MINISTERUL EDUCATIEI, CULTURII ST CERCETARII
UNIVERSITATEA DE STAT DIN MOLDOVA
INSTITUTUL DE ZOOLOGIE

Cu titlu de manuscris
C.Z.U: 632.937: 632.76(478) (043.2)

MOLDOVAN ANNA

CONTROLUL BIOLOGIC
AL COLEOPTERELOR CURCULIONOIDE
DAUNATORI AI CULTURILOR AGRICOLE

167.01 - BIOTEHNOLOGIE, BIONANOTEHNOLOGIE

Teza de doctor in stiinte biologice

U

Conducitor stiinific: LESANU Mihai, doctor in biologie,

e

Consultant stiintific , =
b 55
y 7, [€¢ (///
.

it

Autor:

conferentiar universitar

TODERAS Ion, academician, doctor
habilitat in biologie, profesor universitar,
Om emerit al Republicii Moldova

CHISINAU, 2021



© Moldovan Anna, 2021



Multumiri

., Odata ajunsd la aceasta etapa importanta din viata, doresc sa exprim cuvinte de profunda

recunostintd tuturor celor care mi-al fost alaturi pe parcursul realizarii acestei teze de doctorat.

Doamnei Natalia MUNTEANU-MOLOTIEVSKIY, doctor in stiinte biologice, conferentiar
cercetdtor, aduc sincere multumiri si sentimente de gratitudine, pentru rabdarea si intelegerea de
care a dat dovada pe parcursul anilor, pentru distinsele valori profesionale si umane pe care le-a
cultivat, generozitatea cu care a impartit din bogata sa experientd, prin toate acestea determindnd
calea pe care am ales-o si contribuind la formarea mea ca cercetdator si om. Fara de indrumarea

si suportul acordate realizarea acestei teze de doctorat nu ar fi fost posibila.

Exprim sincere multumiri coordonatorilor stiintifici, dlui Ien TODERAS, profesor
universitar, doctor habilitat in stiinte biologice, academician, Om Emerit al Republicii Moldova,
Membru de Onoare al Academiei Romane, Directorul onorific al Institutului de Zoologie si dlui
Mihai LESANU, doctor in stiinte biologice, conferentiar universitar, Decan al Facultatii de
Biologie si Pedologie, pentru contributia valoroasa la realizarea tezei prin consultatii, suportul

metodologic, analiza si interpretarea rezultatelor experimentale.

Cuvinte de deosebita recunostinta datorez referentilor oficiali, dnei doctor in stiinte
biologice, conferentiar cercetator, Liliana CEPOI, Institutul de Microbiologie si Biotehnologie si
dlui doctor habilitat in stiinte biologice, profesor cercetator, Leonid VOLOSCIUC, Institutul de
Genetica, Fiziologie si Protectie a Plantelor, pentru timpul pretios acordat si pentru sfaturile
stiintifice valoroase fara de care aceasta teza de doctorat nu ar fi fost completa. Multumesc
distingilor membri ai Consiliului Stiintific Specializat, dlui doctor habilitat in stiinte biologice,
profesor universitar, academician, Om Emerit al Republicii Moldova, Valeriu RUDIC, dnei
doctor in stiinte biologice, conferentiar cercetator, Tatiana CHIRIAC, dnei doctor in stiinte
biologice, conferentiar cercetator, Svetlana CODREANU, dlui doctor in stiinte biologice,
conferentiar cercetator, Oleg CHISELITA, din cadrul Institutului de Microbiologie si
Biotehnologie, dlui doctor habilitat in stiinte biologice, profesor cercetator, Dumitru ERHAN si
dnei doctor habilitat in stiinte biologice, conferentiar cercetator, Galina BUSMACHIU, din
cadrul Institutului de Zoologie, pentru onoarea oferitd de a evalua aceastd teza de doctorat.

Multumesc colegilor din cadrul Institutului de Zoologie si Universitatii de Stat din Moldova

pentru sprijinul acordat si bunavointa de care au dat dovada.

Cu deosebita recunostinta si dragoste, dedic aceasta teza familiei mele, in special mamei
Svetlana si sotului Vladimir, care au fost mereu aldaturi de mine, m-au inconjurat cu afectiunea
lor si m-au sustinut din toate punctele de vedere.”



CUPRINS

ADNOTARE (in romdna, rus@ §i englez)................c.ccouvuevviceiiieieiiieseee e eee e 6
LISTA TABELELOR. ..ottt sttt 9
LISTA FIGURILOR ...ttt sttt e 10
LISTA ABREVIERILOR........ooi ettt 13
INTRODUGCERE........oi ettt et e e a e a e e e e e nneeearaeeans 14
1. CONTROLUL BIOLOGIC AL COLEOPTERELOR CURCULIONOIDE:
PROBLEME SI REALIZARL............coiiioiiieeeeeeeeeeeeeeee et ene s 22
1.1 Coleopterele curculionoide daunatori ai culturilor agricole...........covverviiieeiiiinnnnnn, 22
1.2 Metode utilizate in combaterea coleopterelor curculionoide daunatoare.................... 28
1.3 Istoricul cercetarilor privind controlul biologic al ddunatorilor............ccccccververinene. 33
1.3.1 Agentii de control biologic al iINSECtelor.........cceeviiiiiiiiieieiee e, 35
1.3.2 Agentii de control biologic aplicati impotriva coleopterelor curculionoide....... 40
1.4 Biotehnologia producerii si aplicarii preparatelor entomopatogene fungice.............. 45
1.5 Concluzii [acapitolul L........cooviiiiiiee e 50
2. MATERIALE SIMETODRE..........ccooiiiiiiiiiec e 52
2.1 ODIECLEIE U STUIU. .. .cueieieieeie ettt e st e eeeneesreeneeenes 52
2.1.1 Speciile de insecte (Coleoptera, Curculionoidea) incluse in cercetare............... 52
2.1.2 Speciile de fungi entomopatogeni (Hypocreales) incluse in cercetare............... 60
2.2. MEtOUEle 08 STUAIU......cueieieieiieieiee e ens 65
2.2.1 Metode entOMOIOGICE. .......cuiiiiiieiee s 65
2.2.2 Metode MICrODIOIOGICE. .........cveieieieiic et 66
2.2.3 Metode molecular-genetiCe.........voviiieiiiie e 74
2.2.4 Metode statistice si bioinformationale...............ccevieriiiiiieniiienieiieeiece e 78
2.3 Concluzii 1a capitolUl 2..........coouiiiiiee e 80
3. MICROFLORA FUNGICA A SPECIILOR DE COLEOPTERE
CURCULIONOIDE INVESTIGATE. ..ottt 81
3.1 ldentificarea tulpinilor fungice cu utilizarea metodelor molecular-genetice............ 81
3.2 Identificarea tulpinilor fungice in baza caracterelor morfologice.........c..cccccovevvennennen. 90
3.3 Pozitia taxonomica si importanta practica a tulpinilor fungice identificate................. 92
3.4 Concluzii 1a capitolUl 3.........oouv e s 116



4. ELABORAREA PROCEDEULUI DE PRODUCERE SI APLICARE A
AGENTILOR FUNGICI DE CONTROL BIOLOGIC AL COLEOPTERELOR
CURCULIONOIDE..... ..ot s 118

ENEOMOPALOYENE. ...ttt 122
4.2 Evaluarea activitatii insecticide a tulpinii Beauveria bassiana L1/6 (CNMN-FE-01) 122

4.3 Proprietitile fiziologice ale tulpinii de fungi Beauveria bassiana CNMN-FE-01...... 127

4.3.1 Influenta temperaturii asupra cresterii si dezvoltarii tulpinii de fungi
Beauveria bassiana CNMN-FE-OL...........ccccocoiiiiiiiiicn 127

4.3.2 Influenta radiatiilor UV asupra cresterii si dezvoltarii tulpinii de fungi
Beauveria bassiana CNMN-FE-OL...........ccccocviiiiiiiiiiseecs s 130

4.3.3 Influenta pH-ului mediului ambiant asupra cresterii si dezvoltarii tulpinii de

fungi Beauveria bassiana CNMN-FE-OL........c.cccociiiiiniiiniee e 134

4.3.4 Influenta salinitatii mediului ambiant asupra cresterii si dezvoltarii tulpinii de
fungi Beauveria bassiana CNMN-FE-OL.............cccccoeiiiiiiiieiecc e 137

4.3.5 Influenta presiunii osmotice a mediului asupra cresterii si dezvoltarii tulpinii
de fungi Beauveria bassiana CNMN-FE-OL...........cccocoiiiiiniiiiiiiecccnis 140

4.4 Elaborarea si aplicarea preparatelor bioinsecticide pe baza tulpinii de fungi
Beauveria bassiana CNMN-FE-OL...........ccccooiiiiiiiiiiiiiece e 142
4.5 Concluzii 1a capitolUl 4...........oooieee e 148
CONCLUZII GENERALE SI RECOMANDARL............cccccovmiuirnrnrsrseeseeereeeersnenes 150
BIBLIOGRAFIE. ... ..ottt bbbttt 155
ANEXE .. 187
Anexa 1. Brevet de inventi€ MD 4560...........ccccooeiiiiiiiiii 187
Anexa 2. Adeverinta de depozitare a tulpinii B. bassiana CNMN-FE-O1...................... 193
Anexa 3. Pasaportul tulpinii B. bassiana CNMN-FE-OL...........cc.cccccviiiniinninninins 194
Anexa 4. Acte de implementare a rezultatelor tezei de doctorat............cccceeevevverviieinnnns 198
ANEXa 5. DIPlome $1 AISTINCH...uvierieeiierieeiieeie ettt ettt et e e e 200
DECLARATIA PRIVIND ASUMAREA RASPUNDERIL.............c.ccceoovvmrirernrcinnnn, 206
CV-UL AUTORULUL ...ttt bbbt 207



ADNOTARE

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

agricole”, teza 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 tintd S. lineatus, H. postica si P. apricans; 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 poprietdti insecticide si recomandarilor de aplicare in ecosistemele agricole.
Noutatea si originalitatea stiintifica: Tn microflora coleopterelor curculionoide investigate, au
fost evidentiate 55 tulpini fungice, identificate la nivel de specie Tn baza markerilor moleculari,
portiunea de gena nucleara ARNr 18S si fragmentul ITS. Pentru prima data a fost evidentiata
prezenta micromicetelor entomopatogene din genurile Beauveria si Isaria ih 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 sporita (brevet de inventie MD 4560) si
proprietdti avantajoase pentru formularea si aplicarea bioinsecticidelor.
Rezultatul obtinut care contribuie la solutionarea unei probleme stiintifice importante
consta in: evidentierea tulpinilor noi autohtone de fungi cu activitate insecticida, selectarea
tulpinii cu virulentd sporitd, 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 ddunatorilor culturilor agricole; speciile de daunatori au fost atestati ca potentiali
vectori ai micromicetelor fitopatogene accentuand importanta elabordrii 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 aplicativa: 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 specialitdtile 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.



AHHOTALIIUA
MoaioBan AHHA, ,,bHOJOrHYecKNil KOHTPOJIb KYPKYJIHOHOUIHBIX KYKOB BpeauTesiei
CeJIbCKOXO03MIiCTBEHHBIX KYJIbTYP”, ouccepmayusa Ha cOUCKanue y4eHoll cmenenu
Kanouoama ouonozuueckux nayk, Kummnesn, 2021.
CrpykTypa amccepTanMu. BBefeHHe, 4 TJaBbl, OOLIME BBIBOJBI U PEKOMEHIALMH, CIIMCOK
auTepatypsl u3 533 6ubarorpaduuecKux HCTOYHUKOB, TPUIIOKeHus, 140 CTpaHHUIl OCHOBHOTO TEKCTA,
66 pucynka, 10 tabmui. Pe3yspTaTsl BccieoBaHus OTpakeHbl B 18 HaydHBIX paboTax.
KioueBnble ciioBa: Sitona lineatus, Hypera postica, Protapion apricans, Curculionoidea, rpubkoBast
MUKpodIopa, Gronornyeckrii KOHTpoIb, Pecry6iuka Mosnaosa.
Lens padoTbl: uccienoBanue rpudkoBoii Mukpodiiops! BuioB S. lineatus L., H. postica (Gyll.) u P.
apricans (Hbst.) (Coleoptera, Curculionoidea), BsIOOp OHOJOTHYECKUX AareHTOB OOPBOBI C
BPEIUTEISIME U XapaKTEPUCTHKA (DH3UOJOTMUECKUX CBOMCTB MECTHBIX IITAMMOB TI'PHOOB IS
MPOU3BOJICTBA M IPUMEHEHUSI OMOMHCEKTHUIIUIOB B arPOIKOCUCTEMAX.
3anaum uccienoBanusi: Beiienenue 1 BUIOBOE OMpPE/EIeHHe MECTHBIX ITaMMOB MHKPOMHMIIET H3
mukpodiioper BumoB S. lineatus, H. postica u P. apricans; wuccienoBaHie 9yBCTBHUTEIBHOCTH
BPEIUTEINEH K 3apaXEHHIO ITaMMaMy TPHOOB, KOTOPBIE MOTYT HCIIONb30BAThCSl B KAUECTBE areHTOB
OMONIOTMYECKOTO  KOHTPOJIS;  ONpeNeNieHne HMHCEKTULUIHOW — aKTUBHOCTH;  XapaKTepHCTHKA
OCOOEGHHOCTEH pOCTa M PA3BUTUSl LITAMMOB C TOBBIIIEHHOW HHCEKTHIWIHON aKTHBHOCTHIO B
Pa3IUYHBIX YCIOBUSX CPEIbl I Pa3pabOTKH MPUHIIHIIA TIPOU3BOICTBA MHCEKTHUIIMIHOTO MperapaTa
¥ PEKOMEHJIAINH 10 €TO MPUMEHEHHIO B arPO3KOCUCTEMAX.
Hayuynasi HOBH3HA M OPMTHHAJIBHOCTB: B MUKpodope uccrnenoBaHHbIX KYPKYJIMOHOUIHBIX KYKOB
BBIIBIICHO 55 MmTaMMOB TIprOOB, MACHTU(HIMPOBAHHBIX HA YPOBHE BHJOB C HCIOJIB30BAaHUEM
MOJIEKYJISIpHBIX MapkepoB saepublii TeH pPHK 18S u dparment ITS. BriepBbie ObUiM BBISBICHBI
IHTOMOIIATOTeHHBIC TPUObI posioB Beauveria u Isaria B mukpodiope Hacekombix S. lineatus u H.
postica Ha Tepputopru Pecryoimku Monnosa. Briepebie Oblia rccieioBaHa rpuOKoBast MEKpogIiopa
Bua P. apricans. IlpucyTcTBie (HUTOMATOrCHHBIX BHIOB MUKPOMHIIET TPEOYeT M3y4YeHHs TaHHBIX
BpeUTENeH Kak MOTeHIMANBHBIX epeHocurkoB. LlItamm rpubos Beauveria bassiana CNMN-FE-01
00ajaeT TOBBIIMICHHON WMHCEKTHIMAHON aKTUBHOCTRIO (mateHT MD 4560) u momxomsiumu
CBOMCTBaMHM /1715 IPOM3BOJICTBA U IPUMEHEHHSI OMOMHCEKTHIIU/IOB.
Pe3ysibTaT, KOTOPHIA CIOCOOCTBYET PellIEHUI0 HAYYHOI NMP00JieMbl B TUCCEPTALUU, COCTOUT B
BBIIEJIEHUH HOBBIX MECTHBIX IITaMMOB I'PHOOB ¢ MHCEKTULIMIHON aKTMBHOCTBIO, BBIOOP ILITaMMa C
NOBBIIIICHHOW ~ BUPYJIEHTHOCTBIO,  (DM3HOJIOTMYECKAMH ¥ OMOXMMHYECKHMMH  CBOMCTBAMH
TEXHOJIOTUYECKOTO 3HAaYeHHUs, OmpejiesieHne OMOJIOTMYECKH aKTUBHOIO areHTa WHCEKTUIUIHOTO
npernapara, 4ro MPUBEIO K pa3pabOTKe Mpoliecca MONMy4YeHHS W TPUMEHEHHS HHCEKTHIIMIHOTO
npernapara Jyisi ’HTeTpallii B CUCTEMBI CEJIbCKOXO03HCTBEHHOTO IIPOM3BO/ICTBA.
Teopernyeckasi 3HAYMMOCTB: OBUTH TIOJTyYEHBI HOBBIE TAHHBIE O TPUOKOBBIX COOOIIECTBAX, KOTOPHIE
COCTaBIISIFOT MHKPOGIIOPY BpeauTeNel CeIbCKOXO3SIMCTBEHHBIX KyJbTYp, BKIIOYAs CIIOCOOHOCTb
BpeIUTENeH TEepPEeHOCHTh (DUTOMATOTEHHBIE TPUOBI, YTO MOAYEPKHBACT BAXHOCTH pPa3pabOTKH
3(dexTuBHBIX U O0e3BpenHBIX METOJ0B OOpbOBI C BpEAUTENSAMH, ObUIM HAyYHO OOOCHOBAHBI
BO3MOXKHOCTH TIPMMEHEHHsT MECTHBIX ITaMMOB Beauveria bassiana B kavectBe OMOIOrHYECKH
aKTUBHOTO areHTa Uil TPOM3BOJACTBA HMHCEKTUIMAHBIX TPENapaToB; MPeUIoKEeHa METOAMKa
MIOTyYEeHUS ”HCEKTUIMIHOTO TIperiapara Jyisi OMOJIOTHIeCcKoi 00pHObI ¢ KYPKYJIHOHOUIHBIME KyKaMH.
IIpakTHyeckasi HeHHOCTh PadOThI: PEUIOKEH CIOCO0 MOTYyUYEHHS HATypaTbHOTO MHCEKTHIIUIHOTO
npernapara Ha OCHOBE HOBOro HatmBHOro mramMa Beauveria bassiana CNMN-FE-01 ms
Ouonorndeckoro KoHTpoisi Buzma Sitona lineatus. Ilramm obnamaer (uU3MONIOrHYECKUMU U
OMOXMMHYECKUMH CBOWMCTBaMH, KOTOpPBIE TIO3BOJIIT pa3padoOTaTh W IIHUPOKO MPUMEHHTH
OuorpenapaThl IS 3alHUTHI CENTLCKOX03HCTBEHHBIX KYJIBTYp U3 ceMeiicTBa 000OBBIX.
BHeapenue HayYHBIX Pe3yJIbTATOB: MTOJYYEHHBIE PE3YJIbTAThl UCTIONB3YIOTCS B KAUeCTBE Y4eOHOTO
MaTtepHana JJist IIOJIr0TOBKH CTYIEHTOB, Ha Kypcax MOArOTOBKY HHCTPYKTOPOB U (hepMepoB B o0acTu
OpPraHUYeCKOTO 3eMIICICITUS U METOJIOB OMOIOrUYEeCKOi OOPHOBI C BPEAUTEIISIMHU.



ANNOTATION
Moldovan Anna. ,,Biological control of weevils pests of agricultural crops”,
PhD thesis in biological sciences, Chisinau, 2021.
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
local 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 Sitona 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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partiale a genei ARNr 18S

Exemplare de insecte cu semne de micoza

Tulpini fungice izolate din corpul insectelor din speciile Sitona lineatus si
Hypera postica

Numarul de tulpini, specii si genuri de fungi identificate in microflora
fungica a daunatorilor

Diversitatea speciilor fungice identificate in microflora coleopterelor
curculionoide investigate

Repartizarea tulpinilor fungice izolate conform speciilor si numarului de
gazde

Relatiile filogenetice si aspectul morfologic ale tulpinilor Hp3/9, Hp4/3,
Hp5/41, Hp6/1 si Pal (Cladosporium cladosporioides sensu lato)

Arborele filogenetic reconstruit (a) si aspectul morfologic (b) ale tulpinilor
L2/6, L5/4 si Hp5/4 (A. pullulans)

Arborele filogenetic reconstruit (a) si aspectul morfologic (b) ale tulpinilor
L2/2, Hp5/5 si Hp6/3 (Alternaria alternata)

Arborele filogenetic reconstruit (a) si aspectul morfologic (b) ale tulpinii
Hp3/3 (Dendryphion nanum)

Arborele filogenetic reconstruit si aspectul morfologic ale tulpinilor L1/7,
L3/5, Hp3/2, Hp3/4, Hp4/2 (Torula spp.)

Arborele filogenetic reconstruit (a) si aspectul morfologic (b) ale tulpinii
L1/4 (Aspergillus flavipes)

Relatiile filogenetice si aspectul morfologic ale tulpinilor L2/5, Pa3, Pa2
(Penicillium polonicum) si C (Penicillium brevicompactum)

Relatiile filogenetice si aspectul morfologic ale tulpinilor B, N si L1/6 (B.
bassiana)

Arborele filogenetic reconstruit (a) si aspectul morfologic (b) ale tulpinii
L5/6 (1. fumosorosea)
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indelungata la diferite temperaturi

11

© T

T B T T T

. 104

. 105

. 107

. 108

. 109

. 109

C111

C111

112

. 113

.114

. 115

. 119
. 123

123
124
124
125
125

. 128

. 128

. 129

. 130



Fig.
Fig.
Fig.
Fig.
Fig.
Fig.

Fig.

Fig.
Fig.
Fig.
Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

Fig.
Fig.

4.12.

4.13.

4.14.

4.15.

4.16.

4.17.

4.18.

4.19.

4.20.

4.21.

4.22.

4.23.

4.24.

4.25.

4.26.

4.27.

4.28.

4.29.
4.30.

Germinarea conidiillor dupd expunerea la raze UV, examinare
microscopica

Germinarea conidiilor tulpinii B. bassiana CNMN-FE-01 dupa iradierea
cu raze UV timp de 10, 20, 30, 40 min.

Graficul care exprimd dependenta dinamicii de crestere a coloniilor
tulpinii B. bassiana CNMN-FE-01 (mm), de durata de expunere la UV

Viteza medie de crestere radiala a tulpinii de fungi B. bassiana CNMN-
FE-01 pe mediu nutritiv PDA dupa expunere la UV, mm/zi

Graficul care exprima dependenta dinamicii de crestere a coloniilor
tulpinii B. bassiana CNMN-FE-01 (mm), de pH-ul mediului

Viteza medie de crestere radiala a tulpinii de fungi B. bassiana CNMN-
FE-01 pe mediu nutritiv PDA cu diferit pH, mm/zi

Cantitatea a de spori produsa de tulpina de fungi B. bassiana CNMN-FE-
01 pe mediu nutritiv PDA cu diferit pH dupa pastrare indelungata,
spori/cm?

Viabilitatea sporilor produsi de tulpina de fungi B. bassiana CNMN-FE-01
dupi pastrare indelungati pe mediu nutritiv PDA cu diferit pH, spori/cm?

Influenta concentratiei de NaCl asupra cresterii radiale a tulpinii fungice
B. bassiana CNMN-FE-01, la a 5-a zi de la inoculare

Graficul care exprimd dependenta dinamicii de crestere a coloniilor
tulpinii B. bassiana CNMN-FE-01 (mm), de salinitatea mediului

Viteza medie de crestere radiald a tulpinii de fungi B. bassiana CNMN-
FE-01 pe mediu nutritiv PDA cu diferit concentratii de NaCl, mm/zi

Cantitatea de spori produsa de tulpina de fungi B. bassiana CNMN-FE-01
pe mediu nutritiv PDA cu diferite concentratii de NaCl dupd pastrare
indelungati, spori/cm?

Viabilitatea sporilor produsi de tulpina de fungi B. bassiana CNMN-FE-
01 dupa pastrare indelungatd pe mediu nutritiv PDA cu diferite
concentratii de NaCl, %

Graficul care exprimd dependenta dinamicii de crestere a coloniilor
tulpinii B. bassiana CNMN-FE-01 (mm), de concentratia NaCl in solutie
apoasa

Viteza medie de crestere radiala a tulpinii de fungi B. bassiana CNMN-
FE-01 pe mediu nutritiv dupa mentinerea conidiilor timp de 24h in solutii
cu diferita concentratie a NaCl inainte de inoculare, mm/zi

Cantitatea de spori produsa de tulpina de fungi B. bassiana CNMN-FE-01
pe mediu nutritiv PDA dupa mentinerea conidiilor timp de 24h in solutii
cu diferiti concentratie a NaCl, spori/cm?

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

Etapele procesului de selectare a tulpinii producator

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

12

. 131-

132

. 132

. 133

. 133

.134

.135

. 136

. 136

. 137

. 138

. 139

. 139

. 140

. 140

141

141

. 142

p. 143
p. 145



ANOVA
ADN
ARN
ARNTr
Bb

Bt
BLAST
ITS
IPM
PDA
P.B.
PCR
SAPF
S.U.

LISTA ABREVIERILOR

ANalysis Of VAriance (analiza variantei/ analiza dispersionald unifactoriala)
acid dezoxiribonucleic

acid ribonucleic

acid ribonucleic ribozomal

Beauveria bassiana

Bacillus thuringiensis

Basic Local Alignment Search Tool (instrument de cautare prin aliniere)
Internal Transcribed Spacer (spatiator intern transcris)

Integrated Pest Management (management integrat al organismelor daunatoare)
Potato Dextrose Agar (cartof-glucoza-agar)

proteina bruta

Polymeraze Chain Reaction (reactie in lant a polimerazei)

Selectiv Agar for Pathogenic Fungi (agar selectiv pentru fungi patogeni)

substanta uscatd

13



INTRODUCERE

Actualitatea si importanta problemei abordate. Leguminoasele (Fabaceae,
Leguminosae) se claseaza pe locul doi dupa familia Poaceae privind importanta economica. Un
numar mare de plante leguminoase, astfel ca mazarea (Pisum), fasolea (Phaseolus), bobul (Vicia),
fasolita (Vigna), soia (Glycine), lintea (Lens), constituie o sursa semnificativa de proteine de
origine vegetald. Soia (Glycine) este de asemenea sursa de grasimi. In calitate de plante furajere
sunt cultivate trifoiul (Trifolium) si lucerna (Medicago), de asemenea reprezentantii acestor genuri
sunt cultivati si in calitate de fertilizanti naturali. Reprezentantii leguminoaselor sunt utilizati de
asemenea ca sursa de fibrd, condimente si plante decorative (Bennett 2011).

Productivitatea culturilor agricole este compromisa de un numar mare de factori, inclusiv
organismele daunatoare. Printre acestea insectele provoaca daune considerabile, distrugand anual
aproximativ 20% din productia agricola 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 (Perju 1995, Ghizdavu et al. 1997, Carcamo, Herle,
Lupwayi 2015, Keskin, Ozkaya 2015, Urban 2015). Speciile Sitona lineatus L., Hypera postica
(Gyll.) si Protapion apricans (Hbst.) (Coleoptera, Curculionoidea) sunt daunatori semnificativi ai
culturilor de Fabaceae raspanditi in Europa, Africa, Asia si America de Nord, inclusiv in
Republica Moldova. Practicile agricole curente, in special cresterea in masa a cerealelor in
monoculturd extensiva, pe suprafete geografice extinse, cat si transportul rapid al bunurilor pe
scard globald, au facilitat introducerea si migrarea insectelor ddundtoare invazive 1in
agroecosisteme, pe intreg globul Pamantesc (Pimentel 2002). Potentialul expansiv al acestor
daunatori a crescut remarcabil. Managementul speciilor de daunatori ai leguminoaselor este o
provocare datorita fecunditatii Tnalte, comportamentului migrator si habitatului ascuns al larvelor.

Utilizarea insecticidelor chimice ramane a fi cea mai practicatda metoda de combatere a
insectelor daunatoare, fiind avantajoasa datoritd costurilor reduse si spectrului larg de daunatori
afectati. Insecticidele chimice se utilizeaza extensiv, chiar daca majoritatea poseda un nivel inalt
de toxicitate. Acestea prezinta un risc considerabil pentru sanatatea omului, in urma contactului
direct in timpul aplicarii si prezentei reziduurilor de pesticide In produsele alimentare si sursele de
apd potabild. De asemenea, pesticidele au un impact negativ asupra mediului, cit si asupra
biodiversitatii (Pimentel 2005, Maroni, Fanetti, Metruccio 2006, Berny 2007, Damalas,
Eleftherohorinos 2011). De multe ori aplicarea insecticidelor chimice are efect invers celui scontat

prin distrugerea populatiilor speciilor benefice, precum inamicii naturali ai daundtorilor sau
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polenizatorii, si cresterea probabilititii de dezvoltare a rezistentei daunatorilor la produsul utilizat
(Damalas, Eleftherohorinos 2011). Drept consecintd, in legislatia unor tari au fost introduse
prevederi, ce tin de excluderea din uz sau reducerea utilizarii substantelor toxice pentru om si
biodiversitate (Regulamentul 1107/2009 privind introducerea pe piatd 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 rezultat au aparut noi tipuri de pesticide
chimice, mai specifice si mai putin persistente. In plan global, insi, se constati o tendintd de
crestere a cantitatilor de pesticide chimice utilizate, inclusiv cele 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 traditionale si biologice de control al ddunatorilor. Controlul biologic reprezintd un
complex de metode bazate pe utilizarea altor organisme in reducerea efectivului numeric al
organismelor daunatoare sub pragul economic de daunare, valorificind mecanismele naturale
precum pradatorismul, parazitismul, competitia, s.a.

Insectele, ca si celelalte organisme vii, prezintd un numar larg de inamici naturali, care pot
fi utilizati 1n calitate de agenti de control biologic. La fel ca celelalte organisme, insectele sunt
susceptibile la infectia cu microorganisme patogene, printre care evidentiem micromicetele. Unele
tulpini de microorganisme entomopatogene sunt deja utilizate pentru a controla populatiile de
insecte daundtoare, activitatea insecticida a altora este In proces de investigare. Insecticidele
microbiene, inclusiv 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 si au o perioadd de valabilitate lungd. De asemenea acestea pot fi
aplicate cu usurintd, folosind echipamentul standard. Contrar insecticidelor chimice, care poseda
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 (Hotararea Guvernului
Republicii Moldova Nr. 123 din 02.02.2018), care pune accent pe utilizarea metodelor biologice
de combatere a insectelor diunitoare. In Republica Moldova nu exista date privind microflora
fungica a speciilor Sitona lineatus, Hypera postica si Protapion apricans si microorganismele,
care ar putea fi utilizate in controlul biologic al insectelor investigate. Studierea in complex a
microflorei fungice a acestor ddunatori 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.
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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 daunatorilor si caracterizarea proprietatilor fiziologice ale tulpinilor

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

Obiectivele cercetirii:

1. lzolareasi 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 sporitd 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 reprezintd o sursda 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 localda 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, inclusiv:

- metode entomologice de colectare a insectelor din agroecosisteme si identificarea
insectelor in baza particularitatilor morfologice;

- metode microbiologice de izolare directa si indirectd a fungilor prezenti in microflora

insectelor incluse in studiu, identificarea morfo-culturald a tulpinilor izolate in cultura pura,
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n scopul evidentierii unui spectru mai extins de tulpini fungice asociate daunatorilor, si
izolarii unui numar mai mare de tulpini cu potential insecticid;

- metode genetico-moleculare de identificare a tulpinilor fungice, utilizate pentru stabilirea
apartenentei specifice a tulpinilor de micromicete izolate;

- metode microbiologice de estimare a susceptibilitatii insectelor tinta la infectia cu tulpinile
fungice, de evaluare a activitatii insecticide a tulpinilor cu potential insecticid aplicate
pentru a selecta tulpina cu activitate insecticidd maxima in calitate de tulpind potential
producator;

- metode microbiologice de caracterizare a particularitatilor de crestere si dezvoltare a
tulpinilor fungice in diferite conditii ale mediului ambiant aplicate pentru confirmarea
tulpinii selectate in calitate de tulpind producator, elaborarea formulei preparatului
insecticid si a recomandarilor de aplicare;

- metode microbiologice de caracterizare a conditiilor de pastrare pe termen lung, mediu si
scurt a tulpinilor fungice si verificarea viabilitatii acestora dupa péstrare, necesare pentru
elaborarea procedeului de producere a preparatului insecticid;

- metode matematice, statistice si bioinformatice utilizate pentru proiectarea experientelor,

analiza, interpretarea si validarea rezultatelor obtinute.

Sumarul compartimentelor tezei.

Capitolul 1 ,,Controlul biologic al coleopterelor curculionoide: probleme si realizari”.

Capitolul cuprinde analiza referintelor bibliografice cu privire la coleopterele
curculionoide, daunatori ai culturilor agricole, fiind argumentata importanta grupului de daunatori
inclus in studiu. Este analizatd 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, daunatori
semnificativi ai culturilor de Fabaceae.

Sunt discutate metodele utilizate Tn combaterea coleopterelor curculionoide daunatoare.
Astfel este subliniat faptul, ca insecticidele chimice raman a fi cea mai practicatd metoda de
combatere a insectelor daunatoare. Acestea se utilizeaza extensiv, chiar dacd sunt cunoscute
efectele adverse ale acestora asupra sdnatatii umane si mediului ambiant. Este prezentata o analiza
a strategiilor alternative de gestionare a daundtorilor, care presupun readucerea in atentia
cercetatorilor a metodelor fizico-chimice, agrotehnice, genetice si biologice de control al
daunatorilor. Experienta practicd a fermierilor si rezultatele stiintifice confirmd cad utilizarea

combinatd a metodelor preventive si directe de control a organismelor ddunatoare este cea mai
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eficienta. Controlul biologic face parte din grupul metodelor directe de control al daunatorilor,
care presupune utilizarea altor organisme in reducerea efectivului numeric al organismelor
daunatoare 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 discutata 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 fungice. La sfarsitul capitolului este formulata
problema de cercetare si directiile de rezolvare a acesteia, sunt definite scopul si obiectivele

prezentei lucrari.

Capitolul 2 ,,Materiale si metode”

Capitolul contine descrierea obiectelor de studiu si a metodelor utilizate pentru realizarea
cercetarilor. Sunt prezentate informatii cu privire la biologia si ecologia daunatorilor S. lineatus,
H. postica si P. apricans si a speciilor de fungi entomopatogeni, necesare pentru elaborarea
procedeului de obtinere si aplicare a preparatului entomopatogen natural.

Cercetarile au fost realizate in cadrul Laboratorului de Sistematica si Filogenie Moleculara
din cadrul Centrului de Cercetare a Invaziilor Biologice a Institutului de Zoologie. Pentru
realizarea lucrarii au fost utilizate metode clasice si moderne de colectare si identificare a
insectelor. Confirmarea corectitudinii identificarii speciilor a fost realizatda prin consultarea
materialului Muzeului de Entomologie al Institutului de Zoologie. Identificarea apartenentei
specifice a coleopterelor curculionoide a fost efectuatd cu utilizarea lupei binoculare BEL
Photonics.

Tulpinile fungice au fost izolate si evidentiate In culturd pura folosind metode clasice
microbiologice cu utilizarea mediilor nutritive selective. Pentru identificarea tulpinilor fungice au
fost utilizate metode clasice microbiologice de identificare (morfo-culturale) si metode molecular-
genetice de identificare (extragerea ADN, realizarea reactiei PCR, secventierea ADN,
reconstruirea arborilor filogenetici). Pentru a selecta tulpinile producente au fost utilizate metode

de estimare a susceptibilitatii insectelor tinta la infectia cu tulpinile fungice entomopatogene (fiind
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cuantificate conidiile Tn inocul, evaluata viabilitatea conidiilor, testata activitatea insecticida a
tulpinilor fungice in conditii controlate si determinata activitatea insecticida a tulpinilor selectate).

