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REPERELE CONCEPTUALE ALE CERCETARII

Actualitatea si importanta problemei abordate. Productivitatea culturilor agricole este
compromisd de un numar mare de factori, printre care insectele provoaca daune considerabile,
distrugand anual aproximativ 20% din productia agricold mondiald, cu aplicarea masurilor de
protectie a plantelor (Oerke 2006, Dhaliwal, Jindal, Mohindru 2015). Reprezentantii suprafamiliei
Curculionoidea (Coleoptera) sunt unii dintre cei mai periculosi daunatori ai plantelor de cultura.
Speciile Sitona lineatus L., Hypera postica (Gyll.) si Protapion apricans (Hbst.) (Coleoptera,
Curculionoidea) sunt vatamatori semnificativi ai culturilor de leguminoase (Fabaceae,
Leguminosae) raspanditi in Europa, Africa, Asia si America de Nord, inclusiv in Republica
Moldova. Fabaceele se claseaza pe locul doi dupa familia Poaceae privind importanta economica.
Reprezentantii leguminoaselor constituie o sursd semnificativa de proteine si grasimi de origine
vegetald, sunt cultivati in scopuri furajere, in calitate de fertilizanti, sunt utilizati de asemenea ca
sursa de fibra, condimente si plante decorative (Bennett 2011).

Managementul speciilor de daunatori ai fabaceelor este 0 provocare datorita fecunditatii
inalte, comportamentului migrator si habitatului ascuns al larvelor. Aplicarea insecticidelor
chimice reprezinta cea mai frecvent utilizata metoda de combatere, chiar daca majoritatea poseda
un nivel Tnalt de toxicitate si prezintd un pericol considerabil pentru sandtatea omului. De
asemenea, pesticidele au un impact negativ asupra mediului, cat si asupra biodiversitatii (Pimentel
2005, Damalas, Eleftherohorinos 2011). Drept consecinta, in legislatia unor tari au fost introduse
prevederi privind excluderea din uz sau reducerea utilizérii substantelor toxice pentru om si
biodiversitate (Regulamentul 1107/2009 privind introducerea pe piata a produselor fitosanitare,
Directiva 2009/127/CE privind echipamentele tehnice de aplicare a pesticidelor si Directiva
2009/128/CE privind utilizarea durabila a pesticidelor). In plan global, insa, se constati o tendinta
de crestere a cantitatilor de pesticide chimice utilizate, inclusiv a celor interzise (Lamberth,
Jeanmart, Luksch 2013).

Necesitatea identificarii unei alternative insecticidelor chimice a stimulat interesul pentru
elaborarea unor metode inofensive pentru om si mediu, readucand in atentia cercetdtorilor
metodele biologice de control al daunatorilor bazate pe utilizarea altor organisme in reducerea
efectivului numeric al organismelor periculoase sub pragul economic de daunare. Insectele, ca si
celelalte organisme vii, poseda un numar larg de inamici naturali, care pot fi utilizati in calitate de
agenti de control biologic, printre care evidentiem micromicetele. Unele tulpini de
microorganisme entomopatogene sunt deja utilizate pentru a controla populatiile de insecte
daunatoare, activitatea insecticida a altora este in proces de investigare. Insecticidele microbiene

pe bazd de micromicete combind avantajele atat a metodelor de control biologic, cat si a celor



chimice. Asemanator pesticidelor chimice acestea sunt usor de produs la un pret redus, usor de
formulat, au o perioada de valabilitate lunga si pot fi aplicate, folosind echipamentul standard.
Contrar insecticidelor chimice, care posedd un spectru larg de actiune, tulpinile fungice sunt
selective, respectiv, impactul negativ asupra mediului este minim.

Recent a fost aprobat Programul national de protectie integrata a plantelor pentru anii 2018-
2027 si Planul de actiuni privind implementarea acestuia (Hotdrarea Guvernului Republicii
Moldova Nr. 123 din 02.02.2018), care pune accent pe utilizarea metodelor biologice de combatere
a insectelor daunitoare. In Republica Moldova nu exista date privind microflora fungica a speciilor
Sitona lineatus, Hypera postica si Protapion apricans inclusiv microorganismele care ar putea fi
utilizate Tn controlul biologic al insectelor investigate. Studierea Tn complex a microflorei fungice
a acestor specii de insecte si caracterizarea tulpinilor cu activitate insecticida sporita va permite de
a oferi noi agenti de control biologic, de a produce in Republica Moldova biopesticide accesibile

pentru producatorii agricoli.

Scopul lucrarii a constat in investigarea microflorei fungice a daunatorilor Sitona lineatus
L., Hypera postica (Gyll.) si Protapion apricans (Hbst.) (Coleoptera, Curculionoidea), selectarea
agentilor de control biologic al ddunatorilor si caracterizarea proprietatilor fiziologice ale tulpinilor

autohtone de fungi pentru producerea si aplicarea bioinsecticidelor in cadrul agroecosistemelor.

Obiectivele cercetarii:

1. lzolarea si identificarea tulpinilor autohtone de micromicete din microflora speciilor Sitona
lineatus L., Hypera postica (Gyll.) si Protapion apricans (Hbst.) (Coleoptera,
Curculionoidea).

Protapion apricans (Hbst.) (Coleoptera, Curculionoidea) la infectia cu tulpinile de fungi

izolate cu potential de utilizare in calitate de agenti de control biologic.

Sitona lineatus L., Hypera postica (Gyll.) si Protapion apricans (Hbst.) (Coleoptera,
Curculionoidea).

4. Caracterizarea particularitatilor de crestere si dezvoltare a tulpinilor fungice cu activitate
insecticida sporita in diferite conditii ale mediului ambiant pentru elaborarea procedeului
de obtinere a preparatului autohton cu proprietati insecticide si recomandarilor de aplicare

n ecosistemele agricole.



Ipotezele de cercetare:

1. Ecosistemele din Republica Moldova reprezinta 0 sursa competitiva si nevalorificata de
tulpini autohtone de fungi cu potential insecticid.

2. Tulpinile autohtone de fungi poseda proprietati fiziologice favorabile pentru a fi utilizate
cu succes in producerea locald de biopesticide si integrarea acestora in sistemele de

productie agricola.

Sinteza metodologiei de cercetare si justificarea metodelor de cercetare alese

Pentru a atinge scopul si realiza obiectivele propuse in cadrul tezei, confirma sau infirma
ipotezele Tnaintate, au fost utilizate metode clasice si moderne de cercetare. Exemplarele de insecte
au fost colectate, folosind metode clasice entomologice (colectarea manuald, cosirea cu fileul
entomologic) si identificate morfologic cu utilizarea cheilor dihotomice. lzolarea tulpinilor de
fungi a fost realizata, folosind metode clasice microbiologice (izolarea directa si indirecta pe medii
nutritive uzuale, selective si inalt selective), cu intentia de a obtine un spectru mai extins de tulpini
fungice asociate daunatorilor si un numar mai mare de tulpini cu potential insecticid. Pentru
stabilirea apartenentei specifice a tulpinilor fungice au fost utilizate metode clasice microbiologice
(metode morfo-culturale cu utilizarea cheilor dihotomice) si metode molecular-genetice
(extragerea ADN folosind kit-ului DNeasy Plant Mini Kit, QIAGEN; amplificarea fragmentelor
ADN polimorfice, cu utilizarea perechilor de primeri NS5/NS6 si ITS4/ITS5; electroforeza in gel
de agarozi de 1,5%; purificarea produsului PCR si secventierea acestuia). In scopul selectarii
tulpinii potential producator a fost estimata susceptibilitatea insectelor tinta la infectia cu tulpinile
fungice cu potential insecticid (fiind verificate postulatele lui Koch) si a fost evaluata activitatea
insecticida (exprimata in valoarea LCsp) a tulpinii cu potential insecticid maxim. Pentru a confirma
tulpina de fungi selectata in calitate de tulpina producator, elabora formula preparatului insecticid
si recomandarile de aplicare au fost caracterizate particularitatile de crestere si dezvoltare (viteza
de crestere radiald, cantitatea de conidii produse per unitate de suprafata, rata de germinare) a
tulpinii fungice in diferite conditii ale mediului ambiant (temperatura, pH, salinitate, etc.). Tn
scopul elaborarii fluxului tehnologic de producere a preparatelor insecticide naturale pe baza
tulpinilor autohtone de fungi au fost caracterizate conditiile de pastrare pe termen lung, mediu si
scurt a tulpinii fungice si verificata viabilitatea acesteia dupa pastrare. La proiectarea experientelor,
analiza, interpretarea si validarea rezultatelor obtinute au fost utilizate metode matematice,
statistice (calcularea intervalelor de fTncredere, analiza dispersionala unifactoriala) si
bioinformatice (programul de cautare BLAST, programele de calcul TreePuzzle, PhyML si
MEGA).



CONTINUTUL TEZEI

1. CONTROLUL BIOLOGIC AL COLEOPTERELOR CURCULIONOIDE:
PROBLEME SI REALIZARI

Capitolul cuprinde analiza referintelor bibliografice cu privire la coleopterele
curculionoide, daunatori ai culturilor agricole, fiind argumentatd importanta grupului de insecte
inclus in studiu. Este analizata importanta economica crescanda a culturilor agricole din familia
Fabaceae in plan global, regional si local. De asemenea sunt aduse argumente privind importanta
economica a speciilor Sitona lineatus, Hypera postica si Protapion apricans, vatamatori
semnificativi ai culturilor de Fabaceae.

