrangere deoarece preturile comerciale sunt dificil de a
reduce sub 20 $ /ha si extinderea in vivo a baculovirusurilor de inalta calitate este, de asemenea,
0 provocare [176, p. 437-482]. Automatizarea si mecanizarea inocularii, cresterii si recoltarii a
facilitat producerea in masa, prezentand o optiune comercialad viabila a baculovirusurilor pentru
scara de utilizare a lor. Aceasta abordare de fabricare ramane atractiva pentru multe companii din
America de Nord si Europa, care sunt familiarizate cu inmultirea in masa a insectelor ca o

producere in masa si in continuare raspunde cerintelor actuale ale pietei.
Exista un sir de avantaje a producerii baculovirusurilor in vivo dupa cum urmeaza:
1) utilizarea cu succes a baculovirusurilor pentru controlul daunatorilor de insecte;

2) cercetarea continua in acest domeniu pentru a produce sisteme mai eficiente, care face

ca aceastd metoda sa fie una viabild din punct de vedere economic.

In multe zone ale lumii producerea in masi a baculovirusurilor in gazdi este singura
abordare fezabila [153]. Sistemele de producere in masa in vivo isi are inceputul prin anii ‘60 ai
sec. XX. Dezvoltarea dietelor artificiale semisintetice pentru tehnologiile in masa initiate de
catre Vanderzan et al. (1962) a condus la cresterea si producerea de virusuri pentru viermele-de-
bumbac (H. zea), viermele de tutun (H. virescens) si de varza looper (T. ni) [de Ignoffo (1965)].
Sistemul initial de crestere a fost mai eficient prin introducerea unor tavi din plastic multicelulare
de unica folosinta, prin automatizarea in crestere si inocularii si recoltarii baculovirusurilor
[118].
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Producerea optima a virusului este rezultatul interactiunilor dintre gazde-patogen-mediu
si fiecare factor a aceastei triade trebuie evaluata pentru a influenta cantitatea si calitatea
produsului. Investigatiile in aceste domenii au fost initiate de mai multi cercetatori [211], [120,
p. 48-52].

In perioada anilor '70 ai sec. XX, sectorul privat a obtinut primul insecticid viral Elcar ™,
pe baza de Heliolhis zea VPN, care s-a comercializat pe piatd. Alte insecticide baculovirale
(Gypcheck, TM BioControl-1 si Neocheck-S) au fost inregistrate si brevetate de catre serviciul
forestier al SUA. Gypcheck este singurul insecticid viral produs de catre serviciul forestier al
SUA, cu o productie anuala care acopera 10-20 mii acri suprafata tratata. Un interes sporit pentru
acest sector in anii "90 ai sec. XX a condus la introducerea si inregistrarea altor produse precum:
Spod-X (S. exigua VPN) si GemStar (H. zea VVPN) [61, p. 1-8], [229, p. 36-38].

Producerea in masa a baculovirusurilor la un pret rezonabil pentru mai multi utilizatori
potentiali ramane o problema semnificativa. Producerea insecticidelor comerciale baculovirale
este inca dependenta de sistemele in vivo care utilizeaza speciile de insecte crescute sau salbatice
colectate din natura [176, p. 437-482].

Producerea in vivo are mai multe avantaje fata de cea in vitro, indeosebi, cand este vorba
de virusuri din natura. Preturile initiale de producere sunt mai scazute in cazul productiei in vivo.
Un alt sistem de productie este tehnica HeRD inregistrata de AgriViron, care presupune
imbunatatiri ale nutrifiei si reduceri ale costurilor de manopera. Totusi o tehnologie noua in ceea
ce priveste tehnologia in vivo a fost recent elaborata, imbunatitind substantial raportul
costuri/beneficii privind productia de pesticide baculovirale. Acest sistem, denumit ,,HeRD”
(High efficiency Rearing Device) care reprezinta un instrument de inaltd eficientd in cresterea
insectelor, se bazeaza pe cuplarea necesitatilor fizice si alimentare ale unei anumite specii cu un
comportament specific larvar. Dezideratul acestei cuplari consta in crearea unui design fizic care
maximizeazi numirul de larve pe cm? al suprafetei de nutrutie sau pe m? al ariei de crestere,
reducand munca fizica, manipularile si materialele. Forma fizicd a unei unitafi poate varia in
functie de specie a insectei, care necesita cresterea [108, p. 413-422], [90, p. 1945-1951].

O configuratie usor diferitd (compartimentare in loc de grile) a fost folosita pentru a
creste specia L. dispar, la densitati de aproximativ 800 larve de L5 /930 cm?, aproape de 5 ori
densitatea obtinuta de serviciul forestier al SUA. Greutatea pupelor obtinute prin sistemul HeRD
in cazul speciei L. dispar a fost semnificativ mai mare, constituind in medie 0,07 g pentru mascul
si 2,4 g pentru femele, comparativ cu 0,6 g masculul si 2,1 g femela in cazul celor obtinute de

serviciul forestier.
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Sistemul HeRD este util pentru multe specii la care larvele nu sunt canibale. Structura
acestuia permite separarea cu usuringd a insectelor de dejectii si de resturile de dietd, iar
constructia ei modulard simplifica tehnica de producere. Asemenea tehnici de crestere in
densitate mare scad costurile de productie, comparativ cu sistemul de producere pe culturi
celulare. Tehnologia perfectionata de crestere in masa ar putea fi folosita si in cazul insectelor
utile sau in cazul metodei autocide [88, p. 29-72], [111], [89, p. 1140-1157].

Producerea in vitro a preparatelor pe bazd de baculovirusuri. Dezvoltarea si obtinerea
baculovirusurilor de tip VPN cu o viteza de actiune sporita a marit considerabil performantele in
camp ale insecticidelor virale, aceastd viteza sporitd insemnand de fapt o crestere a protectiei
culturilor. Aceste imbunatatiri au creat conditii de producere pe piatd de noi virusuri prin
progrese in formularea si modificarea metodelor tehnologice [171, p. 11-52], [111, p. 519-553].

Actualmente un insecticid chimic folosit in controlul insectelor lepidoptere costa intre 5
si 20 dolari pentru tratarea unei suprafete de un acru. Bioreactoarele de tipul tancurilor de agitare
sunt singurele alternative pentru a realiza aceste cerinte ale producerii. Trebuie de avut in vedere
faptul, ca si un program modest de vanzare in cazul unei culturi de cAmp importante (tratamente
pe 500.000 hectare) necesita o tehnologie de producere care sa asigure 1 x 10! poliedre/ hectar
[184], [145, p. 247-250].

Este posibil producerea in cantitati mari a baculovirusurilor cu pret eficient si controlat
prin utilizarea in vitro a culturilor celulare cu bioreactoare. O varietate de factori influenteaza
cresterea celulelor in suspensie, cum ar fi formularea mediului, compozitia, concentratia, pH-ul,
presiunea osmotica si hidrodinamica bioreactorului. De la momentul productiei in bioreactoarele
pilot pana la producerea pe scard larga trebuie parcurse mai multe etape. Dupa inoculare
necesitatile de oxigen cresc si pentru a mentine celulele active in timpul infectiei, aceste cantitati
de oxigen trebuie bine echilibrate. Consumul crescut al acestora in perioada dezvoltarii celulare
si in perioada infectiei necesitd o strategie de realimentare a bioreactoarelor cu nutrienti pentru a
mentine ratele de crestere si de productie virale. Numeroase strategii, printre care hranirea pe
sarjd, hranirea permanenta sau prin perfuzie s-au dovedit a fi eficiente, fiind folosite cu succes.
Metoda si rata de hranire trebuie selectate cu atentie, pentru fiecare reactor in parte [69, p. 1747-
1756], [124, p. 788-802].

Desi baculovirusurile pot ramane neschimbate pentru multi ani, acestea sunt rapid
inactivate in conditii de cdmp de lumina UV (254-320 nm) in special gama UV-B (280-320 nm).
Radiatiile UV aduc modificari in molecule de ADN prin interactiunea a doua baze de timina din
catena ADN-ului prin formarea unui inel ciclobutan dintre baze, inducand dificultati in procesul
de replicare a lui, precum si o rata ridicata de mutatie. Prin urmare, a fost folosita protectia UV
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care a propus prevenirea inactivarii baculovirusului [134, p. 305-316], [145, p. 247-250].

Mai multi protectori au fost utilizati cu succes, cum ar fi reflectantele (materiale
reflectante care sunt de regula substante luminoase metalice in aluminiu, oxid de aluminiu sau
dioxid de titan), absorbanti (materiale negre care absorba de la infrarosu prin lungimile de unda
vizibile la razele UV cum ar fi carbonul), absorbanti selectivi (substante cu absorbtie puternica in
razele UV-B care sunt adesea in intregime sau in mare masura transparante fata de lungimea de
unda cum ar fi amelozan si acidul paminobenzoic), luminofori optici (substante care absorb
radiatiile UV si emit in regiunea spectrului albastru a luminii cum ar fi derivatii de stilben,
oxazolul, pirazolul, acid naftalic, lactona si cumarina) si cromofori (substante care transfera
energia de la molecule cu grad ridicat de absorbtie si razele UV susceptibile, de exemplu ADN-
ul, la moleculele care absorb energie s-au cromofori inainte de distrugere cum ar fi acriflavina,
etil-verzue verde-metil si rodamina B). [146, p. 247-250], [147 p. 288-234].

Un alt caracter esential al produsului viral pentru comercializare este producerea de placi
virale care pastreaza virulenta in timpul stocarii. Izolatele de VPNAc reprezinta in mod obisnuit
un exces de 10® PFU (Plaque Forming Units) pe ml care mentin la 8°C virulenta mai mult de 1
an. Capacitatea unui virus de a genera placi infectioase in timpul inoculdrii este determinata de
un complex de caractere care interactioneaza, format din: tulpina virala, linia celulara si mediul
de crestere. De aceea, fiecare tulpina virala introdusda in producere trebuie monitorizatd in
legatura cu schimbarile care au loc in mediu si linia celulara [85, p. 1-8], [228, p. 521-534].

Mai multe din mediile elaborate in ultimii 10 ani au contribuit cu succes la producerea in
vitro a baculovirusurilor Primul lucru care s-a efectuat in cazul acestor medii a fost substituirea
FBS cu un substrat obtinut din ficat de porc. Agitarea permanenta a mediului de crestere din
bioreactoare cu ajutorul mixerelor si aportul permanent de oxigen prin barbotare fac absolut
necesard prezenta acestor agenti pluronici in toate mediile de producere. Deficientele nutritionale
ale mediului au efecte adverse, care afecteaza productivitatea obtinerii masei virale [154, p. 415-
445]. Desi producerea insecticidelor baculovirale in culturi de celule de insecte a fost propusa ca
o alternativa pentru a depasi limitarile proceselor in vivo, pana in prezent nici un proces in vitro
nu ar putea fi aplicat pe scara industriala si, de aceea baculovirusurile sunt inca produse prin
infestarea larvelor [184], [185, p. 49-68].
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2. MATERIALE S1 METODE DE CERCETARE

Lucrarea include rezultatele stiintifice in perioada studiilor de doctorat, cat si programului
individual de cercetare in cadrul proiectelor institutionale (2006-2010) 06.40.22 F “Elaborarea
mijloacelor ecologic inofensive in baza microorganismelor utile si a substantelor biologic active
pentru combaterea organismelor daunatoare 1in agrocenoze®, (2011-2014) 10.04.038 F
“Biotehnologia producerii si aplicarii preparatelor biologice pentru combaterea organismelor
daunatoare”, precum si in cadrul Grantului pentru tineri cercetatori (2007-2008) 07.40.29”
Elaborarea procedeelor biotehnologice de producere a metodelor virale si aplicarii preparatului
baculoviral in combaterea Omizii-paroase-a-dudului (Hyphantria cunea Drury)”, Bursa de
cercetare in memoriam “Mircea Ciuhrii”, (2017) ”Cercetari novatoare privind transmiterea
vectoriald a baculovirusilor entomopatogene in combaterea insectelor daunatoare cu capcanele
de lumina si feromoni”. Cercetarile au fost efectuate in conditii de laborator si camp la Institutul
de Genetica, Fiziologie si Protectie a Plantelor (IGFPP). Experimentele de camp au fost efectuate
in masivele Gospodariei silvice Straseni si liziera de padure din Rezervatia ,,Codrii” si livada
IGFPP cu suprafata totald de 16 ha Cercetarile au fost efectuate in decursul anilor 2003-2017.

2.1. Locul efectuarii experientilor stationare si conditiile climaterice

Experientele de camp s-au desfasurat pe teritoriul rezervatiei naturale “Codrii”,
Intreprinderea Silvo Cinegetica Striseni, livada experimentali 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 dus la manifestarea gradului de raspandire a

daunatorului in Republica Moldova.

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

In experimentele de laborator si cAmp au fost aplicate ambele genuri de baculovirusuri
(Baculoviridae): Nucleopolyhedrovirus si Granulovirus [45, ¢. 123-127], [219]. Pentru cercetare
au fost folosite atat tulpinile de virusul poliedrozei nucleare, cat si cele ale virusului granulozei.
Experimenele au fost efectuate pe ponte de oua, 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 fésiile forestiere, precum si din livada Institutului
de Genetica, Fiziologie si Protectia Plantelor. Larvele colectate erau crescute in conditii de
laborator pe hrand naturala (frunze de artar si dud). Pentru cresterea larvelor, insectele erau
trecute 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.
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2.3. Metode de cercetare

Au fost cercetate ambele genuri de baculovirusuri (Baculoviridae): Nucleopolyhedrovirus
si Granulovirus [206, p. 254-265], [175]. Baculovirusurile reprezintd bastonase baciliforme ce
contin ADN circular cu masa molecularda 50x10°-100x10° [207, p. 254-265], [208].
Reproducerea baculovirusurilor nu se stopeaza la formarea virionilor baciliformi, ci continua
pana la formarea incluziunilor cristalice ce capata forma de poliedre (la reprezentatii genului
Nucleopolyhedrovirus) sau de granule (la reprezentantii genului Granulovirus). Pentru
experiente au fost folosite scheme, bazate pe recomandirile metodice existente. Inregistrarile in
camp au fost realizate dupa metoda Vago (1972) generala admisa cu diverse modificatii ale ei
[54], [20, 234 p].

Cresterea in conditii dirijate a H. cunea ca sursd de obtinere a preparatelor virale.
Efectivul initial de adulti a fost obtinut din larve colectate in luna iunie a anilor 2007-2014, din
zona municipiului Chisindu si cresterea lor in conditii de laborator pe hrana naturald (frunze de
artar).

Selectia de imago, folositi in experientele ulterioare a fost realizatd pe baza diferitor
indicatori morfofiziologici, in primul rand, dimensiunea si aspectul general al larvelor. in
vederea elucidarii acestor aspecte au fost evaluate dimensiunile adultilor obtinuti din larve
crescute pe hrana naturala Acer negundo, cu cea a adultilor obtinuti din larve hranite cu mediu
artificial, precum si aparitia diferitor abateri morfometrice in ambele variante. Lungimea
corpului si anvergura aripilor au fost masurate dupa moartea adultilor. Prolificitatea si fertilitatea
femelelor crescute in conditii controlate au fost determinate in conformitate cu metodologia
cercetarilor entomologice [35, 37].

Larva de varsta I are o coloratie galben deschisd, capul negru si corpul acoperit cu
perisori fini. Larvele de vérste mari au culoarea galbuie-pald sau verde-deschisd cu o banda
longitudinala dorsald intunecata si cate o banda galbuie longitudinald laterala, aceasta din urma
fiind acoperita cu o pilozitate albicioasa aliniatd de-a lungul unor siruri a cate 12 tuberculi de
culoare galben-portocalie pe fiecare parte. Culoarea larvelor variaza in ceea ce priveste tonurile
si nuantele.

H. cunea este o specie cu cel mai larg spectru trofic dintre toate insectele pe intreg arealul
sau, fiind depistata pe cca 626 de specii de plante. Prin observatii directe din naturd si prin
administrarea de hrana 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 specialitate [217], ca fiind preferate de larvele
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daunatorului, ele au fost folosite in cadrul cercetarilor pentru cresterea cu hrana naturald [164],
[1, p. 217-227], [2, p. 167-175].

Studiul dependentei intensitatii viabilitatii fata de factorul trofic la insecte. Studiile au
fost realizate pe larvele de H. cunea, recoltate din naturd din diferite focare ale fazei gradatiei
daunatorului. Biomaterialul selectat in faza de eruptie din focarele daunatorului, unde a fost
inregistrata cresterea populatiei a avut urmatorii parametri biologici: greutatea pupelor — 1,7-3,8
g; numarul de oua in ponte-larve — 1000-1200 buc, eclozare — 96%. Biomaterialul colectat in
retrogradatie se afla in faza de criza si are o greutate a pupelor de 0,48-0,72 g, numarul de oua
constituie 10-150 ponte, incubatia larvelor — 32%. Fiecare varianta a experimentului s-a realizat
trei repetari (100 ponte/repetitie) sau zece repetari, a cate 25 larve.

Studiul factorului trofic la H. cunea. Pentru stabilirea legaturii dintre intensitatea
factorului trofic si viabilitatea indivizilor la speciile studiate, a fost folosita metoda de selectare a
larvelor dupa eclozare pe hartie de filtru frecata cu planta preferata [44, p. 171-173]. Pentru H.
cunea ca semnal atractiv au fost utilizate frunzele plantelor preferate de dud si de artar american,
rase pe hartie de filtru. La cresterea in conditii dirijate au fost selectate larvele, care timp de 30
de minute au trecut spre partea laterald a hartiei (slabirea intensitatii de atractie), ca cele mai
sensibile. La varianta-martor au fost colectate larvele, care s-au transferat la marginea hartiei pe
suprafata careia a fost rasa planta preferata.

Studiul factorului fotonic. Pentru stabilirea indicatorului viabilitatii populatiei si
intensitatea factorului fotonic au fost utilizate metode cunoscute aplicate in selectarea larvelor
viermelui de matase, dupa incubare cu o reducere a intensitatii razelor solare. La cresterea in
conditii dirijate au fost selectate larvele eclozate in primele 40 de minute, dupa iluminarea pontei
de oua. lluminarea s-a efectuat cu lampi fluorescente de zi de la 16 pana la 18 ore (Osram L 18W
/ 72-965 Biolux, fluxul luminii - 1050-1100 Im).
fost utilizat feromonul sexual al femelelor, monocomponent si bicomponent elaborate de ESP
,,Biohimtech”. Masculii au fost transferati in olfactometre, in care n-au fost femele, au fost
plasati pe foi de hartie (4 repetiri a cate 100 de buciti) la o distanti de 5 cm intre ei. In
continuare la varful antenelor insectelor de sex masculin (2 cm), a fost aplicat bastonasul de
sticla umectat prealabil in feromonul sexual al femelelor. Pentru a preveni zborul masculilor, H.
cunea a fost fixata de aripi pe foi cu stifturi entomologice. Testarea a fost efectuata dimineata (de
la 8% pani la 10%°) la doud ore dupi aparitia masculilor. Prezenta unui rispuns din partea
masculilor a fost evaluata prin miscarea antenei, membrelor anterioare, curbarea abdomenului si

»dansul de curtenie”. Masculii, care au raspuns la feromon au fost imperecheati. Descendentii
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femelelor imperecheate cu masculii din lotul de control (fara selectie pentru feromon) si varianta
in care a fost realizata selectia au fost crescuti separat in conformitate cu procedeele metodice de
crestere a H. cunea.

Stabilirea prolificitatii, modului si duratei de depunere a pontei la femelele colectate
din camp, precum si la femelele obtinute prin crestere in conditii de laborator. Din crisalidele
rezultate Tn urma cresterii larvelor recoltate din natura s-au obtinut 586 de adulti. Dintre acestia
s-au selectat 20 de cupluri, care au fost separati in momentul acuplarii in boxe, fiecare
reprezentdnd o repetie. Alte doudzeci de cupluri selectate dintre adulti, obtinuti Tn urma cresterii
larvelor pe medii sintetice, de asemenea, au fost separate in momentul acuplarii in boxe, fiecare
reprezentand o repetare 1n cazul investigatiilor privind femelele obtinute prin crestere in conditii
de laborator. custile au fost amplasate in camera de crestere, temperatura fiind mentinuta la 20 +
1°C. Inregistrarile vizuale efectuate zilnic au avut ca obiectiv momentul inceperii/finalizarii
depunerii pontei, locul si modul de depunere a pontei, numarul de ponte depuse. Ulterior s-au
efectuat observatii privind durata incubatiei, aspectul morfologic al oualor si ecloziunea larvelor.
Datele obtinute au fost comparate cu cele din literatura, de specialitate privind parametrii
mentionati la specia H. cunea.

Selectarea celei mai avantajoase modalititi de crestere. Dupd experimentarea mai
multor tipuri de voliere de crestere, in rezultat s-a selectat un volier paralelipipedic cu
dimensiunile de 50x100x50 cm, laturile inferioara si superioara fiind din fier, iar celelalte
acoperite cu plasa cu ochiuri fine. Pentru manipularile realizate pe parcursul diferitor cercetari s-
au a cresterii in masa, una dintre laturi este prevdzutd cu un mangon de panza dispus pe o
structura din sarma. Interiorul volieruri este tapetat cu hartie, ca suport pentru depunerea
pontelor. Pentru depunerea pontelor s-au introdus si manunchiuri de plante in sticlute cu apa, iar
pentru nutritia adultilor — recipiente cu Solutie apoasa de zahar (10-20%), schimbate la un
interval de 2-3 zile.

Stabilirea duratei incubatiei si viabilitatii oudlor la populatia de H. cunea colectatd din
camp. Zece cupluri de adulti colectati din camp au fost introduse intr-un volier. Dupa incetarea
depunerii pontei si transferul adultilor in alte voliere, a fost efectuat un control amanuntit al
frunzelor si hartiilor, cu decuparea portiunilor de hartie cu ponte si transferarea unui numar de 10
ponte (fiecare reprezentand o repetitie) in vase pentru incubatie.

Au fost numarate oudle din fiecare ponta si au fost efectuate observatii zilnice, privind
aspectul morfologic al oudlor si eclozarea larvelor. Rezultatele au fost comparate cu cele din
literatura de specialitate, privind parametrii mentionati la specia H. cunea. In camerele de

incubatie s-a mentinut temperatura de 26+2°C si umiditatea relativa de 70 +5%.
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Stabilirea influentei temperaturii. Un numar de 10 ponte, depuse de femele obtinute prin
cresterea larvelor pe medii sintetice in laborator, au fost crescute in voliere. Pontele, care au
reprezentat repetarile, in cazul cercetarilor din aceasta faza, au fost numarate, introduse in vase
de incubatie si supuse observatiilor zilnice, descrise in subcapitolul 1.2.

Pentru stabilirea influentei temperaturii asupra duratei incubatiei, au fost prevazute trei
variante: in prima variantd a fost studiata influenta temperaturii de 18+2°C; in a doua varianti —
22+2°C, in a treia varianti — 26+2°C. Pentru fiecare varianti au fost efectuate 20 de repetiri a
cate o ponta. Vasele de incubatie erau reprezentate de sarpagene din plastic, avand baza captusita
cu hartie de filtru, iar pe capac o eticheta pe care erau notate:

-provenienta pontei (numarul experientei, numarul repetitiei);
- data colectarii/ introducerii la incubatie.

Observatiile au fost efectuate zilnic si au urmarit aspectul morfologic al oudlor,
ecloziunea larvara, comportamentul larvelor neonate, etc.

Controlul calitatii materialului biologic. Pentru studiul acestui parametru, la fiecare
generatie au fost prelevate rendomizat, cate 10 ponte din custile adultilor, varianta martor fiind
reprezentata de ponte ale femelelor selectate in conditii naturale. Datele inregistrate zilnic se
referd la aspectul oualor, ecloziunea larvara, etc.

Selectarea mediului de crestere si stabilirea duratei dezvoltirii larvare in conditiile
cresterii pe medii artificiale comparativ cu cresterea pe hrana naturala. Principalele cerinte pe
care trebuie si le indeplineasca un mediu artificial, utilizat la cresterea insectelor in masa sunt
urmatoarele: sa confind toti nutrientii strict necesari dezvoltarii normale a speciei, antibiotice si
alte substante, care sd elimine pericolul infectarii mediului cu patogeni; substante, care sa
stimuleze apetitul larvelor si sa fie usor de preparat; sa poata fi pastrat pe o perioadd cat mai
indelunga si sa fie acceptat de un numar cat mai mare de specii.

Din punct de vedere al eficientei, dupa Stan si colab. (1992), in urma rezultatului cresterii
larvelor pe mediul sintetic trebuie sa se obtina cel putin 75% de adulti din oua viabile.