Pentru a caracteriza tulpinile fungice, care au demonstrat potential insectidic maximal Tn
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 si a radiatiilor UV asupra cresterii si dezvoltarii
tulpinilor fungice. A fost determinatd influenta pH-ului, salinitdtii mediului nutritiv, presiunii
osmotice asupra cresterii vegetative, sporuldrii si viabilitatii conidiilor. A fost evaluata influenta
temperaturii, radiatiilor UV, pH-ului, salinitatii mediului ambiant si presiunii osmotice asupra
cantitatii de conidii produse si viabilitdtii conidiilor dupa pastrare indelungata. Pentru analiza
succesiunilor nucleotidice au fost aplicate programul de cautare BLAST, programele de calcul
TreePuzzle 5.2, PhyML v3.0 si MEGA 7.0. Pentru prelucrarea, analiza si interpretarea datelor au
fost utilizati parametrii statistici precum media aritmeticd, amplitudinea, abaterea medie, dispersia,
abaterea standard, efectuat calculul intervalelor de Tncredere si analiza ANOVA. Pentru efectuarea
calculelor matematice si interpretarea grafica a rezultatelor obtinute au fost utilizate aplicatiile

Microsoft Office Excel si Microsoft Office Power Point.

Capitolul 3 ,,Microflora fungica a speciilor de coleoptere curculionoide investigate”

Capitolul prezinta rezultatele cercetarilor privind izolarea, identificarea si caracterizarea
comunitatilor fungice din microflora speciilor, utilizaind metode clasice si molecular-genetice.
Astfel in microflora speciilor Sitona lineatus L., Hypera postica (Gyll.) si Protapion apricans
(Hbst.) au fost identificate 55 tulpini fungice, ce apartin la 23 specii si 3 increngaturi (Ascomycota,
Basidiomycota si 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.

Pentru fiecare specie fungica identificata este prezentat arborele filogenetic reconstituit,
date privind particularitatile morfologice si importanta practica a acesteia. Sunt prezentate date noi
privind identificarea speciilor Beauveria bassiana, Beauveria spp., Isaria fumosorosea si Isaria

sp. cu potential in controlul biologic al daunatorilor. De asemenea sunt necesare investigatii
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detaliate privind prorpietatile insecticide al tulpinilor din speciile Aspergillus flavipes si
Penicillium brevicompactum.

In baza rezultatelor obtinute speciile de insecte investigate au fost atestate ca potentiali
vectori ai micromicetelor fitopatogene. Tn rezultatul cercetarilor efectuate au fost puse bazele
colectiei nationale de tulpini de fungi cu potential insecticid, care urmeaza a fi valorificate in
scopul satisfacerii cererii pietei locale in biopreparate de combatere a daunatorilor prietenoase

mediului ambiant.

Capitolul 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 Tn baza tulpinilor autohtone de Beaueria
bassiana. Tn acest scop a fost caracterizati patogenitatea si virulenta tulpinilor autohtone noi
izolate de Beauveria bassiana, fiind selectata o tulpina cu activitate insecticida sporita. Tulpina a
fost depozitata in colectia Nationala de Microorganisme Nepatogene a Institutului de
Microbiologie si Biotehnologie in baza ei fiind obtinut brevetul de inventie MD 4560 ,, Tulpina de
fungi Beauveria bassiana Tn calitate de bioinsecticid pentru combaterea coleopterelor
curculionide”. Datele denota ca tulpina de fungi propusa Beauveria bassiana CNMN-FE-01
poseda o activitate insecticidd pronuntatd asupra coleopterelor curculionoide si poate fi utilizatd in
calitate de agent biologic in controlul efectivului lor numeric. Tulpina a fost extrasa din mediul
natural, nu este patogend pentru plante si organismele homeoterme. Totodata in natura va fi
introdusd o cantitate de 100 de ori mai micd de spori, comparativ cu cea mai apropiata solutie,
obtinand o mortalitate de 100% intr-o perioada mai scurta de timp. Activitatea insecticidd a
celorlalte tulpini de micromicete urmeaza a fi explorata, folosind un spectru mai larg de gazde
potentiale.

In rezultatul analizei datelor privind cresterea si dezvoltarea tulpinii Beauveria bassiana
CNMN-FE-01 la diferite temperaturi, valori ale pH, concentratii de NaCl, valori ale presiunii
osmotice, reactia la iradierea cu raze UV, a fost prognozat comportamentul tulpinii la aplicarea in
conditii de camp, fiind discutate posibilele formule ale preparatului si selectate metodele de
producere in masa. Pentru atingerea efectului scontat vor fi necesare aplicari repetate ale tulpinii
fungice ajustate, tinind cont de viabilitatea acesteia la diferite temperaturi. In formula
biopreparatului a fost selectat agentul potential, care va preveni umectarea si va extinde termenul
de pastrare si viabilitatea tulpinii in teren deschis. Pentru a evita stresul cauzat de radiatiile UV,

formula preparatului va prevede utilizarea unor substante cu rol de protectie. Preparatul urmeaza
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a fi aplicat dimineata devreme, fiind analizatd posibilitatea aplicarii preparatului sub forma de
tratament al semintelor. De asemenea la aplicarea tulpinii se va tine cont de ajustarea dozei in
functie de pH-ul solului la adancimea 0-40 cm, in functie de salinitatea solului.

Tulpina fungica Beauveria bassiana CNMN-FE-01 poseda proprietati favorabile pentru a
fi aplicata in calitate de agent de control biologic al speciei Sitona lineatus in culturile de
leguminoase pe teritoriul Republicii Moldova. Drept rezultat este propus procedeul de obtinere si

aplicare a preparatului insecticid natural pe baza tulpinii de fungi B. bassiana CNMN-FE-01.

Compartimentul ,,Concluzii generale si recomandairi” prezintd o forma rezumativa a
principalelor rezultate stiintifice obtinute si exprima valoarea practicd a lucrarii prin recomandarile

naintate.
Compartimentul ,,Bibliografie” contine cele 536 surse citate in teza.

Compartimentul ,,Anexe” prezinta un brevet de inventii; un pasaport al tulpinii fungice,
2 acte de implementare a rezultatelor stiintifice; diplomele si mentiunile privind recunoasterea si

aprecierea rezultatelor stiintifice in cadrul manifestarilor stiintifice nationale si internationale.
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1. CONTROLUL BIOLOGIC AL COLEOPTERELOR CURCULIONOIDE:
PROBLEME SI REALIZARI

1.1 Coleopterele curculionoide daunatori ai culturilor agricole

Productivitatea culturilor agricole este compromisa de un numar mare de factori, inclusiv
organismele daunatoare. Printre acestea insectele provoaca daune considerabile, distrugand anual
aproximativ 20% din productia agricola mondiala chiar daca sunt aplicate masuri de protectie a
plantelor (Volosciuc 2015, Moldovan 2019).

Reprezentantii suprafamiliei Curculionoidea (Coleoptera), sunt unii dintre cei mai
periculosi daundtori ai plantelor de culturd in lume (Perju 1995, Ghizdavu 1997, Keskin, Ozkaya
2015, Carcamo 2015, Urban 2015) numarand mai mult de 200 mii specii. In cadrul acestei
suprafamilii ce mai numeroasa familie este Curculionidae, cu aproximativ 51 mii de specii descrise
din 4600 genuri cunoscute in intreaga lume (Oberprieler 2014, Shin 2017).

Primele mentiuni despre coleopterele curculionoide din Republica Moldova apartin
secolului XVIII. Astfel, Dimitrie Cantemir in lucrarea sa ,,Descrierea Moldovei” mentioneaza
dauna gandacilor cari (Coleoptera, Curculionidae, Scolytinae), provocata stejarului. Cercetarile
orientate au demarat la sfarsitul sec. XIX - inceputul sec. XX, in legatura cu necesitatea cunoasterii
biologiei unor daunatori periculosi ai plantelor si cautarii metodelor de combatere a lor (Rekalo
1888, Zabrinskiy 1890, Bezval 1912, Vitkovskiy 1913, Krasilshchik 1916, Vereshchagin 1968
s.a.). Informatii despre raspandirea unor specii de curculionoide pe teritoriul Republicii Moldova
sunt prezentate si in alte lucrari fundamentale ,,Vrediteli lesa” (Lukyanovich, Ter-Minasyan 1955),
,,Opredelitel' nasekomyh evropejskoj chasti SSSR” (Arnoldi, Zaslavskiy, Ter-Minasyan 1965)
,Nasekomye i kleshhi — vrediteli sel'skohozjajstvennyh kul'tur” (Arnoldi, Ter-Minasyan,
Solodovnikova 1974), si in unele publicatii cu subiect specific (Petrukha 1969, Dieckmann 1982,
Korotyaev 1990, Poiras 2006). In fauna coleopterelor curculionoide a Republicii Moldova pana in
prezent au fost evidentiate 683 specii din 212 genuri, cea mai numeroasd fiind familia
Curculionidae (521 specii, ceea ce reprezinta 76,3% din numarul total de specii), urmata de familia
Apionidae (88 specii, 12,9%) (Poiras 2006).

Majoritatea speciilor de curculionoide sunt fitofagi, preponderent oligofagi sau monofagi,
avand un spectru trofic extrem de divers si unic. De obicei reprezentantii acestui grup se hranesc
cu diverse organe ale plantelor inclusiv mugurii, frunzele, semintele, fructele, tulpina, radacina, si
de asemenea scoarta si lemnul. Cel mai mare numar de specii a fost observat pe plantele din

familiile Fabaceae, Rosaceae, Asteraceae, Fagaceae, Brassicaceae si Salicaceae (Poiras 2006).
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Leguminoasele (Fabaceae, Leguminosae) se claseaza pe locul doi dupa familia Poaceae
privind importanta economica. Un numar mare de plante leguminoase, astfel ca mazarea (Pisum),
fasolea (Phaseolus), bobul (Vicia), fasolita (Vigna), soia (Glycine), lintea (Lens), constituie o sursa
semnificativa de proteine de origine vegetala. Soia (Glycine) este de asemenea sursa de grasimi.
Tn calitate de plante furajere sunt cultivate trifoiul (Trifolium) si lucerna (Medicago), de asemenea
reprezentantii acestor genuri sunt cultivati si in calitate de fertilizanti naturali. Reprezentantii
leguminoaselor sunt utilizati de asemenea ca sursd de fibre, condimente si in calitate de plante
decorative (Bennett 2011). Leguminoasele inregistreaza o tendintd pozitiva: din 2013, productia
aproape s-a triplat in Uniunea Europeana si a ajuns la 6 milioane de tone (2,6 mIn. ha) in 2018.
Principalele leguminoase sunt mazarea de camp si bobul, in timp ce lintea si ndutul sunt cultivate
doar pe suprafete limitate. Franta, Spania si Lituania sunt principalii producatori de mazare de
camp. In Republica Moldova, conform datelor prezentate de Biroul National de Statisticd, in
perioada anilor 2008-2018, suprafata terenurilor agricole cultivate cu leguminoase pentru boabe a
oscilat ntre 28- 41 mii ha, iar suprafata terenurilor ocupate de plante de nutret intre 71-54 mii ha.
De asemenea, se observa o crestere pozitiva a recoltei medii a leguminoaselor pentru boabe de la
1,3 t/ha in 2008 péana la 2 t/ha in 2017 cu o scadere la 1,2 t/ha in 2018 (Anuarul Statistic al
Republicii Moldova 2019).

Printre leguminoase genul Pisum cuprinde specii de plante ierboase anuale de origine
asiatica si nord-africand, genul contine cinci specii, printre acestea mazarea (Pisum sativum L.)
este cultivata pentru boabe si seminte. Boabele de mazare fiind bogate in proteina (20-35%) si
amidon (30-50%), sunt folosite in hrana oamenilor in stare verde sau conservate, dar si ca boabe
uscate. Paiele de mazare, bogate in proteina (6-10%), se folosesc la furajarea oilor. Cultura de
mazdre lasa solul bogat in azot (80-100 kg/ha), eliberand terenul devreme. Avand radacina
pivotantd ce patrunde adanc 1n sol (100 cm) si cu capacitate de solubilizare a compusilor greu
solubili de fosfor si calciu, ea poate valorifica apa si nutrientii dintr-un volum mare de sol si aduce
la suprafatda compusi de fosfor si calciu necesari culturilor post-mergatoare (Starodub 2008). Din
suprafata totala cultivatd cu mazare (atat pentru consum in stare proaspatd cat si uscatd), 4,5 mln.
ha revin Asiei cu recolta medie de 9,3 t/ha mazare verde si 1,13 t/ha mazare uscatd; urmata de
Europa cu 3,0 mln. ha, recolta medie 5,3 tone/ha mazare verde si 1,38 tone/ha mazare uscata (dintre
care 2,2 mln. ha sunt cultivate in Europa de Est, cu o recoltd medie de 4,3 t/ha mazare verde si
1,14 t/ha mazare uscata) si America de Nord cu 1,8 mln ha, recolta medie 4,8 t/ha mazare verde,
1,36 t/ha mazare uscata (1,4 min. ha fiind cultivate in Canada) (FAO, FAOSTAT 2019).

Productiile medii de mazare obtinute In Romania sunt in jur de 1,5 t/ha, dar in conditiile

aplicarii unor tehnologii corespunzitoare se pot obtine 2-4 t/ha. In Franta se realizeaza curent
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productii medii pe tara de peste 4 t/ha. Din productia totala a plantelor, boabele reprezinta 35-50%.
Tn Republica Moldova suprafata insamantati cu mazare verde a scazut de la 3,1 mii ha la 2,2 mii
ha in anii 2010-2018, pe cand productivitatea a crescut de la 2,7 la 3,96 t/h cu o scadere in 2018 la
2,23 t/ha. Suprafata totala de leguminoase pentru boabe in perioada respectiva este in crestere,
datele nefiind dezagregate dupa culturi (Anuarul Statistic al Republicii Moldova 2019).

Genul Medicago cuprinde specii de plante anuale si perene, utilizate in calitate de furaje
atat in zonele temperate cat si tropicale. Printre acestea lucerna (Medicago sativa L.) este o specie
perend cultivata Tn multe tari ca cel mai important furaj pentru perioada de iarnd (Chandra 2009),
cu suprafata anuala de cultivare de aproximativ 30 mln. ha (Kechang, Ping, Cash 2009, Tohidfar
etal. 2013). Lucerna este o culturad avantajoasa fiind o leguminoasa perena, se exploateaza 3-5 ani,
realizeaza productii mari de furaj (14-20 t substanta uscata la hectar, in sistem intensiv), are un
continut ridicat de proteind bruta (19-20% P.B. din S.U.). Lucerna are un rol important in
asolament ca sold amelioratoare, 1asand 1n sol cantitati importante de azot fixat pe cale simbiotica
(Schitea 2010). Aceasta culturd este bine cunoscutd pentru productia de biomasa bogatd in
nutrienti. Este o sursa alimentara importanta pentru animale, deoarece este imbogatita cu proteine,
calciu, fosfor si vitamine (A, B si D) (Sharma, Kumar, Bhatnagar 2011). Consumul mondial anual
de biomasa de lucerna in 2018 a constituit in jur de 197,8 mln. tone (Mordor Intelligence. Alfalfa
hay market - growth, trends, and forecast 2020 - 2025). Din suprafata totala cultivata cu lucerna,
41% (11,9 min. ha) au revenit Americii de Nord, alte 25% (7,12 mlIn. ha) au revenit Europei, 23%
- Americii de Sud (7 mln. ha) si 8% - Asiei (2,23 mln. ha), restul suprafetei a revenit Africii si
Oceaniei. Conform datelor ultimilor ani cel mai mare producator de lucerna a fost SUA, suprafata
cultivata fiind de aproximativ 6,9 min. ha (Gardner, Putam 2018), urmata de China (4,7 mln. ha si
productie de 1,4 min. t) (Lu 2018), Canada (3,7 mIn. ha) (Gardner, Putam 2018), Australia (3-3,5
min. ha) (Humpbhries et al. 2018), Argentina (3,2 min. ha) (Basigalup et al. 2018). in Franta lucerna
se cultiva pe aproximativ 600 mii ha, cu recolta medie de 12 t/ha (Beguier et al. 2018). Tn Romania,
lucerna este principala planta furajera, suprafata ocupata cu aceasta culturd, in perioada 2012-
2018, a oscilat intre 337,8 - 408,7 mii ha (Anuarul statistic al Romaniei 2019). Tn Republica
Moldova, Tn perioada anilor 2008-2018 suprafata terenurilor ocupate de plante de nutret a oscilat
intre 71-54 mii ha (Anuarul Statistic al Republicii Moldova 2019).

Genul Trifolium contine aproximativ 300 specii cu raspandire cosmopolita si cu cea mai
mare diversitate in zonele temperate; pot fi plante anuale, bienale sau perene. Valoroase din punct
de vedere economic sunt considerate trifoiul-rosu (Trifolium pratense L.) si trifoiul-alb (Trifolium
repens L.). In prezent, trifoiul rosu se cultiva pe toate continentele chiar dacd are o plasticitate

ecologica inferioard lucernei, ocupand o suprafatd de circa 15 min. ha, din care aproximativ o
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treime in SUA. Trifoiul rosu se foloseste 1n hrana animalelor sub forma de masa verde, fan, faina
de fan sau nutret insilozat. Recoltat la inflorire, fanul de trifoi contine circa 14,5% proteind bruta,
20,4% celuloza bruti, 22-26 mg caroten/kg furaj si cantititi insemnate de vitamine. In Republica
Ceha, trifoiul rosu, este una dintre cele mai raspandite culturi furajere. Aceasta este cultivatd pentru
productia de furaje verzi si material saditor (Kolarik, Rotrekl 2013). Trifoiul rosu prezinta
importantd deosebitd si in ameliorarea unor insusiri ale solului, actiunea de refacere a structurii
solului fiind mai mare decat la lucerna.

Pierderile anuale in recolta leguminoaselor cauzate de boli, daunatori si buruieni constituie
aproximativ 37%, dintre acestea 10-15% sunt provocate de insectele daunatoare, datele fiind
incomplete, deoarece problema calitatii furajului nu este luata in consideratie (Cristea 2002).

Plantele leguminoase sunt gazde pentru diverse specii de artropode. Conform unor studii
in SUA peste 1000 specii de artropode sunt trofic atasate de fabacee. Dintre acestea, 100-150 specii
cauzeaza daune economice, si doar cateva dintre ele, pot fi considerate daunatori cheie, restul fiind
de importanta locala sau sporadica, fitofagi accidentali, entomofagi (parazitoizi si pradatori) sau
polenizatori. Insectele provoaca daune nu doar partilor aeriene ale plantelor si semintelor, dar
afecteaza, de asemenea, persistenta si longevitatea cdmpurilor. Daunatorii cheie ai fabaceelor in
SUA sunt Hypera postica (Gyll.) (Coleoptera), precum si un complex de daunatori hemipteri
(Hemiptera), precum Empoasca fabae (Harris), Therioaphis maculata (Buckton), Acyrthosiphon
pisum Harris, A. kondoi Shinji., Spissistilus festinus (Say), Philaneus spumarius (L.). In productia
de seminte, pierderi importante pot fi cauzate de Lygus hesperus (Knight) si L. elisus Van Duzee
(Hemiptera), Bruchophagus roddi Gussakovskiy (Hymenoptera) si Otiorhynchus ligustici L.
(Coleoptera: Curculionidae). in Europa leguminoasele sunt atacate de un spectru larg de dinitori,
printre care mentionam speciile din genul Sitona, Otiorrhynchus ligustici, Phytonomus
transsylvatiicus Petri, Tychius flavus Beck. (Coleoptera, Curculionidae), Aphis craccivoru Koch.
Therioaphis trifolii Mon, Adelphocoris lineolatus Goeze, (Hemiptera), Contarinia medicaginis
Kieff. (Diptera), Bruchophagus roddi Guss (Hymenoptera), Chloridea viriplaca Hfn.
(Lepidoptera) s.a. Cercetarile efectuate in campurile de lucerna pe teritoriul Republicii Moldova,
au evidentiat faptul ca curculionidele reprezintd cea mai numeroasa familie, fiind identificate 22
specii apartinand la 12 genuri (Munteanu et al. 20144a). Speciile Sitona lineatus L., Hypera postica
(Gyll.) si Protapion apricans (Hbst.) au fost atestate drept daunatori semnificativi ai culturilor de
Fabaceae (Munteanu et al. 2012, Hotararea Guvernului Republicii Moldova Nr. 123 din
02.02.2018).

Speciile Sitona lineatus, Hypera postica si Protapion apricans, sunt de origine Palearctica,

iar potentialul expansiv al acestora a crescut remarcabil in ultimii ani (Botha, Hardie, Casella
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2004). Tn America de Nord specia S. lineatus a fost pentru prima data identificat in 1936 in statele
Victoria, Columbia Britanica si Canada (Downes 1938). Ulterior specia s-a raspandit spre Sud si
s-a stabilit in Washington, Oregon, California de Nord, Idaho de Nord-Vest si alte regiuni din
Nord-Vestul SUA (Hoebeke, Wheeler 1985). De asemenea specia si-a extins arealul de raspandire
in Africa de Nord si orientul apropiat (Turcia, Georgia, Armenia, Azerbaidjan, Liban, Siria, Israel,
Iordan, Peninsula Sinai, Peninsula Araba, Iran si Irak) (Fauna Europaea, Sitona lineatus). Cat
priveste specia Hypera postica, aceasta a fost introdusa in Nearctica la inceputul anilor 1900
(Zahiri et al. 2014). Insecta s-a raspandit in partile de vest si de sud ale Asiei, Africa de Nord,
(Hsiao 1993) si Japonia (Okumura, Shiraishi 2002). Desi au fost raportati numerosi factori biotici
de mortalitate pentru aceasta specie, ea persista in plantatiile de lucerna in majoritatea tarilor in
care aceasta cultura este cultivata (Khanjani 2005, Zahiri et al. 2014). Specia Protapion apricans
este raspandita pe o parte semnificativa din regiunea Palearctica, cu exceptia tundrei si deserturilor
din Finlanda. Specia s-a raspandit in Orientul Apropiat (Turcia asiatica, Republicile Ruse din
Caucaz, Georgia, Armenia, Azerbaidjan, Lebanon, Siria, Israel, lordan, Peninsula Sinai (Egipt),
Peninsula Araba, Iran si Irak) (Fauna Europaea, Protapion apricans).

Sitona lineatus. Hranirea insectelor adulte cu frunze primavara poate distruge materialul
saditor si plantele tinere. Forma "U" caracteristica a crestaturilor este rezultatul hranirii adultilor
iar in cazul infestarilor severe, mugurii de crestere pot fi distrusi complet (Jackson 1920). Hranirea
adultilor limiteaza capacitatea fotosinteticd a leguminoaselor, In consecintd se reduce capacitatea
de a produce organe reproductive sau nodozitatile radacinii de sprijin (Havlickova 1982, Williams,
Schotzko, O’Keeffe 1995). Gradul de deteriorare a plantelor gazda primare in timpul hranirii
adultilor primavara depinde de momentul de atac si de densitatea gargaritelor (Williams, Schotzko,
O’Keeffe 1995, 1998). Reducerea suprafetei fotosintetizante, datorita defolierii, constituie 50% in
momentul de rasarire a plantelor, si 35% atunci cand defolierea incepe cu o sdptimana mai tarziu.
In lipsa compensirii nutrientilor, defolierea poate reduce numarul de pastai pe planta (Williams,
Schotzko, O’Keeffe 1995, 1998). Prejudiciul adus de catre adulti plantelor gazda nu se limiteaza
doar la defoliere. Astfel, S. lineatus a fost identificata ca vector al ofilirii bacteriene (Clavibacter
michiganensis ssp. insidiosus) la cultura de lucerna (Kudela, Havlickova, Vacke 1984). Larvele
au un habitat criptic si deterioreaza semnificativ nodozitatile radacinii (Jackson 1920, George
1962, Bardner, Fletcher 1979). Rata maximala de distrugere a nodozitatilor coincide cu faza de
inflorire (Jackson 1920). iIn studiile intreprinse larvele au deteriorat intre 40 si 98% dintre
nodozitati, In special cele de pe radacina principala (Verkleij, van Amelsvoort, Smits 1992,
Carcamo, Vankosvky 2011). Prin distrugerea nodozitatilor larvele cauzeaza pierderi economice

mult mai mari decat defolierea cauzata de adulti (Hunter 2001, Corre-Hellou, Crozat 2005).
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Deteriorarea radacinii poate face plantele mai sensibile la infectiile secundare si modifica
echilibrul de azot dintre radacini si structurile supraterane (Hunter 2001). Distrugerea nodozitatilor
radacinii induce pierderea cantitatii de azot din seminte si reduce cantitatea de azot care ajunge in
sol, in special daca momentul de atac coincide cu fazele initiale de inflorire (Dore, Meynard 1995,
Corre-Hellou, Crozat 2005, Carcamo et al. 2015, Carcamo et al. 2018). Atunci cand daunele
cauzate de S. lineatus cresc, cantitatea de azot provenita prin fixarea acestuia scade (Corre-Hellou,
Crozat 2005), ceea ce contribuic la sciderea cantitatii de azot disponibil in sol pentru culturile
ulterioare (Dore, Meynard 1995, Carcamo et al. 2015). Pragul economic de daunare recomandat
constituie de la 0,3 pana la 1 adult per plantula (Antonelli et al. 1985). Dacad numarul mediu de
plantule cu frunzele din véarf deteriorate depaseste 30%, daunatorul prezinta risc pentru recolta si
este necesar de a interveni cu masuri de control (Carcamo, Vankovsky 2011, Carcamo et al. 2018).

Hypera postica. Atat larvele cat si adulti speciei H. postica provoaca daune considerabile
partilor vegetative ale leguminoaselor. Campurile puternic infestate par argintii sau chiar albe, din
cauza defolierii severe. Adultii si larvele in numar mare pot deteriora tulpinile, frunzele si mugurii
impiedicand regenerarea (Fick 1976, Reddy et al. 2018, Yucel et al. 2018, Nikolova 2018).
Efectele reziduale ale leziunilor severe provocate de daunator pot reduce cresterea plantei, drept
rezultat scade randamentul recoltelor ulterioare (Fick, Liu 1976, Radcliffe, Flanders 1998). Cele
mai grave vatamari au loc la prima recoltd de lucerna (Fick, Liu 1976, Nikolova 2018), cu toate
acestea, din cauza infestarilor severe, a doua recoltd de asemenea poate fi afectatd de hranirea
larvelor si adultilor din miriste (Fick 1976, Nikolova 2018). Prejudiciile provocate de specia
H. postica pot duce la scaderea masei verzi a plantei si randamentului calitatii furajelor. Severitatea
distrugerii culturii depinde de densitatea daunatorilor si stadiul de dezvoltare a plantelor, in
momentul de infestare (Koehler, Pimentel 1973, Koehle, Rosenthal 1975, Shade, Hintz 1983). Cu
cat mai devreme planta este atacatd, cu atdt mai mare este impactul produs de larve in timpul
hranirii. Odata cu dezvoltarea suficienta a plantei, aceasta poate tolera defolierea, iar nivelul scazut
al populatiei daunatorului (< 3 larve pe plantd) poate avea chiar un efect pozitiv asupra culturii
prin stimularea cresterii vegetative (Weaver, Balasko, Townsend 1993). Prin urmare, nivelurile de
prejudiciu economic pentru lucerna provocate de H. postica sunt dificil de calculat, si se bazeaza
in principal pe inaltimea tulpinii plantei in momentul infestarii (Koehler, Pimentel 1973, Koehler,
Rosenthal 1975, Kuhar, Youngman, Laub 2000). Conform unor studii pragul economic de daunare
pentru specia H. postica constituie 1,5 pana la 3 larve per tulpina sau 20 larve per planta. Cu toate
acestea, pragurile economice reale pot fi mai mici sau mai mari decat aceste valori fiind util de a
le estima n baza costurilor suportate pentru produsele de uz fitosanitar si pretul lucernei pe piata

(Pellissier, Nelson, Jabbour 2017). Specia H. postica, este considerata un daunator considerabil al
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plantelor de culturd si a dus la pierderi economice semnificative in intreaga lume. Daunele cauzate
de acest daunator in prima recolta pot atinge 50-70 % (Khanjani 2005). Pe de alta parte, lipsesc
programele de creare a soiurilor de lucerna rezistente la H. postica, din cauza variatiei genetice
insuficiente a plantei si lipsei datelor privind genele responsabile de rezistenta (Tesfaye, Samac,
Lamb 2009, Tohidfar et al. 2013). Tn cazul speciei H. postica preferinta pentru lucerna este atat de
mare incat culturile gazda secundare nu vor fi vatamate, atat timp cat lucerna cultivatd aldturi de
acestea in camp (Campbell et al. 1975).

Protapion apricans. Tn cazul speciei Protapion apricans cele mai mari daune sunt de
asemenea provocate de larve. Acestea vatameaza mugurii foliari, cei florali, semintele si distrug
ovarele florilor. Pe parcursul dezvoltarii sale larva consuma in jur de 5-11 ovare. Pierderile de flori
de trifoi rosu pot ajunge la 80%, iar pierderile de seminte 50%. Primavara, Tnainte de depunerea
pontei, insectele adulte se hranesc cu frunze si mugurii auxiliari. Larvele care se dezvolta pot
provoca daune serioase prin roaderea galeriilor in tulpini. Pragul economic de daunare pentru
trifoiul rosu variaza intre 4-10 adulti pe m?. O densitate a insectei egald cu 2-3,5 indivizi per planti
implica necesitatea de a interveni cu masuri fitosanitare de control (Kolarik, Rotrekl 2013).

Din pacate, in sistemele agricole de productie a leguminoaselor, daunatorilor le este
acordatd o atentie nesemnificativa. Studiile intreprinse in anii 2014- 2016 au aratat ca neglijarea
problemei in cauza a condus la cresterea considerabilda a populatiilor speciilor de insecte

daunatoare (Munteanu et al. 2014a, Munteanu Molotievskiy, Bacal, Moldovan 2015).

1.2 Metode utilizate in combaterea coleopterelor curculionoide diunitoare

Dovezile stiintifice demonstreaza faptul cd insectele au existat pe Padmént cu mult inainte
de aparitia speciei umane. O data cu dezvoltarea agriculturii o preocupare tot mai mare a devenit
de a proteja plantele de daunitori. in acest scop au fost dezvoltate diverse metode de combatere
printre care evidentiem metodele fizico-mecanice, agrotehnice, genetice, chimice si biologice.

Utilizarea insecticidelor chimice ramane a fi cea mai practicatd metoda de combatere a
insectelor daunatoare, fiind avantajoasa datoritd costurilor reduse si spectrului larg de daunatori
afectati. Pe parcursul timpului Tmpotriva speciei Sitona lineatus au fost utilizate numeroase
insecticide chimice din grupul organofosfatilor (forat), carbamatilor (aldicarb, carbofuran,
carbosulfan, ben-furacarb, bendiocarb, furatiocarb), piretroizilor (lambda-cihalotrin, permetrin,
beta-ciflutrin) si neonicotinoidelor (imidacloprid, tiametoxam, clotianidin) (Horak, Buryskova
1980, King 1981, Bardner, Fletcher, Griffiths 1983, Griffiths, Bardner, Bater 1986, Ester, Jeuring
1992, Steene et al. 1999, Rotrekl, Cejtchaml 2008, Vankosky, Carcamo, Dosdall 2009-2011).

Investigarea produselor chimice cu potential de a fi utilizate in controlul speciei S. lineatus s-a
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axat pe identificarea celor mai eficiente insecticide si proceduri de aplicare. Insecticidele foliare
pot reduce numarul de adulti si proteja roada (Bardner, Fletcher, Griffiths 1983). Aplicatiile foliare
nu au efecte directe asupra larvelor, dar aplicarea in timp util poate scddea populatiile de adulti,
productia de oud si populatiile eventuale ale larvelor (Steene et al. 1999). Spray-urile foliare
trebuie sd fie aplicate cat mai rapid dupa detectarea insectelor, in scopul de a controla populatiile
larvare, deoarece adultii reusesc sa se imperecheze si femelele depun oud la scurt timp dupa sosire.
Daca sunt aplicate prea tarziu, depunerea pontei nu este impiedicata, iar eforturile de control nu
vor avea impact asupra populatiilor larvare (Bardner, Fletcher, Griffiths 1983, Ester, Jeuring
1992). Utilizarea tratamentelor insecticide a semintelor pentru a proteja radacinile leguminoaselor
anuale si de a furniza o protectie sistemica a frunzisului au avut un anumit succes (Seidenglanz et
al. 2010, Carcamo, Vankovsky 2011). Controlul speciei S. lineatus poate fi realizat prin aplicarea
tratamentelor seminciere insa beneficiile pot fi scdzute deoarece semintele au tendinta de a se
aglomera, reducand rata de insdmantare. Actualmente se recomandad aplicarea combinatd a
tratamentelor seminciere cu pulverizarea foliara (Wanner, 2016).

Tmpotriva speciei Hypera postica sunt eficiente urmitoarele insecticide: Imidan (fosmet),
malation, Coragen 20 SC (clorantraniliprol), Cygon 480 CE/Lagon 480 E (dimetoat),
Matador/Bug, Silencer 120 EC (lambda-cihalotrin). Larvele si adultii speciei pot fi controlati bine
cu insecticide organofosforice, inclusiv, carbamati si piretroizi. Cu toate acestea, aparitia unor
insecticide organofosforice in apele de suprafatd, in special clorpirifos (Lorsban ®), care coincide
cu perioada aplicdrii insecticidelor contra daundtorului, pune accent pe gasirea mijloacelor
alternative n gestionarea speciei H. postica (Long et al. 2002). Mai mult de atat, insecticidele
piretroide au dezavantajul de a fi non-selective. Studiile recente pun in evidenta eficacitatea
produsului fipronil (Solitaire WG 80%) care poseda spectru larg de actiune dar este considerat mai
putin periculos deoarece este slab miscibil cu apa ceea ce ar putea reduce patrunderea acestuia in
apele subterane (Mohammadpour, Jafarlu, Soltani 2018).

Adultii speciei Protapion apricans perforeaza frunzele iar larvele distrug ovarele trifoiului.
Astfel, pentru controlul speciei, pe piata sunt disponibile produse chimice precum Fastac 10 EC
(alfa-cipermetrin), Decis 2.5 EC (delta-metrin), Polytrin 200 CE (cipermetrin), Karate 5 EC
(lambda-cihalotrin), Cypermetrin 200CE, Fury 10 EC (zeta- cipermetrin), Sumialpha 5 CE
(esfenvalerat), Bulldock 0.25 EC (beta-ciflutrin), Regent 200 CE (fipronil), Alphaguard 10 CE
(alfa -metrin) care provoaca mortalitate de 91-100% in cazul adultilor si 69-91% fiind aplicate
impotriva larvelor (Bucurean 2008). In intentia de a identifica produse chimice mai putin toxice

pentru mediu au fost investigate astfel de produse ca Biscaya 240 (tiacloprid) si Mospilan 20 SP
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(acetamiprid) care au demonstrat eficienta inalta contra speciei P. apricans in conditii de teren
(Kolarik, Rotrekl 2013).

Este cunoscut faptul cd majoritatea compusilor chimici utilizati poseda un nivel inalt de
toxicitate si prezintd un risc considerabil pentru sandtatea omului, in urma contactului direct in
timpul aplicarii si prezentei reziduurilor de pesticide In produsele alimentare si sursele de apa
potabild. Drept rezultat al consumului de produse alimentare nesdndtoase se reduce randamentul
muncii, apar dizabilitatii prelungite cu repercusiuni grave. De asemenea, pesticidele au un impact
negativ asupra mediului, cat si asupra biodiversitatii (van der Werf 1996, Wilson, Tisdell 2001,
Maroni, Fanetti, Metruccio 2006, Berny 2007, Pimentel 2007, Damalas, Eleftherohorinos 2011).
Mai mult de 98% din insecticidele utilizate in afara speciei tintd ataca un spectru larg de organisme
benefice (Miller 2004). Aplicarea insecticidelor chimice are efect negativ prin distrugerea
populatiilor speciilor benefice, precum inamicii naturali ai daunatorilor sau polenizatorii, si
cresterea probabilitatii de dezvoltare a rezistentei daundtorilor la produsul utilizat (Damalas,
Eleftherohorinos 2011). Din cauza efectelor adverse unele din aceste produse (spre exemplu forat,
aldicarb, carbofuran, carbosulfan s.a) deja sunt interzise spre utilizare in mai multe state (Anexa
I1I, Conventia de la Rotterdam). Drept rezultat au aparut noi tipuri de pesticide chimice, mai
specifice si mai putin persistente. in plan global, totusi, se constati o tendintd de crestere a
cantitatilor de pesticide chimice utilizate, inclusiv cele interzise (Lamberthm, Jeanmart, Luksch
2013, Nishimoto 2019).