Sunt discutate metodele utilizate in combaterea coleopterelor curculionoide daunatoare,
fiind subliniat faptul ca insecticidele chimice raman a fi cea mai practicatd metoda. Acestea se
utilizeaza extensiv, chiar daca sunt cunoscute efectele adverse asupra sanatatii umane si mediului
ambiant. Este prezentatd o analizd a strategiilor alternative de gestionare a daunatorilor care
presupun readucerea n atentia cercetatorilor a metodelor fizico-chimice, agrotehnice, genetice si
biologice de control. Experienta practica a fermierilor si rezultatele stiintifice confirma ca
utilizarea combinatd a metodelor preventive si directe de control a organismelor ddunatoare este
cea mai eficienta. Controlul biologic face parte din grupul metodelor directe care presupune
utilizarea altor organisme n reducerea efectivului numeric al organismelor vizate sub pragul
economic de daunare. Controlul biologic este recunoscut drept element important al strategiilor de
Management Integrat al Organismelor Daunatoare (IPM) care poate asigura sustenabilitatea
agriculturii, siguranta economica si alimentara.

Este realizatd o analizd a principalilor agenti de control biologic utilizati impotriva
insectelor, sunt prezentate date recente privind agentii de control biologic al coleopterelor
curculionoide, fiind aduse argumente cu privire la avantajele utilizarii fungilor in calitate de agenti
de control biologic al speciilor S. lineatus, H. postica si P. apricans.

De asemenea este discutatd biotehnologia producerii si aplicarii preparatelor insecticide
fungice, sunt comparate formulele biopesticidelor cel mai des aplicate si disponibile pe piata,
ingredientele utilizate, avantajele si dezavantajele acestora, fiind puse in evidenta cele mai frecvent
utilizate formule pentru preparatele insecticide microbiene pe baza de micromicete. Capitolul se
incheie cu concluzii, este formulatd problema de cercetare si directiile de rezolvare a acesteia, sunt

definite scopul si obiectivele lucrarii.



2. MATERIALE SI METODE

2.1 Obiectele de studiu

Subcapitolul contine descrierea obiectelor de studiu. Sunt prezentate informatii cu privire
la biologia si ecologia speciilor de insecte Sitona lineatus L., Hypera (Hypera) postica (Gyll.),
Protapion apricans (Hbst.) (Coleoptera, Curculionoidae) si a speciilor de fungi entomopatogeni
Beauveria bassiana (Bals.-Criv.) Vuill. si Isaria fumosorosea Wize, (Hypocreales,
Cordycipitaceae) necesare pentru elaborarea procedeului de obtinere si aplicare a preparatului
entomopatogen natural.

2.2 Metodele de studiu

2.2.1 Metode entomologice

Exemplarele adulte din speciile S. lineatus, H. postica si P. apricans au fost colectate in
perioada lunilor aprilie - septembrie 2010 si 2016 in 6 localitati din Nordul, Centrul si Sudul
Republicii Moldova, folosind metode clasice entomologice (Bacal, Cocirtd, Munteanu 2014).
Identificarea apartenentei specifice a coleopterelor curculionoide a fost efectuatd cu utilizarea
lupei binoculare BEL Photonics. Confirmarea corectitudinii identificarii speciilor a fost realizata
prin consultarea materialului Muzeului de Entomologie al Institutului de Zoologie.

2.2.2 Metode microbiologice

Tulpinile fungice au fost izolate si evidentiate in culturd pura folosind metode clasice
microbiologice cu utilizarea mediilor nutritive uzuale, selective si inalt selective: PDA (Potato
Dextrose Agar, Merck), PDA selectiv (suplimentat cu 2ml/L. Ampicilina cu concentratia de 25
mg/ml), SAPF (Selectiv Agar for Pathogenic Fungi, Merck) si SAPF 1inalt selectiv (suplimentat cu
5ml/L dodine, 65 mg/L). Pentru pastrarea de lunga durata a genotipului initial al tulpinilor izolate
acestea au fost plasate in solutie de glicerol 10% la temperatura de -80 °C. Tulpinile fungice
entomopatogene de interes au fost depuse in Colectia Nationala de Microorganisme Nepatogene a
Institutului de Microbiologie si Biotehnologie.

Pentru identificarea tulpinilor fungice au fost utilizate metode clasice microbiologice de
identificare (morfo-culturale) si metode molecular-genetice de identificare. Pentru a selecta tulpina
producator au fost utilizate metode de estimare a susceptibilitatii insectelor tinta la infectia cu
tulpinile fungice entomopatogene (fiind cuantificate conidiile in inocul, evaluatd viabilitatea
conidiilor, testatd activitatea insecticida a tulpinilor fungice in conditii controlate si determinata
activitatea insecticidd a tulpinilor selectate) fiind verificatd satisfacerea postulatelor lui Koch
(Kaya, Vega 2012, Lacey, Solter 2012).

Pentru a caracteriza tulpinile fungice care au demonstrat potential insecticid maximal in

conditii de laborator, prognoza eficienta contra speciilor de insecte testate in conditii de camp si



propune procedeul de producere a preparatului insecticid au fost intreprinse un sir de investigatii
suplimentare. A fost studiat efectul temperaturii (15-35 °C) (Fargues et al. 1997) si al radiatiilor
UV (A=312 nm) (Mustafa, Gurvinder 2008 cu unele modificari) asupra cresterii si dezvoltarii
tulpinilor fungice. A fost determinata influenta pH-ului (pH = 5-9), salinitatii mediului nutritiv
(1, 2,3,5,7,9 % NaCl) (Mert, Dizbay 1977), presiunii osmotice (0,001M; 0,01M si 0,1M NacCl)
(Piatkowski, Krzyzewska 2007 cu unele modificari) asupra cresterii vegetative, sporuldrii si
viabilitatii conidiilor. A fost evaluatd influenta temperaturii, radiatiilor UV, pH-ului, salinitatii
mediului ambiant si presiunii osmotice asupra cantittii de conidii produse si viabilitatii conidiilor
dupa pastrare indelungata.

2.2.3 Metode molecular-genetice

Extragerea ADN a fost efectuata cu ajutorul kit-ului de extragere a ADN-ului genomic,
DNeasy Plant Mini Kit (QIAGEN). Cantitatea de ADN a fost estimata vizual prin electroforeza in
gel de agaroza de 1,5 % timp de 30 min, la 150V.

Amplificarea fragmentelor ADN polimorfice (PCR) s-a realizat in termociclu automat
T1 Plus Thermocycler Biometra (t° de aliniere 55°C) cu utilizarea a doua perechi de primeri:
ITS4/1TS5, care amplifica spacer-ul transcriptibil si portiunea de gena care codificd ARNr 5,8S si
perechea NS5/NS6, care amplifica portiunea de gena ce codifica ARNr 18S (White et al. 1990).
Vizualizarea produsului amplificarii a fost efectuata prin electroforeza in gel de agaroza de 1,5 %.

Purificarea produsului PCR a fost efectuata cu ajutorul setului de reagenti Mini Elute
PCR Purification Kit (QIAGEN).

Secventierea produselor PCR a fost realizatd in SeqLab GmbH, Germania prin metoda
dideoxi-terminald (metoda Sanger) utilizand kit-ul ABI PRISM TM Dye Terminator Cycle Ready
Reaction, AmpliTag® DNA Polymerase (Perkin-Elmer) si ABI PRISM TM 3100 Genetic
Analyser (Applied Biosystems).

2.2.4 Metode statistice si bioinformationale

Pentru prelucrarea, analiza si interpretarea datelor au fost utilizati parametrii statistici
precum media aritmeticd, amplitudinea, abaterea medie, dispersia, abaterea standard, efectuat
calculul intervalelor de incredere si analiza dispersionala unifactorialda (ANOVA). Pentru
efectuarea calculelor matematice si interpretarea grafica a rezultatelor obtinute au fost utilizate
aplicatiile Microsoft Office Excel si Power Point. Pentru analiza succesiunilor nucleotidice a fost
aplicat programul de cdutare BLAST (Altschul et al. 1990) din baza de date GenBank
(www.ncbi.nlm.nih.gov). Reconstruirea arborelui filogenetic a fost efectuata cu ajutorul metodelor
matricelor-distantate (algoritmele [Neighbour-joining] si [UPGMAJ]), utilizdnd programele de
calcul TreePuzzle, PhyML si MEGA (Kumar, Stecher, Tamura 2016).



2.3 Concluzii la capitolul 2

Metodele clasice si moderne utilizate in acest studiu au permis de a izola si identifica noi
tulpini fungice cu potential insecticid, constituind bazele unei colectii de tulpini autohtone agenti
bioactivi pentru obtinerea biopesticidelor in Republica Moldova. Metodele molecular-genetice au
permis identificarea la nivel de specie a tulpinilor fungice izolate si au redus substantial timpul
necesar pentru identificare. Metodele microbiologice utilizate pentru caracterizarea proprietatilor
fiziologice ale tulpinii de Beauveria bassiana permit prognozarea eficacitatii tulpinii in diverse
conditii ale mediului ambiant, elaborarea procedeului de obtinere si aplicare a preparatului
insecticid. Metodele statistice si bioinformationale au contribuit la interpretarea si validarea

rezultatelor obtinute.

3. MICROFLORA FUNGICA A SPECIILOR DE COLEOPTERE CURCULIONOIDE
INVESTIGATE

Capitolul prezinta rezultatele cercetarilor privind izolarea, identificarea si caracterizarea
comunitatilor fungice din microflora speciilor Sitona lineatus, Hypera postica si Protapion
apricans utilizand metode clasice si molecular-genetice.

3.1 Identificarea tulpinilor fungice cu utilizarea metodelor molecular-genetice

Tn rezultatul studiului Intreprins au fost identificate folosind metodele molecular-genetice
42 tulpini fungice, 38 dintre ele apartindnd increngdturii Ascomycota, 2 tulpini fiind din
increngatura Basidiomycota si doua din increngitura Mucormycota. In rezultatul reconstituirii
arborelui filogenetic In baza secventei partiale a genei ARNr 18S in microflora fungica a speciilor
Sitona lineatus, Hypera postica si Protapion apricans au fost identificati 17 reprezentanti din clasa
Dothideomycetes, 3 din ordinul Dothideales, 5 din ordinul Capnodiales si 9 din ordinul
Pleosporales; 12 reprezentanti din clasa Sordariomycetes, 1 din ordinul Sordariales, 1 din ordinul
Xylariales si 10 din ordinul Hypocreales; 5 reprezentanti din clasa Eurotiomycetes, ordinul
Eurotiales, 4 reprezentanti din clasa Saccharomycetes, ordinul Saccharomycetales, doi
reprezentanti din ordinul Mucorales si cate 1 reprezentant din ordinele Sporidiobolales si
Tremellales.