Pe parcursul experimentelor s-a elaborat 5 diete de crestere a larvelor de H .cunea .
Fiecare mediu a reprezentat 0 varianta. La prepararea mediilor 1-3 se realizeaza urmatoarele
etape:

- amestecarea: se mixeaza mai intai agarul, celuloza, nutrientii proteici, amestecul de
saruri minerale si o parte din apa; se adauga substantele de ajustare a pH-ului, lipidele
dizolvate in prealabil in alcool etilic fierbinte (care se evapora in 24 de ore);

- autoclavarea amestecului;
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- ricirea la 60°C si adiugarea de glucozi, sucrozi, amestec de vitamine, antibiotice si
amestecuri inhibitoare pentru ciuperci si alti patogeni. Se pregateste o solutie,
adaugand restul de apa distilata.

Pentru celelalte doua medii artificiale intr-un vas au fost introduse apa si agarul, iar
amestecul a fost incizit pand la 100°C. Amestecul s-a ricit pand la 60°C, dupi ce au fost
adaugate restul ingredientelor: mai intdi acidul benzoic apoi formaldehida si substantele
nutritive, iar apoi vitaminele. Mediile de cultura au fost turnate in cutii alimentare cu capacitatea
de 450-1000 ml. Mediile de cultura au fost pastrate in frigidere, timp de 2-3 saptamani.

Vasele de crestere reprezinta cutii alimentare din plastic transparent, cu capacitatea de
200 ml. In vasele dezinfectate in prealabil cu solutie de formaldehida, s-au introdus portiuni de
medii de crestere si apoi, cu ajutorul unei pensule, transferate larve neonate, cate 100/repetari.
Varianta martor a fost reprezentatd de larvele crescute pe substrat natural. In acest caz, in
experienta vasele de crestere s-au utilizat paharele Berzelius cu capacitatea de 2000 cm?, la baza
cu hartie de filtru si acoperite cu evelina fixatd cu ajutorul unei benzi elastice. In calitate de hrana
s-au folosit lastari, frunze de artar sau dud, avand baza introdusa intr-o sticlutd cu apa pentru
mentinerea turgescentei. Pe acest substrat de crestere s-au transferat larvele neonate, cate 100 de
larve in repetare. Incepand cu varsta a 3-a larvele s-au trasferat in vase zilnic in vase noi.

Observatiile efectuate au vizat comportamentul larvelor pe parcursul dezvoltarii;
mortalitatea larvara, specificindu-se si cauza acesteia (accidente, boli etc.); transferul crisalidelor
in momentul formarii acestora. Pe intreaga duratd a dezvoltarii, temperatura in camera de
crestere a fost de 24+1°C, umiditatea relativa de 85+5°C si fotofaza de 16 ore.

Stabilirea momentului propice pentru colectarea biomasei baculovirale. Larvele de H.
cunea, obtinute in laborator din ponte sterilizate, au fost crescute pe diete artificiale Tn mod
obignuit pana la varsta a treia, dupa care au fost tranferate in vase de crestere cu capacitatea de
950 ml si hranite cu o dieta continand 6 x 10° granule/ml. In fiecare vas au fost amplasate cate 20
larve, reprezentand o repetare din cele cinci in cadrul fiecdrei variante. Acestea au fost tinute la
23°C, 26°C, 29°C si 32°C. Zilnic s-au efectuat observatii, privind comportamentul si mortalitatea
larvelor. Larvele afectate de baculovirus au fost procesate prin urmatoarea schema:

1. Mixare (omogenizare) in apa distilata
2. Filtrare prin evelina

3. Centrifugare 25 min la 6000 g

4. Uscare 1n hota la temperatura camerei

5. Macinare pana la o pulbere fina
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Stabilirea metodei de colectare a larvelor. Colectarea larvelor a fost efectuata cu

aplicarea urmatoarelor doud metode:

- manual cu ajutorul unei pensule,

- aplicarea unui dispozitiv cu vid, care absoarbe larvele intr-un vas cu capacitatea de 3
litri. S-au colectat exclusiv larvele cu simptome specifice infectiei virale.

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. Larvele moarte se macereaza cu ajutorul omogeneratorului sau
se faramiteaza in piulitd. Masa biologica amestecata cu bidistilat steril se filtreaza prin plasa de
capron. Pentru purificare suspensia virala filtratd se centrifugheaza timp de 10 min la 5000
rotatii/min. Sedimentul obtinut a fost diluat intr-o solutie constituita din volume egale de alcool
etilic si supus unei noi centrifugari timp de 10 minute la 5000 rotatii/min. Sedimentul din nou a
fost reluat si recentrifugat in aceleasi conditii. Ultima centrifugare a sedimentului prezinta o
pulbere fina de granule virale, fiind suspendata in eter etilic si lasat sd se usuce la aer si Se obtine
o pulbere de granule 1n stare pura.

Pentru cercetarea particularitatilor morfologice si biochimice ale virusurilor incapsulati in
cadrul SVC sau SPVC se aplica diverse metode, care reprezinta unele optimizari ale metodei
elaborate de catre Bergold. Esenta metodei se bazeazd pe proprietatile proteinelor din
componenta matricei baculovirale (poliedrina si granulind) de a se solubiliza in solutii de tampon
cu pH titrat pentru anumite specii de virus. In acest scop, se aplici centrifugarea fractionara, care
permite sedimentarea proteinelor la accelerarea de 2000 rotatii/min, iar a virionilor — la 20 000
rotatii/min.

Titrarea baculovirusurilor. Pentru determinarea concentratiei baculovirusurilor Sse
folosesc diverse metode, indeosebi, microscopia electronica si optica [53]. Titrarea se efectucaza
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 [58].

Microscopia electronici cu transmisie si baliaj. Informatia cea mai completa si mai
veridica privind particularitatile structurale ale baculovirusurilor poate fi obtinuta 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 [57, c. 15-19], [56], [4], [3]-
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Cercetarile electrono-microscopice necesitd lucrari prealabile ample, care includ
pregatirea materialului biologic al grilelor, solutiilor si peliculelor. Ele au fost efectuate in
conformitate cu prevederile tehnicii elaborate de Adams [59, p. 1837-1850].

Pentru fixarea materialului biologic a fost folositd solutia de 2% de aldehida glutarica.
Spalarea probelor s-a efectuat in solutie tampon constituitd din: 50% tampon cacodilat, 50% apa
bidistilata si zaharoza. Postfixarea probelor s-a efectuat cu solutie de OsOs in concetratie de 4%.
Materialul fixat in asa mod s-a deshidratat in serii de acetona (20%-100%), iar apoi s-a turna in
amestecul de rasini cu componenta urmatoare: amestecul A — 15 g, amestecul b — 15 g si DMP
de 2% — 600 mg.

Sectiunile ultrafine au fost obtinute la ultramicrotomul Reichert-lung (Austria). Acestea
au fost contrastate cu solutie apoasa de 2% de uranil-acetat timp de 30 min, apoi cu citrat de

plumb — solutie dupa Reynolds (1963).

2.4. Determinarea numarului de poliedre

Metoda este bazata pe numararea suprapoliviriocapsizilor (SPVC) la microscopul optic
Cu contrast de faza in camera Goreaiev. Pentru determinarea concentratiei VG s-a folosit metoda
picaturii strivite

T=5,76 x 10°x A x K, unde: (2.5), unde

T — titrul suspensiei (SPVC);

A —numarul mediu de SPVC in patratul retelei oculare;

K — gradul de diluare a suspensiei virale.

Testarea suselor identificate si recombinate ale insectelor de H. cuinea s-a efectuat pe
larve specifice ale insectelor de varsta a doua, crescute pe medii de culturd selective. Pentru
aceasta s-a aplicat metoda dilutiilor succesive de la 10 pand la 1000 particule virale pentru o
larva. Larvele erau hranite cu mediu infectat, ulterior mentinute la 26-28°C. Timpul letal s-a
determinat la infectarea larvelor cu doza sporitd de particule virale (250 poliedre la o larva).
Testarea in conditii de laborator si cAmp S-a efectuat in 4 repetari rendomizate, in conformitate
cu cerintele generale ale experientelor de acest gen.

Stabilirea metodei de pastrare a larvelor virozate. Pentru a stabili metoda optima de
pastare s-au colectat larvele care prezentau simptomele infectiei cu baculovirusuri, au fost
colectate si pastrate in doud modalitdti: in pungi de plastic a cate 0,1 kg, in frigider sau

congelator la diferite temperaturi in pungi vidate, in frigider sau in congelator.
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2.5. Obtinerea biomasei virale

Dezvoltarea unor tehnologii viabile necesitd selectia unei tulpini virulente a
baculovirusurilor la specia H. cunea. Este foarte important ca pentru multiplicare, inregistrare si
folosire sa fie selectata tulpina cea mai activa. In cercetirile realizate s-au folosite baculovirusuri

din trei surse:

1. VG izolat din larve de H. cunea colectate din Romania, Ocolul silvic Snagov

2. VG izolat din larve de H. cunea provenite din Republica Moldova, Rezervatia

stiintifica ,,Codrii”

3. VPN izolat din larve de H. cunea provenite din Republica Moldova, Hrusova

(Criuleni)

Cele trei baculovirusuri au fost izolate, purificate si utilizate in teste de laborator pe larve
crescute in conditii controlate, cate 3 repetari X 100 de larve/varianta. Administrarea
baculovirusurilor s-a facut prin stropirea frunzelor, care au servit drept hrana pentru larvele
proaspat naparlite de varsta a doua. Aceastd metodd a fost aleasa datoritd conditiilor
asemanatoare celor de camp, ingerarea de frunze cu baculovirusuri, fiind calea obisnuita de
infectare a larvelor in natura. Temperatura din camera de crestere a avut valori de 24+25°C, iar
iluminarea a fost de 16 ore lumina si 8 intuneric. Hrana administrata ulterior a constat din frunze,
la fel ca si in varianta martor. Baculovirusurile au fost izolate din cadavrele larvelor afectate si
puse in evidentd cu ajutorul tehnicilor de microscopie electronica.

Monitorizarea caracterului epizootic in cadrul populatiei larvelor H. cunea. Cercetarile
la aceasta etapa au fost determinate de necesitatea colectarii unei cantitati cat mai mari de virus,
avand in vedere atat criteriul economic, cat si aspectele legate de sensibilitatea larvelor,
conditiile fiziologice si structura genetica a loturilor larvare testate. Cercetarile au fost
desfasurate in perioada 2011-2017 1n laborator, exclusiv pe larve crescute in conditii controlate.

In vasele de crestere a larvelor, inoculul viral a fost pulverizat fin, direct pe substratul
nutritiv. Dupa 30 de minute larvele au fost transferate cu ajutorul unei pensule. Mortalitatea in
stadiul larvar s-a inregistrat zilnic, diferentiat dupa cauza (naturala, patologicd sau din
manipulare) prin analiza microbiologica a cadavrelor. Martorul a constat in loturi a cate 100
larve din fiecare varsta larvara, a caror hrana nu a fost contaminata cu baculovirusuri.

Determinarea dimensiunilor ingrediengilor preparatului. Preparatul in cantitate de 20g
in pahar s-a amestecat minutios cu o bagheta de sticla, addaugand 200 ml de apa. Continutul

omogenizat se transferat pe o sitda nr. 009, adusa prin uscare pana la masa constanta. Continutul
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ramas pe sitd s-a spalat sub un jet de apa timp de 15 min. Sita cu resturile ramase pe ea s-a usucat
in dulapul de uscare la 80-85°C, apoi s-a cantarit din nou.
Gradul de faramitare se exprimad prin cantitatea preparatului ce depaseste 90 nm si se

calculeaza dupa formula:
my
¥ =— ¥ 100, unde
m (2.1)
M — masa initiald a preparatului,
M1 — masa preparatului ramas dupa spalare.
Pentru asigurarea calitatii inalte, particulele mai mari decat gradul de faramitare standard
nu trebuie sa depaseasca 5 %.
Determinarea umidititii preparatului. Intr-o fioldi de sticli, adusi pani la masa
constanta, s-a trecut 5 g de preparat. Fiola deschisd s-a amplasat in dulapul de uscat la 100-
105°C pentru 3 ore. Fiola, dupa ce s-a racit in exicator, s-a usucat pana la masa constanta.

Umiditatea preparatului s-a determinat dupa formula:
My — ’m1
x =— % 100, unde
2 (2.2)
Mo — masa fiolei cu preparat pana la uscare,

m1 — masa fiolei cu preparat dupa uscare,

m2 — masa preparatului.

Umiditatea preparatului trebuie sa nu depaseasca 8-10 %.

Determinarea activititii biologice a preparatului. Au fost elaborate mai multe metode de
determinare a activitatii biologice a baculovirusurilor [23, 24]. 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 de 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 [55, 54]. S-au
efectuat calcule suplimentare, care a permis permit transformarea axelor de coordonate pentru a
obtine dependenta ,,doza — efect” in forma de linie dreaptd, si nu de curba exponentiala.
Construirea graficului a permis determinarea logaritmului dozei suspensiei virotice care asigura
moartea a 50% din larvele experimentale. Cunoscand concentratia virusului si volumul
suspensiei virale s-a determinat usor concentratia letala (CLso) [27, 31].

Luand in considerare faptul, ca moartea insectelor testate poate fi cauzata si de alti
factori, ce nu tin de potentialul de infectie al virusului, pentru determinarea activitatii biologice a

preparatelor s-a aplicat formula Abbot, care ia in cont si mortalitatea larvelor in control:
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100 — Mc (2.4)

unde: A, — activitatea biologica exprimata in procentul de mortalitate al insectelor,
Mo — % mortalitatii larvelor in experiment,
M — % mortalitatii larvelor in control.
Pentru determinarea activitatii biologice a baculovirusurilor se aplica si timpul letal
(TLso), exprimat in timpul in care se inregistreaza moartea a 50 % din larve. Acest indice s-a
determinat in mod analogic cu (CLso), inregistrand rezultatele la intervale de timp. Datele

estimate au fost procesate in cofomitate cu pachetul Software Microsoft [20].
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3. ELABORAREA MIJLOACELOR BACULOVIRALE PENTRU
REDUCEREA DENSITATII POPULATIILOR H.CUNEA

Tehnologia optimizata 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 destinatici de producere si utilizare a preparatului;
colectarea biomasei infectate 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, expuse in continuare (Figura A 1.11).

Faza optima de dezvoltare a insectei, pentru inmulirea in masa este cea a larvelor de varsta I, II.

3.1. Evolutiile si caracteristicele gradatiei daundatorului de H. cunea la culturile agricole
forestiere si decorative

In diferite zone a tirii, a fost semnalatd H. cunea, unde gradatiile au ajuns in faza cresterii
numerice, iar infestarile au produs inmultiri in masa 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
fitosanitarda a masivelor Gospodariei silvice din raionul Straseni si liziera de padure din
Rezervatia stiintifica ,,Codrii” si organizand multiple deplasari pe teren in zona de Centru
(Chisinau, Grusova, Sangera, Meleseni), din zona de Nord — Corestauti, raionul Ocnita, Tabani,
raionul Briceni), a fost stabilit gradul de raspandire a daunatorului in Republica Moldova.
Cercetarile efectuate pe parcursul ultimilor ani au stat la baza monitorizarii agravarii starii
fitosanitare. Secetele frecvente, iernile aspre cu putind zapada, ingheturile de primavara din
perioada de monitorizare si sporirea densitatii populatiilor de insecte daundtoare au avut un
impact evident asupra culturilor agricole si a cauzat uscarea masiva a livezilor si masivilor
silvice.

In rezultatul clasificariii s-au determinat speciile preferate pentru inmultirea in masa:
dudul (Morus nigra); lemnul canesc (Ligustrum vulgare); alunul (Corylus avellana); ulmul
(Ulmus campestris, Ulmus gscabra); teiul (Tilia cordata); plopul (Populus alba); salcia (Salix
fragilis); salcamul (Robinia pseudoacacia), cenozele cu artar (Acer campestre, A. negundo, A.
platanoides, A. pseudoplalanus, A. saccaninum) si nucul comun (Juglans regia) ( Figura A 5.6 -

5.14). In zonele favorabile inmultirii insectei gradatiile apar, de regula, la intervalele mai scurte
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(4-5 ani) si au o amploare mare. In zonele mai putin favorabile, gradatiile se repeti la intervale
de timp mai mari, fiind de amploare mai mica. in arboretele in care apar gradatii de H. cunea,
alaturi de acumularea Tn masa a daunatorului, s-a constatat si existenta unui complex de factori
biotici de mortalitate, printre care un loc deosebit revine microorganismelor entomopatogene
(Tabelul 3.1).

Tabelul 3.1. Gradul de infestare a speciilor de arbori cu larvele de H. cunea

Zona geografica a Republicii Numairul de arbori | Numairul de Gradul de
Moldova (Localitatea) examinati arbori atacati infestare, %

Nord

Branzeni (Edinet) 92 92 100

Naslavcea (Ocnita) 37 18 49,5

Briceni 38 11 3,1

Mihailovscoe (Réascani) 103 76 66,1

Glingeni (Falesti) 86 86 100
Centru

Hrusova (Criuleni) 22 4 33,7

m. Chisinau 112 12 10,7

Sangera (Chisindu) 16 11 81,5

Dobrogea (Chisinau) 15 8 35,2
Sud

Vinogradovca (Taraclia) 17 1 30,7

Cucoara (Cahul) 16 7 10,7

Datele prezentate in tabel permit sa, constatam ca 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). Cercetarile starii fitosanitare a masivelor silvice precum si deplasarile in teren
in gospodariile agricole din zona de Sud, Centru si Nord pe teritoriul Republicii Moldova au
demonstrat pe parcursul ultimilor ani o inrautatire considerabila a starii fitosanitare. Pe parcursul
anilor 2004-2016, Omida-paroasa-a-dudului s-a aflat la un nivel mediu de dezvoltare a
populatiilor. Conditiile iernilor din aceasta perioada au avut un impact destul de mare asupra
fazei de iernare. Prima generatie, iesind din diapauza, in luna februarie, odata cu cresterea brusca
a temperaturii, a cauzat eclozarea fluturilor, care au depus numeroase ponte.

Intr-un complex biocenotic populatia insectei-gazda reprezinti unul din elementele
mediului sau al ecosistemului, in care alaturi se gasesc dispersate intr-un numar mai mare sau
mai mic si microorganismele entomopatogene. Acestea printr-o inmultire mai rapida se pot
acumula in masa in populatiile de H. cunea, provocand epizootii, in urma carora gradatia insectei

se poate reduce pe cale naturala.
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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 ataca nucul
american (Nuta) si artarul (Acer negundo) [154]. In Republica Moldova aceste specii sunt
considerate ca plante indicatoare pentru semnalarea acestui daunator [37, 187]. 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
jobtinerea biomasei baculovirale [17, 18].

Problemele de natura fiziologica ale populatiei de insecte, care se inregistreaza in faza de
eruptie si criza, ca urmare a actiunii factorilor biotici si abiotici poate conduce la activarea
baculovirusurilor latente existente in corpul larvelor, care dupa o anumitd perioada de
multiplicare declanseaza epizootile virale. Virusurile latente ale poliedrozei nucleare se
localizeaza in nucleii celulelor gazda si sunt transmise din generatie in generatie [22, p. 96-106.],
[188, p. 157-160].

Conditiile climatice din perioada aprilie-iunie au influentat semnificativ dezvoltarea H.
cunea. Este necesar de mentionat faptul ca ingheturile, temperaturile ridicate (35-40°C) au

actionat in mod nefast asupra populatiilor (Figura 3.1).
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Fig. 3.1. Dinamica numirului de adulti ai speciei H. cunea, capturati
in capcana feromonala cu lumina, 2010-2015
S-a constatat ca numarul adultilor ai speciei H. cunea, capturati in capcana feromonala cu

lumind au fost 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. Rezultatele inregistrate
in ultimii ani, cu capturi relativ slabe de fluturi confirma faptul, ca daunatorul se afla la faza de
dezvoltare depresiva. Este adevarat, ca de la an la an sau de la 0 zona la alta se inregistreaza

fluctuatii ale defoliatorului, fara sa se ajunga la densitati majore.
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Fig. 3.3. Aspectul general al diferitor po

nte (a,b) de H. cunea, 2013
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Fig. 3.4. Aspectul general al larvelor (a) si eclozarea larvelor de H. cunea (b), 2014
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Pentru monitorizarea H. cunea au fost amplasate capcane feromonale cu lumina.
Folosirea capcanei cu lumind pentru semnalarea si depistarea defoliatorului H. cunea contribuie
in acelasi timp la mentinerea nivelului populatiei sub pragul intrarii acesteia in gradatie (Figura

3.5 (ah)).

Fig. 3.5. Capcane feromonale cu lumini (a, b) pentru capturarea H. cunea

In perioadele de gradatie, larvele pot provoca defolieri de intensititi diferite, a ciror
amploare depinde de regiunea in care are loc inmultirea in masa, structura si specia de planta,
precum si de conditiile climatice, umiditatea, temperatura ridicata.

Perioada atacului a continuat pe tot timpul sezonului de vegetatie, fiind mai intens in
lunile iunie-august. In anii cu primaveri timpurii, in unele zone se remarci activitatea intensiva a
daunatorilor si in luna aprilie. Dezvoltarea generatiilor prezinta oscilatii foarte mari de la an la an
si de aceea, nu poate fi considerat unicul criteriu pentru prognozarea aparitiei primilor fluturi

primavara (Figura 3.6).
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Fig. 3.6. Atacul H. cunea pe arbori la diferite specii pe generatii/ani
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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 Tn masa. Conform rezultatelor obtinute ambele generatii H.cunea in anii

2006-2007 cele mai preferate plante erau dudul si artarul.

3.2. lzolarea, identificarea gi determinarea particularitagilor biologice ale tulpinilor de
baculovirusuri la H. cunea

In diferite localitati ale Republicii Moldova, fasiile forestiere, livezile pomicole
experimentale si industriale, precum si plantatiile decorative de pe teritoriul municipiului
Chisinau in anii 2000-2017, s-a efectuat colectarea materialului biologic cu simptome specifice,
virusurile entomopatogene au fost identificate si izolate pe calea sondajelor si monitorizarea.

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 studiata
selectia unor tulpini virulente a baculovirusurilor la specia H. cunea, fiind foarte important sa
devind selectionarea pentru reproducerea activa, inregistrarea si folosirea, in calitate de agent
biologic activ. In cercetirile noastre am folosit baculovirusuri din trei surse. Eficacitatea
biologica 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 [16, 18] (Tabelul
3.2).

Tabelul 3.2. 1zolarea si identificarea tulpinilor de baculovirusuri la H. cunea

Nr. Locul Agenti patogeni identificati Aplicarea
colectdrii baculo- | bac- |ciu- | 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,
Chisinau, Hrusova cercetare
(Criuleni).

S-au depistat simptomele la larvele atacate de baculovirusuri, exprimate printr-o culoare

bruna-gilbuie. In perioada sondajelor s-a colectat materialul biologic natural pentru izolarea
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baculovirusurilor din masivele Gospodariei silvice Straseni 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 la microscopul optic pentru depistarea baculovirusurilor. Femelele pierite de H. cunea,
infectate de baculovirusuri, au fost tratate cu alcool etilic (70%) si ulterior au fost selectate
pentru analiza histologica. Apoi, a fost prelevata din tesutul bolnav 0 mostra de tesut, cu ajutorul
bisturiului steril, care a fost omogenizata intr-un major steril si dizvoltata in 2-3 ml apa sterila,
obtinand suspensia, utilizata ulterior pentru infectarea larvelor.

Cele trei baculovirusuri au fost izolate, purificate si utilizate 1n teste de laborator pe larve
crescute in condifii controlate, cate 3 repetari a cate 100 de larve in fiecare varianta.
Administrarea baculovirusurilor s-a efectuat prin stropirea frunzelor, care au servit drept hrana
pentru larvele de varsta a doua, proaspat naparlite. Aceastda metoda a fost aleasd datorita
corespunderii conditiilor de camp, fiind calea obisnuitd de infectare a larvelor in natura.
Temperatura din camera de crestere a fost de 24-25°C, fotoperioada constituind 16 ore lumina si
8 ore intuneric. Hrana administratd a fost constituitd din frunze naturale, analogic cu varianta
martor. Baculovirusurile au fost izolate din cadavrele larvelor afectate si puse in evidentd cu
ajutorul microscopiei optice si electronice.

Pentru realizarea preparatului viral, predestinat combaterii H. cunea s-au realizat
investigatii orientate spre identificarea unor suse cu caractere respective in conditii naturale. Au
fost utilizate tulpini atat de VPN, cat si de VG. In acest sens prin izolarea unui virus se intelege
izolarea din celule, hemolimfa sau culturi de celule si eliberarea lui de particulele straine.
Determinarea caracterului patogen al virusurilor izolate s-a efectuat conform postulatelor triadei
Koch, in care un agent patogen trebuie sa fie gasit in leziunea unei boli, izolat de la gazda
infectata si crescut intr-o cultura pura, sa fie recuperat din nou, de la gazda a doua, sa initieze
boala la inocularea unui asemenea agent intr-o alta gazda sanatoasa.