Necesitatea identificarii unei alternative insecticidelor chimice a stimulat interesul pentru
elaborarea unor metode de control al daunatorilor inofensive pentru om si mediu, readucand in
atentia cercetatorilor metodele fizico-chimice, agrotehnice, genetice si biologice de control al
daunatorilor si plasdnd un accent tot mai mare pe elaborarea strategiilor de management integrat
al daunatorilor.

Monitorizarea regulatd a culturilor agricole, pentru identificarea potentialilor ddunatori,
este indispensabila unui management eficient al organismelor daunatoare. Cea mai raspandita
metoda de monitorizare este examinarea cdmpului pe un traseu zig-zag sau sub forma literei M.
Pentru a monitoriza insectele de asemenea pot fi utilizate capcane. Acestea sunt utilizate, Tn
special, pentru detectarea prezentei insectelor care se deplaseaza rapid. Monitorizarea permite de
a interveni la momentul oportun si de a preveni o daund considerabila. Cercetdrile efectuate au
sugerat faptul cd capcanele cu feromoni de agregare ar putea fi eficiente pentru monitorizarea
populatiilor de densitate mici (Nielsen, Jensen 1993). In testirile intreprinse, capcanele
feromonale au asigurat monitorizarea eficientd a populatiilor de insecte (Quinn et al. 1999).

Studiile recente subliniaza faptul ca tipul capcanei, tipul recipientului pentru feromoni si locul
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amplasarii capcanelor influenteaza eficienta metodei (Reddy et al. 2018). Utilizarea capcanelor cu
feromoni poate facilita aplicarea mai eficienta a insecticidelor foliare.

Un management eficient al organismelor ddundtoare presupune mai multe activitati care se
completeaza reciproc. Majoritatea practicilor de management sunt activitati de lungd durata care
au drept scop principal prevenirea impactului negativ prin mentinerea populatiilor de organisme
daunatoare sub pragul economic de daunare. Practicile de control, pe de alta parte, sunt activitati
de scurtd duratd care urmaresc nimicirea organismelor daunatoare. Metodele preventive sunt
considerate prioritare comparativ cu metodele de control direct. Accentul urmeaza a fi plasat pe
incurajarea proceselor biologice si a mecanismelor naturale de protectie. Solutia pentru problema
daunatorilor, sunt metodele non-toxice, care pot asigura sandtatea omului, in particular, si a
mediului Tn ansamblu.

Managementul sustenabil al daunatorilor presupune parcurgerea a trei etape: 1. asigurarea
conditiilor bune de crestere si dezvoltare pentru culturi Tn scopul sporirii rezistentei acestora; 2.
Incurajarea mecanismelor naturale de control prin promovarea inamicilor naturali ai daunatorilor;
3. aplicarea masurilor de control direct pentru a distruge daunatorii cu impact negativ minim asupra
ecosistemului. Scopul acestei abordari este optimizarea masurilor utilizate la etapele 1 si 2,
incurajand mecanismele de autocontrol natural s1 minimizarea utilizarii masurilor de control direct
(Etapa 3). Acest lucru reduce cheltuielile si previne impactul negativ al metodelor de control direct
asupra agroecosistemului. Experienta practica a fermierilor si rezultatele stiintifice confirma ca
utilizarea combinatd a metodelor preventive si directe de control a organismelor daunatoare, este
cea mai eficienta (Moldovan 2018).

Etapa 1. Urmeaza a fi selectate acele varietati/soiuri care sunt bine adaptate la conditiile
locale de mediu (temperaturd, aportul de nutrienti, buruieni, daunatori si boli), fiind mai rezistente
la atacul daunatorilor. Este necesar ca semintele sd fie neinfectate, cu energie germinativa maxima,
provenite din surse demne de incredere. Majoritatea daunatorilor atacad planta la un anumit stadiu
de viatd. Este important ca acest stadiu de viatd sd nu corespunda cu perioada densitatii nalte a
ddundtorului. Alegerea corectd a perioadei de semanat si plantat permite de a evita invazia in
procesul de migrare, depunere a oualor sau introducerea bolilor de catre insectele vectori. De
asemenea, permite de a sincroniza atacul cu inamicii naturali ai acestora, conditiile de mediu
nefavorabile pentru dezvoltare sau prezenta gazdelor alternative. Alegerea perioadei optime de
semanat/plantat necesita cunoasterea ciclului de viata al organismelor daunatoare. Astfel o tactica
eficientd de control al daundtorilor lucernei este recoltarea culturii primdvara devreme
(Cassagrande, Stehr 1973) Tnainte de depunerea pontelor cu asigurarea unei recolte calitative.

Recoltarea tarzie de toamna, de asemenea, poate ajuta la reducerea populatiilor de curculionoide
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daunatoare (Hilburn 1985). Pasunatul de iarna poate avea un efect similar ca recoltarea tarzie.
Introducerea materiei organice in sol poate ajuta la controlul daunatorilor prin suplinirea solului
cu microorganisme patogene pentru insecte, si activarea rezistentei plantelor la daunatori de catre
substantele nutritive din compost. Aplicarea mulciului organic poate reduce daunatorii prin crearea
confuziei olfactive sau prin mascarea locurilor preferate pentru depunerea oualor. Utilizarea
sistemelor de culturi limiteazd presiunea organismelor daunatoare, acestea avand putine plante
gazda. Diversitatea plantelor ofera un habitat favorabil pentru insectele benefice. Speciile de plante
inrudite pot, vizual si chimic, sa interfereze cu organismele daunatoare, facand habitatul mai putin
favorabil pentru ele. Culturile capcana sunt mai atractive pentru daunator decat cultura principala,
fie in calitate de hrana, fie pentru depunerea oudlor. In majoritatea cazurilor culturile capcana sunt
distruse la o infectie severd sau la finisarea ciclului de viata al plantelor pentru a evita migrarea
ddundtorului in cultura principald. O altd strategie este intercalarea culturilor repelente pentru
daunitori intre randurile culturii principale. In acest sistem cultura intercalatid mascheazi cultura
principald, care nu este recunoscuta de catre insecta, fie datorita substantelor chimice produse, fie
din cauza diferentelor fizice dintre planta respectivd si planta gazda. Culturile de acoperire
protejeaza solul de eroziune, sporesc activitatea biologicd in sol si pot favoriza prezenta
organismelor folositoare. Insectele ddundtoare nu vor gasi cultura din cauza confuziei olfactive.
(Pelssier et al. 2017, Moldovan 2018, Carcamo et al. 2018).

Etapa 2. Inamicii naturali ai ddundtorilor sunt alte organisme (virusuri, bacterii, fungi,
pradatori si parazitoizi), care contribuie la controlul organismelor daunatoare. Practicile au drept
scop de a stimula dezvoltarea inamicilor naturali in cultura principala si Tn apropierea ei, prin
asigurarea unui habitat favorabil acestora. Pentru imbunatatirea habitatelor trebuie alese doar
plante care nu sunt gazde pentru organismele ddunatoare. Aceasta presupune acceptarea existentei
unui numar redus de ddundtori in cAmp, care vor servi ca hrana sau gazda pentru inamicii naturali
si includerea in sistemul de culturi a plantelor care vor constitui hrana sau adapost pentru inamicii
naturali. Gardurile vii atrag pradatorii si parazitoizii, oferind nectar, polen, gazde alternative si/sau
prada. Zonele de refugiu pentru coleoptere constituie fasiile de iarba din vecinatatea campurilor
de culturd care, oferd habitat pentru inamicii daunatorilor, cum ar fi carabidele, stafilinidele si
paianjenii. Masurile de protectie a culturilor leguminose de asemenea presupun crearea, zonelor
tampon de protectie (Hossain et al. 2002, Landis, Wratten, Gurr 2000, Philips, Rogers, Kuhar
2014, Pellisier, Nelson, Jabour 2017). Dupa prima taiere, este necesar sa se pastreze o mica parte
a zonei tampon, in care daunatorul poate depune oudle; dupa sfarsitul infloririi, aceasta zona
tampon poate fi cosita iar furajul recoltat distrus, astfel Tncat daunatorii in curs de dezvoltare sa

fie, de asemenea, distrusi. In plus, zonele tampon inflorite pot atrage insectele polenizatoare, care,
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dupa taiere pot continua sa viziteze si polenizeze florile din a doua crestere (Kolairik, Rotrekl
2013). Fasiile cu flori presupun plantarea plantelor cu flori locale pentru a atrage pradatorii,
parazitoizii si polenizatorii. Plantele companion din cadrul culturii principale, de asemenea pot
atrage inamicii naturali ai ddunatorilor si polenizatorii.

Etapa 3. In cazul invaziilor devastatoare a daunitorilor sau patogenilor vor fi necesare
masuri directe, pentru a minimiza pierderile. Controlul direct este utilizat ca ultimad optiune in
cazul cand celelalte metode au esuat. Practicile de control direct includ: controlul fizico-mecanic
si controlul biologic. Dintre metodele fizico-mecanice evidentiem utilizarea capcanelor pentru
capturarea insectelor. Capcanele nu trebuie plasate la hotarul cdmpului sau in apropierea zonelor
de refugiu pentru insectele benefice. Capcanele cu feromoni sunt utilizate de obicei pentru
monitorizarea daunatorilor, dar pot fi utilizate si pentru capturarea in masa (Bacal, Cocirta,
Munteanu 2014, Moldovan 2018).

Controlul biologic reprezintd un complex de metode bazate pe utilizarea altor organisme
in reducerea efectivului numeric al organismelor daunatoare sub pragul economic de daunare,
valorificAnd mecanismele naturale precum pradatorismul, parazitismul, competitia, s.a. Insectele,
ca si celelalte organisme vii, prezintd un numar larg de inamici naturali, care pot fi utilizati in
calitate de agenti de control biologic. Controlul biologic este o partea extrem de importantd a
strategiilor de Management Integrat al Organismelor Daundtoare (IPM) care pot asigura

sustenabilitatea agriculturii, siguranta economica si alimentard (Tanada, Kaya 1993).

1.3 Istoricul cercetirilor privind controlul biologic al daunitorilor

Dezvoltarea metodelor de control biologic al daunatorilor a avut la baza faptul ca
organismele daunatoare la randul sau sunt atacate de alte organisme vii numite inamici naturali
(Sweetman 1936). In istoria cercetarilor privind controlul biologic pot fi evidentiate trei etape:
I. Etapa preliminara, in care agentii de control biologic erau utilizati fara o fundamentare stiintifica
(anii 200- 1887); 1I. Perioada intermediara in care erau puse bazele cercetarilor in acest domeniu
(1888-1955) si III. Etapa moderna caracterizatd prin cercetari complexe fundamentate teoretic si
metodologic (1956-prezent). Primele date privind utilizarea metodelor de control biologic sunt
mentionate in China 1n secolul III. Acestea se refera la utilizarea furnicilor din specia Oecophylla
smaragdina Fabricius (Hymenoptera) pentru controlul daundtorului citricelor Tesseratoma
papillosa (Hemiptera). Fenomenul de parazitism la insecte (parazitoizi) este pentru prima data
interpretat de Van Leeuwenhoek in 1701 si Vallisnieri in anul 1706 (Godfray 1994). Primul
patogen al insectelor de origine microbiand a fost evidentiat de Reaumur in anul 1726 (Ainsworth

1976). La sfarsitul secolului XVIII pasarile erau transportate la distante mari pentru a fi utilizate
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pentru controlul insectelor. La inceputul secolului XIX Darwin a pus in evidentd importanta
reprezentantilor familiei Ichneumonidae ca factor de control natural al lepidopterelor, daunatori ai
verzei. Deja in anul 1827 Hartig (Germania) sugera producerea in masa a parazitoizilor din larve
parazitate pentru a fi utilizate in masa (Ecologically based pest management: new solutions for a
new century, 1996). Kollar (Austria) a propus conceptul de ,,control natural” in anul 1837. in
perioada anilor 1850 - 1887 s-au intensificat cercetarile privind aplicarea metodelor de control
biologic al daunatorilor in Statele Unite ale Americii. Acest lucru a devenit necesar din cauza
cultivarii pe scara larga a culturilor agricole de origine europeana. O data cu introducerea acestora,
au fost importati si ddunatorii acestora. Lipsa inamicilor naturali a fost cauza cresterii numericului
populatiilor de insecte daunatoare provocand invazii in masa. Prima aplicare cu succes a
parazitoizilor pentru controlul speciei Conotrachelus nenuphar (Curculionidae) in SUA a fost
realizatd in anul 1870. Speciile din genul Trichogramma sp. (paraziti ai oualor)
(Trichogrammatidae) au fost aplicate in Canada in anul 1882 pentru controlul lepidopterelor
daunatoare. Cercetarile anilor 1905-1911 s-au axat pe controlul biologic al speciei Lymantria
dispar (L.) (Lepidoptera, Erebidae). Tn anul 1911 Berliner a descris specia Bacillus thuringiensis
(Bacillaceae) in calitate de agent cauzal al infectiei bacteriene la insecte. Termenul de ,,control
biologic” a fost pentru prima data utilizat de Harry Scott Smith in anul 1919. Termenul a fost
introdus 1n uz prin intermediul lucrarilor stiintifice a renumitului savant Paul H. DeBach (1914
1993). Perioada anilor 1930-1940 a fost caracterizata de un avant in cercetarea agentilor de control
biologic. Cel de al doilea rdzboi mondial a blocat dezvoltarea metodelor de control biologic.
Mecanizarea, industrializarea si chimizarea agriculturii, elaborarea pe scara largd a pesticidelor de
sinteza relativ accesibile pentru fermieri, a adus in umbra cercetirile in acest domeniu. in anul
1955 a fost instituiti Comisia Internationalid Pentru Controlul Biologic Impotriva Inamicilor
Culturilor Agricole (Commission Internationale de Lutte Biologique contre les Enemis des
Cultures - CILB) cunoscuta actualmente ca International Organization for Biological Control
(IOBC). In continuare au fost puse bazele conceptului de prag economic de daunare (Stern et al.
1959). Interesul pentru metodele biologice a reaparut dupa anul 1962, o data cu publicarea cartii
Dlui Rachel Carson ,,Silent Spring”. Au fost puse bazele dezvoltarii conceptului de Management
Integrat al Organismelor Ddunatoare, controlul biologic fiind considerat component cheie al
acestui concept. Tncepand cu anii 1970 au fost puse bazele metodelor de control biologic al
daunatorilor in cultura de bumbac, lucerna, citrice, soia s.a. (Sweeteman 1936, Stern et al. 1959,
Doutt 1964, Hagen, Franz 1973, DeBach 1974, Simmonds, Franz, Sailer 1976, van den Bosch,
Messenger, Gutierrez 1982, van Driesche, Bellows 1996, Abrol, Shankar 2012). Cu toate acestea,

utilizarea insecticidelor chimice ramane a fi cea mai practicatd metoda de combatere a insectelor
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daunatoare, fiind utilizate extensiv, ignorand informatiile cu privire la riscurile majore asociate
acestora. Drept consecinta, 1n legislatia unor tari au fost introduse prevederi ce tin de excluderea
din uz sau reducerea utilizdrii 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). Necesitatea identificarii unei alternative insecticidelor chimice a stimulat
interesul pentru elaborarea unor metode inofensive pentru om si mediu, intensificand cercetarile

stiintifice privind metodele de control biologic pentru cei mai periculosi daunatori agricoli.

1.3.1 Agentii de control biologic al insectelor

In calitate de agenti de control biologic se utilizeazi organisme vii, capabile de a reduce
efectivul numeric al populatiei speciilor de daunatori. Potentiali agenti de control biologic al
insectelor sunt: pradatorii, parazitoizii, nematozii entomopatogeni, virusurile, bacteriile si
ciupercile microscopice entomopatogene.

Pradatorii. Numeroase specii de amfibieni, reptile, pasari si mamifere se hranesc cu
insecte si pot contribui semnificativ la reducerea efectivului numeric al acestora. De asemenea
exista insecte si arahnide care se hranesc cu alte insecte. Majoritatea speciilor de arahnide care
ataci insectele sunt forme praditoare, desi sunt cunoscuti de asemenea si ectoparaziti. In cadrul
insectelor pradatorismul se intalneste atat la formele mature cét si la celelalte forme din ciclul vital.
Adultii din ordinele Lepidoptera, Trichoptera si unele specii din ordinul Diptera nu sunt pradatori.
Cu exceptia ordinului Hymenoptera, pradatorismul este mai frecvent intalnit in cadrul Clasei
Insecta decat parazitismul. Relatia apropiatd dintre pradatorism si parazitism uneori face dificila
atribuirea unei anumite specii la una dintre aceste categorii (Sweetman 1936). Organismele vii
care se hrinesc cu insecte pot fi gasite In majoritatea ecosistemelor naturale si antropizate.
Majoritatea speciilor pradatoare pot sa consume un numar mare de insecte pe parcursul ciclului
vital (Hoffmann, Frodsham 1993).

Parazitoizii. De obicei parazitismul se manifestd la stadiile imature al speciilor de
parazitoizi. Adultii se hranesc cu nectar, si atacd gazda in scopul de a depune ouale sau larvele.
Din toate ordinele de insecte, doar cinci au reprezentanti care paraziteaza alte insecte. Toate
speciile cunoscute din ordinul Strepsiptera duc un mod de viatd parazitar, de obicei pe specii de
insecte care nu prezinta interes economic. Speciile cu mod de viata parazitar din cadrul ordinelor
Coleoptera si Lepidoptera de asemenea nu prezinta valoare aplicativa. Astfel in calitate de agenti
de control biologic cel mai frecvent se utilizeaza specii din ordinele Diptera si Hymenoptera (1936

Sweetman, Godfray 1994, Wang et al. 2019).
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Pentru a aplica cu succes atat speciile pradatoare cat si parazitare, in calitate de agenti de
control biologic, sunt necesare studii extensive privind preferintele trofice, fenologia atat a
agentului de control cat si a ddunatorului in cauza, cat si informatii detaliate privind retelele trofice
din cadrul ecosistemelor.

Nematozii entomopatogeni. Sunt cunoscute aproximativ 30 de familii de nematode
asociate cu diverse specii de insecte si alte nevertebrate. Totusi putine dintre acestea sunt potential
entomopatogene, majoritatea fiind asociate insectelor in scopul deplasarii sau populeaza acelasi
habitat. Cel mai mare interes din punct de vedere al controlului biologic il prezinta 2 familii de
nematode: Steinernematidae si Heterorhabditidae (Poinar 1979, 1990, Lacey et al. 2001, Poinar,
Grewal 2012, Lacey et al. 2015). Reprezentantii acestor familii au proprietati comune atat
parazitoizilor cat si patogenilor. Nematozii sunt analogi parazitoizilor deoarece poseda
chemoreceptori si se pot deplasa 1n cautarea gazdei. Asemanarea lor cu patogenii consta 1n faptul
ca majoritatea formeaza asociatii cu bacteriile mutualiste Xenorhabdus si Photorhabdus (Kaya,
Gaugler 1993, Koppenhdofer, Gaugler 2009). Complexul nematod-bacterie este extrem de virulent,
poate fi cultivat in vitro si are potential reproductiv sporit, prezintd un spectru larg de gazde dar
nu prezintd riscuri pentru vertebrate si multe specii de nevertebrate benefice (Sweetman 1936,
Kaya, Gaugler 1993, Koppenhofer, Gaugler 2009, Askary 2010, Lacey 2015).

Virusurile. Pentru prima data o infectie cauzata de virsuri a fost evidentiata in anul 1859
in populatiile viermilor de matase. Pentru o perioada indelungatd patologiile cauzate de virusuri
erau dificil de diagnosticat fiind confundate cu cele provocate de bacterii, protozoare s.a.
Cercetarile aprofundate au fost initiate in primele decenii ale sec. XX (Sweetman 1936). Virusurile
poliedrozei nucleare (VPN) sunt virusurile cel mai frecvent utilizate ca agenti pentru combaterea
insectelor (Federici 1993). VPN sunt virusuri ADN complexe, genomul céarora (130 kbp) codifica
cel putin 100 proteine. Replicarea virala si asamblarea virionului se produce in nucleii tesuturilor
infectate; odata formati, virionii sunt integrati in cristale proteice numite poliedre, sau corpuri
ocluzionale. Cateva sute de tulpini VPN au fost izolate in ultimii 50 de ani, majoritatea infectand
lepidoptere. VPN au fost, de asemenea, izolate din insectele apartinind ordinelor Coleoptera,
Diptera, Hymenoptera, Siphonaptera, Thysanura si Trichoptera, desi se intdlnesc mai putin
frecvent in aceste grupuri comparativ cu lepidopterele. Insectele de obicei se infecteaza atunci
cand ingereaza poliedrele de pe frunze. Poliedrele se dizolva in intestin, iar virionii eliberati
invadeaza insectele prin microvilii epiteliului intestinal. In nucleele epiteliului intestinal are loc o
faza initiala de replicare, dupa care virionii invadeaza celelalte tesuturi din organism, ceea ce duce
la formarea de poliedre infectioase. La speciile de insecte cu sensibilitate scazuta la un anumit

VPN, replicarea virusului poate fi limitata la epiteliul intestinal si doar un numar mic de celule din
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alte tesuturi. Indivizii astfel infectati, de obicei, supravietuiesc infectiei si sunt capabili de a
continua cresterea, dezvoltarea si reproducerea. Virusurile provoca periodic focare de boli, care
contribuie la reducerea rapida a efectivului numeric al populatiilor de lepidoptere (Thomas,
Heimpel, Adams 1974, Tanada, Fuxa 1987, Kalha et al. 2014). La momentul actual VPN se
foloseste in preponderentd in controlul biologic al lepidopterelor. Ele sunt privite in primul rand
ca insecticide microbiene, fiind aplicate atunci cand este necesitate in programele de management
integrat al daunatorilor (Federici 1993, Kalha et al. 2014, Volosciuc, 2015).

Bacteriile. Existenta bacteriilor capabile sa provoace patologii la insecte a fost remarcata
pentru prima datd de Mecinicov L.I. (1879), care a observat ca larvele bolnave ale gandacului
Anisoplia austriaca Hbst. sunt infectate cu Bacillus salularius (Sweetman 1936). Studiile
ulterioare au urmarit izolarea si caracterizarea bacteriilor cu potential de a fi utilizate in controlul
biologic. Bacteria Bacillus thuringiensis (Bt) este cel mai frecvent patogen utilizat in controlul
insectelor, cu mii de tone de Bt aplicate anual in culturile agricole si legumicole, pentru protectia
plantelor ornamentale si padurilor de atacul coleopterelor si lepidopterelor. Bt este, de asemenea,
utilizata in habitatele acvatice pentru a controla larvele de tantari. Bt este o bacterie de sol frecvent
raspandita in mediul inconjurator si este usor de izolat din sol, precum si din alte surse (Meadows
1993, Kalha et al. 2014). In timpul sporularii Bt produce un corp parasporal cristalin compus din
una sau mai multe proteine insecticide. Pentru a cauza moartea insectelor sporul trebuie sa fie
ingerat. Tn intestinul insectei, cristalele de proteina se dizolva, iar proteinele parasporale insecticide
sunt activate prin hidroliza de catre proteaze (Pietrantonio, Federici, Gill 1993, Kalha et al. 2014
Valicente, Bezerra da Silva 2017). Toxina sau toxinele activate se leaga la receptorii specifici de
pe suprafata celulelor mezenterice ale insectelor sensibile, cauzand liza acestor celule si moartea
celulelor. Sub denumirea de Bt sunt cunoscute mai mult de 100 de subspecii care pot fi deosebite
dupa analiza serologica a flagelului, susceptibilitatea fatd de diversi fagi si profilele plasmidice
(Sanahuja et al. 2011). Genele care codifica proteinele insecticide sunt situate de obicei in plasmide
mari transmisibile. Diferite tulpini ale aceleasi subspecii pot avea diferite seturi de plasmide si,
prin urmare, se pot deosebi prin specificitatea lor fata de gazde. Majoritatea proteinelor insecticide
sunt numite Cry proteine (denumirea provine de la cristal) si sunt clasificate in functie de spectrul
lor de activitate si masa moleculara (Hofte, Whiteley 1989). In fiecare grup de proteine Cry, apar
mai multe variante naturale care pot varia foarte mult in toxicitatea lor specifica fata de o anumita
specie de insecte. Toate proteinele Cry prezinta omologie semnificativd la nivelul secventei de
aminoacizi, si este foarte probabil ca acestea au evoluat dintr-o singura proteina ancestrald. Marea
majoritate a tulpinilor evaluate pana in prezent sunt active numai Impotriva insectelor unui singur

ordin de insecte. In cazul in care o tulpini de Bt produce mai mult de o proteini Cry, este foarte
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probabil s aiba un spectru mai larg de activitate decat o susa care produce numai o proteina Cry.
De exemplu, tulpina de B. thuringiensis subsp. kurstaki HD1, utilizatd in multe formulari
comerciale de Bt, este mai toxicd si are un spectru larg de activitate Tmpotriva insectelor
lepidoptere decat tulpina HD 73 ale aceleasi subspecii. Ambele produc cristale mari, bipiramidale;
tulpina HD1 produce de asemenea un cristal mult mai mic prismatic. La momentul actual sunt
cunoscute aproximativ 78 familii de proteine Cry nomenclatura proteinelor fiind modificata in
concordanta cu rezultatele analizei filogenetice a secventelor aminoacidice (Crickmore et al.
2018).

Patogeni recombinati genetic. Agentii patogeni sunt componente utile in programele de
control ale insectelor, dar gradul lor relativ ridicat de specificitate fata de gazda si viteza redusa de
distrugere in comparatie cu spectrul larg de actiune al insecticidelor chimice sunt adesea citate ca
impedimente pentru dezvoltarea metodelor biologice de combatere a daunatorilor in baza
microorganismelor. Pentru a depasi aceste dezavantaje, si pentru a creste eficacitatea agentilor
patogeni prin cresterea spectrului lor de actiune si virulentei sunt folosite tehnicile de recombinare
genetica si tehnicile ADN recombinant. Diferite plasmide Bt de la diferite tulpini bacteriene cu
spectre diferite de actiune pot fi combinate intr-o singurd tulpind pentru a produce un nou
bioinsecticid Bt cu un spectru extins de actiune. Aceasta strategie a fost folosita de catre Ecogen,
Inc. (Langhorne, Pennsylvania) pentru a produce produsul comercial Foil®. Tulpina de Bt subsp.
kurstaki care reprezinta baza formularii contine doud plasmide, una codifica proteinele Cryl si o
cealaltd proteind Cry3. Mycogen Corporation (San Diego, California) a folosit tehnologia ADN
recombinant pentru a produce tulpini ale bacteriei Pseudomonas fluorescens care produc
proteinele modificate Cry (Gelernter, Schwab 1993). Tehnologia ADN-ului recombinant a fost de
asemenea folositd pentru a crea plante de cultura transgenice (Perlak et al. 1990). Printre virusuri,
AcNPYV a fost modificat genetic pentru a produce neurotoxine si enzime cu actiune selectiva fata
de insecte (Hawtin, Possee 1993). Scopul este de a spori eficacitatea virusurilor permitandu-le sa
paralizeze gazdele de lepidoptere rapid prevenind deteriorarea plantelor in timpul hranirii (Kalha
et al. 2014). Spectrul de gazde al acestor virusuri recombinante ar putea fi usor extins pentru a
include specii de lepidoptere suplimentare, care nu sunt susceptibile in mod normal la infectiile
virale. Evaluarea si utilizarea de microorganisme entomopatogene recombinante tine de domeniul
viitorului. Cele mai multe intrebari cu privire la specificitatea agentilor modificati genetic pot fi
abordate prin testele de laborator. Obiectivul acestor teste este de a asigura faptul ca spectrul de
actiune nu a fost extins dincolo de cel urmarit. Astfel, este necesar de a evalua sensibilitatea si
susceptibilitatea unei game largi de nevertebrate tintd si insecte non-tintd, precum si alte

nevertebrate si vertebrate la agentii patogeni modificati genetic (van Driesche, Bellow 1996).
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Fungii. in anul 1835 Bassi de Lodi a demonstrat infectarea viermelui de matase de citre o
specie de ciuperci microscopice. In anul 1879 Mecinicov L1. a realizat primele experiente in
laborator reusind sa izoleze o tulpina de Metharizium anisopliae cu activitate insecticida sporita
din corpul speciei Anisoplia austriaca Hbst. (Coleoptera). Renumitul savant a elaborat metodele
de cultivare in vitro a tulpinii izolate si a reusit sd obtina reinfectarea insectelor cu tulpina
respectivi. In Franta Le Moult (1890-1, 1912) a izolat o tulpini fungici patogena fati de
Melolontha vulgaris Fabr. (Lepidoptera) numind specia Isaria densa. ITn SUA au fost realizate
cercetari privind multiplicarea speciilor din genul Beauveria (Sweetman 1936). Mai mult de 100
de genuri de fungi cu aproximativ 750-1000 de specii sunt cunoscute a fi patogene pentru insecte
(St. Leger, Wang 2010, Mora et al. 2017).

Fungii prezinta specificitate fatd de gazda si produc patologii severe dupa infectare. Aceste
specii au cicluri de viatd extrem de eterogene; produc patologii si prezinta grade diferite de
specificitate fatd de gazda. Cei mai multi patogeni fungici sunt transmisi de la gazdele infectate la
gazdele susceptibile prin spori (forme sexuate) sau conidii (forme asexuate). In ciclul de viata tipic
fungic, cand un spor sau conidie intdlneste o gazda sensibild, acesta adera la cuticuld, germineaza,
iar tubul germinativ patrunde prin peretele corpului gazdei. In interiorul gazdei, micromiceta se
dezvoltd vegetativ, adesea formand corpuri hifale. Gazda, de obicei, moare, dupa care ciuperca
microscopica formeaza miceliul tipic care creste prin cuticuld si produce conidii mai rezistente.
Aceste conidii pot infecta apoi alte gazde. Ciclurile de viata ale multor micromicete
entomopatogene sunt mult mai complicate decét cele ale ciupercilor microscopice tipice si pot
implica gazde alternative, spori mobili si productia de toxine (McCoy, Samson, Boucias 1988,
Samson, Evans, Latge 1988, Goettel et al. 1990). Cele mai multe studii privind specificitatea fata
de gazda a fungilor entomopatogeni au cercetat interactiunile dintre conidii si cuticula insectelor.
Pentru mai multe specii de fungi, s-a demonstrat experimental ca atasarea conidiilor la cuticula si
penetrarea prin cuticuld si peretele corpului sunt influentate in mare masura de compozitia chimica
a cuticulei (Fargues, Remaudiere 1977, Boucias, Pendland 1984, Boucias, Latge 1988, Boucias,
Pendland, Latge 1988, St. Leger 1993). Cuticula este in mod clar un factor major care determina
specificitatea fata de gazda a multor patogeni fungici. Raspunsurile imune celulare si chimice apar
atunci cand unele micromicete invadeaza hemocelul organismelor nevizate. Aceste raspunsuri, cu
toate cd nu sunt bine documentate, afecteaza specificitatea fata de gazda.

Ciclul de viata al entomopatogenilor fungici este sincronizat cu stadiile vitale ale gazdelor
si conditiile mediului ambiant. Germinarea si cresterea agentului fungic este influentatd de
disponibilitatea nutrientilor, apei, oxigenului, pH, temperaturd, compusii toxici produsi la

suprafata cuticulei insectei gazda. Nivelurile de infectie, rata de germinare, spectrul de gazde, pot
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varia semnificativ (Mora et al. 2017, Singh, Rainab, Singha 2017). Studiile recente sun orientate
spre elucidarea co-evolutiei gazda-parazit si evolutia specificitatii fata de gazda a micromicetelor
enotmopatogene (Wang, Leger, Wang 2016). Tn literatura de specialitate apar tot mai multe studii
care vizeaza posibilitatea unor specii de fungi din ordinul Hypocreales de a exista in calitate de
endofiti ai plantelor vasculare. Endofitii existd asimptomatic in interiorul plantei si sunt considerati
specii mutualiste care au rol de a proteja plantele (Singh, Rainab, Singha 2017). Studiile realizate
pe parcursul anilor au atestat faptul ca speciile din genurile Beauveria, Lecanicillium si
Metharizium pot de asemenea actiona in calitate de antagonisti ai fitopatogenilor prin intermediul

mecanismelor de antibioza si micoparazitism (Jaber, Ownley 2018).

1.3.2 Agentii de control biologic aplicati impotriva coleopterelor curculionoide

Pradatorii. Investigarea impactului coleopterelor Carabidae asupra populatiilor de
Sitona lineatus sugereaza ca adultii emergenti din pupe sunt mai susceptibili la atac (2,6 - 23,8%
mortalitate) decét larvele (0,6 - 10,5% mortalitate) (Aeschlimann 1980, Hamon et al. 1990).
Coleopterele carabide sunt mai active la suprafata solului, prin urmare, larvele pot evita pericolul,
datoritd habitatului subteran (Hunter 2001). Perioadele de activitate maxima a carabidelor
corespund cu momentul de varf al aparitiei insectelor adulte noi, la sfarsitul lunii iulie, mijlocul
lunii august (Hamon et al. 1990). Tn cAmpurile din Marea Britanie infestate cu S. lineatus au fost
identificate densitati mari ale mai multor specii de coleoptere carabide printre care Pterostichus
madidus F., Pt. melanarius Ill., Harpalus rufipes DeG. si Agonum dorsale Pontoppidian (Hamon
et al. 1990). In Polonia, Pterostichus cupreus L. a fost activ in perioada de ovipozitie a
daunatorului S. lineatus, Tn timp ce Bembidion properans Steph. (Coleoptera, Carabidae) a fost
mai activ in iunie fiind un pradator atat al oualor cat si al larvelor emergente (Ropek, Jaworska,
1994). Pradatorii ai larvelor speciei Hypera postica sunt coccinelidele, plosnitele din familia
Nabidae, unele specii din familia Chrysopidae (Neuroptera), si de asemenea unii paianjeni
(Ouayogode, Davis 1981). In studiile efectuate in Iowa, SUA au fost atestate densititi sporite ale
adultilor speciei Coleomegilla maculata De Geer (Coleoptera, Coccinellidae) Tn campurile
infestate cu specia H. postica (Giles, Obrycki, Degooyer 1994). Experientele realizate in laborator
folosind coleoptere carabide au stabilit ca un gandac ar putea consuma in mediu 20 insecte adulte
pe zi, desi In conditii de camp, doar una sau doud insecte se asteaptd sd fie consumate zilnic.
Conform unor estimari, coleopterele carabide ar reduce populatiile speciei S. lineatus cu 30% si
mai mult (Hamon et al. 1990). Studiile din ultimii ani au atestat faptul ca in conditii de laborator
specia Pterosticus melanarius Ill. (Coleoptera, Carabidae) consuma preferential adulti din specia

S. lineatus, iar specia Bembidion quadrimaculatum L. (Coleoptera, Carabidae) consuma ouale
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(Vankosky, Carcamo, Dosdall 2011). in Republica Moldova in campurile de lucerna, populate de
catre specia Sitona lineatus, au fost atestate densitati crescute ale pradatorilor Harpalus
distinguendus (Duftschmid) si H. rufipes (De Geer) (Coleoptera, Carabidae) (Munteanu et al.
2014a).