In rezultatul analizei filogenetice in baza succesiunii nucleotidice a regiunii ITS, din cele
42 tulpini fungice incluse n studiu, 40 au fost identificate la nivel de specie si 2 tulpini au fost
identificate la nivel de gen, din cauza lipsei secventelor nucleotidice cu un grad de similaritate de

99-100% in baza de date Genbank.
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3.2 ldentificarea tulpinilor fungice Tnh baza caracterelor morfologice

In rezultatul izolarii tulpinilor fungice din corpul speciilor Sitona lineatus si Hypera postica
cu semne vizibile de micoza au fost evidentiate 13 tulpini morfologic similare cu Beauveria
bassiana si Isaria fumosorosea. Dintre acestea tulpini, 12 au identificate, folosind chei dihotomice
de determinare, ca Beauveria spp si o tulpina ca Isaria sp. folosind pentru comparatie tulpinile
izolate anterior, apartenenta specifica a cdrora a fost determinata folosind metode molecular-
genetice (Humber 2012).

3.3 Pozitia taxonomica si importanta practica a tulpinilor fungice identificate

In rezultatul cercetarilor efectuate cu utilizarea metodelor clasice si molecular-genetice n
microflora fungica a speciilor Sitona lineatus, Hypera postica si Protapion apricans au fost

descrise 55 tulpini fungice apartinand la 23 specii din 19 genuri (figura 3.1).

30 27
iz é % = Tulpini
15 = = ° Specii
= 121 = Q @ Genuri
10 E § E \ 6 £ =
S — § = § =N
0 = b == o = o
Sitona lineatus Hypera postica Protapion apricans

Fig. 3.1. Numairul de tulpini, specii si genuri de fungi identificate
in microflora fungica a daunatorilor

Dintre speciile de micromicete evidentiate, cel putin 8 specii din 7 genuri au avut céte 2
insecte gazda. Speciile Torula caligans si Torula sp., Aureobasidium pullulans, Alternaria
alternata si Beauveria sp. au fost evidentiate in microflora daunatorilor S. lineatus si H. postica.
Cat priveste specia Penicillium polonicum, aceasta a fost evidentiatd in microflora speciilor S.
lineatus si P. apricans, iar Cladosporium cladosporioides si Candida deformans au fost comune
pentru alte 2 specii de curculionoide, H. postica si P. apricans. Nici una dintre speciile identificate
nu a fost comuna pentru toate cele 3 specii de insecte investigate.

Pentru fiecare tulpind de fungi semnalatd Tn microflora insectelor investigate a fost
elaborata fisa continand arborele filogenetic reconstituit in baza regiunii barcod ITS, descrierea

morfologica si importanta economicd. Un exemplu de fisa este prezentat mai jos:
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Clasa Sordariomycetes,
Ordinul Hypocreales,
Familia Cordycipitaceae,
Genul Beauveria Vuill., 1912, B. bassiana (Bals.-Criv.) Vuill., 1912
Tulpinile B, N si L1/6 (izolate din corpul insectei S. lineatus) au fost identificate ca
Beauveria bassiana prezentand 100% omologie in secventa nucleotidica a regiunii ITS (figura
3.2.a).

88r Beauveria bassiana JX110371 |
Beauveria bassiana KC753391
Beauveria bassiana GU373829
B
Beauveria bassiana FJ177441 .
L1/6 Cordycipitaceae
Beauveria bassiana FJ177436
100] Beauveria bassiana GU354338
| Eleauveria bassiana AB079609

S9|ea120dAH

Claviceps purpurea FN_687675:| Clavicipitaceae_|]
Sordaria fimicola FN392318

] Sordariales

—
0.05

a b

Fig. 3.2. Relatiile filogenetice si aspectul morfologic ale tulpinilor
B, N si L1/6 (B. bassiana) (orig.)
a — arborele filogenetic reconstruit, b — aspect morfologic tulpina L1/6.

Particularitati morfologice: micromicetd cosmopolitd entomopatogena, raspanditd in
mod natural in sol. Coloniile au crestere moderata pana la rapida, au aspect catifelat, de praf, la
inceput sunt albe, devenind mai tarziu galben-deschise (figura 3.2.b). Conidioforii sunt abundenti,
apar din hifele vegetative si au 1-2 um lungime. Celulele, ce formeaza conidii, se prezintd sub
formd de agregate in grupuri dense, umflate. Conidiile sunt solitare, de forma sfericd sau
subsfericd, netede si au 2-3 pm in diametru (de Hoog 2000).

Importanta practica: Beauveria bassiana este utilizata ca insecticid biologic in controlul
biologic al unui spectru larg de daunatori, fiind activd de asemenea impotriva speciei Sitona
lineatus L. (Riedel, Steenberg 1998) si Hypera postica, (Yucel et al. 2018). Specia fungica rareori
infecteaza oamenii sau animalele, fiind considerata un insecticid sigur. Totusi a fost raportat cel
putin un caz de infectie umani a unei persoane cu imunodeficienta (Tucker 2004). In plus, ca orice
praf, sporii pot determina dificultati ale respiratiei. A fost constatata capacitatea micromicetei B.
bassiana de a creste ca endofit al plantelor de cultura si avantajele pentru controlul biologic al
daunatorilor (Vidal, Jaber 2015). Specia B. bassiana produce un sir de substante biologic active,
cu ajutorul cdrora penetreaza integumentele, alcaloizi si toxine cu efect antibacterian (Patocka
2016). De asemenea specia posedd efect antagonist impotriva fungilor fitopatogeni (Yun et al.

2017).
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Tn microbiota speciilor investigate au fost identificate 8 specii de micromicete fitopatogene:
Penicillium polonicum, Fusarium equiseti, F. oxysporum, F. tricinctum, Sarocladium strictum,
Trichothecium roseum, Alternaria alternata si Rhizopus stolonifer, care provoaca daune
importante culturilor agricole. De asemenea 2 specii fungice sunt potentiali patogeni umani
(Aspergillus flavipes si Penicillium polonicum), 2 specii sunt asociate cu patologiile animale
(Sarocladium strictum si Alternaria alternata), iar specia Fusarium tricinctum produce substante
toxice pentru om si animalele homeoterme. Dintre speciile identificate, conform datelor din
literatura de specialitate, 9 poseda efect antagonist asupra microorganismelor fitopatogene, iar 15
sunt producatoare de substante biologic active. Astfel sunt necesare studii suplimentare in scopul
caracterizarii si valorificarii potentialului biotehnologic al tulpinilor fungice evidentiate.

Dintre tulpinile izolate 19 prezinta potential de a fi utilizate in controlul biologic al
daunatorilor. Exista date privind utilizarea speciei Aspergillus flavipes in controlul biologic al
insectei Pauropsylla depressa Crawford (Homoptera, Psyllidae), vatamator al speciilor de ficus
(Dhiman, Pooja 2005). Conform unor studii extractul din Penicillium brevicompactum poate bloca
in-vivo hormonii juvenili la Oncopeltus fasciatus Dallas, (Hemiptera, Lygaeidae), fiind cauza unor
dereglari metabolice (Castillo 1999). Tulpinile identificate ca A. flavipes si P. brevicompactum
necesiti investigatii suplimentare detaliate privind proprietatile insecticide. Tn rezultatul
cercetarilor efectuate in microbiota insectelor Sitona lineatus si Hypera postica au fost evidentiate
speciile Beauveria bassiana, Beauveria spp., Isaria fumosorosea si Isaria sp., agenti potentiali de
control biologic al diferitor specii de insecte. Studiile ulterioare trebuie sa vizeze virulenta
tulpinilor izolate si actiunea lor asupra speciilor daunatoare si asupra artropodelor nevizate.

3.4 Concluzii la capitolul 3

In rezultatul cercetirilor efectuate, utilizind metode clasice si molecular-genetice de
identificare, in microflora speciilor investigate au fost identificate 55 tulpini fungice ce apartin la
23 specii si 3 increngéturi (Ascomycota, Basidiomycota si Mucormycota). Pentru prima data, in
Republica Moldova, Tn microflora daunatorilor Sitona lineatus si Hypera postica au fost
identificate speciile Beauveria bassiana, Beauveria spp., Isaria fumosorosea si Isaria sp. cu
potential in controlul biologic al acestor specii de insecte. De asemenea in premiera au fost
evidentiate speciile fungice din microflora daunatorului Protapion apricans. In baza rezultatelor

obtinute speciile de insecte studiate au fost atestate ca potentiali vectori ai ciupercilor fitopatogene.

13



4. ELABORAREA PROCEDEULUI DE PRODUCERE SI APLICARE A
AGENTILOR FUNGICI DE CONTROL BIOLOGIC
AL COLEOPTERELOR CURCULIONOIDE

Capitolul reflecta datele cu privire la selectarea agentului de control biologic cu proprietati
avantajoase si elaborarea biopreparatelor insecticide in baza tulpinilor autohtone de Beauveria
bassiana.