Virusurile entomopatogene actioneazd asupra insectelor prin localizarea lor la nivelul
anumitor tesuturi, dezvoltindu-se fie in nucleele celulelor (in cazul virusului poliedrozei
nucleare), fie in citoplasma celulelor (in cazul virusului granulozei). Pe parcursul procesului
patologic, in celulele si tesuturile infectate, se produc numeroase modificari patologice si
biochimice, ale caror intensitate difera de la o specie de virus la alta si de la o insecta la alta. Asa
cum rezultd din aceste studii, insectele infectate cu virusuri entomopatogene manifesta diferite
simptome, care pot fi grupate in trei categorii: simptome morfologice, fiziologice si de

comportament.
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Elaborarea tehnologiilor de producere si aplicare a insecticidelor baculovirale este
indispensabild de cercetarea particularitatilor lor morfologice. Au fost studiate si aplicate ambele
genuri de baculovirusuri (Baculoviridae): Nucleopolyhedrovirus si Granulovirus.

Baculovirusurile in procesul contactului infecteaza stomacul, corpul gras, hipoderma,
celulele hemolimfei, epiteliul traheal, celulele nervoase, gonadele — practic toate organele omizii,
indeosebi ale primelor varste larvare. In conditii naturale virusurile granulozei si poliedrozei
nucleare (VG si VPN) se reproduc independent, dar numai 4% din situatii pot fi intdlnite ambele
virusuri. Dupa particularitatile morfologice virionii sunt baciliformi, de aici provine si denumirea
familiei. Marimea virionilor este cuprinsd intre 30-60 nm in diametru si 250-300 nm in lungime.
La interactiunea genomului viral cu proteinele se formeaza o nucleocapsida, care este inconjurata
de o membrana anvelopanta, ce formeaza un virion in forma de bastonas. Larvele H. cunea se
infecteazi cu reprezentanti a 2 genuri de virusuri din familia Baculoviridae:
Nucleopolyhedrovirus (VPN) si Granulovirus (VG) [161, p. 306], [131, p. 425-459].
Nucleopolyhedrovirus (VPN) formeaza SPVC cu dimensiunea de 1,2xX0,5 mcm, in interiorul
carora se amplaseaza virioni cu dimensiuni de 220x37 nm [118, p. 1043-1050].

Insectele infectate se deosebesc putin de cele sanatoase, numai in acest caz corpul lor se
mareste iIn volum si are o culoare mai deschisd. Pe masurd ce infectia progreseaza larvele
bolnave pierd mobilitatea, scade intensitatea hranirii si pier adeseori inainte de impupare.
Larvele moarte capata culoarea gri si treptat se intunecd. Organele interne ale larvei se
descompun, avand o culoare gilbuie albicioasa. Amploarea simptomelor si tipul de simptome
depind de mai multi factori, dintre care cei mai importanti sunt tipul de virus si insecta-gazda.
Astfel, in cazul virusului poliedrozei nucleare, larvele lepidopterelor se comporta diferit de la o
specie la alta.

In cazurile identificarii prezentei virusurilor este necesara efectuarea mai multor teste cu
aplicarea diferitor metode. Cea mai moderna metoda care da rezultate mai adecvate este metoda
imunologica si histochimica, care demonstreaza existenta certa a virusurilor. Este semnificativ
faptul, ca spre deosebire de alte virusuri, baculovirusurile nu provoaca imunitatea organismului,
adica nu se formeaza anticorpi, ceea ce permite utilizarea lor in dirijarea densitatii populatiilor
anumitor organisme. La etapa actuald, virusurile reprezinta acea arma, care poate regla densitatea
organismelor vii si ele pot fi aplicate in anumite cazuri in folosul omului la momentul cand sunt
utilizate directionat pentru reglarea dezvoltarii anumitor organisme la culturile agricole si silvice.

Unitatea structurald a baculovirusurilor reprezintd virionii asamblati in formatiuni
proteice, numite suprapoliviriocapsizi (SPVC), care patrund in corpul insectelor prin ingestie,

ajung 1n intestinul mediu si, sub actiunea enzimelor, se deproteinizeaza si elibereaza virionii,
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care se reproduc in celulele epiteliale si pe care le distrug. In general la lepidoptere, dupa 2-3 zile
de la infectie, apar primele simptome ale formarii poliedrelor si coagularii cromatinei in nucleul
celulelor. S-a observat, ca in primele faze ale infectiei virale, are loc o crestere a dimensiunilor
nucleului si nucleolilor; ulterior se constatd, ca numarul nucleolilor se reduce, iar cei ramasi
devin mult mai mari.

Cercetarile efectuate la H. cunea indica ca simptomele externe ale bolii provocate de
VPN, sunt scaderea mobilitatii si activitatii larvelor, ruperea cu usurinta a epiteliului, eliminarea
hemolimfei. Examinarea larvelor in diferite momente din evolutia procesului patologic, arata ca
poliedrele se dezvoltd succesiv in urmatoarele tesuturi: corpul gras, hipoderma, matricea
traheald, teaca musculara, teaca nervoasa, muschii, ganglionii, celulele pericardiale.
Histopatologia larvelor infectate, se caracterizeaza prin prezenta in nucleul celulelor majoritatii
tesuturilor infectate, in tesutul traheal si in cel gras, a unui numar mare de poliedre, care contin
particule virale anvelopate. Aceste formatiuni virale pun in evidentd existenta unui proces
patologic foarte avansat, care are ca rezultat mortalitatea in masa intr-un timp foarte scurt (1-2

zile) a populatii de larve virozate.

3.3. Prognoza dezvoltarii Omizii-pdroase-a-dudului pe teritoriul Republicii Moldova

In baza acestor studii s-a intocmit calendarul fenologic de dezvoltare a H. cunea pe
teritoriul Republicii Moldova. Calendarele fenologice sunt necesare pentru depistarea timpurie a
Omizii-paroase-a-dudului, lichidarea focarelor si prevenirea raspandirii, ceea ce permite
solutionarea unelor probleme ecologice, cum ar fi prognozarea relatiilor dintre daunatori si
entomofagi precum si precizarea termenilor de tratament si al numarului de generatii in zona.
Dacd dinamica numarului de specii, in functie de conditiile de existentd este un proces
multifactorial, atunci numarul de factori de mediu, care in esentd influenteazd semnificativ
numarul de populatii ale unei specii, este intotdeauna mult mai mic [194, p. 161-165], [193, p.
69-73].

Acest fenomen se explica prin faptul, ca neavand capacitatea de a se adapta la un numar
mare de factori, populatia este nevoitd sa-si mobilizeze mijloacele de existentd pentru a evita
contactul cu majoritatea factorilor limitativi. Intrucat principalul factor, care influenteaza
dezvoltarea H. cune, este temperatura, i-ar cele mai eficiente tratamente se efectueaza in raport
cu larvele de varsta mica a daunatorului, a fost intocmit calendarul fenologic pentru teritoriul

Republicii Moldova folosind metoda propusa de Sergheeva si Levitina (1973) (Tabelul 3.3).
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Tabelul 3.3. Calendarul fenologic al eclozarii larvelor de H. cunea si data
recomandata de efectuare a tratamentelor cu Virin ABB-3

Datele Devieri reale ale temperaturii aerului pentru o perioada de timp de la norma multianuala, °C

reale
ale Terme- Terme- Termenul Terme- Terme- Terme- Terme-

ovipo- T°C | nul T°C | nul T°C Lratament T°C| nul TeC 7 nul T°C | nul TeC - nul

0 [tratame +1 [tratame +2 +3 ftratam -1 [tratame -2 [tratame 3 tratamen

zitiel ntelor ntelor elor entelor ntelor ntelor telor
1.05 19 29 16 26 14 24 12 22 21 1.06 25 5.06 30 10.06
3.05 20 30 17 27 16 26 14 24 23 3.06 26 6.06 30 10.06
5.05 21 1.06 18 30 17 31 16 26 24 4.06 27 7.06 31 11.06
8.05 23 3.06 21 1.06 19 1.06 18 30 25 5.06 29 9.06 1.06 12.06
10.05 24 4.06 22 2.06 21 1.06 20 31 26 6.06 30 10.06 2.06 13.06
13.05 26 6.06 24 4.06 23 3.06 23 3.06 28 8.06 31 11.06 4.06 15.06
15.05 27 7.06 26 6.06 25 5.06 25 5.06 30 10.06 1.06 12.06 5.06 16.06
10.07 20 27 19 26 19 26 18 25 20 27 20 27 21 28
13.07 22 29 22 29 22 29 21 28 23 30 23 30 24 31
15.07 24 31 24 31 24 31 23 30 25 20 25 20 26 2.08
18.07 27 3.08 27 3.08 27 3.08 26 2.08 28 4.08 28 4.08 29 5.08
20.07 29 5.08 29 5.08 29 5.08 28 4.08 30 5.08 30 5.08 31 6.08
23.07 | 1.08 7.08 1.08 7.08 1.08 7.08 31 6.08 208 9.08 2.08 9.08 3.08 10.08
25.07 | 3.08 10.08 3.08 10.08 3.08 10.08 2.08| 9.08 4.08 10.08 4.08 10.08 5.08 11.08
28.07 | 6.08 12.08 6.08 12.08 6.08 12.08 5.08 | 11.08 | 7.08 13.08 7.08 13.08 8.08 14.08
30.07 | 8.08 14.08 8.08 14.08 8.08 14.08 7.08 | 13.08 | 9.08 15.08 9.08 15.08 10.08 16.08

Datele prezentate in tabel denotd, ca tratamentele de protectie trebuie efectuate in
momentul, cand s-a terminat eclozarea larvelor din ponte. Calendarul se utilizeaza in felul
urmator: sa presupunem, ca inceputul depunerii oudlor H. cunea in Republica Moldova are loc
pe 15 mai, iar temperatura medie a aerului in aceastd luna este mai mare decidt norma
multianuald cu un grad. La intersectia colonitei de 15 mai cu colonita +1°C gisim data primei
aparitii a larvelor din prima generatie, si anume — 26 mai. La o deviere medie a temperaturii
aerului 1n aceeasi perioada de timp cu un grad, inceputul eclozarii larvelor H. cunea va avea loc
pe 30 mai. De reguld, larvele nu eclozeaza simultan, procesul prelungindu-se cu 1-1,5 luni.
Utilizand acest calendar putem anticipa tratamentele de protectie, ceea ce permite nu numai de a
pregdti din timp echipamentul necesar, dar si avertizarea populatiei locale privind efectuarea

tratamentelor. La inlaturarea cuiburilor impdiengenite din coroana arborelor inainte de acest
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termen, larvele eclozate cu intarziere nu vor fi observate si nu vor fi distruse. Calendarul
fenologic oferd posibilitatea de a folosi cele mai adecvate mijloace de protectie Tmpotriva
Omizii-paroase-a-dudului, precum si de a efectua combaterea mecanica, inlaturarea 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 numarului de insecte, 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 cu calitate inalti. In acest sens, pentru obtinerea
noilor modalitati de a controla calitatea biomaterialului a fost stabilit un nivel calitativ diferit al
populatiilor de insecte ca raspuns la factorul trofic.

Intensitatea factorilor specifici si viabilitatea insectelor. O importanta deosebitd pentru
controlul calitatii estimarii biomaterialului o au indicatorii structurali ai populatiei si viabilitatea
insectelor. Un rol imens in reglarea relatiilor dintre insecte il au receptorii de mediu. in mod
permanent, insecta receptioneaza din mediul extern (natural si artificial), precum si din interiorul
organismului numeroase semnale de diferita natura.

In interiorul populatiei H. cunea existd intotdeauna un grup de indivizi care raspund cu
intensitate diferitd la actiunea anumitor factori specifici. Adesea factorii stimulatori ne ofera
informatie cu referire la potentialul de adaptare a insectelor la modificarile conditiilor de mediu.
In acelasi timp, capacititile de adaptare ale populatiei stabilsec viabilitatea lor, ca o trasitura
determinata genetic de a supravietui si de a produce urmasi in diferite conditii de mediu. Pe baza
ipotezelor de mai sus, este util de a analiza relatia dintre intensitatea stimulatorilor si viabilitatea
populatiei de insecte.

Studiul teoretic al problemei date este strans legat de analiza surselor bibliografice. in
lucrarile lui Zlotin si colab. (2015) pentru prima data a fost demonstrata experimental existenta
unei relatii dintre nivelul viabilitatii viermilor de matase de sex masculin cu intensitatea
raspunsului feromonului sexual al femelei. Studiile biochimice la adultii de sex masculin, cu
sensibilitate ridicata la feromonul sexual feminin au indicat, ca acesti indivizi se caracterizeaza
printr-un nivel metabolic mai inalte.

Ulterior aceasta relatie a fost confirmata si pentru alte specii de insecte, stabilind
dependenta nivelului de viabilitate de reactivitatea daunatorului la stimulatori (sensibilitatea la
miros de frunze de dud). Mai mult, adultii de sex masculin dezvoltati din astfel de larve au avut o

sensibilitate mai mare la feromonul sexual feminin. Acestea demonstreaza activitatea ridicatd a
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transductiei senzoriale foarte viabile in toate fazele active ale ontogenezei. In timpul selectiei,
dupa intensitatea stimulatorilor de mediu la larvele H. cunea pentru a optimiza biomaterialul a
fost demonstrata, pentru prima data, existenta relatiei dintre populatiile viabile ale H. cunea si
intensitatea fotofactorului.

Astfel, a fost demonstrata experimental manifestarea legii generale biologice privind
relatia receptorilor dintre insecte si indicatorii lor biologici,care este confirmata experimental.
Experimentele 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 daunatorului. A fost determinata intensitatea
factorului trofic, chimic si fotonic al insectelor. Materialul biologic ales din zona cu gradatie
inaltd se caracteriza prin indicatorii: 1,8-2,4 g; numarul de oua depuse — 421-1210 buciti,
viabilitatea larvelor — 96%, numarul de oud in ponta — 12-150, viabilitatea larvelor — 42%.
Fiecare varianta a inclus 4 repetari a cate 100 larve.

Studiul asupra factorului trofic la H. cunea. Pentru stabilirea efectivului acestora si a
viabilitatii daunatorului, a fost utilizatd metoda de selectare a larvelor dupa eclozarea din ponta
pe hartie de filtru rasa cu frunza de dud. Au fost alese larvele, care in decurs de 15 minute s-au
deplasat pe partea de hartie rasa cu frunza de dud (slabirea atractivitagii larvelor), fiind
identificati cei mai sensibili reprezentanti. Alegerea larvelor a avut loc de la orele 6% pani la 8
dimineata. Pentru frecare hartic a fost utilizatd o frunza maturd de dud, taiatd din conditii
naturale imediat inainte de experienta.

Studiul factorului fotonic la H. cunea. Pentru stabilirea legaturii dintre viabilitatea
populatiei si intensitatea fototaxisului, a fost utilizata metoda de selectie nocturna a larvelor dupa
incubare, care se foloseste la reproducerea Viermilor-de-matase. Au fost selectate larvele pentru
hranire, care s-au ecluzat in primele 40 de minute de la inceputul iluminarii oudlor. [luminarea a
fost efectuata cu lampi fluorescente timp de 16-18 ore.
cunea. A fost utilizat feromonul sexual monocomponent si bicomponent al femelelor, elaborat
de ESP ,,Biohimtech”. Masculii au fost transferati intr-o incapere fara femele, au fost plasati pe
foi de hartie (4 repetari a cate 100 de bucati) la o distanta de 5 cm unul de celalalt. La varful
antenelor acestora (2 cm), a fost aplicat bastonasul de sticla imbibat prealabil in feromonul
sexual (Tabelul 3.4), [189, p. 162-163].
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Tabelul 3.4. Dependenta manifestarii intensitatii stimulatorilor fata de viabilitatea

H. cunea
Varianta Viabilitatea Intensitatea manifestarii
larvelor, % factorilor de mediu, %

Martor 73,1+1,72 56+1,21
Selectia dupa factorul trofic 83,1+ 1,66 65+0,72
Selectia dupa factorul chimic 88,2 +1,29 70+1,07
(feromon)

Selectia dupa factorul fotonic 82,3+1,57 66=+1,11

Pentru a preveni zborul masculilor, H. cunea a fost fixata de aripi pe foi cu stifturi
entomologice. Testarea a fost efectuata dimineata la doua ore dupa aparitia masculilor (de la ora
8% pana la ora 10%°). Manifestarea raspunsului caracteristic masculilor a fost evaluati prin
reactiile de testare a miscarii antenei, membrelor anterioare, curbarea abdomenului si ,,dansul de
curtenie”. Masculii care au avut reactie de raspuns la actiunea feromonului au fost imperecheati.
Descendentii femelelor imperecheate cu masculii din lotul de control (fara selectie pentru
feromon) si varianta in care a fost efectuata selectia au fost crescuti separat, in conformitate cu
standardul pentru multiplicarea H. cunea.

In urma cercetirilor s-a stabilit, ci rata viabilitatitii a larvelor selectate dupa intensitatea
factorilor de mediu este mai mare decat in varianta martor. Astfel, selectia dupa factorul trofic la
H. cunea a constituit 10,0%, dupa factorul fotonic — 9,2%, iar dupa sensibilitatea fata de
feromonul sexual — 15,1%. A fost confirmata dependenta directd a manifestarii reactivitatii la
factorii specifici de nivelul viabilitatii larvelor de H. cunea (Tabelul 3.5).

Tabelul 3.5. Dependenta manifestarii intensitatii stimulatorilor fata de viabilitatea H.

cunea in functie de gradatia daunatorului

Gradatia Viabilitatea Intensitatea manifestarii la diferiti factori, %o

daunatorului

larvelor, %

factorul trofic

factorul termic

factorul fotonic

Faza cresterii a 5,6+4,3 9+ 3,0 14+£3,3 10+ 3,1
populatiei
Faza critica a 71,3+2,8 87+2,0 93,3+ 1,8 76+2,1

populatiei

Rezultatele denota, cd 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
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in Tabelul 3.5 demonstreaza viabilitatea larvelor la inceputul gradatiei populatiei, care a fost 71,3
% mai mare comparativ cu larvele din faza de crizd. Dependenta stabilitd are importanta
practica, deoarece se stie, ca numai larvele de H. cunea cu o viabilitate inaltd determina cresterea
semnificativd a populatiei, provocand focare de inmultire in masa a acestui daunator. Astfel,
determinand intensitatea excitantilor asupra pontelor depuse de H. cunea, este posibila
prognozarea dezvoltarii populatiei [181].
si intensitatea excitantilor studiati. In decursul evolutiei coadaptarea in sistemul ,,insecti-planta-
hrana” a fost asociatd cu formarea celor mai eficiente modalitati de a gasi hrana si depasi
barierele imunogenetice ale plantelor. Cresterea adaptabilitatii este insotita de stabilirea nivelului
optim pentru specia data si adaptabilitatea genetica a populatiei. Acest lucru este confirmat de
intensitatea mirosului feromonului sexual si raspunsul la lumina. Putem confirma, ca excitantii
sunt inclusi in faza de investigare ca componente ale unui act comportamental, in care acestea
sunt completate cu reactiile orientarii de cautare, in rezultatul carora insecta primeste informatie
de la factorii din mediul inconjurator. Toate acestea contribuie la realizarea fazei finale a unui act
comportamental. Din acestea rezulta, ca cu cat mai mare este manifistarea intensitatii reactiilor la
insecte, cu atat mai mare este capacitatea lor de adaptare la schimbarea conditiilor de mediu si au
mai multe sanse de supavietuire. Manifestarea intensitatii reactiilor poate fi consideratd ca o
masura a viabilitatii populatiei si poate fi utilizata pentru predictia dinamicii populatiei.
Utilizarea indicelui de intensitate a factorului trofic in selectia materiei prime pentru
crearea populagiei artificiale de insecte. Succesul tuturor programelor de entomologie tehnica
pentru cresterea in masa a insectelor depinde, in primul rand, de alegerea reusita a materialului
biologic initial. In acest sens au fost elaborate principiile si metodele de selectare a materialului
biologic initial pentru crearea culturilor de insecte [126] (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 buc.
min.
Straseni, faza critica 89+2.8 86,3+1,9 1126+18 420+21 1,2
a populatiei
Rezervatia stiintifica 4,8£2.0 2,24+2.4 651+23 20+12 26,2
,,codrii”, faza
cresterii populatiei
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Au fost colectate insecte de Omida-paroasa-a-dudului din populatii naturale avand diferiti
indicatori in functie de fazele de gradatie a focarului acestui daunator. Aceasta a demonstrat
eficienta inalta a aplicarii metodei rapide de selectie a materialului initial prin determinarea
intensitatii factorului trofic al larvelor pentru crearea unei culturi viabile. Astfel, la selectarea
neprotejata a larvelor a fost relevata diferenta semnificativa (p <0,001) in indicele de intensitate a
factorului trofic dintre indivizii din doud populatii. Acestea includ analiza populatiilor donatoare
prin caracteristici organoleptice, morfofunctionale si biochimice. Ulterior, materialul biologic
este crescut in laborator pentru determinarea corelarii dintre indicii culturii de insecte si
programul de reproducere a lor. Prin urmare, metoda utilizatd devine nepotrivitd pentru
selectarea materialului biologic si identificarea culturilor insectelor in timpul expeditiilor,
datorita timpului limitat. Pentru aceasta, s-a propus in selectarea materialului initial al insectelor
sa se tind cont de dependenta intensitatii factorilor specifici ai insectelor si de viabilitatea lor.

Rezultatele obtinute in rezultatul investigatiilor de teren au aratat, ca cele mai preferate
pentru H. cunea sunt plantele de dud, artar, salcie, mar, prun, la majoritatea populatiilor

daunatorului raportul dintre sexe constituie 1:1 (Figura 3.7).
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Fig. 3.7. Raportul dintre sexe la H. cunea, crescute pe diferite specii de plante
pe parcursul sezonului 2007
Totodata, cel mai mare procent de femele a fost inregistrat pe arborii de artar, dud, salcie,
prun si nuc. La alte specii de plante predomind masculii, care au dominat in raport de 2:1 fatd de
femele.
Cresterea ulterioara a materialului biologic a aratat cd, indivizii din populatia care
manifesta o reactivitate inalta fata de factorul trofic, au viabilitatea, masa medic a pupei si

fecunditatea femelelor semnificativ mai mare. Atunci, cand se selecteaza larvele este suficient sa
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se determine intensitatea factorilor specifici la larvele, ce au parasit oul. Experimentul a dovedit
ca populatia din Rezervatia stiintifica ,,Codrii” nu corespunde cerintelor pentru cultura de
insecte. Adultii au fost obtinuti din larvele colectate in conditii naturale, din masivele
Gospodariei silvice din raionul Straseni si liziera de padure din Rezervatia stiintifica ,,Codrii”,
crescute in conditii de laborator pe hrand naturald. in experimentele ulterioare au fost utilizati
adultii, selectati dupa urmatorii indicatori: marimea si aspectul, prolificitatea si fertilitatea
femelelor crescuti in conditii controlate (Tabelul 3.7).

Tabelul 3.7. Variabilitatea lungimii corpului la fluturii de H.cunea in functie de
factorul trofic (generatia I-a)

Nr. Planta-gazda Lungimea fluturilor (mm)
3 ¢

1. Dud 13,45+0,45 14,55+0,53
2. Artar 14,05+0,61 14,25+0,02
3. Salcie 9,82+0,26 12,18+0,28
4, Plop 8,78+0,55 11,20+0,94
5. Tei 10,99+1,31 11,43 +1,59
6. Mar 11,90+0,15 13,95+0,83
7. Par 8,96+0,67 8,97+0,17

8. Nuc 9,81+1,52 11,87+1,58
9. Cais 10,65+0,42 11,85+1,09
10. Prun 10,85+0,58 12,63+0,98
11. Cires 10,20+0,28 11,55+0,55
12. Visin 9,80+0,58 10,85+0,82

Boguleanu si colab. [2], Gomy [103] au stabilit, ca valorile ponderale si dimensionale ale
Omizii-paroase-a-dudului variaza mult in functie de dezvoltarea plantei-gazda: dimensiunea
corpului la femele variaza de la 14,2 mm, cind larvele sunt hranite cu dud pana la 8,32 mm la
cele hranite cu tei. La masculi dimensiunile variaza de la 11,36 mm, in cazul hranirii cu dud, si

pana la 7,98 mm la hranirea cu tei (Tabelul 3.8).

Tabelul 3.8. Indicatorii morfometrici ai adultilor de H. cunea crescuti pe diferite
substraturi nutritive

Substrat nutritiv Repetitia Lungimea | Anvergura Adulti cu | Media
corpului aripilor (mm) | anomalii,
(mm) %
? <) ? 3
Frunze de artar R: 14,4 12,5 35,5 29,8 8
R2 148 | 12,8 | 357 29,7 5 6.33
R3 14,5 12,1 33,4 29,5 6 '
Media 14,56 | 12,13 | 35,87 | 29,66
Agar+celuloza R1 13,9 12,7 33,9 27,2 9
_+_nutrien';ii _ R 138 | 12,0 | 34,0 26,8 7 8.33
proteici+amestecuri de | R, 130 | 115 | 33,2 28,5 9 ’
saruri minerale+apa Media 139 | 124 | 337 | 285 -
*tvitamine DEMo,05=2,88
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Ca urmare a studiului a fost determinat indicele sexual la femelele de H. cunea, stabilind

ca la cele de pe artar, salcie, nuc, cires si prun a fost la acelas nivel ca si la cele care s-au de pe

dud (Figura 3.8).