Parazitoizii. Mai multe specii de parazitoizi pot avea un impact in controlul populatiilor
speciei Sitona lineatus in Europa si Africa de Nord, inclusiv Allurus muricatus Hal., Microctonus
aethiopoides Loan, Perilitus rutilus Nees si Pygostolus falcatus Nees (Hymenoptera, Braconidae)
(Aeschlimann 1980). Parazitul oualor Patasson lameerei Deb. (Hymenoptera, Mymaridae)
raspandit in sudul Europei (Aeschlimann 1980) atacd oudle nemelanizate expuse pe suprafata
solului (Schotzko, O’Keeffe 1986b). Ouale si adultii sunt obiectivele principale ale parazitoizilor
himenoptere, deoarece larvele sunt adadpostite de nodozitdtile radacinilor (Aeschlimann 1980,
Hamon et al. 1990). Specia Hypera postica este parazitata de Microctonus aethiopoides,
Bathyplectes anurus (Thomson) (Ichneumonidae), B. curculionis (Thomson), si Oomyzus incertus
Ratzeburg (Eulophidae). In Germania, in campurile de trifoi cu densititi sporite ape speciei
Protapion apricans cea mai raspanditd specie de parazitoid a fost Spintherus dubius Nees
(Hymenoptera, Pteromalidae) (Kruess, Tscharntke 1994). Tn Suedia, cele mai numeroase au fost
speciile de parazitoizi Spintherus dubius Nees, Triaspis caudata Nees, si Triaspis obsurella Nees
(Lundin et al. 2012). Cercetarile in acest domeniu din Republica Moldova au identificat cd pe
Sitona spp., Anthnomus pomorum (L.), Byctiscus betulae (L.), Stereonychus fraxini (Deg.), Hypera
postica (Gyll.) si Lignyodes bischoffi (Bl.) (Coleoptera, Curculionidae) paraziteaza reprezentati ai
familiilor: Ichneumonidae (19 genuri), Eulophidae (16), Braconidae (10), Pteromalidae (5),
Eupelmidae (2), Tachinidae (2) si céte o specie din familiile Eurytomidae, Encyrtidae, Torymidae
si Mymaridae. Adultii ddunatorului Sitona lineatus sunt parazitati de speciile Pygostolus falcatus,
Perilitus rutilus (Hymenoptera, Braconidae), iar oudle acestuia sunt parazitate de Anaphes diana
(Mymaridae). Din larvele speciei Hypera postica a fost izolat ectoparazitul solitar Bathyplectes
curculionis Thomson (Hymenoptera, Ichneumonidae) si endoparazitul Tetrastichus incertus
Ratzeburg (Hymenoptera, Eulophidae), iar adultii sunt parazitati de speciile Microctonus
aethiopoides Loan, Perilitus rutilus (Braconidae), Campogaster exiqua Meigen (Diptera,
Tachinidae) (Poiras 2006).

Nematozii. Tn Europa au avut succes studiile privind combaterea speciei Sitona lineatus
folosind nematozi entomopatogeni. Dupa expunerea timp de sase zile la Steinernema carpocapsae
Weiser, Steinernema feltiae Filipjev (Rhabditida, Steinernematidae) sau Heterorhabditis
bacteriophora Poinar (Rhabditida, Heterorhabditidae), mortalitatea a atins 100% (Jaworska 1998).

Expunerea insectelor adulte la H. bacteriophora, cu o rata de 300 nematozi pe insecta, a determinat
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0 mortalitate de 50% dupa sase zile si 100% dupa 14 zile (Wiech, Jaworska 1990). Indivizii
juvenili ai speciei H. bacteriophora pot penetra cuticula gazdelor (Bedding, Molyneux 1982),
explicand succesul speciei n infectarea insectelor adulte. A fost remarcat faptul ca insectele
hranite cu V. faba au fost mai putin predispuse la infectii decat cele hranite cu P. sativum.
Mortalitatea larvelor tertiare hranite cu Pisum sativum a atins 100%, in patru zile (Jaworksa, Ropek
1994). Reproducerea nematodului a fost mai intensa in cazul hraniri insectelor cu fasole. Studiile
au evidentiat, ca speciile Steinernema carpocapsae, S. feltiae si H. bacteriophora, sunt eficienti in
controlul biologic al daunatorului Sitona lineatus (Jaworska 1998), iar S. carpocapsae si H. indica
sunt eficiente in cazul speciei Hypera postica (Shah, Azmi, Tyagi 2011).

Programele de control biologic, bazate pe utilizarea inamicilor naturali precum pradatorii,
parazitoizii sau nematozii, sunt limitate de conditiile abiotice, de aceea, mai multi factori precum
umiditatea relativa a aerului, umiditatea solului si tipul de sol, trebuie luati in consideratie pentru
un program de control biologic eficient (Georgis, Gaugler 1991, Bilgrami, Gaugler 2007). Alti
factori limitativi in utilizarea acestor inamici naturali sunt producerea si distributia mai dificila,
perioada de depozitare fiind limitata la doar cateva sdptamani. Un alt obstacol este cel comercial,

Insecticidele microbiene, sau biopesticidele pe baza de virusuri, bacterii sau ciuperci
microscopice sunt o alternativa utilizarii inamicilor naturali prezentati mai sus, combinand
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 si au o perioadd de
valabilitate lungd. De asemenea acestea pot fi aplicate cu usurinta, folosind echipamentul standard.
Contrar insecticidelor chimice, care posedd un spectru larg de actiune, virusurile, tulpinile
bacteriene si fungice sunt selective, respectiv, impactul negativ asupra mediului este minim.

Virusurile. Printre virusurile cel mai frecvent utilizate ca agenti pentru combaterea
insectelor evidentiem Virusul Poliedrozei Nucleare (VPN) (Federici, 1993). Majoritatea VPN
infecteaza lepidopterele, dar au fost izolate, de asemenea, din reprezentantii ordinelor Coleoptera,
Diptera, Hymenoptera, s.a. Utilizarea biopesticidelor virale este limitata de actiunea lenta, lipsa
semnelor externe ale larvelor in primele etape de propagare ale virusului si costul preparatelor,
deoarece acestea se inmultesc numai in celulele vii. In Republica Moldova preparatele virale
elaborate, de asemenea sunt orientate spre controlul populatiilor de lepidoptere daunatoare. Recent
a fost elaborata biotehnologia producerii si aplicarii preparatului baculoviral Virin-HSP pentru
combaterea daunatorului Helicoverpa armigera (Volosciuc, 2015).

Bacteriille. Conform unor studii proteina Cry6B (BGSC-4D8) manifesta activitate

insecticida semnificativa (LCso 280 ng/l si LCgo 630 ng/l) impotriva daunatorului Hypera postica.
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Vatamarile minore, atestate pe frunzele tratate cu solutie de toxind Cry6B, indica faptul ca larvele
incep hranirea pe frunze, dar pier in scurt timp de la ingerare. Rezultate promitatoare au fost
Bankole Tmpotriva speciei Protapion apricans (Balandina 2007). Tulpina autohtona de Bacillus
cereus a prezentat activitate insecticida sporitd, cauzand o mortalitate de 93%, fiind testatd pe
specia S. squalidus, 90% pentru B. betulae si 83% pentru T. aequatus, dupa 5 zile de la aplicare
(Munteanu et al. 2014b). Tulpina autohtona de bacterii Bacillus thuringiensis, CNMN-BBO03,
poseda o activitate insecticida pronuntatd asupra coleopterelor curculionide Neocoenorhinidius
pauxillus, Phyllobius oblongus si Sitona lineatus cauzand o mortalitate de 80,0%, 73,3% si 66,6%
respectiv (Munteanu et al. 2011, Munteanu et al. 2013). Se efectueaza cercetari ample privind
activitatea insecticida a tulpinilor de Bt contra diferitor daunatori (Moldovan 2017, Moldovan,
Toderas, Munteanu-Molotievskiy 2017, Moldovan, Munteanu-Molotievskiy, Toderas 2018,
Moldovan 2019), inclusiv specii de curculionide, insa datele privind activitatea insecticida a
tulpinilor native de Bt, asupra speciilor incluse in studiul de fata, sunt limitate. Pe langa o serie de
avantaje obtinute prin folosirea biopesticidelor bacteriene, exista si unele dezavantaje, precum
lipsa actiunii asupra insectelor care au un mod de viatd criptic si lipsa persistentei cristalelor
proteice la actiunea factorilor climatici.

Patogeni recombinati genetic. Au fost intreprinse incercdri de a controla populatiile
speciei Sitona lineatus prin modificarea genetica a Rhizobium leguminosarum introducand gene
ale Bt subsp. tenebrionis, care exprima endotoxine cu activitate insecticida (Bezdicek et al. 1994,
Skot, Timms, Mytton 1994, Quinn, Bezdicek 1996). Exprimarea genei Cry3 in R. leguminosarum
a cauzat mortalitatea S. lineatus, scaderea ratei de dezvoltare a insectelor, si a redus distrugerea
nodozitatilor (Bezdicek et al. 1994, Quinn, Bezdicek 1996). Competitivitatea tulpinilor de
Rhizobium spp. ce contin gene Cry3 comparativ cu tulpinile de Rhizobium spp. nemodificate,
precum si efectul general al nodozitdtilor modificate asupra biomasei plantelor, poate limita
utilizarea insertiilor genei Cry3 in programele de combatere a gargaritei frunzelor de mazare. S-a
constatat ca, la introducerea in sol a bacteriilor Rhizobium modificate, acestea au ocupat de la 40
la 97% din nodozitatile radacinilor, sugerand ca tulpinile modificate sunt competitive (Bezdicek
et al. 1994). Distrugerea nodozitatilor plantelor de larvele speciei S. lineatus a scazut in prezenta
bacteriilor modificate, insa biomasa totald a plantelor a fost semnificativ mai crescuta atunci cand
plantele au fost inoculate cu tulpina de tip salbatic (Bezdicek et al. 1994). Prin urmare, folosirea
pe scard larga a acestei strategii de management necesita investigatii suplimentare pentru a intelege
mai bine natura relatiei simbiotice intre R. leguminosarum modificata si plantele gazda. Pentru a

crea soiuri de lucerna rezistente la Hypera postica, trei genotipuri comerciale de lucerna, Km-27 ,
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KK 14 si Syn- 18 au fost transformate cu tulpinile de Agrobacterium GV101, LBA4404 si AGLO1.
Toate tulpinile contineau plasmide recombinate, avand integrate gena Cry3A, promotorul
CaMV35S, precum si gena marker npt77. Rezultatele obtinute au indicat integrarea cu succes a
genei tintd in genomul liniilor transgenice primare. Liniile de lucerna transgenica au manifestat
rezistenta la atacul larvelor (73-90% mortalitate) (Tohidfar et al. 2013).

Fungii. Mai multe specii fungice prezinta potential de a fi utilizate in controlul populatiilor
de Sitona lineatus inclusiv Metarhizium flavoviride Metschn., M. anisopliae Metschn.
(Hypocreales, Clavicipitaceae), Beauveria bassiana Vuilleman, Paecilomyces farinosus Holmsk.
si P. fumosoroseus Wize. (Eurotiales, Cordycipitaceae) (Hans 1959, Muller-Kogler, Stein 1970,
Poprawski, Marchal, Robert 1985). Eficacitatea micromicetelor entomopatogene variaza in functie
de virulenta tulpinii fungice, concentratia acesteia in sol si stadiul insectei in momentul de atac
(Poprawski, Marchal, Robert 1985, Verkleij, van Amelsvoort, Smits 1992). Studiile intreprinse
privind activitatea insecticida a cinci specii de fungi (Metarhizium anisopliae, M. flavoviride,
Beauveria bassiana, Paecilomyces farinosus si P. fumosoroseus) asupra oualor, larvelor si pupelor
de Sitona lineatus, au atestat ca oudle au fost sensibile doar la aplicarea in concentratii mari a
speciei M. flavoviride. Larvele nou eclozate, au fost sensibile la toate cele cinci specii fungice
(Poprawski, Marchal, Robert 1985). Intr-un studiu privind eficacitatea micromicetei Beauveria
bassiana in Europa centrald, s-a constatat ca, la inocularea solului cu 107 cm® de conidii, numarul
de adulti emergenti a fost cu 48% mai mic decat numarul de insecte emergente in lotul de control.
Longevitatea adultilor infectati cu B. bassiana a scazut, cu cresterea severitatii infectiei, iar
aproximativ 50% dintre adultii infectati au murit in termen de 10 zile de la infectie (Muller-Kogler,
Stein 1970). Aceste rezultate sugereaza ca prezenta ciupercilor microscopice entomopatogene in
momentul de incubatie poate reduce in mod semnificativ populatiile speciei Sitona lineatus. Un
studiu mai recent mentioneaza tulpina Beauveria bassiana 238, activa impotriva speciei S. lineatus
(Riedel, Steenberg 1998).

Pentru controlul biologic al speciilor din genul Hypera pot fi folosite speciile de
micromicete Beauveria bassiana (Hypocreales) (Hedlund, Pass 1968) si Zoophthora phytonomi
(diviziunea Zygomycotina), raportata pentru prima datd in America de Nord in 1973, in Ontario,
Canada (Harcourt et al. 1974). O specie similara cu Z. phytonomi a fost identificata in populatiile
de H. postica din Europa. Intr-un studiu din anul 2014 a fost evaluata activitatea insecticida a 5
specii de micromicete Beauveria bassiana Vuilleman, Metarhizium anisopliae Metschn.
(Hypocreales, Clavicipitaceae), Clonostachys rosea (Link) Schroers, Samuels, Seifert & W. Gams
(Hypocreales, Bionectriaceae) si Lecanicillium lecanii (Zimm.) Zare & W. Gams impotriva

exemplarelor adulte din specia H. postica. Tulpina de B. bassiana a manifestat cea mai inalta
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activitate insecticida (Mustafa, Lazgeen, Abdullah 2014). De asemenea intr-un studiu recent au
fost izolate 7 tulpini de Beauveria bassiana si 1 tulpina de B. pseduobassiana S.A. Rehner si R.A.
Humber (Hypocreales, Cordycipitaceae). Tulpinile au cauzat (81-97%) mortalitate fiind testate
pe larve si 36-92% atunci cand au fost testate pe adulti (Yucel et al. 2018).

Tinand cont de cele expuse mai sus privind, preferintele trofice, habitatul ascuns al larvelor,
daunele provocate de speciile S. lineatus, H. postica si P. apricans, agentii potentiali de control
biologic al acestor ddundtori si mecanismele particulare de actiune, putem concluziona ca
ciupercile microscopice entomopatogene prezinta perspective promitatoare de aplicare in calitate
de agenti de control biologic deoarece ele sunt capabile de a infecta adultii, astfel Impiedicand
depunerea oudlor si daunele provocate de larve. Pe langd aceasta, ciupercile microscopice
entomopatogene prezintd un sir de avantaje si anume: eficienta inalta, siguranta pentru sanatatea
omului, minimizarea reziduurilor de pesticide in produsele alimentare, siguranta pentru speciile
non-tinta, astfel promovand biodiversitatea, managementul rezistentei daunatorilor, potentialul

antibacterian si antifungic.

14 Biotehnologia producerii si aplicarii preparatelor entomopatogene fungice

Pe parcursul a mii de ani, co-evolutia insectelor si ciupercilor microscopice a favorizat
aparitia speciilor de entomopatogeni fungici. Atentia crescanda a societatii umane pentru riscurile
utilizarii pesticidelor de sinteza, aparitia unui numar mare de specii rezistente a constituit premisa
pentru reorientarea cercetarilor stiintifice spre valorificarea mecanismelor naturale de control a
ddunadtorilor. Studiile care vizeaza utilizarea preparatelor entomopatogene pe baza de ciuperci
microscopice pentru controlul biologic al daunatorilor confirma aplicabilitatea si importanta
acestui grup de microorganisme (Singh, Rainab, Singha 2017). Pentru a elabora agenti de control
biologic pe baza micromicete entomopatogene este necesar de a intelege biologia si mecanismului
de actiune ale tulpinilor fungice izolate. De asemenea urmeaza a fi luate in calcul eficienta si costul
pentru a le compara cu pesticidele chimice.

Strategia optima este de a utiliza entomopatogenii fungici In scopul reducerii efectivului
numeric al populatiei de daundtori sub pragul economic de daunare. Aceasta va reduce cantitatea
de spori introdusi in mediul ambiant, va scadea costul unei aplicéri, si va maximiza beneficiile.
Cunoasterea biologiei daundtorilor permite de a planifica perioadele de aplicare si numarul de
aplicari necesare, astfel oferind date necesare pentru analiza cost-eficienta (Kiewnick 2007).

Pentru elaborarea formulei preparatului este important de a cunoaste care tip de spori

poseda infectivitate maxima, conidiile sau blastosporii, si de a decide care va fi tipul de cultivare,
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la suprafatd sau in profunzime. Preparatele pot fi formulate pe mai multe cai (Seaman 1990,

Mollet, Grubenmann 2001, Gasic, Tanovic 2013) (figura 1.1).

pe baza de apa

pe baza de ulei

formula lichida

pe baza de polimer

Formularea combinatii
biopesticidelor

uscare prin dispersie

formula solida liofilizare

uscare aeriana

Fig. 1.1. Principalele tipuri de formule a preparatelor entomopatogene fungice

Etapa de formulare tine cont de datele privind cresterea si dezvoltarea tulpinii in diferite
conditii ale mediului ambiant si presupune selectarea aditivilor care vor fi adaugati la sporii fungici
asigurand stabilitatea produsului pe durata pastrarii, protectia tulpinii de actiunea factorilor
nefavorabili ai mediului, sporirea eficacitatatii produsului prin favorizarea interactiunii sporilor cu
cuticula insectelor, aplicarea simplificata a produsului cu utilizarea echipamentelor standard.

Tabelul 1.1 de mai jos prezinta formulele biopesticidelor cel mai des aplicate si disponibile

pe piata, ingredientele utilizate, avantajele si dezavantajele acestora (Tadros 2005, Knowles 2008).

Tabelul 1.1. Formulele biopesticidelor

Nr. | Tipul de | Ingrediente Mod de | Avantaje Dezavantaje
formulare aplicare
1. Praf (DP) 1. agent de control | direct catre | usor de produs risc de inhalare
(10%), tintd, mecanic

2. pulbere minerala | sau manual
solida (talc, argila
etc.) macinata fin,
cu dimensiuni ale
particulelor
cuprinse intre 50-
100 um,

3. agenti UV
protectori si materii
adezive

2. Prafuri 1. agent activ, aplicat protectia agentului | risc de inhalare in
pentru 2. purtator, pulbere, | semintelor prin | de control timpul pastrarii
tratarea 3. factorul de amestecare
semintelor adeziune
(DS)
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Nr. | Tipul de | Ingrediente Mod de | Avantaje Dezavantaje
formulare aplicare
3. Granule (GR) | 1. agent activ 5- aplicate pe sol | usor de produs, | este nevoie de
(100-1000 20%, pentru a | elibereazd treptat | umiditate
pm, sau | 2. materiale controla agentul de control | suficienta in sol
microgranule | minerale (caolin, insectele care
100-600 um) | silicagel, amidon, traiesc in sol
polimeri, sau pentru
ingragdminte uscate | absorbtia  de
si reziduuri de plante prin
plante macinate) radacind
4. Prafuri 1. ingredient activ, | aplicat  dupa | stabilitatea pot ridica
umectabile 2. agent tensioactiv, | suspensia  in | indelungata, buna | probleme grave
(WP) 3. agenti de apa utilizand | amestecare cu apa | de sanatate si
umectare si echipament si aplicarea | sigurantda pentru
dispersie, standard convenabild producatori  din
4. umpluturi inerte folosind cauza  poludrii,
echipamente  de | inhalarii iritatie a
pulverizare pielii si a ochilor.
5. Granule 1. ingredient activ, | aplicat  dupa | nu genercaza praf | de obicei, sunt
dispersabile | 2. agent tensioactiv, | suspensia  Tn | si cu o stabilitate | mai scumpe
in apa (WG) | 3. agenti de apa utilizand | buna la depozitare, | decét tipurile mai
(alternativa umectare si de echipament utilizatori, vechi de
prafurilor) dispersie, standard formulari
4. umpluturi inerte (prafuri, pulberi
umede)
6. Emulsii 1. agent activ, conceput protejeaza agentul | stabilitatea
(faza dispersa | 2. emulsifiant pentru a fi | activ, ajutd la | inferioara si
0.1 -10 pm, amestecat cu | aderarea la | fitotoxicitate
apa 1n ulei sau apa inainte de | suprafata cuticulei | ocazionale
ulei in apa) utilizare, poate
fi aplicat
folosind
echipament de
pulverizare
7. Suspensie 1. agent activ, poate fi aplicat | bazate pe apa,
concentrata | 2. agent de folosind pot fi usor
(SC) umectare/dispersare, | echipament de | manipulate,  sunt
(ingredient 3. agent de pulverizare sigure pentru
solid activ, 1- | concentrare, Tn mediu si operator
10 pm, | timpul procesului
dispersat  in | de macinare,
faza lichida) ingredientele inerte
adsorbite pe
suprafetele
particulelor
impiedica
reagregarea
particulelor mici
8. Dispersii  in | 1. agent activ, urmeaza a fi | ofera posibilitatea | ingredientul

ulei (OD)

2. ulei vegetal

diluat, poate fi
aplicat cu
utilizarea

echipamentelor

de a

formula

ingrediente active
sensibile la apa si o
capacitate de a

utiliza un

fluid

urmeaza a fi
selectat riguros

47




Nr. | Tipul de | Ingrediente Mod de | Avantaje Dezavantaje
formulare aplicare
standard prin | adjuvant in loc de
pulverizare apa, care poate
spori  eficacitatea
controlului
daunatorilor.

9. Suspo- 1. agent activ, poate fi | combina este extrem de
emulsii (SE) | 2. agent de pulverizat avantajele complicat de
(amestec  de | disperare, suspensiilor si | formulat
concentrat de | 3. agent de aplicarii uleiurilor
suspensie  si | emulsifiere
emulsie)

10. | Capsule in | 1. ingredientactiv, |urmeazd a fi | agentul de control | cost ridicat,
suspensie 2. capsula din diluat si poate | este protejat de | complexitate de
(CS) gelatina, amidon, fi pulverizat conditiile extreme | formulare
Agent  activ | celuloza si alti de mediu (radiatii
microincapsul | polimeri uv, temperaturd),
at Tn suspensie | 3. agenti iar stabilitatea
apoasa tensioactivi, reziduald a acestuia

4. agenti de este  Tmbunatatita
ingrosare datoritda eliberarii
lente (controlate)

11. | Lichide  cu | 1. concentratii usor de transportat | nu pot fi diluate,
volum  mic | Tnalte a agentului de si aplicat urmeazd a fi
(UL) control, produse n

2. agenti
tensioactivi,

3. agenti de control
a drift-ului

cantitati mari

(surse: Knowles 2005, 2006, Gasic, Tanovic 2013)

Cele mai frecvent utilizate formule pentru preparatele entomopatogene fungice sunt

prezentate Tn tabelul de mai jos (tabelul 1.2).

Tabelul 1.2. Biopesticide fungice

Nr. | Specia fungica Produs Formula Durata de
pastrare
1. | Beauveria bassiana BotaniGard, Naturalis-L, Mycotrol, | WP, SC 1 an (<20°C)
Bio-Power, Beauverin, Boverol,
Proecol
2. | Beauveria brongniartii | Betel, Schweizer Beauveria WP 1 an (£2°C)
3. Lecanicillium lecani Mycotal, Bio-Catch, Vertalec WP 0.5 an (<4°C)
4, Metharizium anisopliae | Bio-Catch -M WD 1 an (<4°C)
Green Muscle, BioCane G
5. | Metarhizium flavoviride | BioGreen WP 0.5 an (<4°C)
var. flavoviride
6. | Isaria fumosorosea Preferal, Priority, Futureco, NoFly WP, WDG | 0.5 an (<4°C)

(sursa: Skinner, Parker 2014)
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Dupa ce formula preparatului este elaboratd, aceasta urmeaza a fi testatd in camp pentru a
confirma eficacitatea. Impactul tulpinii fungice asupra speciilor non-tinta este deseori o consecinta
negativa, imposibil de a fi prognozat, determinatd doar dupa aplicarea preparatului in conditii de
teren agricol. Studiile Intreprinse pana la moment au constatat foarte putine cazuri de afectare a
speciilor non-tinta. Daca eficacitatea preparatului este confirmata, urmeaza productia in masa. La
aceastd etapa se studiaza posibilitatea de a reduce costurile de productie asociate multiplicarii
microorganismelor, sau aditivilor utilizati In formula preparatului. Sunt publicate numeroase studii
cu privire la producerea fungilor pe substraturi solide (Singh, Rainab, Singha 2017).

Fungii, persista in mediul inconjurator sub forma de spori, focarele de boli fiind declansate
de conditiile speciale de temperaturd, umiditate si densitatea populatiei de insecte. Populatiile de
daundtori depasesc, In general, pragul economic de daund pana la aparitia Tn mod natural a unui
focar de boala. In consecinti, obiectivul introducerii agentilor patogeni ai insectelor in populatiile
de daunatori este de a induce focarele de boli inainte ca populatia sa atinga un prag economic de
dauna. Exista patru tactici diferite de utilizare a agentilor patogeni in controlul insectelor: controlul
biologic clasic, introducerea augmentativa, introducerea inundativa si manipularea de mediu.

Tn controlul biologic clasic, un agent patogen (de obicei neindigen) este introdus n
populatia daundtorilor In una sau cateva locatii geografice. Agentul patogen se reproduce in
populatia tintd a daunatorilor si devine endemic in cativa ani, reducand permanent nivelul de
infestare a daunatorilor la un prag inferior pragului economic de dauna si apoi avand drept scop
mentinerea acestui nivel.

O a doua tactica este augmentatarea inoculativa. In acest caz, agentii patogeni sunt introdusi
periodic in populatiile in care acestia deja exista pentru a spori nivelul de infectie. Drept rezultat
focarul de boala apare mai devreme decat in conditii obisnuite, reducand astfel marimea populatiei
daunatorilor sub pragul economic. Cu aceastd abordare, o singura introducere nu poate constitui o
masura de control al daunatorilor, fiind necesara introducerea repetata a patogenului, la diferite
intervale de timp (cativa ani, anual sau sezonier).

Cea mai frecvent utilizatd tactica pentru controlul insectelor cu agenti patogeni este
augmentarea inundativa a agentului patogen in populatia de daunatori cauzand niveluri inalte ale
mortalitati. In acest caz este vorba de utilizarea termenului de insecticid microbian. Agentul
patogen se aplicd dupa necesitate pentru a mentine populatia ddundtorilor sub pragul economic de
dauna. De obicei, aceastd tactica necesitd mai putine aplicatii decat un pesticid chimic cu spectru
larg de actiune deoarece agentul patogen este mult mai specific decat majoritatea substantelor

chimice si, prin urmare, nu afecteaza alti inamici naturali ai ddunatorului. Insecticidele microbiene
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au primit cea mai mare atentie din partea cercetatorilor, deoarece s-a dovedit a fi cea mai de succes
strategie pentru combaterea daunatorilor si pentru asigurarea profitului economic.

Managementul mediului reprezinta o tactica, in care este imbunatatita eficienta inamicilor
naturali ai insectelor deja existenti in ecosistem, prin ameliorarea factorilor de mediu favorabili
dezvoltarii acestora. Aceastd abordare este mai des utilizatd in cadrul agriculturii ecologice si
agriculturii sustenabile, decat Tn sistemele agricole intensive. Cu toate acestea, practicile agricole

(de irigare, recoltare, cultivare) pot influenta eficienta metodei (Federici 1996).

1.5 Concluzii la capitolul 1

1. Metodele biologice de control al daunatorilor reprezinta baza conceptului de management
integrat al organismelor daundtoare, demonstrand importanta pe parcursul istoriei
dezvoltarii societatii umane, acestea trebuie readuse in centrul atentiei comunitatii
stiintifice si a producdtorilor agricoli.

2. Fabaceele reprezinta culturi agricole importante din punct de vedere atat economic (fiind
utilizate 1n alimentatie, 1n calitate de furaj), cat si din perspectivele valorificarii rationale a
resurselor naturale (fiind culturi rotationale semnificative, deoarece contribuie la
ameliorarea stdrii solurilor).

3. Coleopterele curculionoide, si in special speciile Sitona lineatus, Hypera postica si
Protapion apricans reprezintd unii din cei mai periculosi daunatori ai fabaceelor, fiind
necesara elaborarea metodelor biologice de control al acestor daunatori.

4. Ciupercile microscopice reprezinta resurse naturale valoroase pentru a fi utilizate in
controlul biologic al coleopterelor curculionoide, deoarece pot contribui la reducerea
populatiilor de insecte adulte si preveni dezvoltarea larvelor, care aduc cele mai
semnificative prejudicii. Biopesticidele pe bazd de fungi pot fi produse la un pret redus si
au o perioada de valabilitate relativ lungd. De asemenea, acestea pot fi aplicate cu usurinta,
folosind echipamentul standard. Contrar insecticidelor chimice, care poseda un spectru larg
de actiune, tulpinile fungice sunt selective, impactul negativ asupra mediului fiind minim.

5. Pentru dezvoltarea practicilor agricole sustenabile agentii fungici de control biologic
trebuie studiati in ansamblu, ca parte componenta a ecosistemului, valorificand toate
interactiunile posibile si construind sinergii.

Programul national de protectie integrata a plantelor pentru anii 2018-2027 si Planul de
actiuni privind implementarea acestuia (Hotararea Guvernului Republicii Moldova Nr. 123 din
02.02.2018), recent aprobate, pune accent pe utilizarea metodelor biologice de combatere a

insectelor daunatoare. In Republica Moldova microflora speciilor de coleoptere curculionoide, a
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fost insuficient studiata, inclusiv microorganismele, care ar putea fi utilizate in controlul biologic
al speciilor daunatoare. Numarul de produse biologice de uz fitosanitar omologate in Republica
Moldova este limitat, iar produsele pe baza de fungi lipsesc cu desavarsire (pesticide.md).

Tinand cont de cele expuse mai sus a fost formulatd problema de cercetare abordata in
cadrul prezentei teze si anume: necesitatea obtinerii tulpinilor autohtone de fungi cu activitate
insecticida sporitd pentru utilizarea acestora in controlul biologic al daunétorilor si cu proprietati
favorabile pentru integrarea in calitate de biopesticide Tn sistemele de productie agricola.

Directiile de rezolvare a problemei de cercetare constau in izolarea micromicetelor din
microflora daunatorilor, identificarea tulpinilor de fungi, evaluarea activitatii insecticide in conditii
de laborator, selectarea celor mai eficiente tulpini si caracterizarea fiziologica a acestora in scopul
prognozarii efectului aplicarii in conditii de camp si elaborarea procedeului de obtinere a unui
preparat insecticid natural pe baza de fungi.

Scopul lucririi consta in 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.

Pentru realizarea scopului propus au fost trasate urmatoarele obiective:

1. izolarea 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 sporitd in diferite conditii ale mediului ambiant pentru elaborarea procedeului
de obtinere a preparatului autohton cu proprietati insecticide si recomandarilor de aplicare

n ecosistemele agricole.

o1



2. MATERIALE SI METODE

2.1 Obiectele de studiu

2.1.1 Speciile de insecte (Coleoptera, Curculionoidea) incluse in cercetare

2.1.1.1 Pozitia taxonomica si caracteristica morfologica

Coleopterele curculionoide (Coleoptera, Curculionoidea) sunt gandaci de marimi mici si
mijlocii (1-40 mm), pentru care sunt caracteristice prezenta rostrului si antenelor geniculate cu
scapul mai ingrosat. Labrumul este absent, iar mandibulele au dimensiuni reduse. Palpii sunt foarte
scurti, fiind greu vizibili. Ochii, de obicei, sunt situati pe partile laterale ale capului si pot fi rotunzi,
ovali sau in forma de picaturd (Gidei, Popescu 2014). Elitrele acopera complet abdomenul,
suprafata elitrelor prezintd de reguld linii punctate, strii sau solzi. Majoritatea reprezentantilor
suprafamiliei Curculionoidea sunt fitofagi ingust specializati trofic atasati de plantele ierboase,
dezvoltarea este criptica, de obicei in interiorul tesutului vegetal.

Sitona lineatus. Pentru prima data, specia Sitona lineatus (Coleoptera, Curculionoidea)
(=Curculio lineatus Linnaeus, 1758; Parasitones lineatus Sharp, 1896; Sitones lineatus Schénherr,
1840) a fost descrisd de Linnaeus in 1758. Actualmente genul Sitona include mai mult de 100
specii, fiind plasat in tribul Sitonini, subfamilia Entiminae, familia Curculionidae care include
majoritatea curculionidelor cu rostrum scurt (Velazquez de Castro, Alonso-Zarazaga, Outerelo
2007).

Specia Sitona lineatus L. este un daunator al mazarii, Pisum sativum L. si bobului Vicia
faba L. (Fabales, Fabaceae), mai fiind numitd gargarita frunzelor de mazare. Caracterele
morfologice ale speciei S. lineatus au fost descrise de Jackson in anul 1920. Insectele adulte au
3,6-5,4 mm lungime, corp alungit cu antene, tibia si tarsi rosu-maronii. Solzisorii dorsali sunt maro
sau gri, intercalati cu perisori plati, fiind dispusi pe elitre in dungi longitudinale, alternante,
intunecate si deschise. Solzisorii au tendinta de a forma dungi mediane si sublaterale pe cap si
pronotum. Elitrele sunt paralele, cu umeri proeminenti. Rostrumul poseda un sant central care se
extinde dupa nivelul marginii posterioare a ochiului. Ochii sunt proeminenti, capul fiind putin mai
Tngust decat pronotumul (Petrukha 1969, Hoebeke, Wheeler 1985) (figura 2.1).

Larvele au corpul cilindric, conic la extremitati, 1-1,7 mm lungime, segmentele abdominale
sunt de culoare alba cremos, cu perisori brun-roscati pe fiecare segment, au antene reduse, falci
usor de distins si nu au ochi. Mandibulele sunt inzestrate cu excrescente complicate, doua mari si

una mica. Larvele mature sunt albe avand lungimea de 5-7 mm (figura 2.2 a si b).
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Fig. 2.1. Sitona lineatus L., adult, (orig.)
a - aspect dorsal, b - aspect lateral

Pupele sunt de culoare alba-crem cu perisori dorsali. Aspectul extern al pupei aminteste
insecta adulta, fiind prezente toate organele externe (figura 2.2 c). Ochii sunt semi-proeminenti.
Corpul pupei are umflaturi pieloase, cu perechi de perisori pe ele. Segmentele I-VII au cate 6
perechi de perisori, iar al VIII-lea are doar 3 perechi. Segmentul al IX-lea poseda 2 tepi mari, lungi,
2 tepi intermediari si cite 2 tepi mici din ambele parti ale tepilor mari. Segmentul X este putin
vizibil (Alimdzhanov, 1951, Petrukha 1969). Pupele si insectele adulte se deosebesc dupa marimea

si forma pigidium-ului (segmentul V111 al scutului abdominal).