Pentru a elabora tehnologia de producere si aplicare a preparatelor entomopatogene
naturale pe baza de tulpini fungice autohtone, destinate controlului biologic al coleopterelor
curculionoide, au fost parcurse urmatoarele etape:

- a fost estimata susceptibilitatea insectelor tintd la infectia cu tulpinile fungice selectate;

a fost evaluatd activitatea insecticida a tulpinii de fungi care a demonstrat proprietati
insecticide superioare;

- tulpina de fungi cu activitate insecticida maxima a fost depusa in Colectia Nationalad de
Microorganisme Nepatogene a Institutului de Microbiologie si Biotehnologie, in baza ei
fiind obtinut brevet de inventie (Moldovan, Munteanu-Molotievskiy, Toderas 2018);

- a fost evidentiata influenta temperaturii asupra cresterii si dezvoltarii tulpinii de fungi,
inclusiv influenta asupra cresterii vegetative, influenta temperaturii asupra sporularii si
viabilitatii conidiilor dupa pastrare indelungats;

- a fost caracterizatd influenta radiatiilor UV, pH-ului, salinitatii, presiunii osmotice a
mediului ambiant asupra cresterii si dezvoltarii tulpinii de fungi selectate, inclusiv dupa
pastrare indelungata;

- a fost elaboratd schema care sintetizeaza procedeul de producere si aplicare a agentilor
fungici de control biologic al coleopterelor curculionoide;

- au fost elaborate recomandari de aplicare a tulpinii de fungi in scopul controlului biologic
al daunatorilor.

4.1 Estimarea susceptibilitatii insectelor tinta la infectia cu tulpinile fungice potential

entomopatogene

In scopul evaludrii preliminare a patogenititii tulpinilor fungice izolate, identificate ca
Beauveria spp. si Isaria fumosorosea, au fost pregitite suspensii cu concentratia de ~10° spori/ml
din cultura de 7 zile. A fost evaluatd viabilitatea conidiilor si cantitatea de inocul aplicatd a fost
ajustata astfel, incat cantitatea de conidii capabile de a infecta gazda sa fie aceeasi. Cele mai Tnalte
valori ale mortalitatii au fost inregistrate pentru tulpina L1/6, care a fost selectatd pentru studiile

ulterioare. Datele privind mortalitatea inregistrata la 7-a zi sunt prezentate in Tabelul 4.1.
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Tabelul 4.1. Evaluarea preliminari a activititii insecticide a tulpinilor fungice

Nr. | Tulpina fungica testata Viabilitatea, | Cantitatea Mortalitatea (Abbot, 1925)
d/o % de inocul la a 7-a zi de la tratament, %
aplicata,
ml Sitona Hypera | Protapion
lineatus postica | apricans
1. | Beauveria bassiana, L1/6 94,0+4,50 1,064 100 70 40
2. | Beauveria bassiana, B 90,0+3,97 1,111 70 30 0
3. | Beauveria bassiana, N 86,0+1,50 1,163 60 10 10
4. | Beauveria sp., Cg7 90,0+3,12 1,111 70 50 0
5. | Beauveria sp., Cg10 87,0+2,00 1,149 80 30 0
6. | Beauveria sp., Cgll 82,0+1,80 1,220 60 30 0
7. | Beauveria sp., Cgl2 87,0+£3,12 1,149 90 50 20
8. | Beauveria sp., Cg13 93,0+2,18 1,075 50 20 0
9. | Isaria fumosorosea, L5/6 91,5+4,82 1,093 40 0 0
10 Martor, HZOdist. sterila 1 0 0 0

4.2 Evaluarea activititii insecticide a tulpinii Beauveria bassiana L1/6 (CNMN-FE-01)

Activitatea insecticida a tulpinii Beauveria bassiana L1/6 a fost testata pe insectele adulte
sanatoase provenite din populatia naturala a speciilor Sitona lineatus si Hypera postica. Insectele
au fost lasate sa se deplaseze pe suprafata hartiei de filtru pentru a intra in contact cu sporii
ciupercii. Dupa inoculare, insectele au fost incubate cate 10 in custi cu lucerna proaspata, in
conditii controlate, la temperatura camerei de 25+1 °C si durata zilei de 14h, datele privind
mortalitatea fiind Tnregistrate fiecare 24h. Faptul, ca mortalitatea insectelor a fost cauzata de
infectia fungicd, a fost confirmat prin aparitia miceliului aerian caracteristic pe cadavrele plasate
in conditii de umiditate sporita si lipsa dezvoltarii acestuia in proba martor.

Cea mai efectiva dintre concentratiile testate ale tulpinii L1/6, pentru Sitona lineatus L.,

a fost 0,969x10° spori/ml cauzand o mortalitate de 100% la a 5-a zi de la tratament (figura 4.1).

100

1 L L
80
6 I
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2 . _ =

3 zile 5 zile 7 zile 9 zile

o O O O

ml 2 m3 m4 5 martor

Fig. 4.1. Rata medie a mortalitatii indivizilor din specia S. lineatus dupa aplicarea
suspensiei din conidii ale tulpinii L1/6

1-0,969%107 conidii/ml, 2 - 0,969x10° conidii/ml, 3 - 0,969x10° conidii/ml,
4 - 0,969x10* conidii/ml, 5 - 0,969x10* conidii/ml, martor — apa distilata sterila
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Activitatea biologica a tulpinii exprimata in valorile LCso, calculatd dupa formula lui
Spearman-Karber, a constituit 1,127 x 10* spori/ml. Datele denoti, ci tulpina de fungi propusa
Beauveria bassiana L1/6 poseda o activitate insecticida mai pronuntata asupra speciei S. lineatus,
comparativ cu datele din literatura de specialitate si poate fi utilizatd in calitate de agent biologic
n controlul efectivului lor numeric. Tulpina Beauveria bassiana L1/6 a fost depozitata in colectia
Nationald de Microorganisme Nepatogene a Institutului de Microbiologie si Biotehnologie sub
numarul CNMN-FE-01 si in baza ei a fost obtinut brevetul de inventie nr. MD 4560 (Moldovan,
Munteanu-Molotievskiy, Toderag 2018).

4.3 Proprietitile fiziologice ale tulpinii de fungi Beauveria bassiana CNMN-FE-01

Majoritatea micromicetelor pot fi cultivate cu succes in conditii de laborator. Cercetarile
actuale ale savantilor sunt orientate spre selectarea tulpinilor fungice capabile de a creste pe medii
nutritive accesibile, producand totodata o cantitate ridicata de spori. De asemenea sunt realizate
investigatii stiintifice care au drept scop caracterizarea metabolitilor produsi de tulpinile fungice
pentru a identifica acele substante, care joac un rol important in procesul de patogeneza. insa
aceste date nu sunt cele mai importante pentru elaborarea preparatelor entomopatogene. Pentru a
produce biopreparate eficiente in baza tulpinilor fungice sunt necesare date privind raspunsul
tulpinilor fungice la actiunea diferitor factori fizici si chimici. Formarea sporilor, germinarea,
viabilitatea acestora, cresterea vegetativa a tulpinilor fungice in conditii de camp sunt afectate de
temperaturd, umiditate, radiatiile cu diferite lungimi de unda, salinitate s.a. (Jaronski 2010, Vega
et al. 2012). Este cunoscut faptul ca factorii fizici au o influentd semnificativa asupra cresterii si
dezvoltarii tulpinilor fungice in conditiile naturale, totusi putine dintre studiile realizate in ultimii
ani au urmdrit caracterizarea particularitatilor fiziologice ale agentilor de control biologic din
aceasta perspectiva.

Influenta temperaturii asupra cresterii si dezvoltirii tulpinii de fungi Beauveria
bassiana CNMN-FE-01. in rezultatul analizei datelor obtinute in prezenta lucrare a fost stabilit
faptul ca incepand cu ziua a 4-a de cultivare cresterea radiald a tulpinii Beauveria bassiana
CNMN-FE-01 urmeaza un model liniar. Viteza de crestere radiald a tulpinii de fungi difera
semnificativ din punct de vedere statistic la temperaturile testate (F(3,52) = 6,073, p = 0,001). Tn
rezultatul analizei datelor privind viteza medie de cresterea radiala a fost determinat faptul ca
temperatura optima de crestere este de 25 °C, similar datelor din literatura de specialitate (Fargues

et al. 1997). Cresterea tulpinii se stopeaza la temperatura de 35°C (figura 4.2).
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Fig. 4.2. Viteza medie de crestere radiali a tulpinii de fungi B. bassiana CNMN-FE-01 pe
mediul nutritiv PDA la diferite temperaturi, mm/zi

Sporularea si rata de germinare sunt de asemenea maxime in cazul cultivarii la temperatura
de 25 °C. A fost stabilit, ca la temperatura 25 °C timp de 90 de zile tulpina fungica 1si mentine
viabilitatea sporilor in proportie de 86%. Temperaturile mai mari de 25 °C reduc semnificativ
viabilitatea sporilor. Lipsa cresterii si germinarii la temperaturi apropiate de temperatura corpului
uman prezintd un avantaj semnificativ pentru inregistrarea preparatelor entomopatogene fungice
(Butt 2002).

Influenta radiatiilor UV asupra cresterii si dezvoltarii tulpinii de fungi Beauveria
bassiana CNMN-FE-01. Radiatiile UV sunt un factor limitativ pentru cresterea si dezvoltarea
tulpinilor fungice in conditii de cdmp, conidiile fiind extrem de sensibile la radiatiile UVB (Vega
et al. 2012). In rezultatul cercetirilor efectuate a fost stabilit faptul, ¢a expunerea de scurti durata
la razele UV cu A=312 nm inhiba puternic germinarea sporilor (figura 4.3). Prezinta interes faptul,
ca rata de germinare creste 1n timp. Studiile ulterioare vor avea drept scop de a extinde durata de

expunere a conidiilor la raze UV pentru a determina efectul expunerilor de duratd mai lunga.

100 n
80
60 . <
B rata de germinare dupa 24h,

40 z %
20 rata de germinare dupa 30h,

0 i me mn N %

0 10 20 30 40

durata expunerii la raze UV, min.