0,7

Dud Artar Salcie Plop Tei Mar Par Nuc Cais Cires Prun Visin
Planta gazda DEM, 45=0,08

Fig. 3.8. Indicele sexual la pupele de H. cunea in functie de factorul trofic

Indicele sexual al femelelor, care s-au dezvoltat pe alte specii de plante a fost mai mare
Rezultatele reprezentate indica, cd la arborii ornamentali si forestieri (dud, artar, salcie, plop si
tei), indicele sexual la fluturi a variat de la 0,36 la tei pand la 0,59 la artar. In cazul pomilor
fructiferi, indicele sexual a variat de la 0,38 la cais si pana la 0,47 la nuc. La femele, cea mai
mare lungime a corpului de 14,55+0,53 mm s-a inregistrat la femelele, larvele carora au fost au
hranite cu frunze de dud, iar cea mai mica — de 12,20+0,94 mm, la cele crescute din larve hranite

cu frunze de plop (Figura 3.9 (a,b)).

Fig. 3.9. Adultii (?) in timpul inmultirii H. cunea (a, b), 2014
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S-a stabilit, ca planta-gazdd este un factor important care guverneaza procesul de
dezvoltare si factorul de optimizare a cresterii populatiei daunatorului Analizand rezultatele
cercetarilor prezentate in tabelul 3.9 s-a constatat, ca la cresterea larvelor pe hrand naturala,
lungimea corpului femelelor este in medie de 14,56 mm, iar anvergura aripilor 35,87 mm. La
masculi lungimea medie a corpului este de 12,13 mm, iar anvergura aripilor 29,66 mm. in
varianta cresterii larvelor pe mediu sintetic adultii au marimi mai mici: femelele au lungimea
medie a corpului de 13,9 mm si anvergura aripilor de 33,7 mm, iar masculii 12,4 mm si respectiv
28,5 mm. Procentul de adulti anormali in varianta cresterii pe mediu sintetic a fost de 8,33 %, iar
pe hrand naturala de 6,33 %. Selectia adultilor a fost efectuata pe baza caracteristicilor
morfofiziologice. Au fost selectati adultii cu lungimea de 11-14 mm si anvergura aripilor de 26-
33 mm, masculii fiind mai mici decat femelele.

Stabilirea prolificitatii, modului si duratei de depunere a pontei la femelele colectate in
camp si la cele obtinute in conditii de laborator. Temperatura si umiditatea aerului determina in
mare masura viteza de dezvoltare, nutritia, durata de viata, prolificitatea adultilor, voracitatea si

comportamentul insectelor (Figura 3.10 (a,b)).

Fig. 3.10. Depunerea pontei de citre femela H. cunea, (a, b), 2013

Observatiile au fost efectuate zilnic. In prima viviera fluturii si-au petrecut cea mai mare
parte a timpului pe dud si au depus oud pe frunze. In a doua vivierd, fluturii nu au reactionat la
plantele cultivate si ouale au fost depuse pe peretii vivierii, iar in cea de-a treia viviera, fluturi au
preferat plantele de artar, unde au depus ponte de oua. Astfel, atat in conditii naturale de
dezvoltare, cat si controlate H. cunea prefera depunerea pontelor de oud pe planta-gazda (Tabelul

3.9).
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Tabelul 3.9. Efectul temperaturii si umiditatii asupra dezvoltarii pontelor

Temperatura | Numirul de | Umiditatea Eclozarea larvelor Durata medie
aerului,’ C | oud, buc. relativa a a dezvoltarii
aerului, % indivizi % embrionare,

zile

20 40 75 15 38,0 12,25
40 85 18 45,0 9,5
40 100 25 67,5 9,5
25 40 75 18 35,0 9.6
40 85 26 70,0 7,5
40 100 32 80,0 6,5

30 40 75 9 25,0 6,25
40 85 36 90,0 55
40 100 38 95,0 55

Este cunoscut faptul cd temperatura influenteazd semnificativ dezvoltarea embrionara.
Atunci, cand oudle sunt tinute la temperatura de 20°C in conditii de laborator, durata dezvoltarii
embrionare este cuprinsa intre 6 si 8 zile, iar la 30°C intre 3 si 4 zile. De asemenea, umiditatea
mediului determina durata dezvoltarii embrionare, desi nu este atat de evidenta S-a constatat, ca
conditiile optime pentru dezvoltarea pontelor este umiditatea relativd de la 70 pana la 85% si
temperatura de 25-30°C, la care se inregistreazd durata minima de dezvoltare embrionara si
numarul maxim de larve eclozate (Tabelul 3.10).

Tabelul 3.10. Influenta umidititii asupra duratei de dezvoltare a stadiului de crisalid:

Temperatura | Numirul de | Umiditatea Eclozarea fluturilor Durata medie
aerului,’C pupe, buc. relativa a a dezvoltarii
aerului, % indivizi % stadiului  de
crisalida, zile

20 25 75 9 35,0 17,5

25 85 8 45,0 17,5

25 100 8 65,5 17,5

25 25 70 9 35,0 15,0

25 85 8 65,0 15,0

25 100 9 85,0 15,0

30 25 75 9 25,0 13,5

25 85 6 98,0 11,5

25 100 7 95,0 11,5

Larvele de varsta a treia sunt hranite intens si cresc foarte repede. Naparlirea are loc la 3-
4 zile, lungimea corpului ajunge la 9,8-10 mm. La aceasta varsta, larvele se hranesc cu
parenchimul frunzelor, ldsand doar scheletul. Durata celei de a patra varste este mult mai
indelungata si constituie 4-5 zile. In aceasti perioada larvele cresc rapid si sunt foarte vorace. La
momentul naparlirii ating o lungime de 25-32 mm. Datele prezentate in tabelul 3.10 arata ca doar

din 30-40% pupe au zburat fluturi. Restul pupelor au ramas la stadiul de diapauza facultativa.
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Pentru a confirma aceastd ipoteza, a fost testata reactivarea suplimentard a pupelor. In acest scop,
acestea au fost deplasate intr-o camera de racire, in care a fost mentinuta temperatura de + 5-7°C
timp de 10 zile. Ulterior temperatura a fost majorata pana la 20°C. In a 16-18-a zi, 30% din
fluturi au zburat, restul pupelor fiind moarte. In conditii de laborator a fost posibil sa se obtina
date privind reactivarea pupelor, indicand faptul ca din 60-70% de pupe au zburat fluturi.

Ca urmare a studiului actiunii prolificitatii si modului de depunere a pontei de ouda 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 (Figura 3.11, 3.12).

196 oud

® Frunze 2080ud ® Hartie/rama Hartie/plafon

m Hartie/planseu = Hartie/tavan u Plasd

Fig. 3.11. Prolificitatea medie a unei femele colectate din natura si
comportamentul de ovipozitie in conditii de laborator

Starea diapauzei facultative este cunoscutd pentru multe specii de insecte, inclusiv si
pentru H. cunea. Cauzele diapauzei doar a unor indivizi din aceeasi populatie nu au fost inca
elucidate. S-a demonstrat, ca aceasta este o adaptare la conditiile nefavorabile. Ouile sterile se
disting prin culoarea galben-portocalie. Pontele depuse in conditii de laborator de femelele H.
cunea colectate in natura, contin de la 208 pana la 1661 oud, media fiind — 544,3. Numarul de
ponte depuse variazd de la 1 pana la maximum 2. Ovipozitia a avut o perioadd cuprinsd intre
doui si sase zile, cu media de 2,1 zile. In conditii naturale copularea se desfisoara numai in zorii
zilei, la rasaritul soarelui. Femelele capturate isi depun pontele in perioada cuprinsd intre 2-6
zile. Daca aceste femele ulterior sunt fecundate, acestea pot depune oud fertile. Ovipozitia
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 oua pe suprafata inferioara a frunzelor de

dimensiuni mici intr-un singur strat.
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Fig. 3.12. Prolificitatea medie in functie de ovipozitie la femelele speciei H. cunea crescute
pe mediu artificial in conditii de laborator
Oul rotund, galben-verzui cu diametrul de 0,5-0,7 mm, pe masurda ce embrionul se
dezvolta, devine la culoare gri murdar. Femelele plaseaza oudle prin gramezi 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.

In comparatie cu datele obtinute in investigatii, datele din literatura de specialitate la fel
denota faptul ca numarul de oud depuse variaza in mod considerabil in functie de mai multi
factori. Jasic et al. (1958) a constatat ca fecunditatea femelelor din prima generatie coreleaza
direct cu greutatea crisalidelor din care au provenit, calitatea hranei pe care au avut-o la
dispozitie larvele, precum si cu temperatura din timpul dezvoltirii larvare. In Romania
Boguleanu (1973) a obtinut - 620 de oua, si lamandei (2005) ca profilicitatea femelei de
H.cunea in laborator are valori medii 630 de oua pe substrat natural. Cel mai mare numar de oua
916 a fost obtinut la 26°C, in timp ce in conditii de camp, in Cehia, numarul mediu de oua
depuse variazi intre 450 si 800. In Ungaria, Nagy si colab., (2003) au demonstrat, ci numarul de
oud variaza si 1n functie de planta cu care s-a hranit larva: 953 de oua la hranirea cu dud si 563 —
CU nuc.

Controlul calitatii materialului biologic. Suportul preferat pentru ovipozitie de catre
femelele de H. cunea colectate din camp sunt frunzele introduse in acest scop in custile de
crestere. Femelele de H. cunea obtinute in generatiile succesive, crescute in conditii de laborator

nu au o preferintd vizavi de suportul pentru depunerea pontelor (Tabelul 3.11).
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Tabelul 3.11. Dependenta duratei incubatiei oualor de H. cunea de valorile
temperaturii din camera de incubatie

Temperatura din camera Durata incubatiei (zile)
de incubatie, °C
Minima - maxima medie
20+2°C 8-15 12,5
25+2°C 6-12 9,9
30+2°C 4-8 8,7

Conform datelor obtinute, durata incubatiei a avut valori medii cuprinse intre 11,25 zile,
la varianta 20+2°C  si 6,25 zile in varianta mentinerii in camera de incubatie unei temperaturi de
30+2°C. Imediat dupa ecloziune, larvele neonate erau foarte active, migrand in vasele de
incubatie, fapt care a indicat, ca acesta este momentul propice pentru transferul lor in vasele de

crestere.
Stabilirea duratei incubatiei si viabilititii oudlor a H. cunea in conditii de laborator. In

cercetarile efectuate in cadrul IGFPP au fost colectate ponte si depuse pe mediul de crestere
(Tabelul 3.12).

Tabelul 3.12. Viabilitatea pontelor depuse de femelele cunea obtinute in conditii de

laborator
Repetarea Numir oui/ponti Intervalul de ecloziune| Rata de ecloziune, %
(zile)
1 427 6-7 81,12+0,19
2 520 5-7 98,23+ 0,33
3 634 6-7 85,16 + 0,36
4 529 5-7 76,10 + 0,20
5 508 5-7 89,00 + 0,30
6 576 6-7 82,57+ 0,67
7 624 3-6 82,45+ 0,57
8 648 5-7 82,44 £ 0,34
9 490 4-6 73,57 +0,37
10 678 5-7 79,34+ 0,51
Media 563,4 - 82,99 + 6,90

Analizand rezultatele din tabel s-a constatat, ca procentul de ecloziune al oualor in mediu

in conditii de laborator a fost de 82,99 + 6,90 la o durata a incubatiei de la 4 pana la 7 zile.

Stabilirea duratei incubatiei §i fertilitatii oudlor de H. cunea colectate in conditii
naturale. Cercetarile efectuate in conditiile IGFPP au demonstrat, ca imediat dupa ecloziune
larva neonata se hranea partial cu corionul oului. Desi ecloziunea unei ponte poate continua timp

de 3 zile, cea mai mare parte a larvelor neonate apar in cateva ore. Procentul de ecloziune al
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oudlor a fost de 81,54 £ 9,32 iar durata incubatiei de la 4 pana la 8 zile. Datele din literatura

confirma rezultatele obtinute (Tabelul 3.13).

Tabelul 3.13 Viabilitatea pontelor depuse de femelele de H. cunea colectate in conditii de

camp
Repetarea Numir oui/ponti Intervalul de Rata de ecloziune, %
ecloziune (ziua)

1 634 4-6 83,80+ 1,15
2 278 5-7 70,99 + 1,29
3 357 6-7 85,44 + 0,74
4 786 7-8 68,81+ 0,91
5 418 5-6 7481+ 1,11
6 512 7-8 94,79 £ 0,59
7 415 4-7 75,41+ 0,51
8 934 7-8 87,50 + 0,46
9 433 4-6 78,66 + 0,43
10 351 6-8 95,20 + 0,5

Media 81,54 £ 9,32

Ehrenhardt et al. (1953) au inregistrat in conditii de laborator, la temperatura de 24-25°C,
o duratd a stadiului de ou la specia H. cunea de 8 zile. In laboratorul de Control Biologic din
Zemun, Slovenia, la temperaturd de 27°C si umiditatea de 70 % durata stadiului de ou a fost de
8-9 zile [213].

Stabilirea spectrului trofic (culturi agricole, silvice §i decorative) al H.cunea. Aceasta
insecti ataci mai mult de 630 specii de arbori, arbusti si plante erbacee. In America sunt
inregistrate 120 specii de plante care sunt afectate de larvele H.cunea, in Europa Centrald — 234
specii, inclusiv mai mult de 30 specii de plante fructifere, 100 specii de arbori si arbusti s1 100
specii de plante erbacee [207, p. 254-265 ], [223], [2, p. 167-175].

in conditiile Republicii Moldova au fost semnalate 124 specii de plante din 43 familii cu
care se hranesc larvele de H. cunea, iar pentru cresterea larvelor H.cunea in conditii de laborator
— 26 specii de plante, date ce confirma spectrul trofic mentionat pentru tarile din Europa si se
incadreaza in lista celor peste 630 specii de plante cunoscute ca substrat trofic pentru aceasta
specie (Tabelul A 3.1).

In Figurile 3.13-3.25 sunt prezentate unele aspecte ale daunelor aduse spatiilor verzi si
gradinilor de catre larvele de H. cunea. Se stie, ca factorul trofic are un efect considerabil asupra
dinamicii proceselor fiziologice ale insectelor si determina, de asemenea calitatea lor. S-a

stabilit, ca vitalitatea si productivitatea.
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Viermelui-de-matase (Bombyx mori), sunt in mare masura dependente de calitatea hranei
si capacitatea larvelor de a o distinge. A fost demonstrat rolul hranei ca factor de optimizare a
cresterii populatiei de insecte. In conditii de laborator durata dezvoltirii insectelor la buburuza cu
sapte puncte (Coccinella septempunctata) depinde, in mare masura, de hrana propusa. In cazul,
in care insectele sunt hranite cu afidele aceleiasi specii durata medie de viata a oualor la insecta a
durat de doua ori mai mult decat in cazul, in care se hraneau cu ambele specii de afide. Nutritia
H. cunea in I-a si a III-a varsta cu frunze de varietatile salbatice de dud, iar in varsta IV-V-a — cu

frunze de dud cultivate, a contribuit la uniformitatea dezvoltarii larvelor [39].

Cercetari privind metoda de crestere a adultilor de H. cunea in conditii controlate. In
prezentul tabel sunt prezentate rezultatele stabilirii cerintelor nutritionale ale adultilor de H.
cunea. Cerintele nutritionale ale adultilor la lepidoptere sunt mai modeste fata de cele ale
larvelor si difera de la specie la specie.

Astfel, hrana speciilor de Heliothis consta intr-un amestec de zahar, melasa, miere, suc de
piersici, drojdie si apa; la speciile de Agrotis — din bere, sucroza, acid ascorbic, cisterna si miere,
iar la Cydia pomonella — din miere, acid ascorbic, tiamina, riboflavina, niacina si colina in apa

(Tabelul 3.14).

Tabelul 3.14. Influenta hranei asupra longevititii adultilor de H. cunea
crescuti in conditii controlate

Varianta (solutii nutritive) Longevitatea, zile
Minima-maxima media
Apa filtrata 2.5 45
5% zaharoza 2.9 6.6
10% zaharoza 3-12 8.9
S -

15% zaharoza 315 115
5% miere in apa 3.8 77
10% miere 1n apa 4-13 11.3
15% miere 1n apa 515 11.9
Mediu standard (faind de grau, mélai, masa vegetald
uscatd, lapte praf, drojdii uscate, glicerol si miere) 2-14 10,9

Miere (5%), zahar(5%),

Acid ascorbic (1%) 5-14 9,9
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Fig. 3.13. Aspect privind atacul larvelor de H. cunea la plop (a, b)

Fig. 3.14. Aspect privind atacul larvelor de H. cunea la vita-de-vie ( c, d)
2012, Stingaci A

Fig. 3.15. Particularitatile atacului larvelor de H. cunea la gutui (e) si salcie (f),
2012, Stingaci A
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Fig. 3.17. Aspect privind atacul larvelor de H. cunea la visin () si prun (m)
2007-2008, Stingaci A

Fig. 3.18. Scheletarea aparatului foliar la atacul larvelor de H. cunea la artar (n, o),
2012, Stingaci A
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Fig. 3.19. Partlcularltatlle scheletarll cauzate de larvele H. cunea la artar (p, r), 2014,
Stingaci A

Fig. 3.20. Atacul larvelor de H. cunea la lemn canesc (Ligustrum vulgare) (s, t), 2014,
Stingaci A

Fig. 3.21. Atacul larvelor de H. cunea la stejar brumariu (Quercus pedunéuliflora) (9, h),
2014, Stingaci A
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Fig. 3.24. Atacul larvelor de H. cunea la dud (m, n), 2013, Stingaci

91



Numarul optim de adulti intr-o boxa utilizata pentru cresterile Tn masa a speciei H. cunea
este de 60, maximum 100. In cazul, in care se depaseste limita admisa, atunci aglomerarea
indivizilor si numarul manipularilor sunt prea mari, iar sub nivelul de 60 de indivizi, nu are lor

completarea si explorarea efectiva a spatiului (Figura. 3.25, 3.26 a, b).

Fig. 3.25. Aplicarea biopreparatului baculoviral contra larvelor H. cunea (a) aflate pe
frunze de dud (b)

Fig. 3.26. Aspectul vivierei (a,b) pentru imultirea in masa a speciei H. cunea
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Fig. 3.27. Cresterea in conditii dirijate (a, b, ¢) a larvelor de H. cunea

ca sursa de obtinere a biopreparatului baculoviral, 2012

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 inmulgire 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 probleme nu sunt pe deplin elucidate.

Optimizarea structurii spagiale a larvelor de H. cunea dupa densitatea distributiei
indivizilor. Observatiile efectuate asupra H. cunea au aratat ca in ultima varsta (a cincea la
masculi si a sasea — la femele) larvele au o greutate maxima, ,,lupta pentru spatiu” si escaladeaza.
In acest caz, o parte din indivizi se impupeaza in partea de jos a vasului — ,,strat inferior”, iar altii
pe capace (pe tifon) — ,nivel superior”. S-a stabilit, ca acest lucru se datoreaza activitatii
motorice a larvelor. S-a presupus, ca generagia indivizilor H. cunea, impupate pe capace
(activitatea motorica mare la larve), va avea un indice de viabilitate mai mare, decét descendentii
impupati pe partea de jos a vasului (activitatea motorica mica la larve).

Pentru a afirma cele mentionate mai sus in decursul a sase generatii au fost selectate
femele si masculi de H. cunea impupate pe nivelul ,,superior” si ,,inferior”. Imperecherea
indivizilor a fost efectuata in cadrul experientelor, iar in a treia si a sasea generatie au fost

determinati indicii biologici ai urmasilor. In baza cercetirilor efectuate au fost stabilite
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particularitatile influentei selectiei indivizilor de H. cunea, care prefera impuparea la diferite
niveluri spatiale, asupra indicilor biologici ai urmasilor (Tabelul 3.15).

Tabelul 3.15. Indicii biologici ai H. cunea in functie de preferintele impuparii

Selectia generatilor  |Locul Greutatea medie a pupelor, mg
impuparii
femele masculi
Dupa trei generatii Sus 1135411 * 1135+11 *
Jos 79949 * 79949 *
Dupa sase generatii Sus 1345+10 * 1345+10 *
Jos 901+10 901+10

Nota: * Diferentele au fost semnificative la <0,05

Datele obtinute denota ca la descendentii indivizilor, ce s-au impupat in partea superioara
a Vvasului, viabilitatea omizilor si greutatea pupelor (atit la femele cat si la masculi) este
semnificativa (p <0,05) si sunt mai mari fata de cele ale descendentilor indivizilor, impupati pe
partea de jos a vasului, constituind 17,7% dupa 3 generatii si 28,7% dupa 6 generatii.

Aceast fapt confirma ipoteza propusa, privind dependenta directd dintre activitatea
larvelor si viabilitatea lor. Astfel, optimizarea distributiei spatiale prin selectionarea insectelor
impupate in nivelurile superioare ale vaselor (cu activitate motoricd mare), permite selectarea

unor indivizi mai viabili si productivi ca material de reproducere mai calitativ (Tabelul 3.16).

Tabelul 3.16. Timpul necesar pentru obtinerea a 1000 de adulti de H. cunea in cele
doui variante, in conditii de laborator

Activitatea Nr. ore
larve crescute larve crescute
individual in grup

Prepararea mediului 1 1
Supravegherea ecloziunii larvelor 0,5 0,5
Instalarea variantelor 75 0,5
Transferul larvelor in alte vase 0 25
Supravegherea aparitiei crisalidelor 2,5 2,5
Transferul crisalidelor 0 3,5
Spalat vase crestere 4 5
Supraveghere aparitie adulti 2,5 2,5
Instalare valierilor pentru adulti 5 5
Transfer adulti in valierele de crestere 3,5 3,5
Total 26 48

Pentru producerea indivizilor este necesar o perioada de timp anumita. Analizand datele
prezentate in tabelul de sus s-a constatat, cd in varianta cresterii individuale au fost necesare 26

ore/om, iar la cresterea in grup — 48 de ore/om.
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Este cunoscut faptul, ca pentru cresterea larvelor in masa de Lymantria dispar pe ghinda,
densitatea optima admisa este de 20 de larve intr-un vas de 0,5 litri. in scopul cresterii
indiviziilor pana la ultima varsta se recomanda sa se includa intr-un borcan de 0,5 litri femele
(varsta 6-a) cate 10 larve. A fost studiata influenta densitatii larvelor (10 si 20 de larve intr-un
vas de 0,5 litri) asupra dezvoltarii ulterioare a populatiei de diferita densitate (respectiv 10 si 20

de larve) (Tabelul 3.17).

Tabelul 3.17. Dependenta viabilitatii descendentilor larvelor de H. cunea
de densitatea lor in generatia parentala

Densitatea de intretinere, Viabilitatea,%
buc./051
Descendenti | Descendenti control fari selectie descendenti materni dupa
parentali materni selectie
10 - 86,3+1,8 -
10 - 85,6+1,2
20 - 80,5+1,9
20 - 80,6+1,4 -
10 - 94,9+1,1
20 - 91,1+0,9

A fost demonstrat, ca distributia spatialeaa populagiei contribuie la formarea genotipurilor
adaptate la o densitate mai mare. Rezultatele privind dependenta viabilitatii descendentilor
larvelor de H. cunea in a 3-a si a 6-a generatie in functie de densitatea in generatia parentald. Din
datele expuse in tabel reiese, ca la intretinerea a cate 10 larve de generatii parentale intr-un
borcan de 0,5 litri viabilitatea materialului de reproducere a fost mai mare cu 5,7%, fata de
varianta ce prevedea 20 de larve in 0, 5 I. Insi, densitatea mai mare a generatiei parentale (20 de
larve/borcan de 0,5 I) contribuie la sporirea viabilitatii generatiei urmatoare in special dupa 6
generatii (4 %). Astfel, se poate de afirmat ca la specia H. cunea, fiind sensibild la densitatea de
intretinere a indivizilor, este posibila selectareca genotipurilor adaptate la indici mai mari ai
densitatii. Pentru cresterea H. cunea, se recomanda cultura de insecte pentru mai multe generatii,

la 0 densitate a cate 20 de indivizi per 0,5 litri.