Fig. 2.2. Sitona lineatus larve si pupe
a, b —larve pe radacini (autori Carré S., INRA Coutin R., OPIE, Franta), ¢ — pupa
(http://www?7.inra.fr/hyppz/RAVAGEUR/6sitlin.htm)

Hypera postica. Hypera (Hypera) postica (Gyllenhal, 1813) (Coleoptera, Curculionoidea)
(=Rhynchaenus postica Gyllenhal, 1813, Curculio haemorrhoidalis Herbst, 1784, C. variabilis
Herbst, 1795, C. bimaculatus Marsham, 1802, Phytonomus picipes Curtis, 1826, P. sublineatus
Curtis, 1826, P. villosulus Curtis, 1826, P. phaeopus Stephens, 1831, P. rufipes Stephens, 1831,
P. parcus Gyllenhal, 1834, P. s tibialis Hochhuth, 1851, P. sericeus Capiomont, 1868, P. siculus
Capiomont, 1868, P. brevipes Desbrosher, 1875, P. austriacus Petri, 1901, P. decoratus Petri,
1901, P. variabilis Hbst., P. posticus (Gyll.), P. transsylvanicus Petri, si P. murina F.).
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Actualmente genul Hypera include 5 subgenuri: Boreohypera (1 specie), Dapalinus (6 sp.),
Eririnomorphus (7 sp.), Hypera (29 sp.) si Tigrinellus (2 sp.). Genul Hypera face parte din tribul
Hyperini, subfamilia Hyperinae, familia Curculionidae.

Lungimea corpului insectelor adulte este de 4,0-5,5 mm. Rostrumul este aproape drept,
relativ scurt si gros, fruntea de aproximativ 2 ori mai latd decat rostrumul. Tulpinile antenelor ating
mijlocul ochiului. Ochii aproape plati. Pronotumul devine mai lat la mijloc. Coloratia
pronotumului consta din doua benzi intunecate separate printr-o linie luminoasa ingusta. Elitrele
mult mai largi decat pronotumul, umerii puternic proeminenti. Perii sunt puternic inclinati in urma.
Corpul tibiei la mascul este mai Ingust si subtire decat la femele, usor curbat in partea de sus, iar

ultimul sternit abdominal la masculi are o adancitura mica (figura 2.3).

Fig. 2.3. Hypera postica (Gyll.), adult, (orig.)
a - aspect dorsal, b - aspect lateral

Ouile sunt initial de culoare galbuie, apoi devin maro deschis, ovale, de 1,0 x 0,5 mm.
Larvele prezinta 8 segmente abdominale. Primul stadiu larvar de dezvoltare are o singura
setd, al doilea stadiu, are trei, iar al treilea si al patrulea stadiu larvar au cinci sete pe fiecare

segment abdominal I - VIII (Skuhrovec 2006) (figura 2.4.).

b

Fig. 2.4. Hypera postica larve, pupa si oua
a — larve pe frunze (Frank Peairs, Colorado State University, www.usu.edu), b — pupa (orig.);
¢ —oua (Sue Blodgett, lowa State University, www.forestryimages.org)
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Protapion apricans. Protapion apricans (Herbst 1797) (Coleoptera, Curculionoidea)
(=Apion apricans Herbst 1797, Curculio ochropus Muller 1776, C. ochropus Gmelin 1790, Apion
encaustum Wencker 1864, A. tubicen Wencker 1864, A. fuscipes Desbrochers 1891, A. curvipes
Desbrochers 1895). Actualmente genul Apion include 26 specii fiind plasat n tribul
Piezotrachelini, subfamilia Apioninae, familia Apionidae.

Dimensiunea insectei 3-3,5 mm, neagra, cu o nuantd metalica, corp in forma de para,
rostrum lung, aproape drept, varful antenelor negru, la baza - rosu. Lungimea corpului 2,2-2,7 mm
fara rostrum. Rostrumul la masculi e mai scurt decat la femele, fiind evident mai mare decat capul
si pronotumul. Pronotumul alungit, rareori patrat. Elitrele mai largi in spate. Primii trei perisori
antenali sunt rosii galbui, segmentele de culoare maro sau neagra. Corpul si membrele sunt negre.

Femurul si tibia pe prim-plan sunt galbui-rosii, la mijloc si spate maro inchis sau negru (figura 2.5).

Fig. 2.5. Protapion apricans (Hbst.)
a - aspect dorsal (K.V. Makarov www.zin.ru), b- aspect lateral (Dave Huges,
https://www.ukbeetles.co.uk/protapion)

Ouale au 0,3-0,5 mm, sunt de culoare galbuie, lungi, netede. Larva atinge 2-2,5 mm, de
culoare alba, cu o nuantd crem, curbata, capul maro inchis, maxilarul superior pe fiecare parte cu

trei crestaturi. Pupa de 3-3,5 mm, alb-galbuie.

2.1.1.2 Particularitdtile ciclului vital

Conform particularitatilor ciclului vital curculionoidele pot fi divizate in doud grupuri:
1) cele care ierneaza in stadiul de insectd adulta si 2) cele care ierneaza in stadiul de larva. Toate
speciile incluse in studiu se refera la primul grup.

Sitona lineatus. Insectele adulte din specia S. lineatus ierneaza in fasiile forestiere (Jackson
1920) sau in vecinatatea leguminoaselor perene, inclusiv trifoi si specii de mazariche (Schotzko,
O’Keeffe 1988, Murray, Clements 1992). In perioada nereproductiva, adultii sunt oligofagi si

consuma o gama mai largd de plante leguminoase (Landon et al. 1995). Insectele devin active
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atunci cand temperatura aerului atinge 12-14°C iar la nivelul solului se inregistreaza 19-20°C
(Petrukha 1969, Hamon et al. 1987). Se disting doua perioade de zbor al insectei: zborul migrator
de primavara din locurile de iernare spre planta gazda, mazare sau fasole si zborul pentru iernare
vara tarziu sau toamna (Fisher, O’Keeffe 1979a). Migrarea de primavara a insectelor din locurile
de iernare spre planta gazda are loc doar dacd temperaturile favorabile se mentin timp de cel putin
2-3 zile (Petrukha 1969). In functie de regiune, insecta adulti migreaza spre culturile de
leguminoase anuale in lunile martie si aprilie (Jackson 1920). In regiunile mai reci, spre exemplu
in apropierea orasului Moscova, zborul insectelor revine inceputului lunii mai (Belyaev 1934).
Dupa ce gargaritele ajung la planta gazda (mazare, fasole, bob, lucernd), are loc imperecherea si
femelele incep depunerea oualor. Durata perioadei de ovipozitie variaza in functie de regiune,
constituind, in general, un interval de 10 zile (Williams, Schotzko, O’Keeffe 1995). Depunerea
oudlor continua pana la o perioada scurta de timp inainte de deces, sau pana la sfarsitul lunii iunie
- inceputul lunii iulie (Jackson 1920, Petrukha 1969). Valori maxime ale ovipozitiei se
inregistreaza in intervalul dintre 12 - 22° C (Hans 1959). Numarul de oud pentru o femela variaza
de la 354 la 1655 (Jackson 1920) iar conform unor date pana la 3500 oua (Petrukha 1969). La
inceputul perioadei de ovipozitie, femela produce doar 1-5 oud pe zi, iar mai tarziu rata creste pana
la aproximativ 24 de oud/femela pe zi (Jackson 1920). Oudle sunt imprastiate pe suprafata solului
de catre femela concomitent cu hranirea (Jackson 1920, Hoebeke, Wheeler 1985).

Stadiul de ou pentru specia S. lineatus variaza in functie de temperatura si umiditate.
Conform unor autori (Jackson 1920) oudle eclozeaza timp de 20-21 zile, insa perioada de incubatie
poate fi uneori redusa la 18 zile (Prescott, Reeher 1961, Hoebeke, Wheeler 1985). Cercetarile
efectuate au indicat cd ouale necesita 70 = 2,5 zile pentru a ecloza la temperatura de 8° C si doar
6,2 £0,5 zile la 29°C. La temperaturi peste 30°C, timpul necesar pentru incubare si rata mortalitatii
creste semnificativ. La temperatura de 33°C nu reusesc sa eclozeze 100% din oua, desi a avut loc
dezvoltarea embrionard inaintatd (Lerin 2004). Umiditatea relativd poate afecta, de asemenea,
timpul de dezvoltare al oudlor. S-a remarcat faptul ca oudle supuse deshidratarii excesive nu
eclozeaza (Jackson 1920). Dupa incubare, larva patrunde in sol in cautarea plantei gazda, produce
0 gaurd aproape nedetectabila in nodozitatile radacinii si patrunde in interior (Jackson 1920,
Hoebeke, Wheeler 1985). Larva parcurge toate fazele de dezvoltare timp de 30-60 de zile, in
functie de regiunea geografica si de temperatura solului (Jackson 1920, Hoebeke, Wheeler 1985,
Landon et al. 1995). Dupa maturizare, larvele formeaza in sol celule-pupale de forma ovala
(Jackson 1920). Formarea pupei necesita 16 - 19 zile in Europa (Jackson 1920), si aproximativ 15
zile in America de Nord (Prescott, Reeher 1961, Hoebeke, Wheeler 1985). Insecta adulta ramane

in sol pana ce exoscheletul sau este deplin sclerificat (Jackson 1920).
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Noua generatie de insecte adulte se hraneste pe tesutul verde al frunzelor de mazare si
fasole. Atunci cand aceste surse de hrana se epuizeaza sau frunzele imbatranesc, incepe o perioada
de zbor extins, in care gargaritele se hranesc pe o varietate mai mare de leguminoase gazde
secundare (Jackson 1920, Fisher, O’Keeffe 1979 b, ¢, Hamon et al. 1987, Murray, Clements 1992).
Aceasta perioada continud pana la sfarsitul verii sau toamna, atunci cand insectele adulte cauta
locuri pentru iernare (Jackson 1920, Hoebeke, Wheeler 1985). in America de Nord, Anglia si
Rusia S. lineatus este univoltina (Jackson 1920, Hoebeke, Wheeler 1985, Petrukha 1969) cu toate
acestea, in unele regiuni specia poate fi bivoltina (Hans 1959, Hoebeke, Wheeler 1985). Tn camp,
insectele adulte pot trai pana la unsprezece luni, longevitatea fiind limitata de disponibilitatea
resurselor alimentare si densitatea populatiei. Longevitatea femelelor este mai mare decat
longevitatea masculilor la densitati scazute ale populatiei (Schotzko, O’Keeffe 1988).

Hypera postica. Ciclul de viata al speciei H. postica poate fi caracterizat prin perioade
scurte de activitate intensa si perioade lungi de inactivitate. Hypera postica prezinta o remarcabila
plasticitate comportamentald si ecologica (Hsiao 1993). Cele mai multe populatii sunt univoltine
(Helgesen, Cooley 1976), dar in unele medii, Tn special in regiunile din sud, poate fi o a doua
generatie (Michelbacher 1943, White et al. 1969). Insecta ierneaza in stadiul de adult. In localitatile
cu ierni blande, ouale, larvele si pupele, de asemenea, pot supravietui iernii (Armbrust, White,
deWitt 1969, Radcliffe, Flanders 1998).

In dependenti de regiune, in special in cele sudice, depunerea pontei poate avea loc toamna,
iarna si primavara (Woodside, Bishop, Pienkowski 1968, Campbell et al. 1975, Whitford,
Quisenberry 1990), ori de cate ori temperaturile depasesc 1,7°C (Hsieh, Roberts, Armbrust 1974).
Tulpina tanara a lucernei este locul preferat pentru depunerea pontei (Pass 1967), cu toate acestea,
oudle sunt depuse si in tulpinile buruienilor, printre care, Poa bulbosa L., Stellaria sp. (L.),
Capsella bursa - pastoris (L.) (Ben Saad, Bishop 1969, Niemczyk, Flessel 1970). Odata ce locul
pentru depunerea pontei este ales, femela perforeaza peretele plantei, introduce ovipozitorul si
depune un grup de 9-10 oua de culoare galbena (Niemczyk, Flessel 1970).

In conditii optime de laborator potentialul de reproducere este =~ 3650 de oua per femeld
(Coles, Day 1977). Rata de ovipozitie creste liniar cu temperatura pana la 30 °C (LeCato,
Pienkowski 1972, Hsieh, Roberts, Armbrust 1974). Incubatia necesita 156 DD (degree days), cu
un prag al temperaturii de 9,0 °C per zi (Roberts, DeWitt, Armbrust 1970). Larva aparuta, se
alimenteaza cu maduva tulpinii, apoi creeaza galerii spre exterior, iesind urca pe mugurii foliari
terminali cu care se hraneste in continuare. Insecta poseda patru stadii larvare. Temperatura limita
de dezvoltare este de 8,9 °C, cu suma temperaturilor necesare pentru a finaliza dezvoltarea larvelor

egala cu 148 °C (Litsinger, Apple 1973). Insecta imatura se transforma in pupa si imago, dupa
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acumularea de 77 DD (Hsieh, Roberts, Armbrust 1974). Insecta adultd ramane in campurile de
lucerna timp de 1-3 sdptdmani pentru hranirea suplimentard sau pana la prima recoltare apoi
migreaza spre locurile potrivite pentru estivare, de obicei, in afara campurilor de lucerna
(Tysowsky, Dorsey 1970, Kuhar, Youngman, Laub 2010, Zahiri et al. 2014) unde are loc
dezvoltarea sexuald iar activitatea metabolica este incetinitd (Litsinger, Apple 1973). Datorita
schimbarii fotoperioadei, insectele adulte devin din nou active, migreaza tnapoi spre cimpurile de
lucerna, ating maturitatea sexuald, si incep depunerea pontei (Kuhar, Youngman, Laub 2000).

Protapion apricans. Insectele adulte ale speciei Protapion apricans hiberneaza in resturile
vegetale de la suprafata solului in cdmpurile de trifoi si terenurile adiacente. Unele insecte adulte
pot ramane in diapauza pana la 2 ani. Migratia gandacilor din locurile de iernare coincide cu faza
de crestere a trifoiului. Hranirea suplimentara are loc pe frunzele de trifoi salbatic, si apoi pe cele
de cultura (Friedman, Freidberg 2007). Insectele hranindu-se produc leziuni pe frunze in forma de
gauri mici, si, de asemenea, deterioreaza, tulpinile, muguri apicali si florali.

Femela depune oudle in bobocii florilor sau in florile inflorite. Oudle sunt depuse intre
staminele florii, fiind aproape de aceeasi culoare cu acestea. O femela poate depune 11-217 oua,
cu o medie de 35 de oud. Depunerea pontei incepe la sfarsitul lunii mai, cu atingerea valorii
maximale In luna iunie. Dezvoltarea embrionara dureaza 8-12 zile. Larvele eclozate patrund in
ovarul florii unde Tncep nutritia. De-a lungul perioadei de dezvoltare, 15-25 zile, o larva distruge
7-11 ovare si alte 8-10 ovare pentru impupare, in care larva perforeaza gauri (Hansen, Boelt 2008,
Lundin et al., 2012). Astfel, o larva poate distruge 30-40 % din ovarele unui capitul de trifoi. Pupa
se dezvolta in 5-9 zile (conform altor date 5-12). Insectele adulte apar din a doua jumatate a lunii
iulie pana in septembrie, uneori - pana in octombrie. Inainte de iernare insectele se hrinesc cu o
gama variatd de gazde (circa 160 specii de plante). Cele mai mari daune trifoiului sunt aduse de
larve. Insecta este univoltina, dar adultii pot trdi 2-3 ani. Un ciclu de dezvoltarea normala de la ou

pana la insecta adulta dureaza 40-47 zile.

2.1.1.3 Relatiile trofice

Sitona lineatus. Preferintele trofice ale speciei Sitona lineatus pot fi divizate in 4 grupuri:
L. surse alimentare de baza (mazarea, fasolea, bobul si vicia); II. plante utilizate in absenta celor
de baza (trifoi, lucerna, esparcetd); I11. culturi leguminoase pe care insectele le utilizeaza rar, chiar
si in absenta plantelor din grupurile I si II (soia, lupin, linte, latirul, mazarichea paroasa); IV. plante
care nu sunt utilizate (agris, sfecla de zahar, pin, zmeura, visine, cirese, prune, s.a.) (Turaev 1957).

Adultii speciei S. lineatus dupa diapauza in calitate de planta gazda prefera mazarea de

camp si fasolea (Landon et al. 1995). Ambele specii de plante au o relatie simbiotica cu bacteria
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azot-fixatore, Rhizobium leguminosarum var. viciae ceea ce poate explica preferinta insectei
(Spaink 1994, Mutch, Young 2004). Dezvoltarea functiei reproductive a femelelor are loc din iulie
pana in martie in timpul hranirii pe gazde atat primare cat si secundare (Schotzko, O Keeffe
1986a). Cu toate acestea, se crede ca oogeneza solicitd hranire post-diapauza pe ambele plante
P. sativum si V. faba (Hans 1959, Fisher, O Keeffe 1979a, Schotzko, O Keeffe 1986a, Hamon et
al. 1987, Landon et al. 1995).

Preferintele trofice ale speciei Sitona lineatus pot varia de asemenea intre genotipurile
gazdelor primare, insectele adulte preferand anumite soiuri de mazare (Havlickova 1980, Cantot
1989, Kordan, Sledz 1994, Wojciechowicz-Zytko, Mlynarczyk 2002). S-a constatat ca rata de
supravietuire si durata de viata a insectei variaza in functie de soiurile de fasole (Wojciechowicz-
Zytko, Mlynarczyk 2002). Un numar mare de fabacee perene servesc drept gazde pentru S. lineatus
primdvara, 1nainte de aparitia leguminoaselor anuale, la sfarsitul verii si toamna cand
leguminoasele anuale imbatranesc, si in timpul perioadei de iernare (Jackson 1920, Fisher,
O Keeffe 1979a; Hoebeke, Wheeler 1985, Hamon et al. 1987, Murray, Clements 1992, 1995).
Conform unor date, reprezentantii genului Sitona au constituit 59- 96% din exemplarele de insecte
colectate la sfarsitul verii, pe trifoiul alb, Trifolium repens L. (Fabales, Fabaceae) (Markkula,
Koppa 1960). in Anglia, girgarita frunzelor de mazire deterioreaza in mod semnificativ trifoiul
alb, consumand in timpul iernarii pana la 30% din suprafata fotosintetizatoare a plantelor (Murray,
Clements 1995). In testarile de teren, insectele au preferat trifoiul dulce, Melilotus albus L.
(Fabales, Fabaceae), si lucerna (Krasnopolskaya 1966, Zlatanov 1966, Lykouressis, Emmanouel
1991, Murray, Clements 1994). Lupinul, Lupinus albus L. (Fabales, Fabaceae), a inregistrat
niveluri semnificative ale deteriorarilor in Germania (Ferguson 1994). In consecintd S. lineatus
prezintd un comportament eurioligofag, consumand plante din genurile familiei Fabaceae
(Petrukha 1969). Conform unor autori S. lineatus prezinta ,,un comportament limitat polifag”
(Greib, Klingauf 1977), deoarece in absenta de leguminoase in experimentele de laborator si cAmp
au fost consumate Polygonum aviculare L. (Polygonales, Polygonaceae) si speciile de trandafiri
Rosa spp. (Rosales, Rosaceae).

Tn rezultatul studiilor efectuate In Republica Moldova pentru S. lineatus a fost stabilit
urmatorul spectru trofic incluzand reprezentanti ai familiei Fabaceae: Medicago sativa (lucerna),
Pisum sativum (mazare), Vicia faba (bob de fasole), Trifolium spp. (trifoiul), Lotus spp., Melilotus
spp., Ononis spp. (osul iepurelui), Robinia spp. (salcam) (Malevanciuc, Munteanu 2010).

Hypera postica. Specia H. postica se hraneste cu o mare varietate de plante fabacee si este
cunoscutd in America de Nord ca unul dintre cei mai periculosi daunatorii ai lucernei (Hsiao 1993).

H. postica este o insecta tipic oligofaga care se hraneste aproape exclusiv pe plantele leguminoase
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din genul Medicago, ocazional, se poate hrani cu cateva specii din genuri apropiate, inclusiv:
Trifolium si Trigonella (Kuwata et al. 2005, Talwar 2015). De asemenea se mai dezvolta pe
Medicago lupulina, Melilotus alba, M. officinalis, Trifolium pratense, T. repens, T. hybridum, si
T. incarnatum.

Specia are patru stadii larvare: Primul (L1) si a doilea (L2) se hranesc de obicei cu florile
Medicago sativa L. Cel de a treilea (L3) si al patrulea (L4) se hranesc, de asemenea, pe frunze si
pot provoca defolieri grave (Hoff, Brewer, Blodgett et al. 2002, Skuhrovec 2006)

Protapion apricans. Habitatele tipice sunt speciile de pajisti montane, si habitatele ruderale
segetale (graminee perene), fiind mai rar intalnita in lizierele padurilor. in mod regulat si in
cantitati mari, se gaseste pe Trifolium pratense (care predomina intotdeauna printre alte specii)
(Nazarenko 2013), mai putin pe Amoria hybrida, A. repens si alte leguminoase (Lupinaster
pentaphyllus, Lathyrus vernus, Vicia cracca si V. teniuifolia), la mijlocul verii, adultii, de obicei,

pot fi gasiti in coroanele arborilor si arbustilor.

2.1.2 Speciile de fungi entomopatogeni (Hypocreales) incluse in cercetare

2.1.2.1 Pozitia taxonomica si caracteristica morfologicd

Beauveria bassiana. Beauveria bassiana (Balsamo-Crivelli) Vuillemin (1912)
(Hypocreales, Cordycipitaceae) (=Botrytis bassiana Bals.-Criv., Linnaea 10: 611 (1835), Spicaria
bassiana (Bals.-Criv.) Vuill. (1910), Penicillium bassianum (Bals.-Criv.) Biourge, La Cellule 33:
101 (1923), Sporotrichum densum Link, (1809), Sporotrichum larvatum Peck, (1879),
Sporotrichum globuliferum Speg., (1880), Sporotrichum minimum Speg., (1882), Botrytis
bassiana subsp. tenella Sacc., (1882), Botrytis brongniartii subsp. delacroixii Sacc., (1892), Isaria
vexans R.H. Pettit, (1895), Isaria citrinula Speg., (1911), Sporotrichum epigaeum var. terrestre
Dasz., (1912), Botrytis necans Massee, (1914), Botrytis stephanoderis Bally, (1923),
Sporotrichum sulfurescens J.F.H. Beyma, (1928), Isaria shiotae Kuru, (1932), Beauveria
doryphorae R. Poiss. & Patay, (1935), Trichoderma minima (Speg.) Gunth. Miller (1965)) (de
Hoog, 1972). Actualmente genul Beauveria include 26 specii descrise (Rehner et al. 2011, Sanjuan
et al. 2014, Kepler et al. 2017, Chen et al. 2018, Bustamante et al. 2019).

Ciupercile microscopice din genul Beauveria pot fi identificate pana la nivel de gen
folosind caracterele morfologice. Conidioforii sunt formati din grupuri dense de celule
conidiogene, hialine, cu peretii netezi, celulele simpodiale, scurte, globoase, cu rahis apical
denticulat sub forma de zig-zag, formand o succesiune de conidii sesile unicelulare (de Hoog 1972,
Rehner, Buckley 2005).
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In vitro, speciile din genul Beauveria cresc de obicei incet, au aspect lanos, de culoare alba,
gélbui sau roz. Hifele aeriene sunt hialine, cu pereti netezi si subtiri. Coloniile vechi au aspect de
praf datorita unui numar mare de conidii produse de forme variabile, sferice, subsferice, elipsodiale
(de Hoog 1972, Rehner et al. 2011). In plus, unele specii sau tulpini pot produce pigmenti, de
culoare rosie, (de Hoog 1972). Caracterele morfologice nu sunt suficiente pentru a identifica cu
exactitate reprezentantii genului Beauveria pana la nivel de specie (Robene-Soustrade et al. 2015,
Imoulan et. al. 2017).

Fig. 2.6. Tulpina de Beauveria bassiana, aspect macroscopic (Lucille K. Georg
http://www.publicdomainfiles.com/show_file.php?id=13518211215847)

Tulpinile de B. bassiana fiind cultivate in vitro formeaza colonii cu diametrul de 6-23 mm
in 8 zile, (de Hoog 1972), 15-32 mm timp de 10 zile la 23 °C (Rehner et al. 2011) au aspect lanos,
catifelat, de pudra cu inaltimea de pand la 5 mm, la inceput alb, dupa care gélbui sau roz. Rar
formeaza exudat, mirosul lipseste. Hifele submerse cu peretii netezi, 1,5-3 um. Hifele miceliului
aerian hialine, cu peretii netezi, 1-2 pm, taratoare sau ascendente care poartd grupuri de celule
laterale umflate, de cele mai multe ori de 3-6 x 3-5 um, care prin ramificare ulterioara dau nastere
la celule mai mici umflate sau 1-5 celule conidiogene. La tulpinile proaspat izolate, conidiile sunt
strans grupate; la tulpinile mai vechi ramificarea devine mai putin stransa, celulele conidiogene
apar in grupuri mici sau solitar pe celule laterale elipsoidale pana la subcilindrice (pana la 15 x 6
pm), sau apar direct din hife. Celulele conidiogene sunt formate dintr-o parte bazala, uneori
alungita globuloasa, in forma de balon, de cele mai multe ori cu dimensiunile 3-6 x 2,5-3,5/6 pm
(de Hoog 1972, Rehner et al. 2011), celule terminale mai subtiri cu un rahis bine dezvoltat, cu
lungimea de aproximativ 20 pm lungime si latimea de 1 um, geniculat sau indoit neregulat,

denticulat, denticulele cu latimea si lungimea de 1 um. Conidiile sunt hialine sau rar galbui, netezi,
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sferice pana la elipsoidale, uneori cu o baza apiculata, (1,5-) 2-3 (-4) x (1,5-) 2-2,5 (-3) um
(de Hoog 1972, Rehner et al. 2011). Nu au fost observati clamidospori. Miceliul pe substrat natural
formeaza de obicei o pasla deasa, granular-pulverulenta, gélbuie, rar rosiatica. Partea bazala a
celulelor conidiogene sferica, sub-sferica, cu dimensiunile de 2,5-4x2-3 um (de Hoog 1972)
(figura 2.6).

Isaria fumosorosea. Isaria fumosorosea Wize, (1904) (Hypocreales, Cordycipitaceae)
(=Paecilomyces fumosoroseus (Wize) A.H.S. Brown & G.Smith, (1957), Spicaria fumosorosea
(Wize) Vassiljevsky, (1929), Cordyceps fumosorosea (Wize) Kepler, B. Shrestha & Spatafora,
(2017), Spicaria aphodii Vuill.,, (1910), Monilia aquatilis Malguth, (1928), Paecilomyces
hibernicus Kennelly & Grimes, (1930), Paecilomyces isarioides N. Inagaki, (1962). Conform
studiilor recente de reconstructie a relatiilor filogenetice cu utilizarea metodelor molecular
genetice (Kepler et al 2017) genul este redenumit in Cordyceps, apartinind familiei
Cordycipitaceae.

Coloniile au o rata de crestere moderata, ating 3-4 cm Tn diametru timp de 10 zile, coloniile
tinere au aspect pulverulent, sporuleaza activ, unele tulpini pot produce coremii (numite si
sinemate) distinctive, culturile sunt albe la inceput, culturile batrane au aspect de fulgi, zonele

conidiale pot dezvolta lent nuante de roz (figura 2.7).

Fig. 2.7. Tulpina de Isaria fumosoroseus, aspect macroscopic (F. Ihara
http://www.naro.affrc.go.jp/org/fruit/epfdb/Deutte/Paecilo/fumo/P_fumos.htm)

De obicei exudatul este absent, unele tulpini produc picaturi incolore mici. Mirosul lipseste.
Miceliul cu pereti netezi, hialini, 1,0-3,2 pm latime. Conidioforii provin preponderent din miceliu
cufundat in substrat, avand lungimea de pana la 60 pm lungime, 2,0-3,0 pm latime, cu pereti netezi,

ramificati neregulat, sau care poarta verticile dispuse cate 2-5 pe ramuri divergente; ramuri
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cilindrice scurte, 4-10 x 2,3-3,5 um, purtand frecvent ramuri secundare. Conidioforii si ramurile
acestora se termind cu fialide dispuse in grup de 1-6 (de obicei 2-4). La culturile mai vechi
conidioforii apar de obicei ca ramuri laterale scurte pe miceliu aerian, cu lungimea de 7-28 pum,
putin ramificate, frecvent monoverticilate, sau cu fialide solitare sau verticile de fialide dispuse
neregulat pe miceliu. Pe conidioforii complecsi fialidele sunt relativ scurte, 5-9 x 2,5-3,3 um,
elipsoidale in partea inferioara, ingustandu-se brusc intr-un gat scurt de aproximativ 1 pm latime;
fialidele solitare si fialidele de pe conidiofori simpli, au 8-30 x 1,5-2,5 um, alungite sau usor
umflate la baza, trecand treptat Intr-un gat relativ lung. Conidiile sunt hialine, cu pereti netezi, cu
forma elipsoidala spre alungite, cu varful rotund sau ascutit, 2,5-4,0 x 1,4-2,2 um (in mediu 3,6 x

1,7 um), conidiile ocazionale pana la 5,0 X 2,6 um; in lanturi scurte (Brown, Smith 1957).

2.1.2.2 Particularitatile ciclului vital

Beauveria bassiana. Tulpinile de micromicete din specia B. bassiana sunt raspandite in
sol. Desi se pot nutri saprofit fiind cu usurinta cultivate in vitro pe medii nutritive, acestea in ciclul
sdu vital au nevoie de insecte pentru a produce cantitati semnificative de spori care vor asigura
supravietuirea si raspandirea speciilor. Speciile de fungi din ordinul Hypocreales sunt concurenti
slabi pentru substantele organice din sol comparativ cu micromicetele saprofite oportuniste care
sunt omniprezente n soluri (Meyling, Eilenberg 2007). Conidiile prezente in sol fiind hidrofobe
se ataseaza la stratul ceros/suprafata chitinoasa a gazdei, Are loc recunoasterea receptorilor de la
suprafata acestora (Holder, Keyhani 2005, Mora et al. 2017). Conidiile germineaza, cu formarea
tubului germinativ, acesta creste la suprafata cuticulei si o penetreazd prin rupturi mecanice si
digestie enzimatica (Vega et al. 2012, Moraet al. 2017). Ulterior micromiceta ajunge in hemolimfa
si produce blastospori. Acestia se reproduc prin inmugurire ocolind raspunsul imun al gazdei
(Lord, Stanley 2012, Saranraj, Jayaprakash 2017). Dupa epuizarea resurselor blastosporii produc
hife care cresc spre exteriorul gazdei producand la suprafata insectei cantitati impunatoare de
conidii. Pe parcursul perioadei de vegetatie sunt inregistrate focare de infectie in populatiile de
insecte. Intensitatea focarelor depinde mai multi factori abiotici si biotici (Inglis et al. 2001,
Meyling, Eilenberg 2007, Jaronski 2010). Conidiile sunt raspandite prin intermediul vantului, ploii
si a insectelor. Din numarul total de conidii produse doar o cantitate mica va reusi sd infecteze noi
gazde (Meyling, Eilenberg 2007). De asemenea tulpinile de B. bassiana pot exista in calitate de
endofiti ai plantelor de cultura precum porumbul (Zea mays L.) (Wagner, Lewis 2000), sorg
(Sorghum spp.) (Tefera, Vidal 2009), fasole (Phaseolus vulgaris L.) (Parsa, Ortiz, Vega 2013,
Afandhi, Widjayanti, Emi 2019), bumbac (Gossypium hirsutum L.) (Lopez, Sword 2015), ardel

63



dulce (Capsicum annum L.) (Jaber, Alananbeh 2018) fard a produce daune plantelor, asigurand
protectia acestora fatd de daunatori si patogeni.

Isaria fumosorosea. Ciclul vital al speciei este similar cu cel al altor specii de fungi
entomopatogeni din ordinul Hypocreales. Conidiile de I. fumosorosea care intrd in contact cu
cuticula gazdei produc enzime capabile de a penetra cuticula gazdei. Are loc formarea tubului
germinativ (inclusiv a apresoriului) care penetreaza cuticula si patrunde in hemocel. Micromiceta
poate de asemenea sa patrunda in corpul insectei prin orificiul bucal, sau anal. Miceliul se dezvolta
in interiorul insectei si ulterior creste spre exterior producand conidii. Insecta piere datorita lipsei
de substante nutritive, distrugerii tesuturilor si din cauza toxinelor produse de fungi (Castellanos-
Moguel, 2013).

Tulpinile de 1. fumosorosea de asemenea sunt obiectul cercetarilor privind existenta in
calitate de endofiti ai plantelor de cultura fiind date privind potentialul de a coloniza graul

(Triticum aestivum L.) (Werner, Saar, Stephan 2015, Koch et al. 2018).

2.1.2.3 Relatiile trofice

Beauveria bassiana. B. bassiana este o specie cosmopolitd care poate fi izolata din sol,
insecte, filosfera si ocazional din tesuturile vii ale plantelor. Beauveria bassiana (Bb) este un agent
patogen fungic comun dar putin inteles al multor grupuri de insecte, fiind cunoscutd pentru
capacitatea de a infecta mai mult de 700 de specii de insecte din majoritatea ordinelor (Goettel et
al 1990, Inglis et al. 2001, Meyling, Eilenberg 2007, Rohrlich et al. 2018). Cu toate acestea,
tulpinile individuale de B. bassiana izolate de pe anumite specii de insecte, pot prezenta un spectru
ingust de actiune (Rohrlich et al. 2018). Spectrul trofic in conditii de camp este de obicei mai
ingust decat in conditii de laborator, fiind influentat de componenta spatio-temporala, planta-gazda
si de factorii abiotici. Specificitatea fata de gazda a tulpinilor de B. bassiana este inca insuficient
studiata fiind necesare studii minutioase (Rohrlich et al. 2018).

Isaria fumosorosea. Specia prezintd un spectru relativ mare de gazde cu raspandire larga
pe glob. Este intalnita in sol, pe plante, in aer (Zimmermann 2008). A fost izolata din aproximativ
40 de specii de artropode din 10 ordine de insecte, mai frecvent fiind izolata din lepidoptere (Smith
1993, Hoy, Raghuwinder, Rogers 2010, Majeed et al. 2017, Jessica et al. 2018, Usanmaz-
Bozhuyuk et al. 2018). Tulpinile de I. fumosorosea sunt considerate non-toxice pentru om si au
efect minim asupra speciilor nevizate daca sunt aplicate corect (Osborne, Landa 2002, Copping
2004, Zimmerman 2008). Unele tulpini au spectru ingust de actiune pe cand altele spectru larg de
actiune (Zimmerman 2008). Existd putine date privind ecologia si biologia acestei specii fiind

necesare studii extensive.
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2.2 Metodele de studiu

2.2.1 Metode entomologice

Pentru a izola micromicete din corpul insectelor au fost colectate exemplare adulte din
speciile Sitona lineatus, Hypera postica si Protapion apricans. Colectarile au fost realizate in
perioada lunilor aprilie - septembrie 2010 si 2016 in 6 localitati din Nordul, Centrul si Sudul

Republicii Moldova (Glodeni, Lozova, Siret, Ivancea, Copanca, Congaz) (tabelul 2.1).