Fig. 4.3. Germinarea conidiilor tulpinii B. bassiana CNMN-FE-01 dupa iradierea cu raze
UV timp de 10, 20, 30, 40 min.
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Viteza de crestere radiala nu este afectatd semnificativ de expunerea la raze UV (A =312
nm) (F(4,65) = 0,037, p=0,827). Pentru a evita efectele negative ale expunerii conidiilor la radiatii
UV sunt intreprinse studii ample care vizeaza utilizarea ecranelor de protectie (de exemplu
Tinopal) sau absorbanti UVA/UVB (coloranti ca de exemplu Congo rosu). Exista numeroase studii
privind eficienta ecranelor de protectie contra UV in formulele apoase sau pe baza de ulei a speciel
B. bassiana, testate in laborator si in teren deschis (Vega et al. 2012, Posadas et al. 2012). Stresul
la nivel subletal (nutritional, osmotic, etc.) poate stimula toleranta conidiilor fata de radiatiile UV
(Vega et al. 2012).

Influenta pH-ului mediului ambiant asupra cresterii si dezvoltarii tulpinii de fungi
Beauveria bassiana CNMN-FE-01. Valoarea pH a solului este un factor abiotic important care
poate influenta persistenta si virulenta agentilor de control fungici in conditii de camp (Inglis et al.
2001). In procesul de infectie tulpinile entomopatogene produc proteaze si hidrolaze capabile de a
degrada cuticula gazdei. Exista date care confirma faptul ca acest proces poate fi afectat de valorile
pH la suprafata cuticulei. Productia de toxine in cazul speciei B. bassiana este optima la pH acid
(Sharma, Agarwal, Rajak 1992, Dias et al. 2008). Tn linii generale tulpinile de Beauveria bassiana
pot creste vegetativ intr-un interval larg de valori ale pH = 4-14, fiind constatate valori optime la
pH = 6 - 7. Rezultate similare au fost constatate pentru tulpina B. bassiana CNMN-FE-01 (figura
4.4).
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Fig. 4.4. Viteza medie de crestere radiala a tulpinii de fungi B. bassiana CNMN-FE-01
pe mediu nutritiv PDA cu diferit pH, mm/zi
In rezultatul analizei datelor privind viteza de crestere radiala a fost determinat faptul ci
nu exista diferente din punct de vedere statistic dintre vitezele de crestere radiald a tulpinii B.
bassiana CNMN-FE-01 la pH 6, 7 si 8 (F(2,42) = 0,049, p = 0,951). In intervalul de valori ale pH
5-9, tulpina prezintd diferente semnificative din punct de vedere statistic ale vitezei de crestere

radiald (F(4,65) = 4,33, p = 0,004), tulpina prezentand valori minime ale vitezei de crestere la

pH=5.
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A fost constatat ca la valori ale pH mai mari de 6 se reduce in timp cantitatea de spori
produsa si viabilitatea sporilor. Conform datelor obtinute in prezenta lucrare, viabilitatea conidiilor
tulpinii B. bassiana CNMN-FE-01 scade cu aproximativ 150 % la schimbarea valorii pH de la 6
la 7. Ulterior rata de germinare creste la pH=9 constituind 66% din rata de germinare la un pH=5.
Cele mai raspandite tipuri de sol in Republica Moldova pana la adancimea de 40 cm au valori ale
pH mai mari de 6, ceea ce presupune necesitatea ajustarii dozelor de preparat aplicate de la caz la
caz, in functie de tipul de sol predominant.

Influenta salinitatii mediului ambiant asupra cresterii si dezvoltarii tulpinii de fungi
Beauveria bassiana CNMN-FE-01. Salinitatea solului, poate avea efecte asupra eficacitatii
agentilor de control fungici influentand rata de germinare si implicit procesul de patogeneza (Mert,
Dizbay 1997). Exista diferente semnificative din punct de vedere statistic dintre valorile medii ale
razei coloniei tulpinii investigate la diferite concentratii initiale ale NaCl in mediu de culturad (F
(5,78) = 8,823, p = 1,14x10°®). In rezultatul analizei datelor privind viteza medie de crestere radiala
a fost determinat faptul cd odata cu cresterea salinitatii mediului viteza medie de crestere radiald a
tulpinii B. bassiana CNMN-FE-01 scade liniar (y =-0.191x + 2.122, R? = 0.983).

Cultivarea timp de 90 de zile a tulpinii fungice pe medii nutritive solide cu concentratii 1-
9% de NaCl a contribuit la reducerea cantitatii de conidii produse per unitate de suprafatd
comparativ cu martorul. Productia de spori este redusa de aproximativ 6,6 ori, si mai mult, la valori

ale concentratiei de NaCl mai mari de 3% (figura 4.5).
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Fig. 4.5. Cantitatea de spori produsi de tulpina de fungi B. bassiana CNMN-FE-01 pe
mediu nutritiv PDA cu diferite concentratii de NaCl dupi pistrare indelungata, spori/cm?

Concentratiile de 2% s1 9% NaCl contribuie la o crestere nesemnificativa fata de martor a
viabilitatii conidiilor, insa n contextul reducerii considerabile a cantitétii de conidii produse acest
lucru nu prezinta interes din punct de vedere al optimizarii mediului nutritiv. Celelalte concentratii

testate reduc considerabil viabilitatea conidiilor.
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Influenta presiunii osmotice a mediului asupra cresterii si dezvoltarii tulpinii de fungi
Beauveria bassiana CNMN-FE-01. Presiunea osmoticd a solutiei solului sau a apei utilizate
pentru irigare poate avea efecte asupra eficacitatii agentilor de control fungici, deoarece poate
reduce rata de germinare a acestora (Mert, Dizbay 1997). In rezultatul analizei datelor a fost
determinat faptul, ca in timp viteza medie de crestere radiala a tulpinii B. bassiana CNMN-FE-01
este mai mare dupa mentinerea in solutii de NaCl comparativ cu mentinerea in apa distilata. Datele
obtinute sunt semnificative din punct de vedere statistic (F(3,52) = 4,547, p = 0,007). Cantitatea
de spori produsa creste semnificativ dupd mentinerea conidiilor in solutie de 0,006 M NaCl
comparativ cu mentinerea in apa distilatd sterild. Solutia de 0,006M sporeste cu 66 % cantitatea
de conidii produse si cu 29 % viabilitatea acestora fatd de martor. Solutiile de NaCl cu
concentratiile de 0,06M si 0,6 M reduc cantitatea de conidii produse si viabilitatea acestora fatd de
martor (figura 4.6). Insa viabilitatea sporilor este mai mici comparativ cu celelalte cercetri
efectuate in care conidiile au fost inoculate fara a fi mentinute preventiv in solutii apoase timp de

24h.
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Fig. 4.6. Viabilitatea sporilor produsi de tulpina de fungi B. bassiana CNMN-FE-01
dupa pastrare, %

4.4 Elaborarea si aplicarea preparatelor bioinsecticide pe baza tulpinii de fungi

Beauveria bassiana CNMN-FE-01

Sunt cunoscute peste 750 de specii de micromicete entomopatogene, dar valorificate n
scopuri industriale sunt, de obicei, cateva specii si de multe ori cateva tulpini. Marile companii
producatoare de biopesticide prefera sa recurga la metodele de recombinare genetica pentru a crea
tulpini cu spectru extins de actiune si virulentd sporitd. La un pol este profitul companiilor, la
celalalt pol este bunistarea si siguranta financiard a fermierilor. in contextul celor mentionate,
selectarea tulpinilor autohtone virulente si productia locald de biopesticide este solutia orientata
spre consumator care poate asigura o agricultura sustenabild. Rezultatele cercetarilor prezentate in

aceastd teza de doctorat pot fi integrate Intr-un flux complex de proiectare, elaborare si producere

20



a agentilor fungici de control biologic al coleopterelor curculionoide. Primul pas a constat in
realizarea cercetarilor stiintifice care au permis de a trece tulpina de fungi Beauveria bassiana
CNMN-FE-01 din potential producator in producator confirmat (figura 4.7) iar al doilea pas a
contribuit la elaborarea tehnologiei de producere a preparatului insecticid pe baza tulpinii B.
bassiana CNMN-FE-01 (figura 4.8).

Colectia de tulpini fungice potential entomopatogene

!

!

1. Tulpina de fungi Beauveria bassiana L1/6

¥

Evaluarea activititii insecticide in conditii controlate si

confirmarea virulentei: validarea statisticd, LC50, vitezd sporitd de actiune

+
2. Tulpina Beauveria bassiana CNMN-FE-01 (brevet MD 4560):

potential producator

¥ I ¥
Caracterizarea influentei factorilor
de mediu asupra cresterii si
dezvoltarii tulpinii

s

Pastrarea culturii pure, cu mentinerea
activititii insecticide

J— —

i Pastrarein glicerol, 10 %, t = -80°C;
{ verificarea viabilitatii dupa 5 ani—95%

Influenta temperaturii:
te optimi, prognozarea necesitatii
tilor de umectare i
Influenta UV:
prognozarea necesitifii agentilor UV
protectori, recomandari de aplicare

Pasajul prin corpul gazdeipentru
restabilirea virulentei

Reevaluarea activitatiiinsecticide dupa

pastrare
i Influenta salinitatii $i osmolaritatii:
{ regim optim de cultivare, recomandéri de |
: aplicare i
‘ A 4

3. Tulpina Beauveria bassiana CNMN-FE-01:
tulpina producitor

Fig. 4.7. Etapele procesului de selectare a tulpinii producator

In rezultatul investigatiilor au fost elucidate caracteristica producatorului, caracteristica

mediului nutritiv si conditiile de cultivare, conditiile de pastrare si mentinere a virulentei. Fluxul
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tehnologic de producere a preparatelor insecticide naturale pe baza tulpinilor autohtone de fungi

poate fi rezumat la 5 etape (figura 4.8):

-
Tulpina Beauveria bassiana CNMN-FE-01:
tulpind producitor
!
1. Prepararea mediului nutritiv PDA: )
g/l: 4 g infuzie din cartofi; 20g D-glucozi; 15g agar microbiologic;

\ ajustare a valorii pH = 6, cu solutiec NaOH J
s A
2. Inocularea suspensiei din tulpina B. bassiana CNMN-FE-01:
~100-150 conidii/cm?