3.5. Elaborarea procedeelor biotehnologice de obtinere a biomasei virale §i constituirea
preparatelor biologice de combatere a H. cunea
S-a demonstrat, ci in componenta preparatului viral este necesar s-i se contina circa 6X10°

poliedre. Aceasta a contribuit la obtinerea preparatului baculoviral. Tot odata s-a constatat, ca
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pentru obtinerea cantitatii necesare de preparat baculoviral la tratarea unui hectar Tmpotriva

larvelor de H.cunea sunt necesare circa 5000 de larve virusate (Figura 3.28).
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20

B Mortalitatea medie produsd de Virusul Granulozei, %
B Mortalitatea inregistrata in lotul martor, %

Fig. 3.28. Susceptibilitatea larvelor de H. cunea de diferite varste la infectia cu virusul

granulozei in lotul experimental si martor

Rezultatele prezentate in Figura 3.28 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). La varsta a cincea mortalitatea
este foarte redusa (9,3%), apropiatd de valoarea mortalitatii inregistrate in cazul larvelor din
variant 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 importanta deosebita
cand se pune problema utilizarii virusului in limitarea densitatii populatiilor de insecte

daunatoare.

Elaborarea metodei de colectare a larvelor. S-a colectat exclusiv larvele cu simptome
specifice infectiei virale. Caracteristic pentru larvele de H. cunea infectate cu baculovirusuri este
ca in prima faza isi pierd coordonarea normala a miscarii, devenind foarte agitate. Consuma mai
putina hrana, isi pierd sensibilitatea fata de diversi excitanti mecanici. Se deplaseaza catre partile
superioare ale vaselor sau boxelor de crestere. Se fixeaza de pereti, capacul vasului sau pe ramuri
raimanand atdrnate de substrat, agitate cu picioarele abdominale false. In ultimele stadii ale

infectiei, tegumentul larvelor infectate se poate rupe foarte usor. Larvele moarte ca rezultat al
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infectiei, lasate in vasele de crestere, boxe sau alte recipiente la temperatura camerei au prezentat
un risc sporit de aparitie a suprainfectiei. Inliturarea cu ajutorul pensei a larvelor moarte in
rezultatul infectiei cu baculovirusuri trebuie efectuatd cu mare atentie, fiind o metoda de
colectare utild in cazul cercetarilor legate de izolarea agentului patogen, de evidentiere a
procesului infectios etc., in cazul cand nu se lucreaza cu o cantitate mare de material biologic.
Pentru colectarea in procesul de obtinere a peparatului viral s-a folosit dispozitivul cu vid.
Pdstrarea larvelor virozate. Investigatiile multianuale privind pastrarea preparatelor
baculovirale au permis de a evita un sir de variante. Larvele, prezentand simptomele infectiei cu
baculovirusuri, s-au pastrat in pungi de plastic a cate 0,5 kg, in congelator la temperaturi de -10 —

-25°C, pana la terminarea procesului de colectare care s-a realizat pe etape (Tabelul 3.18).

Tabelul 3.18. Durata de pastrare a larvelor de H. cunea virusate
in functie de metoda utilizati la pastrare

Modul de pastrare Temperatura Durata de pastrare
Pungi de plastic, in frigider +4°C Maximum 24 ore
Pungi de plastic, in congelator - 10°C O saptamana
Pungi de plastic, in congelator -15°C Doua saptamani
Pungi de plastic, in congelator - 25°C Un an
Pungi vidate, in frigider +4°C O saptamana
Pungi vidate, in congelator - 10°C Un an
Pungi vidate, in congelator -15°C Doi ani
Pungi vidate, in congelator -25°C 4 ani >

Rezultatele prezentate in tabelul 3.22 denotd, ca modul de pastrare in pungi vidate in
congelator la temperaturi de (-15 — -25°C) asigura conditiile optimale, ceea ce constituie

pastrarea de la o saptamana in frigider pana la patru ani si mai mult in congelator.

3.6. Particularitatile identificarii VPN si VG la H. cunea prin aplicarea microscopiei optice si
electronice

Identificarea baculovirusurilor este indispensabil legata de acumularea informatiei
privind particularitatile structurale si ultrastructurale ale virionilor. Informatia cea mai completa
si cea mai veridica despre structura lor poate fi obtinuta la aplicarea metodelor microscopiei
optice si electronice. Luand in considerare importanta acestor cercetari in diverse domenii de

investigatie si tindnd cont de diversitatea baculovirusurilor care afecteaza H. cunea, au fost
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aplicate un sir de metode, in baza carora s-au efectuat lucrari de pregatire a materialului
biologic, a grilelor, solutiilor si peliculelor.

In procesul de identificare a baculovirusurilor absolut necesara este purificarea lor.
Procesul de purificare este determinat de proprietatile hidrodinamice si fizico-chimice ale
incluziunilor. La fazele initiale purificarea VPN si VG nu se deosebeste esential. Larvele moarte
se macereazd cu ajutorul omogenizatorului sau se faramiteazd in piulitd. Masa biologica
amestecata cu bidistilat steril se filtreaza prin plasa de capron.

Pentru purificarea VPN au fost utilizate mai multe aspecte, printre care si modificarea
propusa in cadrul investigatilor care constd din urmatoarele etape: Suspensia virala filtratd s-a
centrifugat timp de 30 min la 1000 rotatii/min in centrifugd TLN-2. Precipitatul metodologic
obtinut s-a spalat de 3 ori cu apa. Suspensia obtinutd este supusd centrifugarii in gradientul de
zaharoza in concentratiele 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 se obtinut fractii practic pure de SPVC. Pentru purificarea VG au fost verificate mai
multe metode, care prevad aplicarea procedeelor de centrifugare diferentiala, diverse concentratii
a gradientului de zaharoza precum si alternarea lor. Rezultate valoroase au fost obtinute la
centrifugarea timp de 45 min in gradientul densitatii zaharozei la 13 200 g. Stratul de granule
dupa fractionare s-au spalat pentru eliberarea de zaharoza.

Pentru identificarea expres a virusului poliedrozei nucleare a daunatorului H. cunea a
fost aplicata microscopia opticd si electronicd, care prezintd rezultate suficiente pentru
diagnosticarea, titrarea si determinarea calitagii biomasei si preparatelor baculovirale. Pentru
fixarea materialului biologic s-a realizat solutia de 2% de aldehida glutarica pregatita pe solutia
de tampon cacodilat. Spalarea probelor s-a efectuat in solutie tampon cu continutul urmator: 50%
tampon cacodilat, 50% apa bidistilata si 5 g zaharoza. Postfixarea probelor s-a efectuat in solutie
de 4% de OsOa.

Pentru cercetarea particularitatilor morfologice si biochimice ale virionilor incapsulati in
cadrul SVC sau SPVC s-au aplicat diverse metode, care se bazeaza pe proprietatile proteinelor
din componenta matricei baculovirale (poliedrind si granulind) de a se solubiliza in solutiile
tampon cu pH titrat pentru anumite specii de virus. In acest scop se aplica centrifugarea
fractionara, care permite sedimentarea proteinelor la accelerarea de 2000 g, iar a virionilor la

20 000 g (Figurile 3.29-3.34).
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Fig. 3.29. Aspectul virusului poliedrozei nucleare la H. cunea in frotiuri

colorate cu fuxina si cercetate la microscopul optic (1800%)

Fig. 3.30. Particularititile virusului granulozei la H. cunea la

microscopul cu contrast de fazi (2000%)
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Fig. 3.31. Ultrastructura larvelor de H. cunea infectate cu virusul poliedrozei nucleare si
virusul granulozei in infectia mixta la aceasta insecta
Materialul fixat in aga mod s-a deshidratat in serii de acetona (20%-100%), iar apoi s-a
turnat in capsule in amestecul de rasini cu componenta urmatoare: amestecul A — 15 g, amestecul
B — 15 g si DMP de 2% — 600 mg. Sectiunile ultrafine au fost obtinute la ultramicrotomul
Reichert-lung (Austria), au fost contrastate cu solutie acvatica de 2% de uranil-acetat timp de 30

min, iar apoi contrastate cu citrat de plumb dupa Reynolds.

Fig. 3.32. Particularitatile morfologice ale granulelor la H. cunea cercetate la

contrastarea pozitiva cu uranil acetat (21500%)
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Fig. 3.33. Particularititile morfologice ale granulelor la H. cunea cercetate in sectiunile

ultrafine la microscopul electronic cu transmisie (20000%)

Analiza morfometricd a incluziunilor baculovirusurilor H. cumea, demonstreaza ca
poliedrele VPN caracteristicile acestei insecte au dimensiuni medii (11,2-13,1x0,7-0,8 mcm),

ceea ce corespunde cu rezultatele inregistrate in cercetarile altor savanti [10].

Fig. 3.34. Aspectul morfologic al infectiei baculovirale mixte (Granule si Poliedre) la H.
cunea cercetate la microscopul electronic cu baleaj
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Dimensiunile nucleocapsizilor din componenta suprapoliviriocapsizilor extrasi din
larvele moarte de H. cunea se caracterizeaza prin valori medii (215-222x35-38 nm) si coincid cu
datele altor investigatii stiintifice.

Supraviriocapsizii (granulele) H. cunea reprezinta incluziuni oval-alungite cu dimensiuni
de 0,35-0,5x0,25-0,3 mcm, in capsida carora este inglobat cate un nucleocapsid, dimensiunile

carora constituie 270-275x25-27 nm.

3.7. Concluzii la capitolul 3

1. Au fost izolate si identificate 3 suse de baculovirusuri la H. cunea provenite din
trei surse naturale pe teritoriul Romaniei si Republicii Moldova.

2. Au fost identificate 124 specii d plante din 43 de familii cu care se hranesc
larvele de H.cunea si acceptate in laborator ca gazda 26 specii de plante pentru cresterea
larvelor H.cunea in Republica Moldova, ceea ce confirma spectrul trofic mentionat
pentru tarile din Europa si care se incadreaza in lista celor peste 630 specii de plante
cunoscute ca substrat trofic pentru aceasta specie.

3. Au fost optimizate procedeele tehnologice de crestere a larvelor pe medii
nutritive si optimizate formularile existente prin adaugarea unor substante, ceea ce
asigura imbunatdtirea parametrilor biologici (reducerea duratei dezvoltarii larvare,
reducerea mortalitatii in stadiul larvar, cresterea prolificitatii femelelor).

4.S-a demonstrat dependenta calitatii materialului  biologic de valorile
temperaturii, durata zilei, fotoperioada si calitatea hranei in stadiul larvar.

5. A fost stabilitd dependenta greutatii crisalidelor asupra viabilitatii lor,
frecventei cazurilor de teratogeneza, prolificitatii femelelor obtinute, ce a permis
recomandarea eliminarii materialului biologic de calitate inferioara (subponderal, cu
deformari morfologice).

6. Comparand cerintele trofice ale adultilor de H. cunea cu cele ale altor specii de
lepidoptere s-a constatat ca acestia nu sunt pretentiosi: o solutie de zahar sau de miere in
concentratie de 10-15% este suficienta pentru mentinerea viabilitatii si fertilitatii la

parametri normali.
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7.S-a determinat ca durata de pastrare in pungi vidate in congelator la
temperatura -15 °C — -20°C a larvelor infectate cu baculovirus asigurd conditii optimale
de pastrare pana la 6 ani.

8.Au fost determinate dimensiunile nucleocapsizilor din componenta
suprapoliviriocapsizilor, extrasi din larvele moarte de H. cunea, valori medii (215-
222x35-38 nm) si coincid cu datele altor investigatii stiintifice. Supraviriocapsizii
(granulele) la H. cunea reprezinta incluziuni oval-alungite cu dimensiuni de 0,35-
0,5%0,25-0,3 mcm, in capsida carora este inglobat cate un nucleocapsid, dimensiunile

carora S-au incadrat 270-275%x25-27 nm.
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4. ESTIMAREA EFICACITATII PREPARATULUI VIRAL VIRIN-ABB-3
iN COMBATEREA OMIZII-PAROASE-A-DUDULUI (HYPHANTRIA
CUNEA DRURY)

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

Pentru perfectionarea si determinarea calitatii 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
biologicd pentru realizarea preparatului viral este constituitd din larvele de H. cunea virozate
natural, recoltate din natura in in momentul aparitiei epizootiilor virale. O faza deosebit de
importanta 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 evidenta
faptul ca acestea includ o singura nucleocapsida, mai rar doud, in aceeasi supraviriocapsida.

Purificarea incluziunilor virale din materialul biologic obtinut s-a efectuat in doud faze.
Pentru obtinerea pulberii de granule in stare pura filtratul a fost supus unei centrifugari la 6000
rotatii/min timp de 10 minute (Figura 4.1). Sedimentul a fost reluat intr-un amestec de alcool si
eter etilic in volume egale si supus unei noi centrifugari timp de 10 minute la 6000 rotatii/min.
Sedimentul rezultat a fost reluat in alcool si recentrifugat in aceleasi conditii. Sedimentul ultimei
centrifugari, o pulbere find de granule virale, a fost suspendat in eter etilic si lasat sa se evapore
eterul la aer. In acest mod se obtine o pulbere de granule in stare pura.

O alta metoda folosita pentru obtinerea poliedrelor, consta in introducerea larvelor

moarte intr-o solutie SDS de 0,1% continand 50 mg/1 de mertiolat, filtrarea maceratului, urmata
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Fig. 4.1. Schema de obtinere a pulberei virale de VPN si VG in stare puri
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de sedimentarea prin centrifugare la 6000 rotatii/minut. Dupa trei spalari si centrifugari,
sedimentul final de poliedre a fost suspendat intr-o solutie de NaCl de 0,6%.

A doua faza de obtinere a virusului in stare purd, are loc in 5 etape (Figura 4.2). Pulberea
este solubilizata intr-un amestec de 0, M NaxCOz si 0,1 M NaCl si centrifugata timp de 10
minute la 6000 rotatii/min. Valoarea pH-ului este ajustata la 3 si supernatantul este supus
ultracentrifugarii timp de o ora la 27000 rotatii./min. Sedimentul este reluat in solutia de 0,1 M
Na;COs si 0,1 M NacCl, in care este tinut timp de 24 de ore si apoi centrifugat timp de 10 minute
la 6000 rotatii/min. Supernatantul obtinut este ultracentrifugat timp de o ora la 27000 rotatii/min.

Sedimentul obtinut in urma ultracentrifugarii este reluat in apa sau solutie tampon si
supus centrifugarii la 5000 rotatii/min timp de 10 minute. Virusul in stare purd se gaseste in
supernatantul ultimei centrifugari si poate fi folosit in cercetarile de microscopie electronica.
Alte cercetari de microscopie electronica s-au realizat pe preparate purificate depuse pe grile-
suport, acoperite cu o peliculd de carbon, si pe sectiuni ultrafine.

Titrarea baculovirusurilor in suspensia virald. In vederea stabilirii dozelor de preparat
viral aplicat in diferite conditii, s-a determinat capacitatea de infectare a preparatului viral prin
metoda titrajului biologic. Au fost folosite camera Goreaiev, 0 tehnica speciala de titraj
microscopic, utila in determinarea concentratiei de SPVC 1n materialul uscat.

Determinarea calitafii finale a agentului activ. In cadrul cercetarilor efectuate privind
modul de pastrare a agentului activ Intr-o forma care sd-1 mentina intacte calitatile initiale, au

fost utilizate trei moduri de conditionare a agentului activ:

1. Suspensie in apa distilata
2. Pulbere obtinuta prin atomizare
3. Pulbere obtinuta prin liofilizare
Pentru transformarea filtratului in pulbere sterild de poliedre s-a aplicat atomizarea
suspensiei virale cu ajutorul atomizorului de tip Niro de capacitate medie in cadrul Institutului
»Insect Farm” din Bucuresti. Acesta functioneaza pe principiul alimentarii cu lichid, care se
realizeaza prin gravitatie sau cu o pompa speciala. Sub influenta temperaturii si datorita fortei
centrifuge rezultate din rotatia turbinei (24000 rotatii pe minut) are loc evaporarea rapida
(aproape instantanee) a apei din filtrat si depunerea baculovirusului sub forma de viriocapside, in
stare uscatd, n rezervorul de captare si partial pe peretii atomizorului. Principala preocupare in
cazul atomizarii materialului a fost identificarea unor praguri de temperatura in atomizor, care sa

excluda pericolul inactivarii virusului.
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Fig. 4.3. Schema tehnologici a variantei | de producere a preparatului Virin-ABB-3

Extragerea apei prin liofilizarea materialului viral s-a efectuat cu ajutorul unui liofilizator
de tip Bechman-101. In acest dispozitiv suspensia s-a tinut timp de 48 de ore intr-un vas sub
forma de tava, in vid, la temperaturi scazute (-20 si -30°C) si umiditatea constanta (6-8%).
Pulberea obtinuta s-a depozitat in borcane cu dop rodat cu capacitatea de 1 litru care s-au tinut in
frigider pana la conditionarea preparatului.

Modul de conditionare al agentului activ a demonstrat diferente in cele trei variante
tehnologice de obtinere a preparatului viral, prezentate in urmatoarele scheme (Figura 4.3, 4.4,
4.5). Pentru a afla care este cel mai indicat mod de conditionare a substantei active, au fost
testate cele trei variante dupa pastrarea timp de un an la temperatura de -23°C a suspensiei in apa

distilata a pulberelor rezultate in urma atomizarii si liofilizarii celor trei variante. Varianta
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martor a reprezentat 0 suspensic de preparat proaspat obtinuta. Testarile s-au efectuat in trei

repetari, a cate 100 de larve in fiecare varianta prin administrarea de mediu tratat.

ETAPA 1: Inmultirea in masi a insectelor

m|
-+

ETAPA 2:Infectarea larvelor de varsta III-IV cu tulpina de baculovirus
VPNsi VG

- l
ETAPA 3: Supravegherea procesului de infectie |

=

1k

ETAPA 5: Congelarea larvelor virusate

ik
ETAPA 6: : Mojararea larvelor virusate

s
ETAPA 7: : Separarea virusurilor de tesuturile larvare

Il
ETAPA 8 : Determinarea concentratiei baculovirusurilor VPN 5i VG

] L
"

ETAPA 10 : Conditionarea preparatului viral Virin ABB-3 |
Jb
ETAPA 11 : Controlul calitatii preparatului viral |

Fig. 4.4. Schema tehnologica a variantei Il de producere a preparatului Virin-ABB-3

Stadiul testat a fost cel de larve de varsta a doua proaspat naparlite. Mortalitatea naturala
si cea generatd de alte cauze a fost inregistrata zilnic, iar larvele, prezentand simptomele infectiei
cu baculovirusuri, au fost izolate si analizate. Cercetarile de microscopie electronica au fost

realizate pe sectiuni ultrafine.
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ETAPA 2: Infectarea larvelor de varsta III-IV cu tulpina de baculovirus
VPNsi VG

ETAPA 3: Supravegherea procesului de infectie

ETAPA 4: Colectarea larvelor virusate I

Il

ETAPA 5: Congelarea larvelor virusate I
ETAPA 6: Mojararea larvelor virusate I

ETAPA 7: Separarea virusurilor de tesnturile larvare

ETAPA 3 : Determinarea concentratiei baculovirusurilor VPN si VG
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e
[t et |
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ETAPA 10 : Conditionarea preparatului viral Virin ABB-3

ETAPA 11 : Controlul calititii preparatului viral

Fig. 4.5. Schema tehnologica a variantei 111 de producere a preparatului Virin-ABB-3

Dupa recoltare, materialul biologic se pastreaza in conditii de temperaturd scazuta, in
acest fel prevenindu-se dezvoltarea microorganismelor de putrefactie. In cazul, in care
prelucrarea materialului biologic si extragerea virusului se efectueaza la scurt timp de la recoltare
(10-15 zile), pastrarea acestuia se poate face la temperaturi de 0-4°C. Daca prelucrarea
materialului se efectueaza la perioade mai lungi de la recoltare (5-6 luni), pastrarea trebuie facuta

la temperaturi mult mai scazute (-20°C).
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Fig. 4.7. Acumularea larvelor virusate (c) in timpul experimentelor si

colectate pentru cercetari (d)

Fig. 4.8. Pregitirea preparatului viral Virin-ABB-3 pentru titrare (e) si conservare (f)

Pastrarea larvelor virozate in conditii de temperatura ridicata, o perioada mai indelungata
poate duce la inactivarea virusului si aparitia proceselor de fermentatie si putrificatie, care pot

compromite materialul biologic. Perfectionarea si determinarea calitatii preparatului viral se
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efectueazi pentru asigurarea titrului preparatul la nivel de 6 x10° poliedre sau granule/ml.
Pulberea respectiva se amesteca 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 marimea duzelor aparatelor de stropit; sa formeze o suspensie
stabila. In Tabelul 4.1. sunt prezentate principalele componente in patru dintre variantele de

matrice a preparatului viral.

Tabelul 4.1. Componentele matricei preparatului viral Virin-ABB-3

Componenta Continutul in preparatul baculoviral
matricei

Zahar 80% - - -
Melasa atomizata - 80% - -
Pudra de seminte de 80%
struguri
Slam - - - 80%
Carbune aciv 5% 5% 5% 5%
Acid ascorbic 1% 1% 1% 1%
Acid sorbic 1% 1% 1% 1%
Lapte praf 12% 12% 12% 12%
Altele 1% 1% 1% 1%

In cercetarile efectuate privind compozitia matricei au fost studiate amestecuri in diferite
proportii (%) ale unei serii de elemente precum: zahar, melasd atomizata, carbune activ, acid
ascorbic, acid boric, acid sorbic, lapte praf, germeni de grau s.a. Au fost optimizate procedeele
tehnologice de producere ale preparatului baculoviral prin aplicarea in premiera a unui ingredient
nou — 5% de carbune activat pentru perfectionarea matricei preparatului si sporirea rezistentei la
actiunea razelor ultraviolete.

Matricele din fiecare variantd au fost amestecate cu agentul activ (pulbere atomizata in
proportie de 1:9) din care s-au preparat suspensii in apa distilata, testate apoi in vederea stabilirii
parametrilor mentionati anterior sunt prezentate in Tabelul 4.2.

Tabelul 4.2. Determinarea principalilor indici tehnologici ai componentelor
matricei preparatului viral

Varianta Viteza de pH-ul Rezistenta la Aderenta Rezistenta la
componentei | inmuiere, | suspensiei actiunea preparatului spalare,
matricei Sec. radiatiei UV, la substrat, %
ore %

1 17 7-7,5 >60 82-90 63,4

2 18 6,1-6,5 42-60 82-92 50,8

3 30 6,2 33-49 81-85 35,6

4 15 6,7 31-48 75-80 48,0

Martor 1,8 6,9 4-24 60 2,3
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In varianta martor agentul activ a fost diluat in apa distilata. Aceste rezultate au condus la
selectia primei variante drept matrice in obtinerea preparatului viral. In compozitia preparatului,
agentul activ constituie 10%. Au fost stabiliti urmatorii indicatorii: viteza de inmuiere (in
secunde); pH-ul suspensiei; stabilitatea; aderenta preparatului la substrat; rezistenta la spalare.

Variante de conditionare a preparatului viral Virin-ABB-3. Matricele din fiecare
varianta au fost amestecate cu substanta activa (pulbere atomizatd) si s-au facut suspensii in apa
distilata, testate apoi in vederea stabilirii principalilor parametri mentionati anterior. Indicii

calitatii preparatului Virin-ABB-3 sunt prezentati in Tabelul 4.3.

Tabelul 4.3. Indicii principali ai preparatului Virin-ABB-3

Nr. Indicii Unitatea de masura Proprietatile
calitative ale
preparatului

1 Activitatea biologica TLso 4.8 zile

2 |Concentratia SVC-urilor intr-un gram de preparat numar 9 x 101

3 |Concentratia microflorei striine nr. de microorg./g 2x 10*

4 Consistenta - Pulbere

5 |Culoarea - Bruna

6 Umiditatea % 5-6

7 Mirosul - de chitina

8 |pH - 7,075

10 |Fitotoxicitatea - Netoxic

11 |Mairimea particulelor nm <90

12 |Rezistenta la actiunea radiatiilor UV ore >60

13 |Omogenitatea sec. 60

14 |Aderenta % 85-92

15 |ldentitatea tulpinii cu cea initiala % 88-90

16 |Inflamabilitatea - Neinflamabil

17 |Termen de pastrare ani 4>

Indicii principali ai preparatului Virin-ABB-3se caracterizeaza cu pH cuprinse in
intervalul  6,5-7,5, fiind optime pentru conservarea virusurilor. O aderentd sporitd s-a
inregistrat in variantele, In care componentele majoritare au fost zaharoza si melasa atomizata.
Rezistenta la spdlare, de asemenea a fost in primele doud variante, iar rezistenta la actiunea
radiatiei ultraviolete s-a Inregistrat in varianta, In care zaharoza constuie componentul
majoritar al matricei.