Tabelul 2.1. Data si locul colectarii materialului biologic

Nr. | Locul colectarii Coordonate Data Planta Specia Nr. de
geografice colectarii gazda exemplare
H. postica 13
N 46° 42' 55" -
1. | Copanca E 29° 37" 37" 03.09.2010 S. Ime_atus 10
P. apricans 9
H. postica 11
N 47°17' 08" -
2. | lvancea E 28° 51' 17" 14.07.2010 S. Ilne_atus 7
P. apricans 8
H. postica 12
. N 47°46' 15" -
3. | Glodeni E 27° 30" 52" 27.04.2010 S. Ime_atus 11
P. apricans 4
H. postica 6
. N 47° 08" 02" 5 -
4. | Siret E 280427 51" 27.04.2010 | lucerna S. Ime_atus 8
P. apricans 5
o no e H. postica 6
5. | Lozova, r. Codrii N 470 07. 58.. 15.04.2010 S. lineatus 3
E 28° 23' 09 :
P. apricans 3
N 47° 24 11" H. postica 200
6 | Vrianesti-Orhei E 27° 36' 07"° 09.06.2016 S. Ime_atus 100
P. apricans 50
N 46° 03" 04" H. postica 100
7 | Congaz E 28° 34' 13" 10.06.2016 S. Imgatus 200
P. apricans 50

Pentru colectarea insectelor au fost utilizate metode clasice entomologice (Bacal, Cocirta,
Munteanu 2014), care includ cosirea cu fileul entomologic, scuturarea insectelor pe bucéti de
panza, colectarea manuala. Insectele vii din aceeasi specie au fost transportate in masa in cutii cu
lucerna proaspata asigurand accesul aerului, evitand expunerea la radiatiile UV si caldura excesiva.
Insectele evident infectate cu micromicete patogene prezentdnd simptome si semne caracteristice
ale bolii (modificari de culoare, melanizarea cuticulei, cresterea agentului patogen la exteriorul
insectei, semnele agentului in interiorul gazdei, vizibile prin cuticuld, comportament ciudat,
inclusiv lipsa hranirii sau pozitia neobisnuita pe planta gazda, mumifierea, fragilitatea sau intarirea

tegumentului, diferente notabile Tn marime si alte semne si simptome) au fost transportate in
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laborator separat in eprubete de sticld sterile cu dop de bumbac si plasate individual 1n cutii de
plastic. Confirmarea corectitudinii identificarii speciilor a fost realizatd prin consultarea
materialului Muzeului de Entomologie al Institutului de Zoologie al ASM. Identificarea
apartenentei specifice a coleopterelor curculionoide a fost efectuata cu utilizarea lupei binoculare

BEL Photonics.

2.2.2 Metode microbiologice

2.2.2.1 Izolarea si evidentierea in cultura purd a tulpinilor fungice

Izolarea fungilor din exemplare firi semne de infectie fungica. Pentru a izola
micromicetele din insectele vii suprafata insectelor adulte a fost sterilizata in alcool de 70%, dupa
care insectele au fost spalate in apa distilata sterila. Eficacitatea procedurii de sterilizare a fost
confirmata prin agitarea insectei tratate in mediul nutritiv Nutrient Agar (NA) steril lichid (1L H20
dublu-distilata; 5g Tryptone, 3g extract de drojdii, Sg NaCl, pH 7,4) fiind verificatd prezenta
dezvoltarii microorganismelor dupa 1-3 zile. Pentru cultivare au fost utilizate 4 tipuri de medii
nutritive (tabelul 2.2).

Tabelul 2.2. Denumirea si compozitia mediilor nutritive utilizate
pentru izolarea micromicetelor

Nr. | Denumirea Produ- | Compozitie chimica Conditii de
d/o citor preparare
1. | PDA (Potato Merck | 1L H,O dublu-distilata; 4g infuzie din cartofi; | autoclavare 15
Dextrose 20g D-glucoza; 15g Agar microbiologic; pH | min, 121°C, 1,1
Agar) 5,6+0,2. bar
2. | PDA selectiv Merck | 1L H;O dublu-distilata; 4g infuzie din cartofi; | autoclavare 15
20g D-glucoza; 15g Agar microbiologic; pH | min, 121°C, 1,1
5,6£0,2; suplimentat cu 2ml/L. Ampicilind cu | bar
concentratia de 25 mg/ml
3. | SAPF Merck | 1L H.O dublu-distilata; 10g peptona din soia; | fierbere péna la
(Selectiv Agar 10g D-glucoza; 0,4g Cicloheximida; 0,05g | dizolvarea
for Cloramfenicol; 12,59 Agar microbiologic; pH | completa
Pathogenic 6,9+0,2
Fungi)
4. | SAPF inalt Merck | 1L H,O dublu-distilata; 10g peptona din soia; | fierbere péna la
selectiv 10g D-glucoza; 0,4g Cicloheximida; 0,05g | dizolvarea
Cloramfenicol; 12,59 Agar microbiologic; pH | completa
6,9+0,2; suplimentat cu 5ml/L dodine, 65 mg/L

dublu-distilata sterila si triturate intens cu ajutorul betisoarelor sterile. Cate 100 pl de suspensie au

Corpurile insectelor au fost plasate n tuburi Ependorff de 1,5 ml continand 800 pl de apa

fost aplicate pe suprafata cutiilor Petri.

66




Au fost insamantate 40 de cutii Petri, cate 8 de pe fiecare exemplar selectat. Cutiile Petri
au fost incubate timp de 2-3 zile la temperaturile 20 si 25°C (cate 10 cutii respectiv). Ulterior
coloniile fungice au fost selectate si reinoculate pe cutii Petri cu mediile PDA si SAPF, respectiv
pana la obtinerea culturilor pure.

Pentru obtinerea unei culturi pure ce contine un singur genotip au fost izolate conidii
individuale. Cate 15 pl de suspensie de conidii cu concentratia de 10* conidii/ml au fost dispersate
la suprafata mediului nutritiv solid PDA. Culturile au fost examinate in cdmp luminos la obiectivul
10X al microscopului, in scurt timp dupa ce suspensia a fost absorbitd de mediu. Dupa ce a fost
identificata o conidie izolata, zona respectiva cu diametrul de 4-5 mm a fost excizata aseptic si
transferata Intr-o cutie Petri noud cu mediul PDA steril.

Izolarea fungilor din exemplare de insecte cu semne de infectie fungica. Micromicetele
au fost recoltate direct de pe suprafata cadavrelor de insecte cu semne vizibile de micoza. Sporii
distali au fost transferati in cutii Petri ce contineau mediu nutritiv steril (tabelul 2.2) utilizand o
cantitate mica de mediu nutritiv plasat pe varful unui ac steril.

Daca sporularea externa nu a aparut, cadavrele au fost plasate in cutii Petri pe hértie de
filtru sterild umectata cu apa dublu distilata sterila pentru ca micromiceta sa produca hife sau
conidii externe. Pentru insectele care au murit de micoze, cresterea vegetativa si/sau sporularea pe
suprafata tegumentului, la temperatura de 20-25 °C, are loc, de obicei, in decurs de cateva zile
(Lacey, Solter 2012). Dupa 2-3 zile a fost observata cresterea pronuntata a fungilor la suprafata

cadavrelor, acestea au fost transferate pe cutii Petri cu mediu nutritiv selectiv steril.

2.2.2.2 Cultivarea si pdstrarea tulpinilor fungice

Tulpinile de micromicete entomopatogene izolate in culturda pura au fost cultivate la
suprafatd pe mediul PDA pentru intretinerea de rutind si producerea de conidiospori. Pentru a evita
deshidratarea cutiile Petri au fost sigilate cu parafilm.

Reinocularea in serie pe medii artificiale a fost evitata, deoarece acest lucru duce la
modificari genetice care pot afecta fenotipul (atenuarea virulentei). Sporularea se produce in
decurs de 7-10 zile. Conidiile au fost recoltate direct de pe suprafata mediului cu ajutorul ansei
microbiologice sterile. Conidiile si miceliul pot fi depozitate la 4-5 °C, timp de pana la cateva
saptamani sau chiar luni. 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.
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2.2.2.3 ldentificarea fungilor in baza caracterelor morfologice

Tulpinile fungice izolate au fost identificate morfologic in baza examinarii microscopice a
conidiilor si celulelor conidiogene. Din mediul nutritiv au fost excizate blocuri mici (cu suprafata
de cca 1cm?) si au fost plasate pe o lami de sticli sterild. Blocul de mediu solid a fost inoculat cu
tesut fungic, si acoperit cu o lamela sterild. Capacul cutiei Petri a fost inlocuit cu unul steril, iar
cultura a fost incubata la temperatura de 25°C.

Dupa 3 zile devine vizibila cresterea vegetativa a micromicetei la suprafata lamelei. Dupa
4-5 zile lamelele au fost scoase din blocul de agar, culturile au fost tratate cu lacto-fucsina si
examinate la microscopul optic in cAmp luminos (metoda Brightfield). Pentru identificare au fost
folosite chei dihotomice de identificare (Humber 2012).

2.2.2.4 Estimarea susceptibilitatii insectelor tintid la infectia cu tulpinile fungice

potential patogene

Identificarea prezentei unui agent patogen suspectat intr-0 insecta bolnava nu incrimineaza
intotdeauna organismul ca agent cauzal al bolii. Verificarea satisfacerii postulatelor lui Koch este
cel mai bun mod de oferi un diagnostic final corect. Pentru a confirma ca microorganismul izolat
este agentul cauzal al bolii trebuie parcursi urmatorii pasi (Kaya, Vega 2012, Lacey, Solter 2012):

1. Agentul patogen trebuie sa fie izolat din toate insectele bolnave examinate, iar semnele
si/sau simptomele bolii Inregistrate.

2. Agentul patogen trebuie sa fie cultivat in culturd aseptica pe un mediu nutritiv (pentru
agenti facultativ patogeni), sau intr-o insecta susceptibild (pentru agenti obligat patogeni), si
trebuie sa fie identificat si/sau caracterizat.

3. Agentul patogen trebuie sa fie inoculat pe/in insecte sianatoase din aceeasi specie sau o
specie Inrudita cu originalul, fiind prezente aceleasi semne si simptome ale bolii.

4. Agentul patogen trebuie sa fie izolat in culturd asepticd sau Intr-o insecta susceptibila,
din nou, iar caracteristicile sale trebuie sa fie exact ca si cele observate la pasul 2.

Pregatirea inoculului. Pentru a pregati inoculul, conidiile au fost recoltate de pe suprafata
mediului si transferate cu ajutorul ansei microbiologice sterile Intr-un tub de 1,5 ml ce continea
0,5 ml de apa distilata sterild. Masa de conidii a fost agitatd usor manual (prevenind eliberarea
conidiilor 1n aer). Pentru a suspenda uniform conidiile hidrofobe in apa, au fost folosite metode de
suspensie mecanicd fard a provoca deteriorarea celulelor. Ulterior micropistilul a fost atasat la
motor si suspensia a fost agitata viguros cu deplasarea pistilul pe verticald si orizontala timp de
cca 30 s. La suspensia obtinutad au fost adaugat suplimentar 0,5 ml apa distilata sterila. Conidiile

recent recoltate dintr-un mediu agarizat pot fi rehidratate prin plasare directa in apa cu luarea unor
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misuri de precautie. Imbibarea rapida a apei de conidiile deshidratate poate deteriora membranele
celulare. Acest lucru poate fi evitat prin utilizarea apei calde (33 °C) sau prin rehidratarea
prealabild in conditii de umiditate ridicata (Inglis, Enkerli, Goettel 2012).

Cuantificarea conidiilor in inocul. Cuantificarea numarului de propagule per unitate de
volum a fost realizatd cu utilizarea hemocitometrului (camera Goreaev). Suspensia apoasa ce
contine propagule a fost centrifugatd si aproximativ 10 pl au fost transferate in camera
hemocitometrului. Pentru a asigura sedimentarea conidiilor hemocitometrului a fost plasat in
pozitie orizontala timp de aproximativ 5 min. evitdnd evaporarea excesiva a apei. Conidiile fungice
au fost numarate in 5 patrate mari divizate in 16 mici (total 80 patrate mici) situate pe diagonala.
Volumul unui pitrat mic este de 0,00025 mm?® (pl) = 1/4000 mm?3 (pl). Pentru a evita numirarea
dubla a conidiilor unei celule i-au fost atribuite doar conidiile care intersecteaza sau ating laturile

de sus si din stanga. Numarul de propagule a fost calculat conform formulei (2.1):

_ Nxdx4x10°
80

C (2.1)

unde: C — concentratia propagule/ ml,
N — numarul de propagule in 80 patrate mici ale camerei Goreaev,

d — dilutia suspensiei.

A fost calculat numarul mediu de propagule per patrat si deviatia standard. Cuantificarea a
fost validata daca valoarea deviatiei standard a fost de maxim 10-15% din valoarea medie.
Suspensia initiala a fost diluata pentru a obtine concentratia doritd cu ajutorul formulei
(2.2):
C1-V1= C2- V2 (2.2)

unde: C; - este concentratia initiala,
V1- este volumul necesar pentru diluarea suspensiei initiale,
Cz este concentratia dorita,

V2 - este volumul final dorit.

Evaluarea viabilititii conidiilor. Deoarece metoda hemocitometrului nu face distinctie
intre conidiile viabile si non-viabile, pentru a ajusta dozele utilizate in teste a fost determinata
viabilitatea conidiilor. De asemenea a fost evaluata viabilitatea conidiilor dupa pastrarea timp de
~90 de zile a tulpinilor la diferite temperaturi, valori ale pH, salinitate, s.a. Rezultatele au fost

obtinute in termen de 24 de ore.
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Astfel, 100 ul suspensie de conidii ce continea 10° conidii a fost distribuitd uniform pe
suprafata cutiei Petri cu diametrul de 90 m ce continea mediu PDA steril. Conidiile au fost incubate
la intuneric, la temperatura de 25 °C timp de 24 h. Conidiile au fost considerate viabile, daca
lungimea tubului germinativ a fost de doua ori mai mare decat diametrul acestora. Pentru B.
bassiana, umflarea vizibila a conidiilor germinate a fost utilizata ca semn al viabilitatii. Au fost

enumerate 200 conidii. Viabilitatea conidiilor a fost determinata conform formulei (2.3):
=2 x100% (2.3)

unde: R —viabilitatea/rata de germinare,
N — numarul de conidii ce au germinat,

T— numarul total de conidii enumerate.

Metoda a fost reluata 1n 3 repetitii pentru fiecare tulpina fungica. Pentru a calcula numarul
de spori viabili per unitate de volum, cantitatea de conidii/ml determinata cu ajutorul

hemocitometrului a fost multiplicatd cu valoarea ratei de germinare.

......

.....

entomopatogen si selectdrii celei mai active tulpini au fost pregatite suspensii cu concentratia de
10° spori/ml din fiecare tulpina fungica identificata ca apartinind genului Beauveria si Isaria. n
experiente au fost utilizate exemplare adulte din speciile Sitona lineatus, Hypera postica si
Protapion apricans. Insectele au fost inoculate indirect la suprafata tegumentului. In calitate de
martor a fost utilizata solutia de apa distilata sterila. 1 ml de inocul a fost aplicat pe héartie de filtru
sterild plasatd in cutii Petri sterile. Ulterior in fiecare cutie Petri au fost plasate cate 10 exemplare
din fiecare specie de insecta. Insectele au fost 1dsate sa se deplaseze pe suprafata hartiei de filtru
timp de 1 h pentru a intra in contact cu sporii fungici (Watson et al. 1995).

Dupa inoculare, insectele au fost incubate cate 10 in custi cu lucerna proaspata, la
temperatura camerei de 25+1 °C si durata zilei de 14h. Verificarea mortalitatii a fost efectuatd
fiecare 24 de ore. Cadavrele insectelor au fost indepartate inainte ca micromiceta sa sporuleze
pentru a preveni transmiterea orizontald. Ulterior custile au fost spalate, sterilizate iar lucerna a
fost schimbata. Pentru a confirma cd moartea insectelor a fost cauzata de infectia fungicd cadavrele
au fost plasate in eprubete sterile cu dop de bumbac in conditii de umiditate sporitd urmarind
dezvoltarea miceliului. Pentru a urmari respectarea postulatelor lui Koch fungii au fost inoculati

pe mediu nutritiv PDA steril si confirmata identitatea prin analiza microscopica.

70



Mortalitatea insectelor a fost calculatd folosind formula lui Abbott (1925). Mortalitatea

insectelor cauzata de tulpina fungica (exprimata in procente) este (2.4):

C-T
C

P=""=x100% (2.4)

unde: P — este procentul estimat al insectelor ucise doar de patogen,
C — este numarul de insectele vii in tratamentul de control,

T — este numarul insectelor care au supravietuit dupa tratament.

......

doza-timp-mortalitate pentru tulpinile fungice care au demonstrat activitate insecticida sporita a
fost pregititd o serie din cinci dilutii ale culturii tulpinii in apa distilata sterild cu pasul 10. In
calitate de martor a fost utilizata apa distilata sterila. Insectele au fost inoculate conform metodei
descrise mai sus. Pentru fiecare concentratie au fost folosite cate 10 exemplare adulte din speciile
Sitona lineatus si Hypera postica. Experientele au fost realizate in 3 repetitii.

Activitatea biologicd a tulpinilor exprimatd in LCsg a fost calculatd dupa formula lui
Spearman-Karber in valorile concentratiei de spori in dilutii ale culturilor fungice (Rath 2011)
(2.5):

log19 LCso=10819 Crp- 8(X L-0,5) (2.5)

unde : Cp — concentratia maximala, § — logaritm zecimal din raportul dintre concentratia

precedentd si concentratia urmatoare testata, (2.6)

_ (Po~ P

(I'Pk)

unde: po — raportul de insecte moarte n lotul experimental,

(2.6)

P — raportul de insecte moarte in lotul martor.

2.2.2.5 Caracterizarea particularitatilor de crestere si dezvoltare a tulpinilor fungice cu

activitate insecticida sporitd in diferite conditii ale mediului ambiant

Pentru a caracteriza tulpinile fungice care au demonstrat potential insecticid maximal in
conditii de laborator si a prezice eficienta contra speciilor de insecte testate In conditii de camp au
fost intreprinse un sir de studii suplimentare.

Studierea efectului temperaturii asupra cresterii si dezvoltarii tulpinii fungice.
Temperatura este un factor important ce determina rata de germinare, crestere si sporulare a

tulpinilor fungice.
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a) Determinarea influentei temperaturii asupra cresterii vegetative.

A fost pregititd suspensie de conidii in apa distilatd sterild, cu concentratia de 10°
conidii/ml. Cate 100 pl suspensie au fost distribuite uniform la suprafata mediului nutritiv PDA
steril cu ajutorul spatulelor Drigalski sterile si cultivate timp de 3 zile la temperatura de 25°C. Din
aceste culturi fungice 1n faza activa de crestere au fost excizate discuri de miceliu cu diametrul de
5 mm fara semne de sporulare. Cate un disc a fost transferat in conditii aseptice in centrul unei noi
cutii Petri cu mediu PDA steril. Cutiile Petri insamantate au fost plasate la temperaturile de 15, 20,
25, 30 si 35°C. Pentru fiecare temperatura si fiecare tulpind fungica investigatd au fost folosite
cate 4 cutii Petri. Cutiile fungice au fost sigilate cu parafilm si plasate in termostat pentru o
perioada de 2 saptdmani. Cresterea radiald a micromicetei a fost inregistrata zilnic cu ajutorul riglei
prin efectuarea a doud masurari reciproc perpendiculare. Cresterea radiald a majoritatii fungilor
entomopatogeni din ziua a 3-a pana in a 12-a urmeaza un model linear. Luand in considerare acest
lucru viteza de crestere (in mm/zi) a fost utilizatd ca parametru de baza pentru caracterizarea
influentei temperaturii asupra cresterii vegetative a tulpinilor investigate (Fargues et al. 1997).

b) Determinarea influentei temperaturii asupra sporularii si viabilitatii conidiilor.

O portiune de miceliu cu diametrul de 5 mm a fost excizata din culturile fungice mentinute
timp de 30 de zile la temperaturile 15, 20, 25, 30 si 35 °C. Pentru fiecare temperatura au fost luate
cate 4 discuri cu diametrul de 5 mm si plasate in tuburi Eppendorf de 1,5 ml ce contineau 1000 pl
de apa distilatd sterild. Continutul eprubetelor a fost vortexat la viteza 1000 rot/min. Din fiecare
eprubetd au fost luate cate 100 pl suspensie si transferate in eprubete noi ce contineau 300 pl de
apad distilata sterilad (diluand suspensia de 4 or1). Continutul a fost amestecat prin vortexare la viteza
1000 rot/min. Cantitatea de conidii a fost cuantificata folosind hemocitometrul conform metodei
descrise mai sus. Numarul de conidii a fost raportat la suprafata discurilor. Viabilitatea conidiilor
a fost evaluata conform metodei descrise mai sus.

Studierea efectului luminii solare asupra cresterii si dezvoltarii tulpinilor fungice.
Lumina solard este unul din factorii de baza care afecteaza rata de supravietuire a conidiilor in
camp, razele UV-B (295-320 nm) fiind cele mai distructive. Totodata iradierea cu raze UV
activeaza procesul de reparare prin fotoreactivare. Pentru a estima efectul luminii solare asupra
conidiilor au fost pregitite suspensii ce contineau 10° conidii in apa distilatd sterild, si expuse
radiatiilor UV cu lungimea de unda 312 nm cu maxima la 300-310 nm timp de 10, 20, 30 si 40
(Mustafa, Gurvinder 2008 cu unele modificari) In calitate de martor au servit propagulele
neiradiate plasate in conditii similare. Dupd expunere la UV cate 100 pl suspensii conidiale au fost
inoculate la suprafata cutiilor Petri cu mediu PDA steril si plasate pentru crestere la temperatura

de 25°C. Dupa 24h de la inoculare a fost determinata rata de germinare conform metodei descrise
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mai sus. Viabilitatea conidiilor iradiate a fost comparatd cu viabilitatea conidiilor neiradiate

folosind formula (2.7):

R=§ x100% (2.7)

unde: R — viabilitatea conidiilor iradiate,
N — numarul de conidii iradiate ce au germinat,

T— numarul de conidii germinate in proba martor.

Din aceste culturi fungice 1n faza activa de crestere au fost excizate discuri de miceliu cu
diametrul de 5 mm fara semne de sporulare. Cate un disc a fost transferat in conditii aseptice in
centrul unei noi cutii Petri cu mediu PDA steril. Cutiile Petri insaméantate au fost plasate la
temperatura de 25 °C. Pentru fiecare duratd de expunere la UV si fiecare tulpina fungica investigata
au fost folosite cate 4 cutii Petri. Cutiile fungice au fost sigilate cu parafilm si plasate In termostat.
Datele privind cresterea radiala au fost inregistrate zilnic timp de 2 saptdmani.

Studierea influentei pH-ului mediului nutritiv asupra cresterii vegetative, sporulérii
si viabilitatii conidiilor. Au fost pregétite 5 variante de mediu nutritiv PDA cu diferit pH dupa
cum urmeaza 5.0, 6.0, 7.0, 8.0 si 9.0 utilizand NaOH (cristalin) si 1M HCI. Mediul nutritiv PDA
cu pH 5.6 a fost folosit in calitate de martor. Discuri de miceliu excizate din culturi proaspete in
faza activa de crestere au fost transferate pe cutiile Petri respective si incubate la temperatura de
25°C. Pentru fiecare variantd de mediu nutritiv au fost folosite cate 4 cutii Petri. Viteza de crestere
radiala, sporularea si viabilitatea conidiilor au fost determinate conform metodelor descrise mai
Sus.

Studierea influentei salinitatii mediului nutritiv asupra cresterii vegetative, sporulirii
si viabilitatii conidiilor. Au fost pregatite 6 variante de mediu nutritiv PDA cu diferite concentratii
de sare dupa cum urmeaza 1, 2, 3, 5, 7 s1 9% de NaCl. Mediul nutritiv PDA fara addugare de NaCl
a fost folosit in calitate de martor (Mert, Dizbay 1977). Discuri de miceliu excizate din culturi
proaspete 1n faza activd de crestere au fost transferate pe cutiile Petri respective si incubate la
temperatura de 25 °C. Pentru fiecare concentratie de sare au fost folosite cate 4 cutii Petri. Viteza
de crestere radiala, sporularea si viabilitatea conidiilor au fost determinate conform metodelor
descrise mai sus.

Studierea influentei presiunii osmotice asupra viabilitatii tulpinii, cresterii si
dezvoltirii. Au fost pregitire suspensii ce contineau 10° conidii/ml in cate 1 ml solutie de NaCl
cu urmatoarele concentratii: 0,006 M, 0,06 M si 0,6 M in 4 repetitii. Conidiile au fost mentinute
in solutiile respective timp de 24h la temperatura 25 °C. Suspensiile de conidii mentinute in apa

distilata sterila au fost folosite in calitate de martor (Piatkowski, Krzyzewska 2007 cu unele
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modificari). Dupa 24h a fost evaluata rata de germinare a conidiilor. Ulterior cate 100 ul suspensie
au fost distribuite uniform la suprafata mediului nutritiv PDA cu ajutorul spatulelor Drigalski
sterile. Pentru fiecare concentratic de NaCl testata au fost utilizate cate 4 cutii Petri. Dupa 72h de
la inoculare, din mediul nutritiv au fost excizate discuri de miceliu cu d=5mm si transferate pe
mediu nutritiv PDA steril. Viteza de crestere radiald, sporularea si rata de germinare au fost

nregistrate conform metodelor descrise mai sus.

2.2.3 Metode molecular-genetice

Metodele molecular-genetice de cercetare ofera perspective valoroase in cunoasterca
biologiei micromicetelor entomopatogene. Revizuirea informatiei taxonomice bazata pe relatiile
filogenetice a transformat fundamental taxonomia fungilor si a avut efecte profunde asupra multor
grupuri taxonomice de micromicete entomopatogene.

Utilizarea metodelor molecular-genetice a devenit un lucru obisnuit in microbiologie,
inclusiv pentru identificarea fungilor entomopatogeni. Metodele biologiei moleculare reprezinta
instrumente puternice care faciliteaza detectarea, identificarea/caracterizarea si/sau cuantificarea
ciupercilor microscopice. Pentru identificarea si caracterizarea tulpinilor fungice izolate au fost

folosite metode molecular-genetice dependente de cultivare.

2.2.3.1 Protocolul de extragere a acizilor nucleici din materialul experimental

Pentru procedura de extragere a ADN au fost utilizate tulpini fungice izolate din corpul
insectelor S. lineatus, H. postica si P. apricans. Extragerea acizilor nucleici din tulpinile fungice
izolate a fost efectuata cu ajutorul kit-ului de extragere a ADN-ului genomic, DNeasy Plant Mini
Kit (QIAGEN). Pentru aceasta, 100 mg de cultura fungica au fost omogenizate in mojar cu
adaugare de azot lichid pana la obtinerea unei pulberi fine. Omogenizatul a fost transferat intr-un
tub Eppendorf de 2 ml pentru evaporarea azotului evitdnd dezghetarea materialului biologic. La
omogenizat au fost adaugate 400 ul AP1 Buffer si 4 ul ARN-aza A (100 mg/ml) si vortexate
minutios. Amestecul obtinut a fost incubat la 65 °C timp de 10 min. inversand de 2-3 ori tuburile.
Aceasta etapd asigura lizarea celulelor. La amestecul de lizare s-au addugat 130 pl AP2 Buffer cu
incubare pe gheata timp de 5 min. Aceastd procedura asigura precipitarea detergentilor, a
proteinelor si polizaharidelor. Lizatul a fost centrifugat timp de 5 min. la 14 mii rot/min.
Supernatantul a fost transferat Tntr-o coloana QIAshredder Mini plasata intr-un tub de colectare de
2 ml si centrifugat timp de 2 min la 14 mii rot/min pentru inlaturarea debrisului celular. Faza filtrata
a fost transferata atent intr-un tub nou. La aceasta etapa, se obtin 450 pl de solutie ce contine ADN.

Au fost adaugate 675 pl de Buffer AP3/E amestecand prin pipetare. 650 ul de amestec au fost
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transferate ntr-o coloana DNeasy Mini plasata intr-un tub de colectare si centrifugate la > 8000
rot/min. Filtratul a fost Inlaturat atent si procedura a fost reluata utilizand amestecul ramas. Ulterior
coloana DNeasy Mini a fost plasata intr-un tub de colectare nou, adaugand 500 pl Buffer AW, si
centrifugand timp de 1 min la 8 mii rot/min. Filtratul a fost inlaturat atent, au fost adaugate din
nou 500 pl Buffer AW si amestecul a fost centrifugat timp de 2 min la 14 mii rot/min.

ADN-ul purificat a fost eluat din coloana Dneasy utilizand solutia AE Buffer sau apa sterila
deionizatd. Rezultate optimale au fost inregistrate in cazul unei eluari repetate. Coloana DNeasy
Mini a fost transferata intr-un tub de microcentrifugare si adaugate 100 pul AE Buffer (10 mM
Tris-Cl; 0,5 mM EDTA; pH 9,0.) direct pe membrana Dneasy. Incubam timp de 5 min. la
temperatura camerei (15-25 °C) si centrifugam timp de 1 min. la 8000 rot/min. Volumul eluat a
fost de 100 pl solutie ce contine ADN.

Cantitatea de ADN a fost estimata vizual prin electroforeza in gel de agaroza de 1,5 % (1,5
g agaroza, 100 ml solutie tampon Tris-Acetat-EDTA TAE 1x, 3 ul bromura de etidiu) timp de 30
min, la 150V, 100 A, 1x. Pentru prepararea a 1 L de solutie tampon TAE 50x au fost necesare 242
g baza Tris 57, 10 ml acid acetic glacial, 100 ml 0,5M EDTA pH 8,0 si H20 distilata pand la 1 L.
Tn calitate de colorant a fost folosit Loading Dye. Gelul a fost vizualizat sub UV la 264 nm, Tn

camera de vizualizare.

2.2.3.2 Amplificarea fragmentelor ADN polimorfice (PCR)

Amplificarea fragmentelor de ADN s-a bazat pe procedeul PCR (Polymerase Chain
Reaction) sau reactia de polimerizare in lant. Amplificarea ADN s-a realizat in termocicler
automat, iar testarea calitatii ADN s-a realizat prin metoda electroforezei in gel de agaroza.

Genele nucleare ce codifica ARNr-ul fungilor sunt constituite din regiuni Thalt conservative
si regiuni variabile. Ele includ genele pentru ARNr care formeaza subunitatile mica (18S ARNr)
si mare (5,8S si 28S ARNTY) a ribozomilor (White et al. 1990). Portiunile de gena ITS (Internal
Transcribed Spacer) sunt alcatuite din 2 regiuni necodificatoare variabile localizate intre regiunile

codificatoare 18S si 5,8S (ITS 1) si intre regiunile 5,8S si 28S (ITS 2) (figura 2.8).

ITS5 ITS4
- -+
18S rDNA ITS1 | 5.8S ITS2 28S rDNA
rDNA
-»> < i
NS5 NS6

Fig. 2.8. Schema amplasirii genelor ce codifica ARNr fungic
si situs-urile de aliniere a primerilor
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Amplificarea fragmentelor de ADN a fost realizata cu utilizarea a doua perechi de primeri
(figura 2.8, tabelul 2.3).

Tabelul 2.3. Primerii utilizati pentru identificarea tulpinilor fungice

Nr. | Denumire | Succesiunea nucleotidica Portiunea de ADN | Lungimea Autor
d/o | primer amplificata fragmentului
de ADN
amplificat
1. |ITS4 5" TCC TCC GCT TAT TGA | spacer-ul 570-590 pb White et
TAT GC 3’ transcriptibil si al. 1990
ITS5 5" CAA GGC ATC CAC CGT 3’ | portiunea de gena
care codifica ARNr
5,8S
2. | NS5 5'AAC TTA AAG GAA TTG | gena ce codificd | 310 pb White et
ACG GAA G 3 ARNr 18S al. 1990
NS6 5" GCA TCA CAG ACC TGT
TAT TGC CTC 3’

in urmatoarele regimuri termice:

Amestecul de reactie pentru fiecare proba (10 pl) a fost compus din:

o dd H20 8,1 ul;
o PCR Buffer 10 x 1,0 pl;
o dNTP5mM 0,2 ul;
o Primer1 0,05 pl;
o Primer 2 0,05 pl;
o RedHot polymerase 0,1 ul;

ADN testat

0,5 pl (=0,1pug/ml).

Amplificarea ADN s-a realizat in amplificatorul automat T1 Plus Thermocycler Biometra

No ab wbde

94°C
94°C
94°C
55°C
72°C
72°C
4°C

pauza

2:00 min

0:30 min

0:30 min 34 cicluri
2:00 min

5:00 min 1 ciclu

pauza

Vizualizarea produsului amplificérii a fost efectuatd prin electroforeza in gel de agaroza

(1,5 %) continand bromura de etidiu, in lumina ultravioleta. De asemenea s-a folosit un marker

(Smart Ladder) care a confirmat marimea corecta a benzii amplificate, si colorantul Loading Dye

6x 3 pl la 3 pl de produs PCR.
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2.2.3.3 Protocolul de purificare a produsului PCR

Purificarea produsului PCR a fost efectuata cu ajutorul setului de reagenti Mini Elute PCR
Purification Kit (QIAGEN). La 1 volum de produs PCR se adauga 5 volume de solutie PB Buffer
si se amestecd. Nu este necesar de a inldtura uleiul mineral sau petrolul lampant. Daca solutia
tampon PB contine indicator al pH -ului, se verifici ca culoarea amestecului sa fie galbena. In caz
contrat adaugam 10 pl de acetat de sodiu, 3M, pH 5,0. Pentru a lega ADN amestecul obtinut a fost
transferat intr-o coloana MinElute plasata intr-un tub de colectare de 2 ml si centrifugat timp de 1
min. Filtratul a fost inlaturat. Coloana MinElute a fost plasatd in acelasi tub de colectare, au fost
adaugate 750 pl de PE Buffer si tuburile au fost centrifugate timp de 1 min. pentru a spala ADN.
Filtratul a fost varsat si tuburile au fost centrifugate aditional timp de 1 min. la vitezd maximala.
Dupa centrifugare coloana MiniElute a fost plasata intr-un tub nou de microcentrifugare de 1,5 ml.

Pentru a elua ADN pe centrul membranei au fost adaugate 10 pl de solutie EB Buffer (10
mM Tris-Cl, pH 8,5) sau apa deionizata, sterila, tubul a fost lasat in repaus timp de 1 min. apoi
centrifugat timp de 1 min. Important este ca solutia de eluare sa fie picurata direct in centrul
membranei. Eluarea maxima se obtine la pH 7-8,5. ADN-ul poate fi eluat de asemenea in solutie-
tampon TE (10 mM Tris-Cl, 1 mM EDTA, pH 8,0) insa EDTA poate sa inhibe reactiile enzimatice
ulterioare.

Produsul PCR a fost analizat prin electroforeza in gel de agaroza (1,5 %) continand
bromura de etidiu, in lumina ultravioleta. De asemenea s-a folosit un marker (Smart Ladder) care
a confirmat marimea corectd a benzii amplificate, si colorantul Loading Dye 6X, 3 ul la 3 pl de

produs PCR.

2.2.3.4 Secventierea produselor PCR

Secventierea produselor PCR a fost efectuatd 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).

Esenta metodei dideoxi-terminale constd in introducerea in amestecul de reactie a unor
dideoxi-nucleotide, incapabile de a forma legaturi fosfo-diesterice cu alte nucleotide. La inserarea
acestor nucleotide in lantul nou sintetizat de ADN, elongarea este stopati. In rezultat se obtin
fragmente de ADN care difera in lungime cu cate un nucleotid. La electroforeza cel mai scurt
fragment care contine un dideoxi-nucleotid va migra primul. In continuare aparatele de detectie

inregistreaza nucleotidul marcat ca primul din succesiunea fragmentului ADN.
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Metoda Dye-terminator consta in utilizarea dideoxi-nucleotidelor marcate fluorescent, care
emit lumina de lungimi de unda diferite. Acest lucru permite secventierea fragmentului de ADN
ntr-o singura reactie, comparativ cu patru reactii necesare in cazul utilizarii nucleotidelor marcate
radioactiv. Secventierea regiunilor ITS si a portiunilor din gena ARNr 18S, amplificate si

purificate a fost realizata in SeqLab GmbH, Germania.

2.2.4 Metode statistice si bioinformationale

2.2.4.1 Metode statistice si bioinformationale utilizate pentru analiza succesiunilor

nucleotidice.