\. l J
e “
3. Cresterea tulpinii producitor: la suprafata, pe mediu solid,
temperatura = 25°C, la intuneric, pana la sporularea completa (14 zile)

\. J
e l ~
4. Recoltarea conidiilor tulpinii producitoare pentru obtinerea preparatelor
entomopatogene naturale
\. J
( 5.a Suspendarea directii in apa si 5.b Formulare (agent bioactiv (50-80%) )

aplicarea in teren deschis: +absorbant, suspendare in apa si
L 1,523 X 10!2conidii/ha aplicare in teren deschis y
s ™
Preparat entomopatogen natural pe baza tulpinii
Beauveria bassiana CNMN-FE-01
(. /

Fig. 4.8. Tehnologia de producere a preparatului insecticid pe baza tulpinii
Beauveria bassiana CNMN-FE-01

Au fost evaluate costurile minime asociate producerii conidiilor fungice pentru a fi aplicate
pe o suprafata de 1 ha fara a lua in calcul costurile de personal, locatiune, s.a. Pentru a reduce in
continuare costurile urmeaza a fi evaluata producerea de conidii pe mediul nutritiv cartof-glucoza-
agar preparat din ingredientele initiale de sinestatator sau substraturi solide s.a. (Jaronski, Mascarin
2017). Micromicetele entomopatogene cel mai des se produc sub forma de praf umectabil (WP),
care contine 50-80% agent bioactiv, 15-45% agent de umplere, 1-10% agent dispersie si 3—5%
surfactant (Burges 1998). Acest tip de formuld se amesteca cu apa si poate fi aplicat cu ajutorul
unor pulverizatoare standard sau pompe hidraulice. De asemenea, preparatul poate fi aplicat direct
pe sol (Burges 1998). Tinand cont de influenta temperaturii si umiditatii asupra viabilitatii
conidiilor in formula preparatului urmeaza a fi introdus un absorbant (Skinner, Parker, Kim 2014).

Pentru a spori eficacitatea formulei poate fi cercetata in continuare posibilitatea adaugarii uleiului
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vegetal, care va prelungi termenul de pastrare, va spori eficacitatea prin favorizarea aderarii
conidiilor la cuticula insectei si stimularea germinarii (Bateman et al. 1993). Acest lucru poate fi
obtinut prin simpla adaugare a uleiurilor vegetale, uleiului de parafina sau uleiului mineral la praful
umectabil (Moore et al. 1995, Skinner, Parker, Kim 2014, de Oliveira et al. 2018). Spre exemplu,
biopesticidele Naturalis-L ® (B. bassiana) si Green Muscle ® (M. anisopliae) utilizeaza uleiul de
soia Tn acest sens. Uscarea conidiilor de B. bassiana prin adaugarea silicagelului la formula in ulei
sporeste toleranta fatd de temperaturile Tnalte si termenul de valabilitate a produselor pe baza de
ulei (Lopes, Faria 2019).

Recomandari de aplicare a preparatului entomopatogen pe baza tulpinii de fungi
B. bassiana CNMN-FE-01. Metoda de aplicare utilizata influenteaza eficienta tratamentului.
Trebuie luati in considerare mai multi factori, inclusiv distributia sporilor si acoperirea pentru a se
asigura, ca daunatorul vine in contact cu micromiceta si conditiile de mediu favorizeaza
supravietuirea si germinarea acesteia inainte, in timpul si dupa aplicare. Principalele metode de
aplicare a micromicetelor sunt scufundarea plantei sau radacinilor, pulverizarea foliara si tratarea
solului. Pulverizarea este metoda mai des utilizata pentru aplicarea bioinsecticidelor microbiene,
deoarece presupune utilizarea echipamentului standard si este familiara pentru fermieri. In cazul
aplicarii preparatului in teren deschis se va recomanda de a efectua pulverizarea dimineata
devreme, beneficiind de umiditatea sporita, pentru a favoriza infectia, proteja tulpina de razele UV
si temperatura excesiva, si de a asigura faptul cd insectele in procesul deplasarii vor intra in contact
cu conidiile. Studiile ulterioare vor urmdri testarea diferitor formule ale preparatului
entomopatogen in conditii de teren deschis, argumentarea detaliata a sine costului, care va include
cheltuielile, legate de mentinerea culturii, multiplicarea ei si costurile asociate aditivilor din
formula preparatului. De asemenea vor fi elaborate recomandari detaliate, privind aplicarea in
diverse culturi agricole afectate de speciile de curculionoide incluse in studiu.

4.5 Concluzii la capitolul 4

Daunatorii Sitona lineatus, Hypera postica si Protapion apricans au fost susceptibili la
infectia cu tulpinile fungice investigate, tulpina L1/6 prezentand cele mai mari valori ale
mortalitatii. Tulpina nou izolata Beauveria bassiana L1/6 (CNMN-FE-01) poseda o activitate
insecticida sporitd asupra speciei Sitona lineatus L., concentratia de 0,969x10° conidii/ml cauzeazi
mortalitate de 100% la a 5-a zi de la tratament (LCso = 1,127 x 10* conidii/ml). Tulpina de fungi
propusa Beauveria bassiana CNMN-FE-01 poseda o activitate insecticida pronuntata asupra
coleopterelor curculionide si poate fi utilizatd in calitate de agent bioactiv al preparatelor
insecticide. Tulpina a fost extrasa din mediul natural, nu este patogena pentru plante si organismele

homeoterme. In naturd nu sunt introduse organisme strdine, excluzand dereglarea functionarii
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ecosistemelor. Totodata, la mortalitatea de 100%, cantitatea de conidii aplicata este de 100 de ori
mai mica, iar viteza de actiune mai mare, comparativ cu cea mai apropiati solutie. Tn rezultatul
cercetarilor au fost puse fundamentele unei colectii de tulpini fungice autohtone cu potential de a
fi utilizate in calitate de agenti de control biologic. Activitatea acestor tulpini urmeaza a fi
exploratd, folosind un spectru mai larg de gazde potentiale. Au fost elucidate conditiile optime de
cultivare (t° =25°C, pH = 6) si pastrare a tulpinii cu mentinerea in timp a proprietatilor de interes
biotehnologic (virulenta, viabilitate, cantitate de conidii produse). A fost determinat faptul, ca
viteza de crestere radiald nu este afectata semnificativ de expunerea la radiatii UV cu A=312 nm.
Totodatd, expunerea de scurtd duratd la radiatii UV (10 min.) inhibd mai puternic germinarea
conidiilor decat o expunere mai indelungata (40 min.). Se presupune, ca actiunea mai indelungata
a factorului de stres activeaza mecanisme de protectie care stimuleaza germinarea conidiilor.
Viteza medie de crestere radiald a tulpinii fungice scade liniar odatd cu cresterea salinitatii
mediului. Cultivarea timp de 90 de zile a tulpinii fungice pe medii nutritive cu concentratii 1-9%
de NaCl a contribuit la reducerea considerabild a cantitatii de conidii produse per unitate de
suprafatd comparativ cu martorul. Productia de spori scade de aproximativ 6,6 si mai mult ori la
valori ale concentratiei de NaCl mai mari de 3%. Concentratia optima pentru germinarea conidiilor
este 0,006 M NacCl, iar concentratiile de 0,06 si 0,6 M NaCl sunt hipertonice, reducand cantitatea
de conidii si viabilitatea acestora. Datele obtinute privind influenta temperaturii, radiatiilor UV,
pH-ului, salinitatii si osmolaritatii mediului ambiant asupra cresterii si dezvoltarii tulpinii fungice
au permis de a propune procedeul de obtinere a preparatului insecticid si de a elabora recomandari

de aplicare si integrarea preparatului in sistemele de productie agricola.

CONCLUZII GENERALE SI RECOMANDARI

Rezultatele obtinute in cadrul tezei de doctorat ,,Controlul biologic al Coleopterelor
curculionoide daundtori ai culturilor agricole” corelate cu ipotezele, scopul si obiectivele de
cercetare propuse, au condus la formularea urmatoarelor concluzii generale:

1. Microflora fungica a daunatorilor Sitona lineatus, Hypera postica si Protapion apricans,
constd din 55 tulpini fungice, ce apartin la 23 specii si 3 filumuri (Ascomycota,
Basidiomycota si Mucormycota), dintre care 8 tulpini sunt fitopatogeni (Penicillium
polonicum, Rhizopus stolonifer, Fusarium equiseti, F. oxysporum, F. tricinctum,
Trichothecium roseum, Cladosporium cladosporoides, Acremonium strictum si Alternaria
alternata) accentuand importanta elaborarii metodelor eficiente si inofensive de control al

acestor daunatori; si 19 tulpini sunt agenti potentiali de control biologic (Beauveria
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bassiana, Beauveria spp., Isaria fumosorosea, lIsaria sp., Aspergillus flavipes si
Penicillium brevicompactum), fiind necesare investigatii suplimentare privind potentialul
de aplicare in scopul gestionarii populatiilor de daunatori agricoli (Moldovan 2019,
Moldovan, Munteanu-Molotievskiy 2017, Moldovan et al. 2017, Moldovan 2014,
Moldovan 2012) (Cap. 3).

. Daunatorii Sitona lineatus, Hypera postica si Protapion apricans au fost susceptibili la
infectia cu tulpinile fungice investigate, tulpina Beauveria bassiana CNMN-FE-01 (L1/6)
prezentand cele mai mari valori ale mortalitatii, egale cu 100%, 70% si 40% respectiv. Ca
rezultat au fost puse fundamentele unei colectii de tulpini fungice entomopatogene
autohtone cu potential de a fi utilizate in calitate de agenti de control biologic al
daunatorilor (Moldovan, Munteanu-Molotievskiy 2017, Moldovan et al. 2017, Moldovan
2014, Moldovan 2012) (Cap. 4).