Producerea preparatelor baculovirale necesitd elaborarea formelor preparative, care ar
asigura mentinerea activitatii biologice a patogenului, cat si a indicilor tehnologici necesari la
folosirea lor in combaterea H. cunea. Rezultatele infectarii larvelor de H. cunea cu Virin-ABB-3

la folosirea diferitor forme preparative sunt reprezentate in Tabelul 4.4.
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Tabelul 4.4. Activitatea biologica a baculovirusurilor in diferite forme preparative

Variante Speciade | Numarul Concetratia Virsta Mortalitatea

arbore de larve preparatului, larvelor (dupa Abbot)

ml ex. %

1.Suspensie virala + | Mir 100 108 H-111 79 75,58

melasa (1:1) Artar 100 10° -1 69 | 6395
Dud 100 10° 1-111 85 84,2

2. Suspensie virala + | Mar 100 108 H-111 79 73,95
tarage de grau (1:1) Artar 100 10° -1 75 74,2

Dud 100 10° 1-111 58 52,27

3. Suspensie virala + | Mar 100 108 H-111 89 87,21

fi‘mﬁ _dlfi 1semm¥e de MArtar 100 10 -1 100 | 99,75

struguri (1:

uguri (1:1) Dud 100 10° 1-111 79 76,13

4. Suspensie virala + | Mar 100 10° H-111 49 42,04

et de  porumb Ay 100 10° TR 64 | 5813
(1:10) Dud 100 10° H-111 80 78,9
5. Martor (apa distilatd | Mar 100 108 H-111 1 -
sterild) Artar 100 10° H-111 2 -
Dud 100 10° 1-111 2 -

Rezultatele prezentate in tabel denota, ca aplicarea ingredientelor conditioneaza cerinte
suplimentare fatd de procesele tehnologice de producere si elaborare a formelor preparative ale
insecticidelor baculovirale. Este necesar de mentionat ca cele mai semnificative rezultate au fost
inredistrate la aplicarea suspensiei virale + faina de seminte de struguri (1:1), cand mortalitatea
pe dud a fost de 76, 13%, pe artar — 99,75%, pe mar — 87, 21%.

Cercetiri privind identitatea tulpinii de baculovirus VPN si VG cu cea initiala. S-au
efectuat infectari ale mediului de crestere a larvelor. Din larvele moarte a fost reizolat virusul si

s-au efectuat masurari (Tabelul 4.5).
Tabelul 4.5. Dimensiunile supraviriocapsidelor virale izolate din larvele de H. cunea

infectate cu virusul granulozei
Anul Lungimea (nm) Latimea (nm)
minimi | maxima medie minimi | maxima medie
2011 252 619 402,1 209 432 3244
2012 218 591 388,1 199 316 283,3
2013 258 706 421,3 221 493 359,4

Datele cercetarilor au demonstrat, ca SVC al H. cunea au o lungime medie de 388,1-
421,3 nm si o latime medie cuprinsi intre 283,3 si 359,4 nm. In preparatele analizate pe langi

SVC normal constituite s-au observat si unele diferite ca forma si dimensiuni.

114




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

O problema importanta 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. Recunoasterea necesitatii aplicarii virusurilor entomopatogene si a
insecticidelor baculovirale, elaborate in baza lor, este determinata de originalitatea calitativa a
agentilor patogeni, printre care specificitatea, iar caracterul epizootic al lor constituie un avantaj
principal fatd de insecticidele chimice. Manifestarea caracterului epizootic al baculovirusurilor,
fiind o determinanta polifactoriala, are loc periodic si este conditionata de un sir de factori biotici
si abiotici. In scopul utilizarii rationale a acestor parghii eficiente, este necesari cunoasterea
profunda a mecanismelor si legitatilor ce determina reglarea densitatii populatiilor de insecte
daunatoare sub actiunea baculovirusurilor. Avantajele enumerate mai sus determind, in mare
masura, necesitatea aplicarii in conditiile de producere a preparatelor virale, insa, este necesar de
recunoscut ca deocamdata volumul de folosire a lor ramane redus. Una dintre multiplele cauze
care determina stagnarea in domeniul aplicarii pe larg a insecticidelor virale este lipsa unor
cercetari detaliate in ceea ce priveste caracterul epizootic al virusurilor entomopatogene. Paralel
cu efectul protector al baculovirusurilor este necesar de mentionat si caracterul biocenotic de
reglare a lor. Mecanismele de declansare si dezvoltare a epizootiilor cauzate de baculovirusuri in
momentul actual raman cercetate insuficient [4].

Desi cercetarile anterioare in domeniul patologiei insectelor au fost orientate spre
cunoasterea actiunii microorganismelor si, in special, a virusurilor asupra tesuturilor si celulelor
si a relatiilor virus-celula, in ultimii ani, se remarca orientarea cercetarilor spre problemele legate
de raporturile dintre maladii, mediul exterior si organismul gazda. Aceste cercetari au drept scop
elucidarea unor aspecte in raport cu factorii care determina aparitia infectiei virale in populatiile
de insete, dependenta virozelor de conditiile de mediu, conservarea si mentinerea in stare activa
a virusururilor in afara organismului insectelor, cdile de transmitere a virusurilor, starea de
latenta a virusurilor etc. Dintre factorii de mediu care au influenta directda asupra maladiilor
virale rolul cel mai important se atribuie factorilor climatici, alimentari si densitatii populatiilor
insectelor-gazda. Este cert faptul ca cunoasterea mai profunda a legitatilor de raspandire a
infectiilor virale conditioneaza in mare masura sporirea eficientei metodelor microbiologice in
protectia biologicd a plantelor. Analiza stérii patologice a populatiilor de insecte daunatoare a

permis de a constata ca larvele, la majoritatea speciilor de lepidoptere, sunt purtatori ai mai
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multor tipuri de infectie. Momentul declansarii fenomenelor epizootice se afla in dependenta
stransa de starea patogenului in insecta si factorii mediului exterior. Cercetarea sistemului ,,virus
— gazda” a permis de a elucida legitatile principale de interactiune dintre patogen si insecta si de
a stabili conditiile optime de desfasurare a procesului de patogeneza si dirijare a mortalitatii
insectelor-gazda. A fost demonstrata transmiterea transovariala a patogenilor, fapt ce determina
transmiterea virusurilor de la o generatie la alta si asigura pastrarea indelungatd a infectiei in
cadrul populatiei, regland astfel densitatea ei.

Intr-un complex biocenotic, populatia insectei-gazdi reprezinta unul din elementele
ecosistemului, in care alaturi de gazda, se gasesc dispersate intr-un numéar mai mare sau mai mic
si microorganismele entomopatogene. Acestea, printr-o inmultire mai rapida se pot acumula in
masa in populatia H. cunea, provocand epizootii in urma carora gradatia insectei se poate stinge
pe cale naturald. Dintre toate tipurile de epizootii care apar in populatia H. cunea, prin rolul lor
limitativ, prezinra semnificatie virozele provocate de virusul poliedrozei nucleare si virusul
granulozei, care constituie factorul determinant al stingerii gradatiilor insectelor. Importanta
epizootiilor de tipul poliedrozelor nucleare si virusului granulozei rezultd atat din frecventa cu
care acestea apar in ecosisteme, cat si din amploarea cu care se manifesta in unele perioade, cand
practic populatia daunatorului poate fi redusa sub nivelul pragurilor de daunare.

Transmiterea baculovirusurilor poate fi orizontala intre indivizi prin infectarea mediului,
sau verticala de la parinti la descendenti. La moartea unei larve infectate, virionii sunt eliberati si
larvele sanatoase devin infectate in cazul, in care ingerau virusii pe frunzele contaminate. Adultii
sunt infectati subletal ca larvele sa poata transmite virusul descendentilor fie pe oua, fie in oua.
Acest lucru conduce la o infectie activa, adica nimicirea descendentilor sau eventual a unei
infectii ascunse, care este transmisa la descendentii ce vor supravietui.

Baculovirusurile pot supravietui numai, daca acestea sunt protejate de radiatia
ultravioleta. Astfel, transmiterea pe orizontald din acest rezervor ecologic ar putea fi principala
cale de transmitere a infectiei. Transmiterea pe orizontala este strans legata de densitatea gazdei
si de nivelurile de infectie, desi acest lucru poate fi modificat de particularitatile
comportamentului insectelor. Densitatea larvelor cu gradatie inalta (in interiorul 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 [17].
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Transmiterea pe orizontald a infectiei depinde in mare parte de rezistenta agentilor
patogeni si de gradul de actiune a factorilor mediului inconjuritor. In conditiile optime ale
mediului in cadrul populatiei de insecte ddunatoare persistd permanent, pe langd insectele
sandtoase si bolnave sau purtitoare de infectii. Aceasta asigura formarea focarelor de infectie,
unde se stabileste un fondal de infectie virald si se inregistreaza transmiterea patogenului. In
componenta biocenozelor au fost relatate epizootii insotite de moartea in masa a insectelor

daunatoare (Figura 4.9).

Transmiterea orizontala Trasmiterea verticala

Infectata Bolnava
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Fig. 4.9. Trasmiterea pe orizontala si verticala a virusului granulozei si
poliedrozei la H. cunea.

Dupa moarte larvele infectate elibereazd un numar mare de virioni in mediul inconjurator
cu care se produce infectia. Larvele se infecteaza, daca ele ingera frunze infectate. Conservarea
mediului sau contactul direct cu cadavrele virulente virusate conduc la transmiterea pe
orizontala, care va aparea in populatiile cu gradatie inalta, ca si in cazul larvelor din populatiile
cu densitate scazuta, cand virusul este transmis pe verticala de la adulti (Figura 4.9). Acest lucru
denota despre faptul, cd transmiterea pe orizontald intr-0 Singura generatie poate evolua, iar
aplicarea unei strategii concrete de transmitere este importanta pentru gestionarea epizootiilor,
precum si pentru utilizarea entomopatogenilor ca agenti de combatere a daunatorilor.
Transmiterea pe orizontala evolueaza in functie de conditiile de mediu si persistenta daunatorului
[16].

Deosebit de importantd este modelarea cdilor de transmitere pe orizontald a infectiei
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virale in populatia H. cunea, fiind investigat pentru prima datd trei modele posibile de
transmitere a virusului de la larvele infectate la cele neinfectate:

1) Larvele infestate si neinfectate au fost tinute si hranite impreuna, asigurand astfel
modul complex de transmitere a infectiei — prin contact, oral si pe cale aerogena.

2) Larvele infestate si neinfectate se aflau in nemijlocita apropiere, dar nu se hraneau
impreund, evitand posibilitatea transmiterii infectiei prin caile respiratorii.

3) Larvele neinfestate au fost hranite cu frunzele pe care anterior au fost aflate larvele
infectate, accentul fiind pus pe transmiterea orala.

Rezultate studiului privind caile de transmitere orizontald a infectiei este prezentat in

Figura 4.8.
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Fig. 4.10. Dinamica mortalitatii 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 fira contact cu
larvele infestate; 3 - varianta 3, calea orala de infectie: larvele neinfectate hranite pe frunze
pe care se aflau anterior larve infestate; 4 - control "'+ larve infestate cu virus; 5 - martor

: larve neinfestate cu virus
Evaluarea eficacitatii modalitatilor de transmitere a unei infectii virale a fost efectuata in

trei etape: 1) pregatirea larvelor purtatoare de infectie; 2) modelarea optiunilor enumerate; 3)
evidenta mortalitatii insectelor in conditii de laborator.

Etiologia larvelor moarte, din cauza baculovirusurilor, a fost determinata cu ajutorul
microscopului optic si prin analiza continutului omizilor moarte. La martor cu reactie pozitiva s-
a constatat o dinamica tipica a mortalitatii larvelor de poliedroza. In esantioanele de testare a fost
depistata mortalitatea nu numai de poliedroza, dar si de infectii secundare. Mortalitatea larvelor
la martorul "-" a fost mai mare comparativ cu alte variante. in cazul insectelor neinfectate
(martor "-"), si in varianta 2, nu au fost identificare larve neinfectate cu virus. La H. cunea

manifestarea epizootica a bolii se constata in cazul densitatii inalte, medii, iar uneori chiar si mici
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a populatiei daunatorului. Aceasta cauzeaza pieirea in masa a insectei-gazda in cea mai mare
parte a arealului. In cazul constituirii patogenezei baculovirale stabile s-a inregistrat eruptia si
dezvoltarea epizootica a infectiei, care a asigurat reglarea naturald a densitatii populatiilor
daunatorilor H. cunea la un nivel destul de redus.

Rezultatele inregistrate nu numai cd demonstreazd caracterul epizootic al
baculovirusurilor H. cunea, ci si servesc in calitate de dovezi incontestabile privind necesitatea
elabordrii si aplicarii preparatelor baculovirale in protectia integratd a culturilor agricole si
silvice.

Cercetdari privind activitatea biologicid a biopreparatului. Investigatiile virusurilor la
insecte daunatoare, necesitau cercetari profunde ale relatiilor dintre agentul patogen si celula-
gazda, precum si elaborarea metodelor de identificare a virusurilor (Tabelul 4.6).

Tabelul 4.6. Determinarea valorilor TLso la diferitele varste ale larvelor in rezultatul

tratamentului cu preparatul viral

Virsta larvelor TLso (zile)

2008 2015
Larve de varsta I (L1) 4,5 4,7
Larve de varsta a II-a (L7) 57 53
Larve de varsta a III-a (L3) 6,8 7,7
Larve de varsta a IV-a (L4) 9,6 8,8
Larve de varsta V-a (Ls) 12,9 14,5
Larve de varsta VI-a (Ls) 14,8 15,2
Larve de varsta VII-a (L) 15,1 15,4
DEM 0,05 2,3 2,5

Drept rezultat al investigatiilor multianuale au fost elaborate metode de sporire a activitatii
biologice, de producere si bioconservare a biomasei virale, precum si de obtinere a formelor
preparative eficiente si tehnologice. Rezultatele obtinute privind activitatea biologicd in baza
determindrii TLso la diferite varste larvare ale H. cunea in conditii dirijate au demonstrat cd in
primul an de cercetare valorile TLso au fost cuprinse intre 4,5 zile in cazul larvelor Ly si 12,9 zile
in varianta larvelor de varsta a V-a. Comparand datele prezentate in tabelul 4.6, s-a depistat lipsa

diferentei semnificative a rezultatelor inregistrate. Rezultatele din tabel denota ca valorile TLso
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obtinute in anul 2015 au confirmat rezultatele din primul an care au constituit 4,7 zile la L; si

15,4 zile la L7.

Rezultatele experientelor de combatere pe scara largda a larvelor de lepidoptere

defoliatoare cu ajutorul biopreparatului Virin-ABB-3 obtinut pe diferite specii de plante carora

sunt prezentate in Tabelul 4.7.

Tabelul 4.7. Activitatea biologica la biopreparatuluui Virin-ABB-3
asupra H. cunea pe diferite specii de plante

Cultura © - Numarul larvelor Procentul Eficienta
= : Lo
% £ moarte, zile mortalititii, zile b|olc(;g|ca,
= | g 0
s 5 35 |7 [10]15 |5z |10z | 15z
Dud (Morus L.) 40 | 106 | 0 |12 19|34 | 39 | 30,0 | 85,0 | 97,5 97,3
Artar (Acer negundoL.) | 40 | 10° | O | 8 |16 (29| 38 | 20,0 | 72,0 | 955 95,2
Nuc ( Juglans regia L.) 40 | 10° | 0| 6 | 9 | 28| 38 | 150 | 70,0 | 85,0 84,2
Cires (Cerasus avium L) 40 | 10° | 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 | 0 | 2| 4| 4 0 5,0 5,0 -
DEMo, 05 3,6

Rezultatele obtinute in tabelul 4.7 demonstreaza ca mortalitatea Omizii-paroase-a-dudului

de toate varstele a fost mai mare (97,3%) la dud, iar cea mai scazuta — la salcam (73,8%).

Factorul trofic are o influenta pozitiva asupra populatiei daunatorului (Tabelul 4.8).

Tabelul 4.8. Activitatea biologica a baculovirusului asupra H. cunea
la aplicarea frunzelor de dud

No Mortalitatea dupa
Varianta Repetitii de IVarslta Concetrgtl_a 7 zile 15 zile
larve arvelor SUS-pen-Slel larve % larve %
poliedri/ml moarte moarte
VG 2011 | 50 TEL 107 24 480 | 39 | 781
VG 2012 T 50 111 107 25 1500 41 | 822
VPN 2011 | 50 111 107 26 |520| 37 | 745
VPN 2012 T 50 1111 107 27 540 | 40 | 803
zf,)giVG | 50 111 107 28 |560| 46 | 926
XI_T)IWG I 50 111 107 28 |560| 44 | 882
Martor i 50 -1 107 0 - 1 4.0
Martor T 50 111 107 0 - 2 6.6
DEMoos 32

Deosebit de fructuoase au fost investigatiile legate de elaborarea tehnologiilor de

producere a preparatelor baculovirale. Au fost elaborate metode de sporire a activitatii biologice,
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de producere si bioconservare a biomasei virale precum si obtinere a formelor preparative
eficiente. Datele prezentate in tabelul 4.8 demonstreaza ca mortalitatea larvelor la aplicarea VG
2011 in ziua a 15-a a fost 78-82%, iar al VPN — 74-80%. La aplicarea ambelor virusuri,VG si
VPN mortalitatea a crescut de la 74,5% pana la 92,6%. Materialul a fost utilizat pentru pregatirea
preparatului Virin-ABB-3. Rezultatele obtinute confirma ca baculovirusurile in biocenoze 1isi

pastreaza activitatea biologica suficienta pentru dezvoltarea fenomenelor epizootice.

4.3. Testarea preparatului viral in conditii de camp 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 cantitati reduse de virusuri, deoarece in cazul inducerii proceselor epizootice in
populatia unui daunator neafectatd de viroza, nu este necesar sa se trateze Intreaga suprafata
infestata.

Dupa introducerea virusului pe cateva suprafete silvice infestate s-au dezvoltat epizootii
virale pe o perioadd de 3 ani, care provoaci mortalitatea sporiti a larvelor. In anii urmitori
virusul s-a raspandit in natura pe suprafete mari, pastrandu-si capacitatea de infectie si devenind
un factor important de reglare a densitatii populatiei daunatorului Rezultate privind eficacitatea
tratamentelor cu virus, sunt reprezentate in tabelele 4.9 si 4.10.

Tabelul 4.9. Eficacitatea tratamentelor cu preparat viral in combaterea larvelor de H.
cunea in arboret, stabilita la ultimul control al mortalititii

Densitatea | Nr.delarve | Nr.de | Mortalitatea pe | Mortalitatea
Cultura oualor la data larve vii arbore, % medie,
viabile pe stabilirii %
arbore eficacitatii

Artar ( Acer negundo L.) 1500 1,150 36 96,2

Dud (Morus L.) 4000 3,600 342 90,5

Nuc (Juglans regia L.) 1500 1,150 36 96,9 95,6

Cires (Cerasus avium L) 2000 1,400 47 96,6

Tei (Tilia cordata L.) 2000 1,400 19 98,1

DEMo,0s 1,02

Rezultatele prezentate in tabelul 4.9, scot in evidenta faptul ca tratamentele virologice cu
doze relativ scazute de preparat, aplicate in doua reprize, in perioada foarte favorabile (varstele |-
a ll-a ale larvelor) permit sa se realizeze o eficacitate biologica (95,6%), ce poate fi comparata cu

nivelul combaterii chimice. Metoda de introducere a virusului in focare limitate, in scopul
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declansarii de epizootii, prezinta avantajul din considerentele aplicarii cantitatilor reduse de

preparat viral, ce pot fi realizate in laborator, fara cheltuieli prea mari. Aceastd metoda nu

necesita producerea industriala de preparate virale, fiind avantajoasa sub aspect economic

(Tabelul 4.10).

Tabelul 4.10. Eficacitatea tratamentelor cu preparat viral stabilita
in functie de densitatea pontelor de oua

Specia de arbore Numarul Num:rul mediu de ponte Eficacitatea
arborilor tnainte de dupi biologica,%
analizati tratament tratament

Stejar (Quercus 50 0,51 - 100,0
pedunculiflotra L)

Artar (Acer negundo L.) 50 3,73 0,1 97,31
Lemn cénesc (Ligustrum 50 4,50 - 100,0
vulgare L)

Nuc ( Juglans regia L.) 50 5,01 0,05 99,00
Ulm (Ulmus americana) L. 50 2,10 - 100,0
Tei (Tilia cordata L.) 50 2,34 - 100,0
Media - 3,03 0,02 99,33
Martor 50 0,5 2,1 -
DEMo,05 2,3

Datele din tabelul 4.10 ne indica ca, in urma tratamentelor efectuate eficacitatea biologica

a constituit (97-100%). Eficacitatea combaterii virologice s-a determinat prin compararea

densitatii depunerilor de oud pe suprafata tratati cu cea din varianta martor. In baza rezultatelor

obtinute se poate concluziona, ca pe langa dozele de preparat viral o importanta deosebita o are

si alegerea celor mai favorabile momente de tratare ce poate fi comparata cu nivelul combaterii

chimice referitor la dezvoltarea larvara si infrunzirea arborilor (Tabelul 4.11).

Tabelul 4.11. Eficacitatea biologica a biopreparatului Virin-ABB-3 in diminuarea
populatiei de H. cunea, generatia I, 11

Nr Supra | Norma | Generatia | Larvein colonii | Eficacitatea
dir Variantele fata, de pani dupi biologica, %
ha | consum, 10zile | 10 zile
kg/ha

1 Virin ABB-3 din 2013 6 0,1 | 740 112 84,86
2 Virin ABB-3 din 2014 6 0,1 I 650 231 87,23
3 Lepidocid 4 1,0 | 683 87 87,26
4 Lepidocid 4 1,0 I 518 62 88,0
5 Martor - | 620 598 -
6 Martor | 645 621 -

DEMjo 05 2,9
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Datele prezentate in tabelul 4.11 ne demonstreaza ca, preparatul folosit asigura un efect
inalt de 87,23% in combaterea H. cunea. Virin ABB-3 stopeaza cresterea numarului de cuiburi la
un arbore si asigura gradul inalt de protectie a culturilor pomicole. Tratamentele trebuie aplicate
numai in perioada, cand larvele sunt in primele doua varste de dezvoltare, iar arborii sunt
infrunziti. Aplicarea tratamentelor virologice la perioade mai tarzii, necesitd majorarea cantitatii
de preparat viral, fapt care poate influenta negativ eficienta acestor tratamente din punct de
vedere economic (Tabelul 4.12).

Tabelul 4.12. Eficacitatea biologica a preparatului viral in combaterea H. cunea la

mar, soiul Golden Deliciosus
Produsul Norma de | Numirul 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 -
DEMos 3,6

Rezultatele prezentate in tabelul 4.12 ne denota, cd preparatele aplicate cauzeaza
mortalitatea inaltd a larvelor de H. cunea. Eficienta biologicad a preparatului Virin-ABB-3
constituie 91,8%. Este evident, ca preparatul viral in comparatie cu produsele organofosforice
(Zolone) si piretroidul Decis asigura 0 eficienta biologica inalta. Reesind din rezultatele obtinute
mentionam, ca tratamentele de protectie trebuie efectuate inaintea eclozari a larvelor din ponte.
In aceasta perioada, doar o mici parte a larvelor este in vArsta a treia, majoritatea populatiei fiind
la varsta a doua (Tabelul 4.13).

Tabelul 4.13. Eficacitatea biologici a suspensiei virale obtinute din larvele moarte la
diferite zile de la infectarea cu baculovirusuri

; Concentratia, Efl_CﬁlClt_atvea
Varianta poliedre/ml Nr. de larve biologica,
%
Ziua 3 107 100 914
Ziua 4 107 100 92'8
Ziua 5 107 100 9.4
Ziua 6 107 100 924
Ziva7 107 100 100,0
Ziua 8 107 100 935
Ziua 9 107 100 972
Ziua 10 107 100 083
DEMo,0s 102

Rezultatele obtinute din tabelul de mai sus demonstreaza diferenta dintre indicii activitatii

biologice a biomasei obtinute la diferite zile de la infectarea cu baculovirusuri. Tot odatd nu au

123



fost observate deosebiri semnificative ale activitatii biologice nu se observa in cazul aplicarii
suspensiei virale cu aceeasi concentratie am obtinut eficacitate biologica se aflain limitele
91,4%-100%. Rezultate imbucuratoare au fost inregistrate la analiza timpului letal necesar
pentru atingerea mortalitatii a 50% de larve (TLso). Acest indiciu are valori minime in primele 5
zile de la infectare. Pe baza acestor studii in combaterea defoliatorului, a fost intocmita fisa
tehnologica pentru prelucrarea cu preparatul viral Virin-ABB-3 (Tabelul 4.14).