Prelucrarea statistica a datelor a fost efectuata cu ajutorul programului de calcul PRIMER
6.0. Editarea si alinierea nucleotidelor sectoarelor de ADN secventiat au fost efectuate cu ajutorul
softurilor BioEdit 4.0 si Mega 7.

Secventierele regiunii ITS si ale fragmentului genei 18S ARNr au fost aliniate cu
secventierile similare disponibile Tn baza de date GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov) utilizand
programul de cautare BLAST (Altschul et al. 1990, 1997).

Reconstruirea arborelui filogenetic a fost efectuatd cu ajutorul metodelor matricelor-
distantate (algoritmele [Neighbour-joining] si [UPGMA]) utilizand programele de calcul
TreePuzzle 5.2, PhyML v3.0 si MEGA 7.0 (Kumar, Stecher, Tamura 2016).

2.2.4.2 Metode statistice utilizate pentru analiza si interpretarea datelor
Pentru prelucrarea statistica a datelor obtinute au fost utilizati urmatorii indici statistici:
Media aritmetica (notata cu m ) reprezinta raportul dintre suma valorilor individuale sau

a datelor numerice si numarul lor (2.8):

2|

(2.8)
unde:

m = media aritmetica,

> x = suma Valorilor/rezultatelor individuale,

N = numarul total al valorilor, rezultatelor pe intregul esantion.

Amplitudinea/ variatia posibild (notatd cu d) reprezintd abaterea fiecarei valori a
caracteristicii de la nivelul mediu al caracteristicii respective. Ea se obtine calculand diferenta

dintre fiecare valoare individuala a variabilei (x) si nivelul mediu (m) al caracteristicii (2.9):

d=x-m (2.9)
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unde:
X = valoarea caracteristicii,

M = media aritmetica.

Abaterea/ deviatia medie (notatd cu Dm) reprezintda media abaterilor de la medie (este
vorba de media aritmeticd) ale fiecarei valori, fara sa se tina cont de sensul si semnul acestor valori,

adica luand in considerare abaterile de la medie in valoare absoluta (2.10):

Xd_ X|x-m|

N N

D= (2.10)

unde:
X = valoarea caracteristicil,
m = media aritmetica,
N = numarul total al valorilor, rezultatelor pe Intregul esantion.

Dispersia/ varianta (notati cu 6 sau s°) se calculeazi cu ajutorul formulei (2.11):

< -m)2
02=—Z(N_T) (2.11)

unde:
X = valoarea caracteristicii,
m = media aritmetica,

N = numarul total al valorilor, rezultatelor pe Intregul esantion.

Abaterea standard/ abaterea medie pétratici/ abaterea tip (notatd cu ¢ Sau S) se

calculeaza cu ajutorul formulei (2.12):
o= Vo? (2.12)
Abaterea standard este cel mai raspandit indicator de dispersie, care caracterizeaza nivelul

de omogenitate/ eterogenitate al unui set de date, in raport cu o variabila. Ea urmareste sa exprime

gradul de Tmprastiere/ dispersie a valorilor in jurul mediei.

Calcularea intervalelor de incredere a fost realizata folosind formula (2.13):

(M =ty 1 T M+ g, e 72 (2.13)
unde:
m = media aritmetica,
o = abaterea standard,
to, n-1 = COeficientul student,

N = numarul total al valorilor, rezultatelor pe intregul esantion.
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Analiza dispersionala unifactoriali (ANOVA)

Analiza unifactoriala de variantd (ANOVA) a fost utilizatd pentru a determina, daca exista
diferente semnificative din punct de vedere statistic ntre mediile a trei sau mai multe grupuri
independente.

Toate calculele si reprezentarile grafice au fost realizate folosind aplicatia MS Office Excel

2010 si MS Office PowerPoint 2010.

2.3 Concluzii la capitolul 2

1. Metodele clasice si modern, utilizate in acest studio, au permis de a izola si identifica noi
tulpini fungice cu potential insecticide, constituind bazele unei colectii de tulpini
autohtone, agenti bioactivi pentru obtinerea biopesticidelor in Republica Moldova.

2. Metodele molecular-genetice au permis identificarea la nivel de specie a tulpinilor fungice
izolate si au redus substantial timpul necesar pentru identificare.

3. 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.

4. Metodele statistice si bioinformationale au contribuit la interpretarea si validarea

rezultatelor obtinute.
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3. MICROFLORA FUNGICA A SPECIILOR DE COLEOPTERE
CURCULIONOIDE INVESTIGATE

Cercetarile prezentate in acest capitol au urmarit caracterizarea microflorei fungice a
coleopterelor curculionoide incluse in studiu. Au fost investigate modalitatile de izolare si
identificare a tulpinilor native de micromicete cu potential entomopatogen si optimizarea
procedurilor de obtinere a agentilor de control biologic. In acest scop au fost utilizate doui metode
de izolare a micromicetelor: 1 - izolarea fungilor din exemplare de insecte fara semne de infectie
fungica si 2 — izolarea directa a fungilor din exemplare de insecte cu semne de infectie fungica. In
total au fost izolate 55 tulpini fungice dintre care 42 tulpini fungice au fost izolate din exemplare
fara semne de micoza, iar 13 tulpini fungice au fost izolate prin recoltare directa din exemplare cu
semne de micoza. Tulpinile de micromicete izolate din exemplare de insecte vii au fost identificate
folosind metodele molecular-genetice iar cele izolate din exemplare cu semne de infectie au fost

identificate morfologic.

3.1 Identificarea tulpinilor fungice cu utilizarea metodelor molecular-genetice

Studiile comparative a secventierilor genelor ARNr oferd posibilitatea de a evidentia
relatiile filogenetice a diferitor grupuri taxonomice (Woese, Olsen 1986, Medlin et al. 1988,
Jorgensen, Cluster 1989). Genele ce codifica ARNr a subunitatilor mici ribozomale (ARNr 18S)
sunt conservative si evolueazd relativ lent fiind utile in studiul organismelor indepartate
filogenetic. Regiunile ITS (Internal Transcribed Spacer — Spatiator Intern Transcris) evolueaza
mult mai rapid si pot varia in cadrul speciilor unui gen sau in cadrul populatiilor (White et al.
1990). Tn ultimii 15 ani regiunea ITS a ADN-ului nuclear a fost utilizata pentru analiza diversittii
fungice in probele din mediu. Recent regiunea ITS a fost selectatd in calitate de marker oficial
pentru barcodarea ADN-ului fungic (Deliberation of 37 mycologists from 12 countries at the
Smithsonian's Conservation and Research Centre, Front Royal, Virginia, May 2007) (Bellemain
et al. 2010). Identificarea exactd a agentilor de control biologic este un pas important pentru
elaborarea programelor de control biologic al ddundtorilor. Ca urmare a studiilor filogenetice
moleculare, au fost realizate modificari considerabile in clasificarea fungilor. Utilizarea metodelor
molecular-genetice a permis de a reuni formele sexuate (teleomorfe) de formele asexuate
(anamorfe) ale aceleasi specii, care mult timp au considerate specii diferite si a permis
reclasificarea speciilor de micromicete entomopatogene in increngdtura Ascomycota. Studiul
filogenetic este de asemenea important deoarece permite de a prezice trasdturile comune ale

speciilor inrudite, inclusiv spectrul de gazde.
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Identificarea tulpinilor de fungi in baza succesiunii nucleotidice partiale ale genei
ARNTr 18S. n rezultatul studiului intreprins au fost identificate folosind metodele molecular-
genetice 42 tulpini fungice, 38 dintre ele apartinand increngaturii Ascomycota (L1/4, L1/6, L1/7,
L1/8, L2/2, L2/5, L2/6, L3/5, L5/4, L5/6, B, C, N, Hp1/4, Hpl1/6, Hp2/2, Hp3/2, Hp3/3, Hp3/4,
Hp3/5, Hp3/9, Hp4/2, Hp4/3, Hp5/4, Hp5/5, Hp5/6, Hp5/7, Hp5/41, Hp5/12, Hp5/13, Hp6/1,
Hp6/3, Pal, Pa2, Pa3, Pa4, Pa7, Pa8), 2 tulpini fiind din increngatura Basidiomycota (L1/5, L2/1)
si doud din Increngatura Mucormycota (L6/4, Hp3/13). Datele privind rezultatul analizei BLAST

a succesiunilor nucleotidice partiale ale genei ARNr 18S (NCBI GenBank) si speciile fungice

asociate tulpinilor izolate sunt prezentate in tabelul 3.1.

Tabelul 3.1. Rezultatele analizei BLAST a secventelor partiale a genei ARNr 18S

Tulpina Specia Numirul | Simila | Referinta

fungica fungica asociata de acces | ritatéa | pibliografici

izolata (%0)

L1/4 Aspergillus flavipes HKF6 HM773224 | 100 | Nepublicata
Aspergillus flavipes JF831014 100 | Nepublicata
Cryptococcus neoformans var. L
neoformans, CBS 132 HQ596559 99 Nepublicata
Cryptococcus neoformans var. L

L1/5 | neoformans AFLP2_CBS918 JN939440 | 99 | Nepublicata
Cryptococcus neoformans var. o
neoformans AFLP2 CBS6995 IN939439 | 99 | Nepublicatd
Cryptococcus gattii gsk HQ659559 99 Nepublicata

L1/6, Cordyceps tuberculata NBRC 106956 | JN941744 100 | Nepublicata

B, Cordyceps militaris NBRC 30377 JN941756 100 | Nepublicata

N Beauveria bassiana STB JF429894 100 | Nepublicata
Egllfgconlothyrlum africanum STE-U EU295654 98 Damm et al. 2008
Paraphaeosphaeria sporulosa AB303549 98 Takano et al. 2006

L1/7, | paraphaeosphaeria sp. B19 GQ253350 | 98 | Zhouetal. 2010

::'3/ 5/2 Didymocrea sadasivanii PF12 FJ941861 | 98 | Dingetal 2011

p3/2, - -

Hp3/4, | Didymocrea sadasivanii CBS 438.65 | DQ3g4oes | 98 | Aruy™ Erikeson Wedin

Hp4/2 i _
i’g?gos‘)hae“a eustoma AFTOL-ID | 678011 | 97 | Schoch et al. 2006
Phaeosphaeria avenaria f. sp. e
avenaria ATCC 58582 EU189207 97 Nepublicata

L1/ Fusarium equiseti Salicorn 8 KJ413063 100 | Nepublicata

H 5/' 6 Fusarium oxysporum MMS5A KF691805 100 | Nepublicata

Hp5 /7’ Fusarium proliferatum EFB3b KF691815 100 | Nepublicata

P Fusarium oxysporum H3 HM210090 100 Gong, Lu, Xu 2011
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Tulpina Specia Numirul | Simila | Referinta

fungici fungici asociati de acces | ritatea | pibliografici

izolata (%)

Rhodotorula graminis SCAU-13 HM371376 99 Nepublicata

Lo/ Rhodotorula graminis NCYC 502 X83827 99 Cai, Roberts, Collins 1996
Rhodotorula glutinis AFTOL-ID 720 DQ832194 99 Matheny et al. 2006
Rhodotorula graminis WP1 EU563924 99 Xin, Glawe, Doty 2009
Alternaria alternata HA4087 KF962959 99 Nepublicata
Alternaria alternata SRC1IrK2f HM216191 99 Santelli et al. 2010

hf)/SZ/S Alternaria alternata NCPF 7147 HQ691422 99 Pashley et al. 2012

Hp6 /3’ Alternaria alternata S-f6 HM165489 99 Tang, Zhao, Li 2011
Alternaria maritima CBS 126.60 GU456294 99 Zhang et al. 2009
Alternaria cheiranthi B2F-25c-3 JX456605 99 Nepublicata
Penicillium commune MAOQ09-AL GQ458026 99 Arteau, Labrie, Roy 2010

L2J5, Penicillium commune IBT 15141 AF548089 99 Wu et al. 2003

C, Penicillium expansum BS30 EF491160 99 Subramanian et al. 2008

Paz, Penicillium italicum UPSC 1577 AF548091 99 Wau et al., 2003

Pa3 _ _ Tamura, Kawahara,
Aspergillus cervinus AB003808 99 Sugiyama 2000
Penicillium solitum 20-01 JN642222 98 Eldarov et al. 2012
ﬁ‘l‘\lrgf’zbas'd'”m pullulans FJ023536 | 98 | Nepublicati

téf‘. Aureol;asijium pu::u:ans IN546123 98 Nepublicata
Aureobasidium pullulans .

Hp5/4 var. pullulans CFI;S 584.75 EU682922 98 Loncaric et al. 2009
Aureobasidium pullulans DSM 62074 | EU707930 99 Loncaric et al. 2009
Paecilomyces lilacinus TS02 FJ941875 98 Ding et al. 2011
Paecilomyces lilacinus SF1 HQ600978 98 Nepublicata

L5/6 Isaria fumosorosea AB023944 98 Nepublicata
Pacciomyces marquandi HQ263110 | 98 | Nepublicaa
izgcl)zlggus stolonifer var. stolonifer CBS AB250176 99 Abe et al. 2006

L6/4 Rh?zopus stoloni_fer ss8 _ JN974022 99 Nepublicata
Egéogrg_gg’_‘“a"s var. americanus AB250169 | 99 | Abe etal. 2006
Rhizopus stolonifer SP-1 HM152768 99 Nepublicata
Yarrowia lipolytica NRRL YB-423 JQ698926 99 Kurtzman, Robnett 2013

Hpl/4, Yarrowia lipolytica MA09-W GQ458023 99 Arteau, Labrie, Roy 2010

Hpl1/6, | Yarrowia lipolytica 7B3 EU434621 99 Nepublicata

Pa7 Yarrowia lipolytica M 18S EF141323 99 Nepublicata
Candida oslonensis CBS 10148 HM627143 99 Nepublicata

Hp3/9, (S:F';"‘Ff"é’fsp?m”; cladosporioides JX982602 | 100 | Nepublicata

Hp4/3, Cladosporium sp. A3-E KF768876 99 Nepublicata
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Tulpina Specia Numirul | Simila | Referinta

fungici fungici asociati de acces | ritatea | pibliografici

izolata (%)

Hp5/41, | Cladosporium sp. 3146-iG3 KF769001 99 Nepublicata

Hp6/1, | Cladosporium sp. HDJZ-ZWM-25 JF835997 99 Nepublicata

Pal Cladosporium sp. OUCMDZ-2046 KJ621682 99 Nepublicata

Hp2/2 Zopfiella karachiensis IFO 32902 AY999106 98 Nepublicata
Chaetomium globosum C2F-4c-1 JX470335 98 Nepublicata

Hp3/3 Dendryphion sp. F9 JQ390144 98 Miller et al. 2012
Dendryphion nanum ATTC 16226 AY382475 99 Inderbitzin et al. 2006

Hp3/5 Acremon?um sp._ 11665 DLW-2010 GQ867783 98 Klinger et al. 2013

Hp5/1,2 Sarocladium strictum CBS 346.70 HQ232211 98 Summerbell et al. 2011
Acremonium implicatum Trg-1 KC460207 98 Nepublicata
Mucor mucedo X89434 99 Nepublicata
Mucor hiemalis 58 FJ590647 95 Molitor et al. 2009

Hp3/13 B_udziszewska,
Mucor luteus WA0000009410 FJ605511 95 Piatkowska, Wrzosek

2010

Mucor parvisporus KC977561 94 Nepublicata
Apiospora montagnei PF17 FJ941864 99 Ding et al. 2011

Hp5/13 | Arthrinium arundinis MUCL 14429 AB220229 99 Nepublicata
Arthrinium sacchari ATCC 76289 AB220188 99 Nepublicata

Pad Debaryomyces hansenii ZH12 JQ838012 99 Nepublicata
Debaryomyces hansenii NRRL Y-7426 | JQ698910 99 Kurtzman, Robnett 2013
Trichothecium roseum JN176579 99 Nepublicata

P8 | Trichothecium roseum TRUGSBO2 | 96 | oorrery Ouls-Seize,

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 (L2/6, L5/4 si
Hp5/4), 5 din ordinul Capnodiales (Hp3/9, Hp4/3, Hp5/41, Hp6/1 si Pal) si 9 din ordinul

Pleosporales (L1/7, L2/2, L3/5, Hp3/2, Hp3/3, Hp3/4, Hp4/2, Hp5/5 si Hp6/3); 12 reprezentanti
din clasa Sordariomycetes, 1 din ordinul Sordariales (Hp2/2), 1 din ordinul Xylariales (Hp5/13) si
10 din ordinul Hypocreales (L1/6, L1/8, B, N, L5/6, Hp3/5, Hp5/6, Hp5/7, Hp5/12 si Pag); 5

reprezentanti din clasa Eurotiomycetes, ordinul Eurotiales, (L1/4, L2/5, C, Pa2 si Pa3), 4

reprezentanti din clasa Saccharomycetes, ordinul Saccharomycetales (Hp1/4, Hp1/6, Pa4 si Pa7),

doi reprezentanti din ordinul Mucorales (L6/4 si Hp/13) si cate 1 reprezentant din ordinele

Sporidiobolales (L2/1) si Tremellales (L1/5) (figura 3.1).
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Fig. 3.1. Arborele filogenetic al tulpinilor fungice, reconstituit in baza secventei partiale a
genei ARNr 18S (orig.)
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Fig. 3.1. (continuare) Arborele filogenetic al tulpinilor fungice, reconstituit in baza
secventei partiale a genei ARNr 18S (orig.)
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Identificarea microflorei fungice Tn baza succesiunii nucleotidice a regiunii ITS.
Tn rezultatul analizei filogenetice In baza succesiunii nucleotidice a regiunii ITS 16 tulpini fungice
izolate din corpul insectei Sitona lineatus au fost identificate ca: Aspergillus flavipes (L1/4),
Papiliotrema laurentii (L1/5), Beauveria bassiana (L1/6, B si N), Torula sp. (L1/7), Fusarium
equiseti (L1/8), Rhodotorula graminis (L2/1), Alternaria alternata (L2/2), Penicillium polonicum
(L2/5), Penicillium brevicompactum (C), Torula caligans (L3/5), Aureobasidium pullulans (L2/6
si L5/4), Isaria fumosorosea (L5/6), Rhizopus stolonifer (L6/4).

Tulpinile fungice (20) izolate din corpul daunatorului Hypera postica au fost identificate
ca Yarrowia deformans (Candida deformans) (Hpl/4 si Hpl/6), [Phialophora] cyclaminis
(Hp2/2), Torula caligans (Hp3/2 si Hp4/2), Torula sp. (Hp3/4), Dendryphion nanum (Hp3/3),
Sarocladium strictum (Hp3/5 si Hp5/12), Cladosporium cladosporioides sensu lato (Hp3/9,
Hp4/3, Hp5/41 si Hp 6/1), Mucor racemosus (Hp3/13), Aureobasidium pullulans (Hp5/4),
Alternaria alternata (Hp5/5 si Hp6/3), Fusarium oxysporum (Hp5/6), Fusarium tricinctum
(Hp5/7) si Apiospora montagnei (Hp5/13).

Cele 6 tulpini fungice izolate din corpul insectei Protapion apricans au fost identificate ca
Cladosporium cladosporioides (Pal), Penicillium polonicum (Pa2 si Pa3), Debaryomyces
hansenii (Pa4), Yarrowia deformans (Candida deformans) (Pa7) si Trichothecium roseum (Pa8).

Datele privind analiza BLAST a succesiunilor nucleotidice si speciile de ciuperci asociate
tulpinilor izolate sunt prezentate in tabelul 3.2. Majoritatea tulpinilor fungice analizate sunt insotite

de referinte bibliografice. Datele referitoare la unele tulpini nu au fost publicate.

Tabelul 3.2. Rezultatele analizei BLAST a succesiunilor nucleotidice pentru portiunea
de gena ITS (Internal Transcribed Spacer)

Tulpina Specia Numarul | Simila | Referinta bibliografica

fungica fungica asociata de acces | ritatea

izolata (%)
Aspergillus flavipes A13 JN246076 97 Daynes et al. 2012
Aspergillus flavipes E14 GU566238 97 Bukovska et al. 2010

L1/4 Aspergillus flavipes BH GU566209 96 Bukovska et al. 2010
Aspergillus flavipes M1 HM595494 95 Yuan et al. 2011
Aspergillus flavipes ATCC 1030 AY373849 94 Haugland et al. 2004
Papiliotrema laurentii bca-415 MN128857 99 Nepublicata
Papiliotrema laurentii R97200 MK?268130 99 Nepublicata

L1/5 Vishniacozyma tephrensis MN128859 97 Nepublicata
Cryptococcus tephrensis JX188134 97 Bourret et al. 2013
Cryptococcus tephrensis DBVPG GQ911538 96 Branda et al. 2010

L1/6 Beauveria bassi_ana 2594 GU373829 99 Nepublicata _

B, ' Cordyceps bassiana BCMU BB01 | AB079609 99 gé)ok;yama, Yamagishi, Hara

N Beauveria bassiana SASRI C2 JX110371 99 Goble et al. 2012
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Tulpina Specia Numarul | Simila | Referinta bibliografica
fungica fungica asociata de acces | ritatea
izolata (%)
Beauveria bassiana 2773 KC753391 99 Landa et al. 2013
Beauveria bassiana KTU-25 FJ177441 99 Sevim et al. 2010
Beauveria bassiana KTU-11 FJ177436 99 Sevim et al. 2010
Beauveria bassiana KVL 04-93 GU354338 99 Meyling, Schmidt, Eilenberg
2012
Torula caligans CZ16 JN104523 98 Ferrari, Zhang, van Dorst
L3/5, 2011
Hp3/2, [ Torula caligans xsd08057 FJ478093 98 | Nepublicatd
Hp4/2 [Torula caligans MMI00054 1Q246356 98 | Nepublicata
Torula herbarum CBS 246.57 KF443411 98 Ahmed et al. 2014
Torula herbarum LT963446 98 Nepublicata
::'1/;/’4 Torula herbarum KT315411 96 | Nepublicatd
pe Torula pluriseptata MHO010646 98 Nepublicata
Torula pluriseptata MNO061338 98 Nepublicata
L1/8 Fusarium equiseti GGF2 HMO008677 99 Nepublicata
Fusarium equiseti isolate r234 HQ649906 99 Macia-Vicente et al. 2012
Penicillium brevicompactum NRRL | DQ123641 99 Vega et al. 2006
c 35184
P.brevicompactum AS3.15323 KC427185 100 | Wang, Wang 2013
P. brevicompactum KUC1628-1 HM469408 100 | Jangetal. 2011
Rhodotorula graminis WP1 EU563927 99 Xin, Glawe, Doty 2009
L2/1 Rhodotorula graminis FR717631 99 Yurkov et al. 2012
Rhodotorula graminis AF387779 99 Gadanho, Sampaio 2002
L2/ Alternar!a alternata AY433814 99 Nepublicata
Hp5 /’5 Alternar!a alternata GL22 GQ169728 99 Nepublicata _
Hp6/3, Alternaria alternata IEIHBT GQ121322 99 Shanmugam, Dhyani,
Ananthapadmanaban 2011
L2/5, Penicillium polonicum C6 GU566221 100 | Bukovska et al. 2010
Pa2, Penicillium polonicum IBT 11388 | AJ005492 100 | Skouboe et al. 1999
Pa3 Penicillium polonicum 4.2 EU888924 99 | Nepublicata
Aureobasidium pullulans wh149 AF455533 99 Buzina et al. 2003
L2/6, Aureobasidium pullulans C202 AMO076661 99 Renker et al. 2006
L5/4, Aureobasidium pullulans F42 JF439463 99 Han et al. 2011
Hp5/4 Aureobasidium pullulans AJB76481 99 Renker et al. 2005
Aureobasidium pullulans EF690466 99 Nepublicata
Isaria fumosorosea CG 684 EU553335 96 Inglis, Tigano 2006
L5/6 Isaria fumosorosea Fl 1217 EU553294 96 Inglis, Tigano 2006
Paecilomyces fumosoroseus DQ069285 96 Kalkar et al. 2006
ARSEF3590
Rhizopus stolonifer FN401528 99 Gherbawy, Hussein 2010
Rhizopus stolonifer AM933543 99 Gherbawy, Hussein 2010
L6/4 Rhizopus stolonifer AY625075 99 Meklin et al. 2004
Rhizopus stolonifer ATCC 14037 AF117935 96 Choi, Westerman, Morrison
1998
Rhizopus stolonifer MF461022 96 Nepublicata
Hpl/4, | Candida deformans AM279256 97 Knutsen 2007
Hpl1/6, | Candida deformans KU052793 96 Nepublicata
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Tulpina Specia Numarul | Simila | Referinta bibliografica

fungica fungica asociata de acces | ritatea

izolata (%)

Pa7 Yarrowia deformans KY105963 95 Vu et al. 2016
Yarrowia deformans NR161005 94 Vu et al. 2016
[Phialophora] cyclaminis AB190390 99 Nepublicata

Hp2/2 [Phialophora] cyclaminis HQ713776 99 Nepublicata
[Phialophora] cyclaminis LC062621 99 Nepublicata
[Phialophora] cyclaminis NR 145368 99 Nepublicata

Hp3/3 Dendryphion nanum AY387657 100 | Inderbitzin et al. 2006
Dendryphion nanum 29 _83F KC989061 99 Nepublicata
Acremonium strictum AM161121 99 Molnar, Wuczkowski,

Prillinger 2008

Sarocladium strictum 8174 JX982442 100 | Garciaetal. 2013

Hp3/5 Sarocladium strictum NRRL 46128 | GU219468 99 Wicklow, Poling,

Hp5/1,2 _ _ Summerbell 2008
Sarocladium strictum MH864442 99 Vu et al. 2019
Sarocladium strictum KJ702043 99 Linnakoski et al. 2018
Sarocladium strictum AY138845 99 Novicki et al. 2003
Sarocladium strictum HM216211 99 Santelli et al. 2010
Cladosporium cladosporioides HM148031 99 Bensch et al. 2010
CPC 12764
C. cladosporioides AQ71 JQ781718 99 Trovao et al. 2013
C. cladosporioides KUC1701 JN033471 99 Lee etal. 2012

Hp3/9, | C. cf. cladosporioides HM148055 99 Bensch et al. 2010

Hp4/3, | 1JZG-2010 CPC 14238

Hp5/41, | C. tenuissimum A84B JQ781836 99 Trovao et al. 2013

Hp6/1 C. perangustum CPC 18229 JF499836 99 Crous, Groenewald 2011

Pal C. cladosporioides 2728 EU272532 99 Nepublicata
Cladosporium JF499836 99 Crous, Groenewald 2011
pseudocladosporioides strain CPC
14382
C.perangustum CPC 13730 HM148140 91 Bensch et al. 2010
Mucor racemosus HM776428 99 Nepublicata

Hp3/13 Mucor racemosus ATCC 42647 JF440624 99 Nepublicata
Mucor racemosus FJ345353 99 Khot, Ko, Fredricks 2009
Mucor racemosus CBS 260 AY?213659 99 Rakeman et al. 2005
Fusarium oxysporum AY 147369 99 Mishra, Fox, Culham 2003

Hp5/6 Fusarium oxysporum REF213 JN859433 99 Knapp, Pintye, Kovacs 2012
Fusarium oxysporum AB685181 99 Inokoshi et al. 2013
Fusarium oxysporum, FuO139 KC196121 99 Lops et al. 2013

Hp5/7 Fusar!um tr!c!nctum DQ132835 99 Vujanovic et al. 2007
Fusarium tricinctum 124 KC989063 99 Nepublicata
Apiospora montagnei ToD.7.1 FJ824610 99 Persson et al. 2009

Hp5/13 Arthrinium arundinis CBS:124788 KF144885 99 Crous, Groenewald 2013
Arthrinium arundinis G41 GU566268 99 Bukovska et al. 2010
Arthrinium arundinis KUC4003 HM008923 99 Kim et al. 2011a
Debaryomyces hansenii var. fabryi | AF210326 99 Petersen, Moller, Jespersen

Pad CBS789 _ 2001 _
Debaryomyces hansenii ATCC GQ458041 99 Arteau, Labrie, Roy 2010
60978

Pas Trichothecium roseum LCP 47.624 | JQ434579 99 Ropars et al. 2012
Trichothecium roseum E04 18S HQ115655 99 Gorfer et al. 2011
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3.2 Identificarea tulpinilor fungice in baza caracterelor morfologice
In rezultatul izolarii tulpinilor fungice din corpul insectelor cu semne vizibile de micozi au
fost evidentiate 12 tulpini fungice morfologic similare cu Beauveria spp. si o tulpind similara cu

Isaria sp. (figura 3.2, 3.3).

Fig. 3.2. Exemplare de insecte cu semne de micoza (orig.)
a—H. postica, b - S. lineatus

Ulterior tulpinile fungice izolate au fost reinoculate in cultura purd, si au fost identificate

folosind chei dihotomice de determinare ca Beauveria spp si Isaria sp.

Fig. 3.3. Tulpini fungice izolate din corpul insectelor din speciile Sitona lineatus
si Hypera postica.
a —tulpina Cg13, b - Hp5Cg (orig.)

Urmatoarele caracteristici morfologice au fost folosite pentru identificare (Humber 2012):
1. sporii, hifele si alte structuri fungice sunt vizibile la suprafata insectei gazda, 2

2. pe suprafata corpului insectei gazda se observa structuri lungi macroscopice, 3

90



3. pe miceliul aerian dezvoltat la suprafata corpului insectei gazda se formeaza conidii, (4)
4. Conidiile se formeaza in lanturi scurte sau lungi, (5)
4a. Conidiile sunt produse cate una, pe denticule separate, aparte pe fiecare celuld condiogena,
sau produse pe multe denticule separate pe fiecare celuld conidiogena sau, in grupuri mici, (7)
5. celulele conidiogene au baza umflata si gatul lung, se formeaza cate una sau in grupuri,
lanturile de conidii deseori sunt lungi si divergente (atunci cand se formeaza pe grupuri de celule
conidiogene) Paecilomyces (Isaria)
7a. celulele conidiogene produc cateva sau mai multe conidii, fiecare formata pe denticule
separate, (8)
8. celulele conidiogene au un apex denticulat extins, (apexul in crestere, formeaza in mod

repetat conidii si se ramifica, sau creste la baza conidiei nou formate) Beauveria

Pentru comparatie au fost utilizate tulpinile de Brauveria bassiana L1/6, B si N, si Isaria
fumosorosea L5/6 identificate anterior folosind metodele molecular-genetice.

Sapte dintre tulpini au fost izolate din corpul insectelor din specia S. lineatus, iar sase din
corpul insectelor din specia H. postica (tabelul 3.3). Cercetarile ulterioare vor viza virulenta
acestor tulpini. Acele tulpini care vor prezenta activitate insecticidd promitatoare pentru a fi
aplicate in calitate de agenti de control biologic vor fi identificate la nivel de specie cu utilizarea

metodelor molecular-genetice.

Tabelul 3.3. Tulpinile de fungi izolate direct de pe insecte cu semne
vizibile de infectie fungica

Nr. Insecta gazda Tulpina fungica Identificare morfologica
d/o

1 Sitona lineatus Cgl

2 Cgb

3 Cg7

4 Cgl0

5 Cgll

6 Cgl2 Beauveria spp.
7 Cg13

8 Hypera postica HplCg

9 Hp2Cqg

10 Hp3Cg

11 Hp4Cg

12 Hp8Cqg

13 Hp5Cg Isaria sp.
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3.3 Pozitia taxonomica si importanta practici a tulpinilor fungice identificate

In rezultatul cercetarilor efectuate cu utilizarea metodelor clasice si molecular-genetice in

microflora fungica a speciilor Sitona lineatus, Hypera postica si Protapion apricans au fost

descrise 55 tulpini fungice apartinand la 23 specii din 19 genuri.

In microflora fungica a speciei Hypera postica au fost evidentiate cel putin 16 specii
fungice apartinand la 14 genuri, in microflora daunatorului Sitona lineatus au fost evidentiate cel

putin 12 specii fungice apartinand la 11 genuri. In microflora fungica a ddunatorului P. apricans

au fost identificate 5 specii fungice din 5 genuri (figura 3.4).

30

25

20

15

10

Sitona lineatus

Fig. 3.4. Numairul de tulpini, specii si genuri de fungi identificate
in microflora fungica a daunatorilor

Din speciile fungice evidentiate 19 specii apartin Increngaturii Ascomycota, si cate 2 specii
apartin increngaturii Basidiomycota $1 Mucormycota.

Clasa Sordariomycetes este cea mai diversa dupd numarul de specii identificate (9 specii)
fiind urmata de Clasa Dothideomycetes (5 specii), Clasa Eurotiomycetes (3 specii), Clasa
Saccharomycetes si Mucormycetes, cate 2 specii, iar din Clasele Tremellomycetes si

Microbotryomycetes cate 1 specie (figura 3.5).
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Fungi

[
Ascomycota } Basidiomycota I Mucoromycota

Dothideomycetes } Eurotiomycetes } Saccharomycetes Sordariomycetes }Tremeuomycetes ‘Mlcrobotryomycetes ’Mucoromyceles

Capnodial i Dothideal ’ Pleosporales ‘ Eurotiales Saccharomycetales Hypocreales Sordariales 1 Xylariales l Tremellales }Sporldlobolales [ Mucorales
[ | l L) _ L) L f 1 . |
‘ Cladosporiaceae ‘ Saccotheci }PI"’SI’”’“L‘“? } Torulaceae | Aspergillaceae I" ipod Debaryomy |C... lycipi INecrrlaceae |Sarocladiaceae ‘ incertae sedis | incertae sedis IApiasporaceae } incertae sedis ISPWWM"I“MG Mucoracece
Cladosporium || Aureobasidium | | Alternaria Torula Aspergillus Yarrowia Debar B 70 Fusarium || Sarocladi [Trichotheci [Phialophora] || Apiospora Papiliotrema Rhodotorula Mucor
ot pullul alternata lig Savip deformans hansenii bassi equiseti strictum roseum cyclamini gnei laurentii gramini oM o)
Penicillium Beauveria Fusarium Rhizopus
onulasep brevicompactum { spp. | tricinctum stolonifer
Penicillium Isaria Fusarium
~ polonicum | fumosorosea | oxysporum
{ Isaria sp.

Fig. 3.5. Diversitatea speciilor fungice identificate Tn microflora coleopterelor curculionoide investigate
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Dintre speciile de micromicete evidentiate, cel putin 8 specii din 7 genuri au avut cate 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 evidentiata 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 (figura 3.6).

Rhizopus stolonifer
Mucor racemosus
Rhodotorula graminis
Papiliotrema laurentii
Debaryomyces hansenii
Yarrowia deformans
Cladosporium cladosporioides
Aureobasidium pullulans
Dendryphion nanum
Torula sp.

Torula caligans
Alternaria alternata
Apiospora motagnei
Phialophora cyclaminis
Trichothecium roseum
Sarocladium strictum
Fusarium oxysporum
Fusarium tricinctum
Fusarium equiseti

Isaria sp

Beauveria sp.
Penicillium brevicompactum
Penicillium polonicum
Aspergillus flavipes

m Gazde
® Tulpini

0 2 4 6 8 10 12 14 16

Fig. 3.6. Repartizarea tulpinilor fungice izolate conform speciilor si numérului de gazde
Pentru fiecare tulpind de fungi semnalatd Tn microflora insectelor investigate a fost
elaborata fisa continand arborele filogenetic reconstituit in baza regiunii barcod ITS, descrierea

morfologicd si importanta economicd. Informatiile pentru complexul de fungi evidentiat sunt

prezentate mai jos:
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increngitura ASCOMYCOTA,

Clasa Dothideomycetes, Ordinul Capnodiales, Familia Cladosporiaceae,

Genul Cladosporium Link, 1816, C. cladosporioides (Fresen.) G.A. de Vries, 1952

Tulpinile Hp3/9, Hp4/3, Hp5/41, Hp6/1, izolate din corpul daunatorului H. postica, si
Pal, izolata din corpul speciei P. apricans, apartin complexului Cladosporium cladosporioides
sensu lato, in rezultatul reconstituirii arborelui filogenetic, obtinand-se o valoare bootstrap de
99% (figura 3.7 a).