. Tulpina noua de fungi Beauveria bassiana CNMN-FE-01, poseda activitate insecticida
sporitd asupra speciei Sitona lineatus, mortalitatea de 100% este atestata la a 5-a zi de la
aplicarea suspensiei de conidii cu concentratia de 0,969x108 conidii/ml. Tulpina posedi
virulenta sporitd, la mortalitatea de 100%, cantitatea de conidii aplicata este de 100 de ori
mai mica, iar viteza de actiune mai mare, comparativ cu cea mai apropiata solutie, ceea ce
ar permite reducerea pretului preparatului entomopatogen si minimizarea inputurilor in
agroecosistem (Moldovan 2019, Moldovan, Munteanu-Molotievskiy 2019, Moldovan
2018, Moldovan, Toderas, Munteanu-Molotievskiy, 2018, Moldovan, Munteanu-
Molotievskiy, Toderas 2018) (Cap. 4).

Tulpina de fungi Beauveria bassiana CNMN-FE-01 este adaptata la conditii variabile ale
mediului ambiant (Moldovan, Munteanu-Molotievskiy 2019), si anume: creste vegetativ si
produce conidii Tn intervalul de temperaturi 15-30°C; viteza de crestere radiald a tulpinii
nu este afectata semnificativ de expunerea la radiatii UV cu A de 312 nm si la valori ale pH
ale mediului situate in intervalul 6-8 (Cap. 4).

Tulpina de fungi Beauveria bassiana CNMN-FE-01 poseda proprietati avantajoase pentru
utilizarea acesteia in calitate de agent bioactiv pentru producerea preparatelor insecticide
autohtone (Moldovan, Munteanu-Molotievskiy 2019), si anume: inhibarea completa a
cresterii si germinirii la temperatura de 35°C; producerea a 0,962x108 conidii/cm? la valori
optime ale temperaturii (25°C) si pH (6); mentinerea virulentei la pastrarea n eprubete de

2-5ml cu glicerol, 10%, lat® =-80°C, timp de 5 ani, si posibilitatea de mentinere in frigider
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a culturii starter, la t° = 4°C, evitand reinocularea repetata, timp de 1 an, cu pastrarea

virulentei si viabilitatii (Cap. 4).

Recomandari practice:

Tulpina autohtona, izolata din mediul natural, Beauveria bassiana CNMN-FE-01 (Brevet
de inventie MD 4560) se recomanda a fi aplicata in calitate de agent de control biologic al
coleopterelor curculionoide.

Se recomanda ajustarea dozei preparatului insecticid pe baza tulpinii Beauveria bassiana
CNMN-FE-01 la aplicarea pe soluri saraturate, pe soluri cu valori ale pH > 6, la adancimea
0 - 40 cm, sau in cazul irigdrii cu apd provenitd din panza freatica.

Pentru a evita impactul negativ al temperaturilor > 30°C si a radiatiilor UV asupra
germindrii conidiilor tulpinii de fungi Beauveria bassiana CNMN-FE-01 se recomanda
aplicarea preparatului insecticid seara sau dimineata devreme.

Pentru a spori eficienta tulpinii Beauveria bassiana CNMN-FE-01 la temperaturi > de

30°C se recomanda utilizarea in formula preparatului a unui agent de umectare.

Sugestii privind cercetiri de perspectiva:

Tulpinile de fungi Aspergillus flavipes (L1/4) si Penicillium brevicompactum (C) necesita
investigatii interdisciplinare detaliate privind mecanismul de actiune.

Urmeaza a fi elucidat in continuare spectrul de gazde si virulenta tulpinilor de micromicete
izolate.

Sunt necesare cercetari suplimentare privind efectele expunerii tulpinii fungice Beauveria
bassiana CNMN-FE-01 la radiatiile UV pe o durata mai mare de 40 de min.

Prezinta interes studierea utilizarii in formula preparatului aditivilor cu rol de protectie sau

aplicarea preparatului insecticid sub forma de tratament al semintelor.
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ADNOTARE

Moldovan Anna, ,,Controlul biologic al coleopterelor curculionoide daunatori ai culturilor