Tabelul 4.14. Fisa tehnologica pentru combaterea H. cunea cu preparatul viral
Virin-ABB-3 pe teritoriul Republicii Moldova

Decada Decada Decada Decada Decada Decada Decada
1123 |1/2(3 |1 23 |14(2(3|1/2 (3|1 |2 (3|1 |2 |3

0|0|0 |O

Nota: P - Pupa, A - Adult, O - Ou, L - Larva

Reiesind din aceastd constatare, biomasa obtinutd din larvele moarte dupa aceste zile se
caracterizeaza prin indici specifici suselor silbatice, obtinute din conditii naturale si acest fapt
indica la deosebirea activitatii biologice a biomasei obtinute din larvele moarte la diferite zile de
la infectare si denota posibilitatea aplicarii acestei masuri in procesele de ameliorare a suselor de
baculovirusuri aplicate pentru elaborarea insecticidelor virale. Pentru asigurarea eficacitatii inalte
a preparatului este necesara intocmirea fisa tehnologica pentru depistarea timpurie a Omizii-
paroase-a-dudului, lichidarea focarelor si prevenirea raspandirii, ceea ce permite solugionarea

unor probleme ecologice.
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In acest sens este rationald prognozarea momentului copularii perechilor daunitorului si
administrarea mijloacelor de protectie impotriva omizii-paroase-a-dudului. La tdierea cuiburilor
impaienjenite din coroana copacului inainte de acest termen, cuiburile eclozate cu intarziere nu
vor fi observate si nu vor fi distruse.

Asadar, fisa tehnologica ofera posibilitatea de a folosi cele mai adecvate mijloace de
protectie impotriva omizii-paroase-a-dudului, precum si de a efectua masuri de combatere
mecanica, taierea cuiburilor, inaintea raspandirii larvelor de varste mari. Utilizand acest calendar
putem anticipa tratamentele de protectie, ceea ce permite nu numai de a pregati din timp

echipamentul necesar, dar si de a preveni populatia locala.

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

Aplicarea pe scara larga a preparatelor baculovirale in combaterea insectelor daunatoare
este in dependentd directd de progresul inregistrat in elaborarea metodelor de determinare a
calitatii lor. Importanta investigatiilor in aceasta directie este dictatd si de necesitatea
perfectionarii metodelor de titrare a baculovirusurilor, atat la diferite etape de producere a masei
virotice, cat si la efectuarea diferitor operatiuni de inginerie genetica, in care baculovirusurile 1si
gasesc o aplicare tot mai larga.

Desi au fost propuse un sir de metode de determinare a calitatii preparatelor baculovirale,
totusi foarte des atdt cercetatorii, cat si specialistii implicati in producerea preparatelor
baculovirale se confrunta cu lipsa metodelor-expres de determinare primara a calitatii, precum si
a metodelor precise de apreciere a potentialului biologic al preparatelor baculovirotice. In acest
aspect au fost intreprinse actiuni concrete de elaborare a metodelor de determinare a calitatii
preparatelor baculovirotice nu numai dupa numarul de poliedre, ci si dupd cantitatea de
nucleocapsizi inglobati in structura lor.

Selectarea metodelor de determinare a calitdtii preparatelor baculovirotice se realizeaza in
functie de particularitatile morfologice ale virusurilor si de scopul urmarit. Pentru titrarea VPN
pot fi aplicate metodele microscopiei fotonice, electronice si biochimice, iar pentru VG — doar
metodele microscopiei electronice, biochimice si cele nefelometrice.

Determinarea titrului in camera Goreaiev. Folosind camera Goreaiev, a fost aplicata

formula de determinare a concetratiei:

Suma poliedrelor in 100 pétrate mici * 4000000
T = e e *K, unde
100

125



T — titrul poliedrelor exprimat in SPVC/ml,

K — gradul de dilutie a suspensiei initiale.

Pentru titrarea rapida a VPN s-a elaborat o formula simpla de determinare a concentratiei
baculovirusurilor. Pentru aceasta in camera Goreaiev se determind numarul de SPVC in 40 de
patrate mici. Titrul baculovirusurilor se determind dupa formula:

T=10°*a* b, unde

T — titrul suspensiei virale,

a —suma SPVC in 40 de patrate mici,

b — gradul de dilutie a suspensiei initiale.

Formula prezentatd permite de a determina rapid concentratia baculovirusurilor atat
pentru aprecierea proceselor tehnlogice de producere a masei biologice, cét si de determinare a
titrului preparatelor baculovirotice.

Titrarea baculovirusurilor in frotiuri colorate. Pentru pastrarea indelungata a
preparatelor microscopice este rationald fixarea si colorarea frotiurilor. Pentru aceasta
preparatele microscopice pregatite si uscate la aer se fixeaza cu amestec de alcool cu formalina
(90 ml alcool de 70% si 10 ml formalina de 40%). Determinarea titrului a fost efectuata dupa
modificatia noastra a formulei Vinogradski-Sulghina-Brid.

T = 4*10%a*K , unde
S*0,01
T — titrul suspensiei virale,

a —numarul mediu de particule virale intr-un patrat a grilei oculare;
K — gradul de dilutie a suspensiei initiale;

S — suprafata patratului grilei oculare la marirea data a obiectivului.

Determinarea concentratiei granulelor cu ajutorul microscopiei electronice. Luand in
considerare dimensiunile mici ale granulelor (0,1-0,2 mcm), ceea ce se afla la limita capacitatii
de rezolutie a celor mai desavarsite microscoape fotonice pentru titrarea lor a fost propusa
aplicarea microscopiei electronice. Este necesar de mentionat faptul cd asupra rezultatelor
influenteaza si tipul peliculelor de suport, precum si dimensiunile ecranului sau a placilor
fotografice.

In acest scop a fost aplicatia metoda de determinare a potentialului de infectie cu ajutorul
microscopiei electronice. Dupa un sir de calcule matematice devine posibild determinarea
numarului de nucleocapsizi inglobati in matricea proteica a poliedrilor. S-a constatat, ca acest
indiciu variaza in functie de specie de la 24 de nucleocapsizi (Operophtera brumata) pana la

2520 (Leucoma salicis). Cercetarile ulterioare au demonstrat ca folosind aceasta metoda se poate
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de determinat nu numai potentialul de infectie a VPN, dar si procesul de identificare a
baculovirusurilor [54, 4].

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

rezultate nesemnificative (Figura 4.12, 4.13).

*‘%.m

Fig. 4.12. Evidentierea potentialuhﬁ

Fig. 4.13. Particularititile

_ de infectie a baculovirusurilor cu ultrastructurale ale unui poliedru a
ajutorul 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-microscopici a
supraviriocapsizilor unii nucleocapsizi lipsesc

Analiza ulterioara a sectiunilor ultrafine a demonstrat ca desi titrul poliedrilor in preparat
corespunde prevederilor standardului, totusi In componenta lor nucleocapsizii lipsesc. Aceasta ne
demonstreaza, ca doar aplicand 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. La actiunea conditiilor nefavorabile (fluctuarea nivelului termic si a umiditatii
preparatului, prezenta fermentilor hidrolitici) pentru mentinerea activitatii biologice a
baculovirusurilor in structura elementelor genomice ale virusurilor si prezenta unor goluri in
locul supraviriocapsizilor inglobati in matricea poliedrilor Figura 4.2 suprapoliviriocapsizilor au
fost relatate unele consecinte distructive, manifestate prin lipsa lor. Preparatele, la care au fost
prezente asemenea schimbari structurale ale poliedrilor, se caracterizeaza printr-o activitate

biologica scazuta in comparatie cu preparatele pastrate in conditii optimale.
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4.5. Concluzii la capitolul 4

1. Au fost stabilite dimensiunile SVC (lungimea medie 398,2-414,5 nm si latimea medie
293,4-339,5 nm), izolate din larvele de H. cunea infectate cu virusul granulozei din loturile
preparatului viral obtinute in anii 2008-2014. Acest fapt demonstreaza ca acestea sunt similare
cu cele provenite din tulpina initiali. In preparatele analizate, pe langa SVC-urile normal
constituite s-au depistat si unele diferite ca forma si dimensiuni (SVC-uri mult mai lungi, altele
de 2-5 ori mai mari decat cele normale, de forma neregulata).

2. A fost determinata eficacitatea biologica a preparatului asupra larvelor de H. cunea in
camp, sub izolator. S-a demonstrat ca aceasta este mai mare (87,23%) la primele varste, fapt ce
are 0 importanta practica deosebita la aplicarea in conditii naturale a preparatului, asigurand o
reducere eficienta a populatiilor daunatorului inainte de producerea unor defolieri masive.

3. Rezultatele testarilor efectuate pe larvele de diferite varste au indicat ca larvele de
varstd avansate, chiar si la doza cea mai ridicata a preparatului (6 X10° particule/g), mortalitatea
de 92,6 % se atinge doar dupa 15 zile de la aplicarea tratamentelor, ceea ce determina necesitatea
aplicarii preparatului doar la varste medii (L2-La).

4. Rezultatele testarilor au demonstrat ca cele mai eficiente modele de transmitere a
infectiei baculovirale sunt considerate cele complexe si este suficient sa se creeze mai multe
focare de infectie, care nu vor constitui doar sursa raspandirii epizootiei, dar vor contribui si la
scaderea generala a viabilitatii populatiei daunatorului.

5. A fost aplicatd metoda de determinare a potentialului de infectie cu ajutorul
microscopiei electronice, care a demonstrat ca, desi titrul poliedrilor in preparat corespunde
prevederilor standardului, totusi in componenta lor nucleocapsizii lipsesc si doar aplicand
metodele microscopiei electronice poate fi determinat potentialul de infectie a VPN exprimat

prin numarul de nucleocapsizi intr-o unitate de volum sau de masa virala.
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CONCLUZII GENERALE SI RECOMANDARI PRACTICE

Concluzii generale

1. Au fost izolate, identificate si determinate particularitétile 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 [16, 18],
(3.2).

2. 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 [17, 18], (3.1).

3. S-a demonstrat, ca in componenta preparatului viral este necesar s-a se contind circa
6X10° poliedre. Aceasta a contribuit la obtinerea preparatului baculoviral. in acelasi timp s-a
constatat, ca pentru obtinerea cantitdtii de preparat baculoviral necesar la tratarea unui hectar
impotriva larvelor de H.cunea sunt necesare circa 5000 de larve virusate [6, 7], (3.4, 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 [14, 186], (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 determinarii locului lui in sistemele integrate de protectie a
culturilor agricole, silvice si decorative [12], (4.2).

6. S-a elaborat forma preparativa a preparatului viral Virin-ABB-3 in care matricea
componentului principal o constituie zaharul pudra, iar substanta purtdtoare — 5% de carbune
activ, care atribuie poliedrelor o rezistentd mai mare la actiunea razelor ultraviolete. Astfel,
elaborarea corespunzatoare a contribuit la 0 majorare esentiala (pana la 4 ani si mai mult) a
duratei de pastrare a formei preparative virale [9, 10], (4.1).

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

calitativ de reproducere [9, 13, 14], (3.4).
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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 apreciere a
calitatii preparatului viral [13, 15], (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%-92,0% [15, 186, 195, 196]. [Rezultatele
obtinute au fost implimentate in Rezervatia stiintifica ”Codrii”, gospodaria taraneasca “Oleg
Timciu” — pe suprafata de 16 ha, Anexa 6], (4.3, 4.4).

Recomandari practice

1. Promovarea si utilizarea pe scard largd in protectia integratd a culturilor agricole,
forestiere si decorative a preparatelor baculovirale pentru reglarea densitatii speciei daunatorului
H. cunea, care pot servi ca baza aplicativd in argumentarea lor ca metoda alternativa celor
chimice.

2. Biotehnologia complexa de obtinere a preparatului baculoviral Virin-ABB-3 se
recomanda pentru producerea industriald a preparatelor biologice in scopul diminuarii densitatii
populatiilor de H. cunea in cenozele naturale si antropizate.

3. Aplicarea diferentiatd a masurilor de combatere integratd 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 impotriva larvelor de varste mici, iar doza
preparatului la hectar si fie de 9 x 10 particule/g. Eficacitatea biologici a preparatului
baculoviral Virin-ABB-3 pentru diminuarea populatiei de H. cunea se afla in limitele de 84,0%-

91,8% . Se efectueaza 1-2 tratamente impotriva daunatorului in perioada de vegetatie.
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ANEXE

ANEXA 1
Tabelul A 1.1. Spectrul culturilor atacate de H. cunea in diferite iri.
Nr Tara Numair Speciile preferate, Suprafata de Autori, ani
specii raspandire

America de Nord

1. | Canada 435 arbori ornamentali, forestieri si pomi Humphreys,1983, Gomi,
fructiferi, cu exceptia coniferelor 2007
2. | Mexica 450 arbori ornamentali, forestieri i pomi Humphreys, 1983
fructiferi, cu exceptia coniferelor
3. | SUA 120 arbori ornamentali, forestieri si pomi Douce 2003, Wagner 2005
fructiferi cu exceptia coniferelor
Europa
4, | Austria 220 arbori ornamentali, forestieri i pomi Boehm, 1976; Smith et al.,
fructiferi 2530 ha 1992
5. Bulgaria 220 arbori ornamentali, forestieri si pomi Encheva, 1977; Smith et
fructiferi al., 1992; Tschorsnig,
Herting, 1994
6. | Serbia si 220 arbori ornamentali, forestieri si pomi Miklos, 1987
Muntenegru fructiferi
7. | Croatia 200 arbori ornamentali, forestieri si pomi Z1brik et al., 2006
fructiferi
8. | Grecia 200 arbori ornamentali, forestieri si pomi Avtzis, 2001.
fructiferi
9. | Franta 200 arbori ornamentali, forestieri si pomi Jermini et al., 1995
fructiferi
10. | Germania 200 arbori ornamentali, forestieri si pomi Smith et al., 1992 , Larsen,
fructiferi 1995; Jermini et al., 1996
11. | Italia 150 arbori ornamentali, forestieri si pomi Jermini,1995; Marchesini,
fructiferi Tosi, Galbero, 1998;
Mazzon et Martini, 2000
12. | Polonia 250 arbori ornamentali, forestieri si pomi Buszko, Nowacki, 2000
fructiferi
13. | Ungaria 103 arbori ornamentali, forestieri si pomi Zubrik et al., 2006
fructiferi
14. | Slovenia 85 arbori ornamentali, forestieri i pomi Jasie, 1964; Hrubik, 2007
fructiferi
15. | Moldova 250 arbori ornamentali, forestieri si pomi Ciuraev, 1962; Staret,
fructiferi 1968; Stingaci, 2012
(dudul, frasinul, artarul, plopul, salcia,
socul, marul, gutuiul, ciresul, prunul,
nucul,vita de vie etc.)
16. | Romania 600 arbori ornamentali, forestieri si pomi | Smith et al., 1992;

fructiferi  (dudul,

frasinul,

artarul,

lamandei et al., 2004;
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plopul, salcia, socul, marul, gutuiul,
ciresul, visinul, prunul, nucul,vita de
vie,trandafirul, ulmul, etc.)1600 ha

Wittenberg, 2005

17. | Rusia 270 arbori ornamentali, forestieri §i pomi U xeBckmii, 2002, 2003;
fructiferi Vasyutin, 2000, 2003

18. | Ucraina 300 arbori ornamentali, forestieri si pomi | Staret, 1968; Uypaes, 1953;
fructiferi  (dudul, frasinul, artarul, | Sicura, 2005
plopul, salcia, socul, marul, gutuiul,
ciresul, visinul, prunul, nucul,vita de
vie,trandafirul, ulmul, etc.) 67,5 mii ha.

19. | Lituania 220 arbori ornamentali, forestieri si pomi Ivinsic et al.,1988
fructiferi

Asia

20. | China 335 arbori ornamentali, forestieri si pomi | Qu,1987; Yang Wei and
fructiferi. Alte culturi care pot fi | Wang, 2006; Jia, 2006
atacate; vita-de-vie, porumbul sau soia .
300000 ha, mai mult de 50000 de
copaci atacati, (Zea mays L.) coton
(Gossypium hirsutum L.), cabbage
Brassica spp.), Populus spp., Salix spp.,
Fraxinus spp., Betula spp., Alnus spp.,
Carya spp., Juglans spp., Ulmus spp.,
Acer spp., Diospyros spp. and
Liquidambar spp

21. | Japonia Peste arbori ornamentali, forestieri, pomi | Hasegawa, 1966; Masaki,

100 fructiferi si  legume. Alte plante | 1975;

cultivate care pot fi atacate: pinul, vita- | Gomi, 1997; Gomi, 2000;
de-vie, porumbul, orezul, soia Takehiko Yet, 2001

22. | Korea 300 arbori ornamentali, forestieri si pomi Jasinka, 1984; Choi et al.,
fructiferi 1986; Smith et al., 1992;

Chung et al., 1995.

23. | Turcia 200 arbori ornamentali, forestieri si pomi Smith et al., 1992; Isik,

fructiferi, alunul. Yanilmaz, 1992; Yaman et
al, 2002

24. | lran 250 arbori ornamentali, forestieri si pomi Rezaei et al., 2003
fructiferi

25. | Georgia 250 arbori ornamentali, forestieri si pomi Loladze, 2003, 2011

fructiferi
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ANEXA 2

Tabelul A 2.1. Specii de insecte controlate cu ajutorul virusurilor

Specia de insecte Virusul Cultura Tara (anul)
Diprion herciniae VPN Conifere Canada (2000)
Neodiprion sertifer VPN Pin Canada (2003); Austria
(2012)  Anglia  (2009);
Germania (2004); ltalia
(2013),
Polonia (2012); Yugoslavia
(2000,2004)
Neodiprion pratti VPN Pin SUA (2008)
Neodiprion pratti banksiana ~ |VPN Pin Canada (2003)
Neodiprion swainei VPN Pin Canada (2000)
Neodiprion lecontei VPN Pin Canada (2005)
Neodiprion taedae linearis VPN Pin SUA (2002)
Choristoneura fumiferana VPN Conifere Canada (2011)
Choristoneura fumiferana Entomopoxvirus  [Conifere Canada (2002)
Choristoneura murinana VG Brad Germania (2006)
Colias philodice VPN Lucerna SUA (1950)
Heliothis armigera VPN Bumbac Uganda (2007); Australia;
China; SUA; India (2004-
2014)
Heliothis armigera VPN Lucerna Spania (2010)
Heliothis armigera Entomopoxvirus Bumbac Australia (2012)
Heliothis armigera Tetravirus Bumbac Australia (2005)
Heliothis zea VPN Tutun SUA (2005)
Heliothis zea VPN Porumb SUA (2000-2012)
Heliothis zea VPN Bumbac SUA (2003-2014)
Heliothis zea VPN Sorg SUA (2009)
Helicoverpa spp. VPN Bumbac Australia (2006)
Helicoverpa spp. Ascovirus Bumbac Australia (1995)
Hyphantria cunea arbori si arbusti in  |Romaénia (2002-2012)
VPN parcuri si
aliniamente stradale
Hyphantria cunea VPN arbori si arbusti in  |China, Rusia (2011)
parcurt §1
aliniamente stradale
VPN arbori si arbusti in  |Republica Moldova (2011-
Hyphantria cunea VG parcuri si 2014)

aliniamente stradale
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Lymantria dispar VPN Stejar SUA  (1963); Sardinia
(1967); Romaénia (1995-
2002)

Lymantria fumida VPC Brad Japonia (1963-1966)

Lymantria monacha VPN Conifere Germania, Italia,
Danemarca, Suedia (anul)

Malacosoma disstria VPN Plop Canada (1963, 1964); SUA,;
Italia; Rusia, Canada (1996)

Malacosoma californicum VPN Plop Canada (1996)

Mamestra brassicae VPN Varza Japonia (1965); Germania;
Danemarca; Franta (1990-
1996)

Mamestra configurata VPN Rapita Canada (1996)

Orgyia pseudotsugata VPN Conifere SUA (1974, 1976); Canada
si SUA (1995)

Peridroma saucia VPN Menta SUA (1968)

Spodoptera exigua VPN Pajisti Kenya (1965, 1966),
Thailanda; Germania
(1996); Spania  (1993-
1995); Olanda, SUA (1995)

Spodoptera litura VPN Trifoi Egipt (1954, 1955)

Spodoptera litura VPN Bumbac Egipt (1958)

Spodoptera frugiperda VPN Porumb SUA (1965, 1969)

Spodoptera sunia VPN Bumbac Guatemala (1988)

Spodoptera littoralis VPN Bumbac Creta (1980); Israel (1996);
Egipt (1995)

Stilpnotia salicis VPN Plop Belgia (1970)

Trichoplusia ni VPN Varza SUA si Canada (1958-
1975); SUA (1995)

Trichoplusia ni VG Varza Canada (1958-1975); SUA
(1995-1997)

Trichoplusia orichalcea VPN Soia Zimbabwe (1988)

Wiseana spp. VPN Pajisti Noua Zeelanda (1972)

Wiseana spp. Entomopoxvirus Pajisti Noua Zeelandi (1972)

Anagrapha falcifera VPN SUA (1997)

Adoxophies sp. VG Ceai Japonia (1997)

Adoxophies sp. Entomopoxvirus  [Ceai Japonia (1997)

Agrotis segetum VG Porumb si|Rusia  (1963);  Pakistan,

bumbac Danemarca (1971)

Agrotis segetum VPN Salatd, porumb Germania, China (1995)

Dendrolimus sibiricus VG Larix sibirica Rusia (1961)

Dendrolimus spectabilis VPC Pin Japonia (1960)
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Cydia pomonella VG Mir SUA (1966), Elvetia (1972);
Germania (1974, 1975),
Chile, Japonia, Anglia, Italia
(1995)

Phthorimea operculella VG Cartof Australia (1970); Anglia;
Chile

Pieris brassicae VG Varza Franta (1956); Australia;
Anglia

Pieris rapae VG Varza Hawai (1953-1954);
Australia (1957); Canada
(1967-1975);China (1986)

Pieris rapae VG Rapita Noua Zeelanda (1957)

Plathypena scabra VG Rapita SUA (1972)

Plodia interpunctella VG Grau si porumb SUA (1973-1976)

Plodia interpunctella VG Nuci si alune SUA (1973-1976)

Thaumetopoea VPC Pin Franta (1958-1959)

pityocampa

Melolontha melolontha Entomopoxvirus Pajisti Franta (1963, 1970)

Oryctes rhinoceros VN Cocotier Insulele Samoa (1969),
Insulele Wallis (1970)

Oryctes rhinoceros VN Palmieri Malaezia, Filipine (1995)

Adoxophies orana VPN, VG Mar Germania, Olanda, Japonia
(1995)

Plutella xilostella VPN Varza Asia, Japonia (1995)

Plutella xilostella VG Legume Kenya (2008)

Anticarsia gemmatalis VPN Soia Brazilia (2014); Brazilia,
SUA(2004)

Cephalcia abietis VPN Arbori Austria (1980)

Erinnyis ello GV Manioc Brazilia (2011)

Gilpinia hercyniae VPN Arbori Canada 2011)

Xestia c-nigrum VPN Sfecla China (2005)

Mythimna separata VPN Diferite China (2005)

Dendrolimus punctatus CPV Paduri China (2005)

Harrisina brillians VG Vita de vie SUA (2012)

Epinotia aporema VG Legume Africa de Sud (2002)

Calliptamus italicus Entomopoxvirus Pajisti China (2008-2013)

Dociostaurus kraussi Entomopoxvirus  |Pajisti China (2002)

Gomphoceeus sibiricus Entomopoxvirus Pajisti China (2000-2010)

Oedaleus asiaticus Entomopoxvirus Pajisti China (2004-2014)

Oedaleus infernalis Entomopoxvirus  |Pajisti China (2004-2014)
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ANEXA 3

Tabelul A 3.1. Specii de plante atacate in conditii naturale de H. cunea sau acceptate
experimental in laborator ca gazda pentru cresterea larvelor de H. cunea

Nr. Planta Familia Natura Acceptata ca
crt hrana in
laborator
1 | Agropyrum repens Beauv. GRAMINEAE + +
2 | Hordeumvulgare L. +
3 | Lolium perenne L. +
4 | Zeamays L. + +
5 | Asparagus officinalis L LILIACEAE +
6 | Irisgermanica L. IRIDACEAE +
7 | Gladiolus imbricatus L. +
8 | Populusalbal. SALICACEAE +
9 | Populus italica Mnch. + +
10 | Populus nigra L. +
11 | Populus tremulaL. +
5 | Asparagus officinalis L +
6 | Irisgermanica L. +
7 | Gladiolus imbricatus L. +
8 | Populusalbal. +
9 | Populus italica Mnch. +
10 | Populusnigra L. +
11 | Populus tremulal. +
12 | SalixalbalL. + +
13 | Salixcaprea L. +
14 | Salix fragilis L. +
15 | Salix triandral. +
16 | Juglans regia L. JUGLANDACEAE + +
17 | Juglans nigra L. +
18 | Alnus glutinosa Gaertn. BETULACEAE +
19 | Betulaverrucosa L. +
20 | Corylus avellana L. +
21 | Fagussilvatica L. FAGACEAE +
22 | Castanea saliva Mill. +
23 | Quercus petraea Liebl. +
24 | Quercus roburh. +
25 | Quercus rubralL. + +
26 | Celtis occidentalis L. ULMACEAE +
27 | Ulmus campestris L. +
28 | Ulmus scabra Mill. +
29 | MorusalbalL. MORACEAE + +
30 | MorusnigraL. + +
31 | Maclura aurantiaca +
32 | Ficus elastica Rorb. + +
33 | Amaranihus retrgflexus L. AMARANTHACEAE +
34 | Clematis vilalba L. RANUNCULACEAE +
35 | Paeoniasp. +
36 | Papaver sp. PAPAVERACEAE +
37 | Brassica oleracea L. CRUCIFERAE + +
38 | Ribes nigrumL. SAX1FRAGACEAE +
39 | Platanus orientalis L. PLATANACEAE + +
40 | Crataegus monogyna L. ROSACEAE + +
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41 | Cydonia oblonga Mill. + +
42 | Fragariavesca L. +
43 | Cerasus avium Mnch. +
44 | Prunus domestica L. + +
45 | Primus spinosa L. +
46 | Pirussativa Lam. et Dc. +
47 | Pirus salicifolia L. +
48 | Rosa canina L. + +
49 | Rubus caesius L. +
50 | Rubus idaeus L +
51 | Cercissiliquastrum L. LEGUMINOCAE +
52 | Gleditschia triacanthos L. +
53 | Laburnum anagyroides Medik. +
54 | Medicago sativa L. +
55 | Phaseolus vulgaris L. +
56 | Pisumsativum L. +
57 | Robinia pseudacacia L. +
58 | Sophora japonica L +
59 | ViciafabalL. +
60 | Trifolium pratense L. +
61 | Pelargonium zonale Ait. GERANIACEAE +
62 | Geranium sp. +
63 | Buxus sempervirens L. BUXACEAE +
64 | llexaquifolium L. AQUIFOLIACEAE +
65 | Acer campestre L ACERACEAE + +
66 | AcernegundoL. + +
67 | Acer platanoides L. + +
68 | Acer pseudoplalanus L. + +
69 | Acer saccharinum L. + +
70 | Aesculus hippocastanum L. HIPPOCASTANACEAE +
71 | Vitis vinifera L. VITACEAE + +
72 | Parthenocisus tricuspidata Planch. + +
73 | Parthenocisus quinquefolia Planch. +
74 | Tilia cordata Mill. TILIACEAE + +
75 | Tilia platyphyllos Scop. + +
76 | Althea rosea Cav. MALVACEAE +
77 | Hibiscus syriacus L. +
78 | Tamarix sp. TAMARICACEAE +
79 | Begonia sp. BEGONIACEAE +
80 | Eleagnus angustifolia ELEAGNACEAE +
81 | Daucus carota L. UMBELIFERAE +
82 | Petroselinum hortense Hoff. +
83 | Cornusmas L. CORNACEAE +
84 | Cornus sanguineal. +
85 | Fraxinus excelsior L. OLEACEAE +
86 | Fraxinusornus L. +
87 | Forsythia sp. +
88 | Ligustrum vulgare L. +
89 | Syringa vulgaris L. +
90 | Jasminum sp. +
91 | Lamium purpureum L. LABIATAE +
92 | Salvia pratensis L. +
93 | Petunia hybrida Hort. SOLANACEAE +
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94

Solanum nigrum L.

95

Solanum tuberosum L.

96

Paulownia tomentosa Sieb. et. Zucc

SCROPHULARIACEAE

97

Catalpa bignonioides Watt.

BIGNONIACEAE

+ 4|+ |+

98

Catalapa bignonioides Aurea

99

Catalpa ovata G. Don.

+

100

Catalpa speciosa

101

Campsis radicans

102

Plantago major L.

AGINACEAE

103

Plantago lanceolata L.

104

Sambucus nigra L.

CAPRIFOLIACEAE

105

Viburnum sp.

106

Chrisanthemum sp.

107

Cichorium intybus L.

108

Helianthus annus L.

109

Taraxacum gfficinale Web.

110

Zinnia elegans L.

111

Sambucus nigra L.

112

Viburnum sp.

113

Chrisanthemum sp.

COMPOSITAE

114

Cichorium intybus L.

115

Helianthus annus L.

116

Taraxacum dfficinale \Web.

117

Zinnia elegans L.

118

Cotinus coggygria

ANACARDIACEAE

119

Bérberis vulgaris

BERBERIDACEAE

120

Canna spp.

CANNACEAE

121

Chenopodium album

CHENOPODIACEAE

122

Spinacia oleracea

123

Ailanthus altissima

SIMAROUBACEAE

124

Cephalanthus occidenalis

NAUCLEACEAE

o o [ I R (e o B o o o I e e e i e A e T
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ANEXA 4

Tabelul A 4.1. Familiile si alte unititi taxonomice ale virusurilor entomopatogene

Nr. FAMILIA GENUL/VIRUSUL Acidul Gazda
nucleic

1 Baculoviridae A Poliedrosis Nuclear ADN Afecteaza numai
(VPN) nevertebratele ca  control
Gen.Baculovirus biologic
B.Granulosis (VG)
Gen. Baculovirus

2 Poxviridae Gen.Entomopoxvirus A- | ADN Afecteaza vertebratele si
Melolonlha melolontha nevertebratele
entomopoxvirus

3 Ascoviridae Ascovirus Spodoptera ADN Afecteaza nevertebra
frugiperda ascovirus

4 Reoviridae Gen.Virusul poliedrozei ARN Apare la Hymenoptera,
citoplasmatice Coleoptera

5 Polydnaviridae Ichnovirus ADN Gasite in specile
Campolelis sinorensis Hymenoptera
Bracovirus

6 Iridoviridae Gen.Iridovirus ADN Vertebrate iridescens virus
Gen.Chlorividovirus 6, RanavirusFrog virus 3

7 Parvoviridae Gen.Densovirus - ADN Vertebrate
Junonia coenia Virus, Parvovirus
Densonucleosus

8 Nimaviridae Whispovirus- ADN White spot syndrome

virus

9 Picornaviridae Gen.enterovirus nu ARN Au asemanari cu
este clasificat virusurile vertebratelor si
Drosophila C virus plantelor

Picornavirus

10 Caliciviridae Amyelosis chronic ARN Vertebrate, Calicivirus
stunt virus

11 Nodaviridae Nodavirus-Nodamura ARN Vertebrate,
virus Betanodavirus

12 Tetraviridae Betatetravirus- ARN B virus
Nudaurelia capensis p
virus

13 Birnaviridae Entomobirnavirus- ARN Aguabirnavirus-Infectious
Drosophila X virus pancreatic necrosis virus

14 Metaviridae Errantivirus- ARN Drosophila melanogaster
Drosophila gypsy virus
melanogaster gypsy
virus

15 Flaviviridae Flavivirus ARN La tintari ca gazda

intermediara
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ANEXA 5

Transnistria

Dubasari

Figura A 5.1. Siturile de colectare a Omizii-paroase-a-dudului (H. cunea)
in Republica Moldova
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ACTE DE IMPLEMENTARE:
Act de imlemnetare A. 6.1

ANEXA 6

AGENTIA

ATEHTCTBO
“MOLDSILYA™ WMOJACITBAS
Rezervatia naturald ,,CODRII™ HNpupoausiii 3ano HHK
3721 com. Lozova, r-n Striiseni, Ere :KO np"ﬁ:ea
tel.(0237) 47-3-86, 3721 c. Jlozosa, CTpamienckoro p-ua
fax(0237) 93-0-80 1en.(0237) 47-3-86,

email:cOdri@mtc-stmd daxe (0237) 93-0-80

emall:COdfi@mW4Lmd

Ly 2. 0/ o _,/',

Act de implementare

Prin prezenta se confirmi, ci rezultatele stiintifice obtinute de D-na Aurelia Stingaci

referitor la determinarea rolului preparatului viral Virin ABB-3 la combaterea diunitorului

Hyphantria cunea Drury (Lepidoptera Erebidae) au fost aplicate in masivele silvice Striseni si

liziera de pidure din Rezervatia ,Codrii”. in rezultatul executirii experientelor cu norma de
consum a preparatului viral Virin ABB-3 -0,1 kg/ ha cu interval de 7 zile la ficcare generatic a

Omizii piroase a dudului s-a obfinut eficacitatea biologicii a preparatului viral Virin ABB-3-

83,3% I generatie fatii de etalonul biologic Lepedocid-II generatie care are o eficacitate biologici

85,2%. De aceea preparatul viral Virin ABB-3 in combaterea Omizii piroase a dudului cu

norma de consum- (),1 Kg/ ha, este propus pentru includerea in registrul de Stat al produselor de

uz fitosanitar si al fertilizantilor.

: /{%(,Lﬁ{, b% GOGU Vitalie
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Act de implemnetare A. 6.2.

\\\
énmb' M Aprob :
l;)ir‘éc{o‘rul IPPAE ASM, Lider GT ,, Oleg Timcu™

abititat in biologie s.Petrunia r-n Glodeni
adimir Todirag Oleg Timcu

TsEnt » T septembrie 2013
Tiruact A C T
De avizare a productici tehn ico-gtiintifice §i a rezultatelor inregistrate

Denumirea temei: 10.04.038 F: Biotehnologia producerii si apliciirii preparatelor biologice pentru
combaterea organismelor dauniitoare

ETAPA: Elaborarea tehnologiilor de combatere in masa a larvelor Omizii paroase a dudului de
H.cunea cu preparatul viral Virin ABB-3

Conducitor stiintific: Doctor habilitat in biologic M.Ciuhrii
Consultant stiintific: Doctor habilitat in biologie L.Volosciuc
Executorii;

Din partea IPPAE, ASM- Cercetiitor stiintific Aurelia Stingaci
Din partea GT ,, Oleg Timcu” Oleg Timeu

Descrierea obiectului contractului - Rolul preparatului viral Virin ABB-3 in combaterea H.cunea in
fasie foristerierd de artar .

L ocul executirii experientelor; GT,, Oleg Timeu™ s.Petrunia r-n Glodeni

Norma de consum a preparatului viral Virin ABB-3 -0, kg ha, solutiei de luctru 1.5L/pom ( 10001/ha),
repetare cu interval de 7 zile la fiecare generafie a Omizii piroase a dudului,

Rezultatele inregistrate:

In conditiile climaterice ale anului curent -laaplicarea a unui tratament contra larvelor generatiei x 11
in fisie foristiera de arfar 1000m X 6m= 6 ha, am obtinut eficacitatea biologica a preparatului viral
Virin ABB-3- 83,3% . Fata de etalonul biologic Lepedocid cu eficacitate biologica de 88.0%.,

Eficacitatea biologicit a preparatului viral Virin ABB-3 in controlul dezvoltirii Omizii piroase a
dudului in masivele silvice,

Nr ] Supraf | Norma Generatia Omizi la colonii Eficacitatea
d'r | Preparatul ata, ha | Kg/ha pand | Dupd 10 zile biologicd

| | Virin ABB-3 3 0,1 1l 640 107 83,3

2 | Lepedocid 2 L0 11 518 |62 88.0

3 MARTOR 1 I 645 621 -

Concluzii: Preparatul viral Virin ABB-3 in combaterea Omizii pircase a dudului cu norma de consum-
0,1 kg/ ha. Preparatul VIRIN-ABB-3 a demonstrat o eficacitate biologic la nivelu etaloanelor de
comparafie cu preparat biclogic (83,3-88,0%).

Din partea IPPAE, ASM, Din partea GT ., Oleg Timeu™

A.Stingaci O Timeu
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DECLARATIA PRIVIND ASUMAREA RASPUNDERII

Subsemnatul, Stingaci Aurelia, declar pe raspundere personala ca materialele prezentate
in teza de doctorat sunt rezultatul propriilor cercetari si realizari stiingifice.

Constientizez ca, in caz contrar, urmeaza sa suport consecintele in conformitate cu
legislatia in vigoare.

Stingaci Aurelia

01.10. 2019
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CV-ul AUTORULUI

Nume, Prenume: Stingaci Aurelia
Data si locul nagterii: 17 august 1970, mun. Chisindu, R. Moldova
Cetatenia: Republica Moldova.
STUDII DE INVATAMANT SUPERIOR UNIVERSITAR:
1988-1993 — Universitatea Agrara de Stat din Moldova, Facultatea

de Pomicultura si Viticultura, specialitatea ,, Protectia biologica a plantelor”.

1994-1997 — Doctorantura, Academia de Stiinte a Moldovei.
ACTIVITATEA PROFESIONALA:

1993 — cercetator stiintific stagiar, Institutul Unional de Metode biologice de

protectie a Plantelor, Laboratorul ,,Biotehnologia Producerii Mijloacelor Biologice™.

1994-1997 — doctoranturd, Academia de Stiinte a Moldovei;

1994 — prezent — cercetator stiintific, Laboratorul ,,Fitopatologie si Biotehnologie ”,
Institutul de Genetica, Fiziologie si Protectie a Plantelor.

STAGII:

02-03 iulie 2015 Universitatea Academiei de Stiinte a Moldovei ,,Tehnici de cercetare
in biologia moleculara”.

06 - 18 iulie 2017 Institutul de Cercetari Stiintifice in Domeniul Microbiologiei
Agricole a  Rusiei  (Bcepoccuiickuii ~ HayyHO  HCCIIEIOBaTEIbCKMM  HHCTUTYT
CeNbCcKox03siUcTBeHHONM MuKpoOuonoruu) din (Sankt-Petersburg, Puskin) cu tema ,,Studierea
noilor metode de efectuare a cercetdrilor iIn domeniul elaborarii tehnologiilor de producere a

preparatelor microbiene pentru combaterea daundtorilor si bolilor culturilor agricole”

DOMENIUL DE INTERESE STIINTIFICE:

Protectia plantelor. Elaborarea preparatelor pe baza principiilor biologic bioactive,
valorificand in calitate de obiecte biotehnologice a baculovirusurilor si bacteriilor
entomopatogene. Utilizarea preparatelor entomopatogene pentru diminuarea populatiei
daunatorul Omida-paroasa-a-dudului si a altor daunatori. 1zolarea si identificarea preparatelor
virale si bacteriene pentru stabilirea dinamicii populatiei Omizii-paroase-a-dudului in Republica

Moldova.
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PARTICIPARI LA PROIECTE STIINTIFICE NATIONALE SI INTERNATIONALE:
2007-2008 — proiect independent individual ,,Elaborarea procedeelor biotehnologice de
producere a preparatului baculoviral in combaterea Omizii-paroase-a-dudului (Hyphantria cunea
Drury).

2006-2010- proiect institutional 06.40.22 F “Elaborarea mijloacelor ecologic inofensive in baza
microorganismelor utile si a substantelor biologic active pentru combaterea organismelor
daunatoare in agrocenoze*,

2011-2014 — proiectul institutional 10.04.038 F ,,Elaborarea procedeelor biotehnologice de
producere a preparatelor biologice in baza de virusuri, bacterii, ciuperci microscopice si
nematozi entomopatogeni pentru protectia plantelor de boli si daunatori”.

2013-2014 — proiect bilateral cu Republica Belarus, 820.04. 09/VG. ,,Argumentarea biologica
a sistemului ecologic de protectie a culturilor Solanaceae in baza diagnosticarii si formarii
structurii populatiilor de daunatori si entomofagi in conditii de stres ecologic ™ .

2016 — curent proiect institutional 15.817.05.06F, ,,Elaborarea tehnologiilor de producere si
aplicare a mijloacelor ecologic inofensive de protectie integrata a culturilor agricole”.

2017 — proiectul de sponsorizare ,,Stiingele viefii in dialogul generatiilor” in memoriam
profesorului Mircea Ciuhrii. Obtinere a BURSEI DE CERCETARE ,,MIRCEA CIUHRII”.

PARTICIPARI LA FORURI STIINTIFICE (nationale si internationale) :.

2019

- |l MexnyHapoaHast Hay4yHash KOH(EpeHLHMs, IOCBSIIEHHON namsaTH akajemuka EBrenus
WBanoBuua EpmakoBa «TeHaeHUMH pa3BUTUS arpo@u3UKd: OT aKTyalbHBIX IpoOiieM
3eMJIe/leNis U pacTeHHEBOJICTBA K TeXHONoruaM Oynymiero». Arpodusnueckuit HUU, Cankr-
[TerepOypr, 2-4 oxTs16ps 2019 r;

2018

- Conferinta stiintifica Internationald “Protectia Plantelor in Agricultura Conventionala si
Ecologica", 10-12 decembrie 2018, Institutul Genetica, Fiziologie si Protectic a Plantelor,
Chisinau;

- Simpozionul Stiintific International “Agricultura moderna — realizari si perspective”, dedicat
aniversarii 85 ani de la fondarea Universitatea Agrara de Stat, 2018, Chisinau;

2017

- MexaynapoiHasi Hay4dHasi KOH(pepeHIUsl, TocBsimeHHoN 105-neTuio co THS poKIEHUS 4YjieHa-

koppecnogienTa A. JI. AmOpocoBa u 80-netuto co AHs pokaeHus akaaemuka B. @. Camepcosa,
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[Mpunyku, 24-26 wions 2017 r. HamuwonanbHas axamagemusi Hayk benapycu, Hayu.-
IIPAaKTUYECKUM LICHTP 110 3eMieaeinto, MTHcTuTyT 3ammrtsel pacrenuii, Munck, benapycus;
- Conferinta stiintifica internationala ,,Genetica, Fiziologia si Ameliorarea Plantelor”, 9-10
octombrie 2017, Institutul Genetica, Fiziologie si Protectie a Plantelor, Chiginau,
- International simpozium ,,Actual problems of zoology and parasitology: achievements and
prospects, dedicated to the 100th anniversary from the birth of academician Alexei Spassky, one
of the founders of the Academy of sciences of Moldova and of the Parasitological school of the
Republic of Moldova. Chisinau, 13 octombrie 2017,
- International Scientific Symposium ,,Conversation of Plant Diversity”, 5th edition, 1-3 June
2017, Institutul Genetica, Fiziologie si Protectie a Plantelor, Chisinau;
2016
- Me)K,HYHapOI[HaSI HaYYHO-IIPpAKTUYCCKaA KOH(I)epeHI_II/I}I «bHOTEXHOJIOTUYECKHE CHUCTEMBI
IPOM3BOJICTBA M IPUMEHEHHS CPEJCTB OMOJIOTH3AINN 3eMIICICIUS», TIOCBAMIEHHON 45-J€THI0 CO
mas cosnanus UTU «buortexunuka», Onecca, 3-7 oktsaops 2016;
- Conferinta stiintifica cu participare internationald consacrata aniversarii a 150 ani de la aparitia
ecologiei ca stiinta, a 70 ani de la fondarea primelor institutii stiintifice academice si 20 ani de la
infiintarea USPEE ,,C. Stere”, Chisinau, 14-15 septembrie, 2016;
- The materials of IX-th International Conference of Zoologists ,,Sustainable use, protection of
animal world and forest management in the context of climate change”, dedicated to the 70th
anniversary from the creation of the first research institutions and 55th of the inauguration and
foundation of the Academy of sciences of Moldova, Chisinau, 12-13 octombrie, 2016;
- The HlI-th International Scientific Conference of Microbial Biotechnology, dedicated to the
70th aniversary from the creation of the first research institutions and 55th of the inauguration
and foundation of the Academy of sciences of Moldova, Chisinau, 12-13 octombrie 2016;
- Simpozionul stiintific national cu participare internationala ,,Biotehnologii avansate-realizari si
perspective”, editia 1V-a consacrat aniversarii a 70 de ani de la crearea primelor institutii de
cercetare ale Academiei de Stiinte a Moldovei si a 55-a de la inaugurarea si fondarea ASM.
Chisinau, 2-4 octombrie, 2016;

2015
- International Scientific Symposium ,, Conservation of plant diversity”, dedicated to the 65 ™
anniversary of the Botanical Garden (Institute) of the Academy of Sciences of Moldova, 8-9
octombrie, 2015;
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- Conferinta stiintifica internationala ,,Entomopathogenic viruses diversity and use as
bioinsecticides”, Chiginau, 25-27 iunie 2015, Institutul Genetica, Fiziologie si Protectie a
Plantelor;

- Conferinta stiintifica internationala ,,Protectia plantelor- realizari si perspective”, Chisinau, 27-
28 octombrie, 2015, Institutul Genetica, Fiziologie si Protectie a Plantelor;

- International scientific congress ,,Soil and food resources for a healthy life”, University of
Agricultural Scienses and Veterinary Medicine ”Ion Ionescu de la Brad”, lasi, 22-24 october
2015;

2014

- Simpozionului international ,,100 ani M. Sidorov”, Chisinau, 29-31 octombrie 2014;

- International scientific symposium ,,Conservation of plant diversity”, the third edition,
Chiginau, 22-24 mai 2014;

2013

- MexayHapoqHONH HayYHO-NPAKTUYECKOW KOH(MEPEHIIMH MOJOIBIX YYEHBIX M CIIEIUATHCTOB,
nocBsiieHHol 100-netuto co JHSA pokaeHUs u3BecTHoro ydeHoro Bamguma IlerpoBuua
BacuibeBa (1912-2003). CoctosiHMe M MEPCHEKTUBBI Pa3BUTHs 3alluThl pactenuii, Kues, 1-2
ampesst, 2013;

- MexayHnapoaHas Hay4yHO-TIpakTH4eckass KoHdepeHuus «DurocaHuTapHas 0€30MacHOCTh U
KOHTPOJIb CEIbChKOXO03IHCTBEHHOM MPOTyKITuNy, YepHOBIBI, bostabl, , 3-4 muroirs, 2013;

- The VIII-th International Conference of Zoologists ,,Actual problems of protections and
sustainable use of the animal world diversity”, Chisinau, 10-12 octombrie, 2013;

- Al Ill-lea Simpozion national cu participare internationala ,,Biotehnologii avansate-realizari si
perspective”, Chisinau, 24-25 octombrie, 2013, Institutul Genetica, Fiziologie si Protectie a
Plantelor;

- International scientific symposium ,,Oltenia studii si comunicari stiintele naturii”, Craiova, 13-
13 septembrie, 2013;

2012

- PecnyOnukaHckass HaydHO mpakTudeckass KoHdepeHuus «3oosorndeckue uyreHun 2012y,
nocBseHHoi 250-neruto nmpodeccopa C.b. FOum3umna, ['poano, 2-4 mapra, 2012;

- MexayHapoaHas HaydHas-TIpaKkTHYecKas KoH(epeHus «bronorndeckas 3amura pacTeHUH
Ha MMyTSX WHHOBarmi», YepHorisl, 3-4 iulie, 2012;

- MexnayHapoaHas Hay4YHas-TIPAKTHICCKas KOH(DepeHIHS «["eonoruueckue "
OMOAKOJIOTHYECKHUE MTPOOIIEMBI CEBEpHOT0 IpUYepHOMOpPBs», Tupacnoins, 9-10 Hos6ps 2012;

- International scientific symposium ,,Oltenia studii si comunicari stiintele naturii”, Craiova,
11-13 septembrie, 2012,;
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- Simpozionul stiintific international ,,Protectia plantelor — probleme si perspective”, Chisinau,
30-31 octombrie, 2012;
2011

Simpozionul stiintific international ,.Conference of zoologists dedicated to the 50" anniversary
from the foundation of Institute of Zoology of ASM”, Chisinau, 13-14 octombrie, 2011;
2009
- Simpozionul stiintific international ,,Protectia Plantelor — realizari si perspective”, 19-22
octombrie, 2009, Institutul Genetica, Fiziologie si Protectie a Plantelor, Chisinau;
2008
- Simpozionul stiintific International ,,Agricultura modernad — realizari si perspective”, dedicate
aniversarii a 75 de ani ai Universitatii Agrare de Stat din Moldova, Chisinau, 2008 25-27
septembrie, 2008;

Rezultatele principale au fost prezentate, discutate si aprobate prin realizarea proiectelor
institutionale nr. 06.40.22 F ,Elaborarea mijloacelor ecologic inofensive 1n baza
microorganismelor utile si a substantelor biologic active pentru combaterea organismelor
ddundtoare in agrocenoze” (2006-2010), nr.10.04.038 F ,,Biotehnologia producerii si aplicarii
preparatelor biologice pentru combaterea organismelor daunatoare” (2011-2014), precum si in
cadrul Grantului pentru tineri cercetatori nr. 07.40.29 ,,Elaborarea procedeelor 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 baculovirusurilor
entomopatogene in combaterea insectelor ddunatoare cu capcanele de lumind si feromoni”
(2017).

Apartenenta la societiti stiintifice nationale: Societatea de microbiologie din Moldova

LUCRARI STIINTIFICE:55, dintre care:

Articole stiintifice in reviste internationale recenzate
CategoriaB+: 5

Articole stiintifice n reviste nationale recenzate
Categoria B+: 5

CategoriaC: 1

Articole in culegeri internationale: 15

Articole in culegeri nationale: 16

Teze ale comunicarilor stiintifice: 13

Competenta lingvistica: limba materna — roménai; limba rusa (scris/vorbit) — foarte bine;
limba engleza (scris/vorbit) — bine; limba franceza (scris/vorbit) — bine

DATE DE CONTACT:

MD-2002, mun.Chisinau, str. Padurii 26, cell: +37369114937, e-mail:
aurelia.stingaci@gmail.com
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