agricole”, feza de doctor in stiinte biologice, Chisinau, 2021.
Structura tezei: introducere, 4 capitole, concluzii si recomandari, bibliografie din 533 de titluri,
anexe, 140 de pagini text de baza, 66 figuri, 10 tabele. Rezultatele cercetarii au fost publicate in
18 publicatii stiintifice.
Cuvinte-cheie: Sitona lineatus, Hypera postica, Protapion apricans, Curculionoidea, microflora
fungica, control biologic, Republica Moldova.
Scopul lucrarii: investigarea microflorei fungice a daunatorilor Sitona lineatus L., Hypera postica
(Gyll.) si Protapion apricans (Hbst.) (Coleoptera, Curculionoidea), selectarea agentilor de control
biologic al daunatorilor si caracterizarea proprietatilor fiziologice ale tulpinilor autohtone de fungi
pentru producerea si aplicarea bioinsecticidelor in cadrul agroecosistemelor.
Obiectivele cercetarii: izolarea si identificarea tulpinilor autohtone de micromicete din microflora
lineatus, H. postica si P. apricans la infectia cu tulpinile de fungi izolate cu potential de utilizare
in calitate de agenti de control biologic; determinarea activitatii insecticide a tulpinilor fungice
selectate asupra daunatorilor tinta S. lineatus, H. postica si P. apricans; caracterizarea
particularitatilor de crestere si dezvoltare a tulpinilor fungice cu activitate insecticida sporitd in
diferite conditii ale mediului ambiant pentru elaborarea procedeului de obtinere a preparatului
insecticid si recomandarilor de aplicare in ecosistemele agricole.
Noutatea si originalitatea stiintific: Tn microflora coleopterelor curculionoide investigate, au
fost evidentiate 55 tulpini fungice, identificate la nivel de specie In baza markerilor moleculari,
portiunea de gena nucleard ARNr 18S si fragmentul ITS. Pentru prima datd a fost evidentiatd
prezenta micromicetelor entomopatogene din genurile Beauveria si Isaria in microflora insectelor
S. lineatus si H. postica, pe teritoriul Republicii Moldova. Pentru prima data a fost investigata
microflora fungica a speciei P. apricans. Prezenta speciilor fitopatogene in microbiota fungica a
insectelor implica investigarea daunatorilor vizati ca potentiali vectori. Tulpina de fungi Beauveria
bassiana CNMN-FE-01 poseda activitate insecticida sporitd (brevet de inventiec MD 4560) si
proprietati avantajoase pentru formularea si aplicarea bioinsecticidelor.
Rezultatul obtinut care contribuie la solutionarea unei probleme stiintifice importante
constd in: evidentierea tulpinilor noi autohtone de fungi cu activitate insecticidd, selectarea
tulpinii cu virulentd sporita, proprietati fiziologice si biochimice de importantd tehnologica,
stabilirea agentului bioactiv al preparatului insecticid ceea ce a condus la elaborarea procedeului
de obtinere si aplicare a preparatului bioinsecticid in vederea integrarii acestuia in sistemele de
productie agricola.
Semnificatia teoretica: au fost obtinute date noi privind comunitatile fungice ce constituie
microflora daunatorilor culturilor agricole; speciile de ddunatori au fost atestati ca potentiali
vectori ai micromicetelor fitopatogene, accentuand importanta elaborarii metodelor eficiente si
inofensive de control al acestora; a fost argumentat stiintific potentialul de aplicare a tulpinilor
autohtone de Beauveria bassiana in calitate de agent bioactiv pentru producerea locald a
preparatelor insecticide; a fost propus procedeul de obtinere a preparatului insecticid destinat
controlului biologic al coleopterelor curculionoide.
Valoarea aplicativia: se propune un procedeu de obtinere a unui preparat insecticid natural pe
baza tulpinii autohtone noi de B. bassiana CNMN-FE-01, pentru controlul biologic al speciei
Sitona lineatus. Tulpina poseda proprietati fiziologice si biochimice promitatoare care vor permite
de a elabora biopreparate aplicate pe scara larga pentru protectia culturilor de Fabaceae.
Implementarea rezultatelor stiintifice: rezultatele sunt utilizate in calitate de material didactic
pentru instruirea studentilor la specialititile Biologie, Biologie moleculara (licentd), Stiinte
biologice aplicate (master), in cadrul cursurilor de instruire a formatorilor si a fermierilor in
domeniul agriculturii ecologice si metodelor biologice de combatere a daunatorilor.
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AHHOTALUA
MoJaioBaH AHHa, ,,BHOIOrHYEeCKH KOHTPOJIb KYPKYJIHOHOMIAHBIX KYKOB BpeauTe/Iei
CeJIbCKOXO03SIIICTBEHHBIX KYJIbTYP”, Ouccepmayusa Ha cOucKanue y4eHoll cmenenu
Kanouoama 6uonozuueckux nayk, Kummunes, 2021.
CTpykTypa JauccepTaliMM: BBeJeHHE, 4 TJaBbl, OOIIME BBIBOJABI W PEKOMEHIALWH, CIHCOK
uteparypsl u3 533 OubarorpaguuecKix HCTOYHUKOB, MPHITOKeHHsI, 140 cTpaHnIl OCHOBHOTO TEKCTA,
66 pucynka, 10 Tabmui. Pe3ynpTrarel rccienoBanus oTpaxeHsl B 18 HayuHbIX paboTax.
KmoueBnle ciioBa: Sitona lineatus, Hypera postica, Protapion apricans, Curculionoidea, rpubkoBast
MHKpOQIIOpa, ONOIOTHUECKUit KOHTPOIIb, PecyOmka Momniosa.
Ieas padoThl: HccaenoBanne rpruOKoBoii Mukpodops! BuaoB S. lineatus L., H. postica (Gyll.) u P.
apricans (Hbst.) (Coleoptera, Curculionoidea), BbIOOp OHOJOTHUECKUX arcHTOB OOpPHOBI C
BPEIAUTENIIMU U XapaKTEpUCTUKA (U3HOJIIOTMYECKUX CBOWCTB MECTHBIX ILITAMMOB T'pHOOB JUIs
IPOU3BOJICTBA U IPUMEHEHNSI OMOMHCEKTHULIUIOB B arPOIKOCUCTEMAX.
3amauu uccienoBanus: Boiienenre U BUIOBOE OMpe/ieNieHHe MECTHBIX IITAMMOB MUKPOMHUIIET U3
mukpodiioper Bumo S. lineatus, H. postica u P. apricans; wuccienoBaHue 4yBCTBUTEIBHOCTH
BpEIUTENEH K 3apakeHHIO IITaMMaMy TPHOOB, KOTOPBIE MOTYT UCIOJIB30BAThCSA B KAUECTBE areHTOB
OMOJIOTMYECKOTO0  KOHTPOJIS;  ONpENeNIeHNEe HMHCEKTULUIHOW  aKTUBHOCTH;  XapaKTepHCTHKA
OCOOCHHOCTEH pOCTa M PA3BUTHS IITAMMOB C TMOBBIIICHHOW WHCEKTUIUIHOW AaKTUBHOCTHIO B
Pa3IMYHBIX YCIOBHAX CPEIbI TSl pa3pabOTKH MPUHIHIIA TIPOU3BOJICTBA MHCEKTHIMIHOTO TIperapara
Y PEKOMEHIAINI TI0 €r0 MPUMEHEHHIO B arpOIKOCUCTEMAX.
HayuHasi HOBU3HA M OPMTHHAJILHOCTB: B MuKpodIIope ucciietoBaHHBIX KYPKYJIHOHOUIHBIX )KYKOB
BBIABJIICHO 55 IITaMMOB TpuOOB, WICHTH()UIIMPOBAHHBIX HA YPOBHE BHJOB C HCIOJIB30BAHUEM
MOJIEKYJISIpHBIX MapkepoB saepHblid TeH pPHK 18S u ¢parment ITS. BriepBoie ObUIM BBISBICHBI
SHTOMOIATOreHHbIE TPHOBI pojioB Beauveria u Isaria B muxpodiope Hacekombix S. lineatus u H.
postica na Tepputopun Pecryonuku MosioBa. BriepBbie Obliia UcciieoBaHa rpuOKoBast MUKpodIiopa
Buza P. apricans. IpucyrcTBre (GUTOMATOreHHBIX BHIOB MUKPOMHMIICT TPeOyeT M3y4deHHs JTaHHbIX
BpEIUTEINIEH KaK MOTEHITHAIBHBIX epeHocunkoB. [lltamm rpudos Beauveria bassiana CNMN-FE-01
o0ajaeT TIOBBIMIEHHON WHCEKTHIMAHON aKTUBHOCTRIO (mateHT MD 4560) u momxomsimumu
CBOMCTBaMH JIJIsI IPOM3BOJICTBA U IPUMEHEHHSI OMOMHCEKTHIIU/IOB.
Pe3ynbTar, KOTOpPBIi CIOCOOCTBYET PELICHUI0 HAYYHOH NMPOo0/eMbl B JUCCEPTALMH, COCTONT B
BBIZICJICHUM HOBBIX MECTHBIX INTaMMOB I'PHOOB ¢ MHCEKTHUIIMIHON aKTHBHOCTBIO, BBIOOP IITaMMa C
HOBBIIIEHHONW  BUPYJEHTHOCTBIO,  (DM3MOJOTMUECKUMH M OMOXMMHUYECKMMH  CBOMCTBaMH
TEXHOJIOTUYECKOr0 3HAU€HMs, ONpeeNieHne OHOJIOTMYECKH aKTUBHOTO areHTa HMHCEKTUIMIHOTO
npenapara, 4ro MPUBEIO K pa3pabOTKe Mpolecca MOMy4YeHUs W TMPUMEHEHUS HMHCEKTHLIMIHOTO
npenapara Jyisi UHTErpalii B CHCTEMBI CETbCKOX03IHCTBEHHOTO IIPON3BOJICTBA.
Teopernyeckasi 3HAYUMOCTb: OBUTH MTOJTyYEHBI HOBBIE JJAHHbIE O TPHOKOBBIX COOOIIECTBAX, KOTOPbIE
COCTaBJISIIOT MHUKPO(IIOpPY BpeAuTeNel CEebCKOXO3SMCTBEHHBIX KYJBTYp, BKJIIOUYas CIIOCOOHOCTH
BpeIUTENel MepeHOCUTh (DUTOMATOTEHHbIE TPUOBI, YTO MOAYEPKMBAECT BAXKHOCTH Pa3pabOTKH
3pPeKTUBHBIX U OE3BpEIHBIX METOJOB OOpPbOBI C BPEAUTENSIMH, OBUIM HAyYHO OOOCHOBAHBI
BO3MOJKHOCTH TIPHMEHEHHs MECTHBIX ITaMMOB Beauveria bassiana B kadecTBe OMOIOrHYECKH
aKTMBHOTO areHTa JJisl MPOW3BOJICTBA MHCEKTUIMIHBIX IIPENaparoB; MpeaIokeHa METOHKa
HOJTy4YeHHs THCEKTULMHOTO TIpernapara Jyisi OMoJIOrH4ecKoi 00pbObI ¢ KYPKYIHOHOUIHBIMH KYKaMU.
[IpakTHYeckasi HEHHOCTh PadOThI: PEITI0KEH CIOCO0 MOTYYEHHUs HATYPaIbHOTO HHCEKTULIUIHOTO
mperapaTa Ha OCHOBE HOBOro HaTwBHOro Iramma Beauveria bassiana CNMN-FE-01  mus
Ouosormueckoro KoHtposis Buma Sitona lineatus. Illtamm o6magaeT (HU3HOJOTHUSCKUMH W
OMOXMMHYECKUMH CBOMCTBaMM, KOTOpBIE TIO3BOJIIT pa3paboTaTh W IIMPOKO HPUMEHUTH
Oronpenaparhl TS 3aIlUThI CEITLCKOXO03sIMCTBEHHBIX KYJIBTYP U3 CeMeiCTBa O00O0BBIX.
BHepeHne HaAYYHBIX Pe3yJIbTATOB: MTOJYUYEHHBIC PE3YJIbTAThl UCTIONB3YIOTCS B KAUYECTBE Y4eOHOTo
MartepHana JJisi IIOArOTOBKHU CTYIEHTOB, Ha Kypcax MOATOTOBKHA HHCTPYKTOPOB U (hepMepOB B 00JIaCTH
OPraHMYECKOTO 3eMJICTCIIHSI U METOJIOB OMOJIOTMYEeCKOM OOPHOBI C BPESAUTEISIMU.
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ANNOTATION
Moldovan Anna. ,,Biological control of weevils pests of agricultural crops”,
PhD thesis in biological sciences, Chisinau, 2020.
Structure of the thesis: introduction, 4 chapters, general conclusions and recommendations,
bibliography of 533 titles, Annexes, 140 pages of main text, 66 figures, 10 tables. The research
results have been published in 18 scientific publications.
Keywords: Sitona lineatus, Hypera postica, Protapion apricans, Curculionoidea, fungal
microflora, biological control, Republic of Moldova.
Research goal: investigation of the fungal microflora of the Sitona lineatus L., Hypera postica
Gyll. and Protapion apricans (Hbst.) pests (Coleoptera, Curculionoidea), selection of biological
control agents and characterization of the physiological properties of native fungal strains for the
production of biopesticides and their application in agroecosystems.
Research objectives: isolation and identification of native strains of micromycetes from the
microflora of the species S. lineatus, H. postica and P. apricans; investigation of S. lineatus, H.
postica and P. apricans susceptibility to the infection with isolated fungal strains with potential
for use as biological control agents; determining the insecticidal activity of the selected
entomopathogenic fungal strains against target pests S. lineatus, H. postica and P. apricans;
characterization of the particularities of growth and development of fungal strains with increased
insecticidal activity under different environmental conditions to develop the procedure for
obtaining the insecticidal preparation and application recommendations.
Scientific novelty and originality: in the microflora of the investigated curculionoid beetles, 55
fungal strains were highlighted, being identified at species level based on the molecular markers
18S rRNA gene sequence and ITS. For the first time, the presence of entomopathogenic fungi of
the genera Beauveria and Isaria was detected in the microflora of S. lineatus and H.postica pest
insects, on the territory of the Republic of Moldova. For the first time, the fungal microflora of the
species P. apricans was investigated. The presence of phytopathogenic species in the fungal
microbiota of insects involves the investigation of targeted pests as potential vectors. The fungal
strain Beauveria bassiana CNMN-FE-01 showed increased insecticidal activity (MD 4560 patent),
and advantageous properties for the formulation and application of bioinsecticides.
The result that contributes to solving an important scientific problem consists in: highlighting
the new native fungal strains with insecticidal activity, selection of the strain with increased
virulence, physiological and biochemical properties of technological importance, establishing the
bioactive agent of the insecticide preparation which led to the elaboration of the procedure for
obtaining and applying the bioinsecticide preparation and its integration into agricultural
production systems.
Theoretical significance: new data were obtained on the fungal communities that constitute the
microflora of pests of agricultural crops; pest species have been highlighted as potential vectors of
phytopathogenic fungi emphasizing the importance of developing efficient and harmless methods
of their control; the potential application of native strains of Beauveria bassiana as a bioactive
agent for the local production of insecticide preparations has been scientifically argued; the
procedure for obtaining the insecticide preparation intended for the biological control of
curculionoid beetles has been proposed.
Applicative value: a process for obtaining a natural insecticidal preparation based on the new
native strain of Beauveria bassiana CNMN-FE-01 is proposed for the biological control of the
species S. lineatus. The strain showed promising physiological and biochemical properties that
will allow the development of biopesticides and their wide application for the protection of
Fabaceae crops.
Implementation of scientific results: the results are used as teaching material for training
students in the specialties of Biology, Molecular Biology (bachelor's degree), Applied Biological
Sciences (master's degree), in the training courses provided to trainers and farmers in the field of
organic agriculture and biological methods of pest control.
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