Hp3/9

Hp5/41

Hp6/1

Pal

Cladosporium cladosporoides JN033471
Cladosporium cladosporoides JQ781718
Cladosporium cladosporoides HM148031 Cladosporium
Cladosporium pseudocladosporoides HM148190 | cladosporioides
Cladosporium cf. cladosporoides HM148055 sensu lato
Cladosporium tenuissimum JQ781836
Hp4/3

Cladosporium cladosporoides EU272532

o
Q

sajelpoude)

Cladosporium perangustum JF499836
Cladosporium perangustum HM148140
Scorias spongiosa GU214696

Anhellia sp. JQ071524 :l Myringiales

020 015 010 0.05 0.00

a

Fig. 3.7. Relatiile filogenetice si aspectul morfologic (orig.)
ale tulpinilor Hp3/9, Hp4/3, Hp5/41, Hp6/1 si Pal (Cladosporium cladosporioides sensu lato)
a — arborele filogenetic reconstruit, b — tulpina Pal, ¢ — tulpina Hp3/9

Particularitati morfologice: Specia produce colonii de culoare sur-verde, olivacee-maro
sau maro-negre, si au conidii inchis-pigmentate. Coloniile pot atinge dimensiunile intre 2,5-5,5 cm
in diametru. Hifele sunt septate, hialine pana la gri-verzi in lumina, netezi, de circa 3,1-5,0 pm.
Conidiile formeaza lanturi dens aglomerate, abundent ramificate, alungite, elipsoide sau fusiforme,
cu capete trunchiate (figura 3.7 b) (Bensch et al. 2012).

Importanta practica: Cele mai multe specii de Cladosporium se dezvolta pe materie
vegetald moartd. Unele specii sunt patogene pentru plante, altele paraziteaza alte ciuperci (Torres
et al 2017). Cladosporium cladosporioides apare de obicei pe plantele erbacee si lemnoase . Este
o componenta stabila a microflorei partilor subterane si aeriene ale plantelor. De asemenea, este 0
micromicetd de sol larg raspandita. Sporii se disperseaza usor cu ajutorul vantului abundenti in

aerul liber (Domsch, Gams, Anderson 2007). Tulpinile de C. cladosporioides sunt producatoare
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de substante biologic active si enzime care pot fi valorificate in scopuri medicale si industriale

(AlMatar, Makky 2016).

Ordinul Dothideales, Familia Saccotheciaceae,

Genul Aureobasidium Viala & G. Boyer, 1891, A. pullulans (de Bary) G. Arnaud, 1918

Reconstituirea arborelui filogenetic a tulpinilor L2/6, L5/4 izolate din corpul S. lineatus si
Hp5/4, izolata din corpul H. postica a permis identificarea acestora ca Aureobasidium pullulans
cu o valoare bootstrap de 99% (figura 3.8 a).

Scorias leucadendri JQ044437 ] Capnodiales
rAureobasidium pullulans JF439463 7]
Aureobasidium pullulans AM076661
991 Aureobasidium pullulans AJ876481
648 Lo/6 Saccotheciaceae,
Aureobasidium pullulans AF455533 Dothideales
Aureobasidium pullulans EF690466

Hp5/4
L5/4

Anhellia sp. JQ071524 1 Myiringiales,

a 0.05 b

Fig. 3.8. Arborele filogenetic reconstruit (a) si aspectul morfologic (b)
ale tulpinilor L.2/6, L.5/4 si Hp5/4 (A. pullulans) (orig.)

Particularitati morfologice: este o specie ubicvistd, raspanditd in mediile tropicale si
temperate, in filosfera, pe hrana si furaje (Samson, Hoekstra, Frisvad 2004) fiind intalnita de
asemenea Tn apele hiper-saline. Coloniile sunt initial netede si in cele din urma devin zbarcite
(figura 3.8 b). Initial culoarea coloniilor este crem, roz sau maro deschis, iar in final ele devin
negricioase din cauza productiei de melanina la etapa de formare a clamidosporilor. Hifele au
aspect neted cu pereti subtiri cu diametru 2 - 16 pm, formeaza un miceliu dur si compact (Gaur et
al. 2010).

Importanta practica: specia Aureobasidium pullulans este raspandita in majoritatea
habitatelor filosferice (Gostincar et al. 2014). A. pullulans este o micromicetd asemanatoare
drojdiilor, izolatd frecvent din filosfera si carposfera culturilor de fructe si legume (Barata,
Malfeito-Ferreira, Loureiro 2012). Tulpinile de A. pullulans sunt asociate comunitatilor de endofiti
ai plantelor si manifesta efect antagonist impotriva speciilor fitopatogene (Mounir et al. 2007, de
Curtis et al. 2012, Bozoudi, Tsaltas 2018). A. pullulans produce o varietate de metaboliti
importanti, enzime, antibiotice, proteine si polizaharide (Chi et al. 2009, Bozoudi, Tsaltas 2018).

Micromiceta poate fi utilizatd in monitorizarea poluarii mediului.
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Ordinul Pleosporales, Familia Pleosporaceae,

Genul Alternaria Nees, 1817, A. alternata (Fr.) Keissl. 1912

In rezultatul reconstituirii arborelui filogenetic tulpina fungica L2/2, izolati din corpul
daunatorului S. lineatus, si tulpinile Hp5/5 si Hp6/3 izolate din corpul insectei H. postica au fost

identificate ca Alternaria alternata cu o similaritate de 100 % (figura 3.9 a).

59 Hp5/5
41212
78 Hp6/3 |
Alternaria alternata AY433814 P eosporaceae,
Alternaria alternata GQ169728 Dothideomycetes
Alternaria alternata GQ121322
r— Fusarium kyushuense AF414971
L Isaria fumosorosea FJ973074 |

Sordariomycetes

0.1

Fig. 3.9. Arborele filogenetic reconstruit (a) si aspectul morfologic (b)
ale tulpinilor L.2/2, Hp5/5 si Hp6/3 (Alternaria alternata) (orig.)

Particularitati morfologice: Colonii extinse, gri pand la olivacee, sub forma de pulbere
sau lanoase. Conidioforii neramificati, pana la 50 um lungime, 3-6 pm latime. Lant conidian
abundent ramificat. Conidiile obclavate pana la elipsoidale, maro (de Hoog 2000) (figura 3.9 b).

Importanta speciei: Alternaria alternata provoaca patarea si alte boli ablative la peste 380
de specii de plante gazda. Este un agent patogen oportunist cu privire la numarul de gazde. Din
produsele metabolice ale speciei investigate, acidul tenuazonic are actiune larvicida contra Lucilia
sericata, tentoxin provoaca cloroza la castraveti si multe alte plante dicotiledonate prin inhibarea
fosforilarii, altenuisol, altenusin si dehidroaltenusin au activitate antifungica. Cerealele infectate
sever sunt toxice pentru animalele homeoterme. Au fost raportate cazuri de leucopenie la om
(Domsch, Gams, Anderson 2007). Au fost de asemenea, semnalate cazuri de infectii ale tractului
respirator superior si astm cauzate de aceasta specie la persoanele cu imunitate compromisa (Wiest
et al. 1987). Iepurii si cobaii ca raspuns la inoculare au produs anticorpi si au prezentat leziuni
cutanate. Extractele de miceliu s-au dovedit toxice pentru Paramecium caudatum, embrionii de
pui si sobolani, si au cauzat leziuni ale mucoaselor la cai (Domsch, Gams, Anderson 2007).
Conform datelor recente, o tulpind de A. alternata a prezentat activitate patogena contra afidelor

(Christias et al. 2000).
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Familia Torulaceae,

Genul Dendryphion Wallr., 1833, D. nanum, (Nees) S. Hughes, 1958

Tulpina Hp3/3 izolata din corpul speciei H. postica a fost identificata ca Dendryphion
nanum cu o valoare bootstrap de 100 % (figura 3.10 a).

Dendryphion nanum KC989061 Pleosporales,
I Dendryphion nanum AY387657

—|: Cladosporium cladosporioides HM1480313 Capnodiales
Aureobasidium pullulans AF455533 3 Dothideales

P
0.1

a b

9&‘{ Hp3/3 ] Torulaceae,

Fig. 3.10. Arborele filogenetic reconstruit (a) si aspectul morfologic (b)
ale tulpinii Hp3/3 (Dendryphion nanum) (orig.)

Particularitati morfologice: Specia formeaza colonii efuze, albe, gri pal, negre, cu aspect
lanos, sporulatie rara (figura 3.10 b). Conidioforii maro intunecati, netezi pana la slab rugosi, 0-5-
septati, cilindrici, 19,0 — 136,0 x 6,0-8,8 um. Miceliul scufundat, compus din hife septate,
subhialine pana la maro, de 1,5-4 um. Conidioforii erecti, individuali sau in grupuri de pana la 4.
Conidiile sunt obclavate sau strict elipsoidale sau subcilindrice, maro cu exceptia celulelor
terminale care sunt aproape incolore pana la maro deschis ablativ (Hughes, Cooke 1979).

Importanta speciei: Specia a fost izolatd din tulpini sau radacini de Avena sativa,
campurile de varza, Melilotus, porumb, trifoi rosu si din sol. Studiile recente au identificat o tulpina
de Dendryphion nanum, izolatd din frunze de smochin religios, din Mumbai, producitoare de

naftochinone cu activitate anti-inflamatorie si anti-diabetica (Mishra, Fox, Culham 2003).

Genul Torula Pers., 1794

In microflora fungici a speciilor S. lineatus si H. postica au fost identificate 5 tulpini ce
apartin genului Torula. Doua dintre aceste tulpini (L1/7 si Hp3/4) au fost identificate pana la nivel
de gen, iar trei (L3/5, Hp3/2 si Hp4/2) au fost identificate pana la nivel de specie ca Torula caligans
prezentand valoare de bootstrap de 100%. (figura 3.11 a).

98



Hp3/4

Torula pluriseptata MH010646
gs| Torula herbarum KF443411
ggf| Torula pluriseptata MN061338
Torula herbarum LT963446
L1/7

— Torula herbarum KT315411
100 77| Torula caligans JN104523
Torula caligans FJ478093

Torula caligans JQ246356

Hp4/2

100

aeaoR|NIo |
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Dendryphion nanum GU934517 -
Corynespora cassiicola JN541214 1 Corynesporascaceae |

Humicola grisea AJ131856 | Sordariales

0.05

Fig. 3.11. Arborele filogenetic reconstruit si aspectul morfologic ale tulpinilor L.1/7, L3/5,
Hp3/2, Hp3/4, Hp4/2 (Torula spp.) (orig.)
a — arborele filogenetic reconstruit, b — aspect extern tulpina L1/7, ¢ — aspect extern tulpina L3/5

T. caligans (Bat. and Upadhyay) Ellis, 1971

Particularitati morfologice: micromiceta se prezinta sub forma de colonii Imprastiate,
mici si discrete, maslinii, maro sau negre, de multe ori catifelate. Miceliul este superficial si
scufundat. Conidioforii neramificati sau neregulat ramificati, drepti sau sinuosi. Celulele conidiale
sunt poliblastice sau, uneori, monoblastice, de obicei, sferice, partea distala cu pereti subtiri, partea
proximala de culoare maro inchis sau brun roscat, cu pereti grosi. Conidiile sunt dispuse in lanturi
simple sau ramificate, cilindrice cu capete rotunjite, elipsoidale sau sferice, maro, fard sau cu una
si mai multe septuri transversale.

Importanta practica: Torula caligans a fost evidentiatd ca endofit al plantei de desert
Polycarpaea corymbosa (Beena, Ananda, Sridhar 2000). De asemenea ciuperca a fost identificata

n solurile sub — Antarctice poluate cu motorina (Ferrari, Zhang, van Dorst 2011).

Clasa Eurotiomycetes,

Ordinul Eurotiales, Familia Aspergillaceae,

Genul Aspergillus Raper, K.B.; Fennell, D.I., 1965,

A. flavipes (Bain., Sart.) Thom, Church, 1926

In rezultatul reconstituirii arborelui filogenetic tulpina L1/4 a fost identificati ca

Aspergillus flavipes cu 99% similaritate (figura 3.12 a).
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L1/4
Aspergillus flavipes JN246076
853 Aspergillus flavipes GU566209
99 Aspergillus flavipes GU566238
Aspergillus flavipes HM595494
99 Aspergillus flavipes AY373849 Aspergillaceae
H Aspergillus candidus HQ607958

5 Aspergillus terreus JN129184
5g| Aspergillus terreus FJ590571
Aspergillus terreus EF669580 d
Elaphomyces muricatus JF834198 ] Elaphomycetaceae

Coccidioides immitis EF186789 ] Onygenales

0.05

Fig. 3.12. Arborele filogenetic reconstruit (a) si aspectul morfologic (b)
ale tulpinii L1/4 (Aspergillus flavipes) (orig.)

Particularitati morfologice: specie cosmopolitd, frecvent intdlnita in sol participand la
fazele initiale de descompunere a materiei organice. Coloniile cresc destul de lent, atingadnd 3 - 5
cm in diametru; miceliul are nuante de la galben-brun la rosu-maro, uneori devine destul de
intunecat, cu miros distinctiv (figura 3.12 b). Miceliul aerian produce desecori la suprafatd un
exudat intens care poate fi utilizat ca indicator al aciditatii mediului. Conidioforii au de la 300-500
[ pana la 2-3 mm lungime si 8-10 pm n diametru. Conidiile au 2-3 pm, sunt netede, de obicei
incolore sau au nuante pale (Thom, Church 1926).

Importanta practica: ciupercile speciei Aspergillus flavipes pot creste in conditii de
umiditate redusa, nefavorabile altor microorganisme, astfel contribuind la fazele initiale de
descompunere a materiei organice. Exista date privind capacitatea speciei de a produce o substanta
cu activitate antibiotica contra Staphylococcus aureus Rosenbach (Bacteria, Staphylococcaceae)
(Thom, Church 1926). Specia este asociatd cu patologii umane severe precum bolile
bronhopulmonare alergice, miocardite, aspergiloze, s.a (Gehlot, Purohit, Singh 2011). Studiile
recente remarca capacitatea tulpinilor de A. flavipes de a produce substante cu efect antimicrobian,
citotoxic si antiviral (El-Sayed, Yassin, Ali 2015) De asemenea specia Aspergillus flavipes a fost
evidentiata ca agent in controlul biologic al speciei Pauropsylla depressa Crawford (Homoptera,
Psyllidae), daunator al speciilor de ficus (Dhiman, Pooja 2005) si al speciei Phytophtora parasitica

Dastur (Oomycetes, Peronosporales) patogen al plantelor (El Sayed, Ali 2020).

Genul Penicillium Link, 1809

In rezultatul analizei filogenetice intreprinse, in microflora fungici a speciilor S. lineatus
si P. apricans au fost identificate 4 tulpini fungice din genul Penicillium. Tulpina L2/5, izolata din
corpul insectei Sitona lineatus si tulpinile Pa2 si Pa3, izolate din corpul speciei Protapion apricans

au fost identificate ca Penicillium polonicum cu o valoare bootstrap de 97%. Tulpina C, izolata din
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corpul S. lineatus a fost identificata ca Penicillium brevicompactum cu o valoare a indicelui
bootstrap de 96% (figura 3.13 a).

L2/5
Pa3

Penicillium polinicum EU888924
97] Penicillium polonicum AJ005492

03 PP;ancnllum polonicum GU566221 Aspergillaceae, Eurotiales
Penicillium brevicompactum DQ123641

Cc

96| penicillium brevicompactum KC427185
69 penicillium brevicompactum HM469408 -

| | Elaphomyces muricatus JF834198] Elaphomycetales
93 Coccidioides immites EF186789 ] Onygenales
Chaetothyrium brischoficola HQ895839 ] Chaetothyriomycetidae

Fig. 3.13. Relatiile filogenetice si aspectul morfologic ale tulpinilor L2/5, Pa3, Pa2
(Penicillium polonicum) si C (Penicillium brevicompactum) (orig.)
a — arborele filogenetic reconstruit, b — aspect extern tulpina L2/5 (P. polonicum),
¢ — aspect extern tulpina C (P. brevicompactum)

P. brevicompactum Dierckx, 1901

Particularitati morfologice: formeaza colonii galbui-gri in faza de crestere intensa, si
devin de culoare gri-verzuie odata cu varsta; au textura catifelata, de aproximativ 1 mm adancime,
de multe ori ridicata in zona centrala, cu zona marginala relativ subtire, cateodata brazdata radial.
Stolonii aerieni pot fi vazuti ocazional, fiind relativ scurti si robusti (figura 3.13 c).

Importanta practica: Penicillium brevicompactum este cunoscut datoritd proprietatilor
sale de a produce unii metaboliti pretiosi, precum acidul micofenolic, brevianamida A,
asperfenamat si ergosterol. Unele date sugereaza faptul ca extractul din P. brevicompactum are o
puternica activitate de blocare in-vivo a hormonilor juvenili la Oncopeltus fasciatus Dallas
(Castillo 1999), drept rezultat sunt dereglate procese precum metabolismul si apar modificari
comportamentale ale insectei ceea ce duce la scaderea ratei de reproducere.

P. polonicum Zalessky, 1927

Particularitati morfologice: formeaza colonii verzi - albastre la suprafata si galbui pana
la rosii - maronii n substrat (figura 3.13 b). Conidioforii se formeaza din hifele subterane si sunt
triverticilati, rar biverticilati. Conidiile sunt netede, globulare, cu dimensiunile 3-4 x 2,5-3,5 pm.
La suprafata coloniile formeaza un exudat transparent. Formeaza metaboliti volatili care 1i confera

miros specific (Zalessky 1927).
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Importanta practica: Penicillium polonicum deterioreaza un sir de cereale (grau, orz,
secard, ovaz, orez, porumb, alune, carne uscata, ceapa) fiind semnalat si Tn culturile vinicole (Kim,
Hwang,Yu 2008). De asemenea ciuperca a fost izolatd din carnea uscata (Silva et al. 2010).
Penicillium polonicum produce un sir de exometaboliti: acid penicilic, verrucosidin, cicloopeptin,
ciclopenol, viridicatol, 3-metoxiviridicatin, anacind, metil-4-(2-(2R)-hidroxil-3-butiniloxi)
benzoat. Sunt date privind rolul posibil al ciupercii in Nefropatia Endemica Balcanica (Zalessky

1927). Testarile in laborator au confirmat efectul nefrotoxic al speciei P. polonicum (Mantle 2010).

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

3.14 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
I ﬁeauveria bassiana AB079609

S9|ea100dAH

Claviceps purpurea FN687675 ] Clavicipitaceae_|
Sordaria fimicola FN392318 7] g qariales

0.05
a b

Fig. 3.14. 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: micromiceta cosmopolitd entomopatogena, raspanditd in
mod natural in sol (Hypocreales, Cordycipitaceae). Coloniile au crestere moderata pana la rapida
au aspect catifelat, de praf; la inceput sunt albe, devenind mai tarziu galben-deschise (figura
3.14b). Conidioforii sunt abundenti, apar din hifele vegetative si au 1-2 pum lungime. Celulele ce
formeaza conidii se prezintd sub forma de agregate in grupuri dense, umflate. Conidiile sunt
solitare, de forma sferica sau subsferica, netede si au 2-3 um in diametru (de Hoog 2000).

Importanta practica: Beauveria bassiana este utilizata ca insecticid biologic in controlul
biologic al unui spectru larg de daunatori, fiind activa de asemenea impotriva speciei Sitona

lineatus L. (Steenberg, Ravn 1996, Riedel, Steenberg 1998) si Hypera postica (Yucel et al. 2018).
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Specia fungica rareori infecteaza oamenii sau animalele, fiind considerata un insecticid sigur.
Totusi a fost raportat cel putin un caz de infectie umand a unei persoane cu imunodeficienta
(Tucker 2004). in plus, ca orice praf, sporii pot determina dificultiti 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, McKinnon et al. 2017).
Specia B. bassiana produce un sir de substante biologic active printre care enzime proteolitice,
lipolitice, amilaza, chitinaza cu ajutorul cérora penetreaza integumentele, alcaloizi, toxina
beauvericina, un ciclodepsipeptid care, aldturi de alte toxine are efect antibacterial (Patocka 2016).

De asemenea specia poseda efect antagonist impotriva fungilor fitopatogeni (Yun et al. 2017).

Genul Isaria Persoon, 1794
I. fumosorosea Wize 1904
In rezultatul analizei filogenetice tulpina L5/6 a fost identificata ca Isaria fumosorosea cu
o similaritate de 99 % (figura 3.15 a).
7710 Isal;iSe:iumosorosea EU553335

Isaria fumosorosea EU553294
100 Paecilomyces fumosoroseus DQ069285

Verticillium lecanii AJ292383
7|§|:[Lecanicillium attenuatum AB378511
99 L Lecanicillium attenuatum EF192939 |
Clavicepes purpurea FN687675 ]CIavicipitaceae

aeaoendIoApio)
sa|eatd0dAH

]

Sordaria fimicola FN392318 ]Sordariales

P .
0.1

a ' b

Fig. 3.15. Arborele filogenetic reconstruit (a) si aspectul morfologic (b)
ale tulpinii L5/6 (1. fumosorosea) (orig.)

Particularitati morfologice: este o micromicetd microscopicd entomopatogend,
raspandita in sol. Coloniile au o crestere moderat rapida, ating un diametru de aproximativ 4 cm,
n termen de 14 zile la 25 °C, si au aspectul de pasla. Atunci cand sporuleaza intens coloniile au o
nuantd roz. Partea reversd a coloniilor este incolord sau galbend, fard miros (figura 3.15 b).
Structurile conidiale sunt complexe, conidioforii se formeaza din hifele submerse sau aeriene,
ating 100 pm 1in lungime si 1,5-2 pm latime, sunt formati din ramuri verticilate ce contin 4-6
fialide. Conidiile sunt cilindrice sau fusiforme, avand dimensiunile 3-4 x 1 - 2 um (Samson 1974).

Importanta practica: Isaria fumosorosea este o specie cosmopolitd cu o gama larga de
gazde, care include insecte din peste doudzeci si cinci familii (inclusiv suprafamilia

Curculionoidae) si specii de acarieni. Micromiceta este folositd pentru controlul biologic al
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insectelor, daunatori ai plantelor decorative, plantelor leguminoase, porumbului, bumbacului,
orezului si a altor culturi. De asemenea, |. fumosorosea reduce dezvoltarea si raspandirea fainarii
castravetilor, Sphaerotheca fuliginea (Schltdl.) Pollacci (Ascomycota, Erysiphaceae) (Kavkova,
Curn 2005). Tulpinile de I. fumosorosea produc numerosi metaboliti, inclusiv proteaze, chitinaze,
lipaze, beauvericina implicate in procesul de patogeneza la insecte (Luangsa-Ard et al. 2009, Ali,

Huang, Ren 2010).

Familia Nectriaceae,

Genul Fusarium Link, 1809

In rezultatul reconstituirii arborelui filogenetic in microflora fungici a speciei S. lineatus a
fost identificata o specie, iar in microflora daunatorului H. postica, 2 specii din genul Fusarium.
Tulpina L1/8 a fost identificata ca F. equiseti, tulpina Hp5/6 ca F. oxysporum si tulpina Hp5/7 ca

F. tricinctum cu o valoare bootstrap de 100% (figura 3.16 a).

Hp5/6
Fusarium oxysporum AY147369
100 | Fusarium oxysporum JN859433
Fusarium oxysporum AB685181
100 Fusarium oxysporum KC196121
Fusarium equiseti HM008677 Nectriaceae

100 1004 L1/8 Hypocreales
Fusarium equiseti HQ649906 yp

100 | Fusarium tricinctum DQ132835
‘ Hp5/7
Fusarium tricinctum KC989063 .

Cosmospora cymosa HQ897828
Ophiocordyceps sp. HQ654776 .
44;— Paecilomyces javanicus AB263744 :| Cordycipitaceae

Metarhizium anisopliae FJ876298 Clavicipitaceae .

e—

0.05

Fig. 3.16. Relatiile filogenetice ale tulpinilor L.1/8 (Fusarium equiseti),
Hp5/6 (F. oxysporum) si Hp5/7 (F. tricinctum) (orig.)

F. equiseti (Corda) Sacc, 1886

Particularitati morfologice: Coloniile tinere au un miceliu pufos, alb, care in 7-10 zile isi
schimba culoarea in bej ajung la nuante de maro inchis in cele din urma. Macroconidiile la inceput
se dezvoltd slab pe fialidele laterale simple. Productia conidioforilor se intensificd dupa
aproximativ 10 zile. Clamidosporii sunt intercalari, solitari, in lanturi sau noduri, sferici, avand 7-
9 um 1n diametru. Periteciile sunt rare, se dezvolta slab, ovoide cu un perete exterior dur, avand

200-350 pm lungime, 180-240 um diametru. Ascele au 4-8 ascospori (figura 3.17 a).
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Fig. 3.17. Aspectul morfologic ale tulpinilor (a) L1/8 (Fusarium equiseti),
(b) Hp5/6 (F. oxysporum) si (¢) Hp5/7 (F. tricinctum) (orig.)

Importanta practica: Speciile din genul Fusarium sunt patogeni ai plantelor si pot exista
ca endofiti. Fusarium equiseti a fost izolat de pe o gama larga de gazde, in special gazde tropicale
apartinand urmatoarelor genuri: Agave, Allium, Apium, Beta, Brassic, Cucumis, Cucurbita,
Cupressu, Dianthus, Eucalyptus, Ficus, Gossypium, Helianthus, Hevea, Hordeum, Linum, Luffa,
Lycopersicon, Nicotiana, Oryza, Panicum, Papaver, Pennisetum, Phaseolus, Pinus, Pisum,
Prunus, Pyrus, Rosa, Solanum, Sorgum, Theobroma, Trifolium, Triticum, Vicia, Vigna si Zea, de
asemenea, este pe larg raspandita in sol. Sunt patogene pentru cucurbitacee, avocado, porumb,
pentru cereale 1n stadiul de rasad si, de asemenea, cauzeaza putrezirea radacinilor. Studiile recente
sugereaza ca Fusarium equiseti izolat din rizosfera plantelor ierboase poate promova semnificativ
cresterea plantelor si suprima mai multe boli cauzate de Pythium spp., Rhizoctonia solani,
Sclerotium rolfsii, Gaeumannomyces graminis var. tritici si Cochliobolus sativus (Hyakumachi
1994, Hyakumachi, Kubota 2004).

F. oxysporum Schltdl., 1824

Particularitati morfologice: Miceliul este de culoare alba sau piersic, de obicei cu nuante
mov, rar la inceput, apoi cu crestere abundenta, suprafata coloniilor devenind incretita in culturile
vechi (figura 3.17 b). Microconidiile apar pe fialide, care apar lateral pe hife sau din conidioforii
scurti slab ramificati, in general abundenti, oval — elipsoidali pana la cilindrici, cu dimensiunile de
5-12%2,2-3,5 microni. Macroconidiile la unele tulpini sunt rare si apar pe conidioforii mai evoluati.
Unele tulpini formeaza pustule stromatice sterile de culoare violetd palida sau intensa,
asemanatoare periteciilor speciei Gibberella. Clamidosporii au pereti netezi si duri, in general sunt
abundenti, se formeaza atat terminal, cat si intercalar, in general fiind solitari dar, ocazional,

formeaza perechi sau lanturi.
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Importanta practica: Aceste ciuperci extrem de diverse si adaptabile au fost gasite in
solurile ecosistemelor de desert, pana la padurile tropicale si temperate, pasuni si solurile de tundra
(Stoner, 1981). Tulpinile de F. oxysporum sunt omniprezente in sol, existand ca saprofiti, avand
capacitatea de a degrada lignina (Rodriguez et al. 1996) si complexele de carbohidrati
(Christakopoulos 1995, 1996), fiind asociate cu resturile organice din sol. Specia este, de
asemenea, endofit al plantelor, avand capacitatea de a coloniza radacinile plantelor (Kuldau, Yates
2000). Uneori specia poate fi folositd pentru suprimarea altor patogeni dar trebuie utilizata cu
atentie (Larkin, Hopkins, Martin 1993, Lemanceau et al. 1993, Sajeena, Nair, Sreepavan 2020).
Desi rolul predominant al acestor ciuperci in sol este de a fi saprofiti sau endofiti benefici pentru
plante, existd multe tulpini patogene pentru plante, in special pentru culturile agricole. Tulpinile
patogene de F. oxysporum au fost studiate timp de mai mult de 100 de ani. Spectrul de gazde a
acestor ciuperci este extrem de larg si include si unele animale, variind de la artropode (Teetor-
Barsch, Roberts 1983) la om, (Nelson, Dignani, Anaissie 1994), precum o gama larga de
gimnosperme si angiosperme, inclusiv culturi cerealiere si furajere (Gordon, Martyn 1997,
Infantino et al. 2006, Kraft, Larsen, Inglis 1998). Tn timp ce in mod colectiv, tulpinile patogene de
F. oxysporum au o gama larga de gazde, tulpinile individuale izolate, de obicei, sunt patogene
pentru un spectru Tngust de specii de plante.

F. tricinctum (Corda) Sacc., 1886

Particularitati morfologice: Dupa 10 zile de crestere coloniile pot atinge 8 - 9,35 cm
lungime. La inceputul cultivarii specia formeaza un miceliu aerian dens de culoare alba, flocos,
care cu timpul devine roz pastelat cu pigmentare rosie inchisa (figura 3.17 c). Specia produce
clamidospori netezi, dispusi individual sau in lanturi. Conidiile sunt de doua tipuri: macroconidii
falcate sau puternic curbate, cu dimensiunile 25 - 55 x 3 - 4,5 um, si microconidii abundente,
napiforme, ovale sau piriforme, 7 - 20 x 4,5 - 7,5 um, asemanatoare unui ciorchine de struguri, pe
celulele conidiogene monofialide.

Importanta practica: Conform studiilor recente specia F. tricinctum a fost atestata ca
patogen al semintelor de grau (Castanares et al. 2011). F. tricintum face parte din grupul speciilor
din genul Fusarium, responsabil de contaminarea boabelor de cereale cu eniatina si moniliformina,
compusi toxici pentru om si animale (Kokkonen et al. 2010). Se intalneste ca endofit al plantelor,
produce micotoxine cu efect antagonist asupra altor patogeni. O tulpina de F. tricinctum izolata de
pe Rhododendron tomentosum, un arbust intalnit pe scara larga in emisfera nordicd, produce
compusi antimicrobieni, activi impotriva Staphylococcus carnosus, Candida albicans si C. utilis.
(Tejesvi et al. 2013).
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Familia Sarocladiaceae, Genul Sarocladium W. Gams & D. Hawksw., 1976

Sarocladium strictum (W. Gams) Summerbell, 2011 (=A. strictum W.Gams, 1971)

Tulpinile Hp3/5 si Hp5/12, izolate din corpul speciei H. postica au fost identificate ca
Sarocladium strictum prezentand o valoare bootstrap de 100% (figura 3.18 a).

Hp5/12 7 ]
97 Sarocladium strictum JX982442

Hp3/5

Acremonium strictum AM161121

100f Sarocladium strictum GU219468 Sarocladiaceae
Sarocladium strictum AY138845
Sarocladium strictum MH864442
Sarocladium strictum KJ702043

Sarocladium strictum HM216211 ]
Isaria fumosorosea FJ973074 | Cordycipitaceae

Penicillium glabrum GU981567

Hypocreales

|Aspergi|laceae, Eurotiales

—
0.05

Fig. 3.18. Arborele filogenetic reconstruit (a) si aspectul morfologic (b)
ale tulpinilor Hp3/5 si Hp5/12 (S. strictum)

Particularitati morfologice: Coloniile au crestere rapida, suprafata este umeda panad la
lipicioasd, roz sau portocaliu (figura 3.18 b). Conidioforii sunt simpli, ocazional ramificati.
Fialidele subtiri, pornesc de la hifele scufundate sau usor fasciculate aeriene, 20-65 % 1,4-2,5 um.
In cazul fialidelor reduse se observd sporularea submersi. Conidiile sunt grupate in capitole
cilindrice sau elipsoidale, 3,3-5,5 x 0,9-1,8 uM, hialine (de Hoog 2000).

Importanta practica: Genul Sarocladium contine in majoritate specii saprofite, fiind
izolate din materialul vegetal mort si din sol. Sarocladium strictum este patogen pentru plante,
fungi, oameni si alte animale. Ca plante gazda putem mentiona specii din genurile Abies, Dianthus,
Larix, Lycopersicon, Malus, Picea, Quercus, Zea, s.a. S. strictum este un parazit al altor fungi,
inclusiv Helminthosporium solani Durieu, Mont. (Ascomycota, Pleosporaceae), care provoaca
boli in culturile de cartofi (Rivera-Varas 2007). Specia poate deveni uneori un agent patogen uman,
in special al bolnavilor de imunodeficiente sau al persoanelor cu organismul slabit, sau pot cauza

infectii (Yalaz et al. 2003, Sener et al. 2008, Sharma et al. 2013).

Familia (Incertae sedis), Genul Trichothecium Link, 1809
T. roseum (Pers.) Link, 1809
Tulpina Pa8, izolata din corpul speciei P. apricans a fost identificata ca Trichothecium

roseum prezentand 100% omologie in secventa nucleotidica a regiunii ITS (figura 3.19 a).
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Fig. 3.19. Arborele filogenetic reconstruit (a) si aspectul morfologic (b)
ale tulpinii Pa8 (Trichothecium roseum) (orig.)

Particularitati morfologice: Coloniile cresc moderat rapid, au aspect plat, sunt
pulverulente datorita sporularii intense, initial au culoare albd, dar devin roz, sau portocalii cu
varsta. Conidiofori se pot distinge de hifele vegetative fiind erecti, neramificati, de multe ori septati
n apropierea bazei (figura 3.19 b).

Importanta practica: Trichothecium roseum are o distributie la nivel mondial si este de
multe ori izolatd din substraturi vegetale decadente, sol, seminte de porumb, si produse alimentare
(in special produse din faind), cauzeaza putrezirea fructelor (Dal Bello 2008, Oh, Nam, Yoon
2014). Speciile din genul Trichothecium sunt capabile de a produce micotoxine (Lugauskas,
Raudoniene, Sveistyte 2005). De asemenea tulpinile de T. roseum pot exista in calitate de endofiti
ai plantelor, poseda efect antagonist fata de unele micromicete fitopatogene, iar metabolitii sai au
proprietati antitumorale (Zhang et al. 2010). Specia T. roseum este cunoscuta pentru producerea

trihotecinei care are activitate antifungica, antibacteriana, antivirala si insecticida.

Ordinul Sordariales, Familia (Incertae sedis),

[Phialophora] cyclaminis J.F.H. Beyma 1942

Tulpina Hp2/2 izolata din corpul insectei H. postica a fost identificata ca [Phialophora]
cyclaminis prezentand 100% omologie in secventa nucleotidica a regiunii ITS (figura 3.20 a).

Denumirea genului este data in paranteze patrate, deoarece conform ultimilor date ale
filogeniei moleculare, aceastd specie asteaptd sd fie reclasificata in alt gen din cadrul ordinului
Sordariales (Vu et al. 2019). Genul Phialophora Medlar 1915 apartine clasei Eurotiomycetes,
odinului Chaetothyriales, familiei Herpotrichiellaceae.

Particularitati morfologice: Coloniile izolate au aspect lanos sau sunt catifelate, olivacee
pana la maro inchis, hifele cu pereti netezi maro pal (figura 3.20 b). Conidioforii slab diferentiati,

maro deschis, rar ramificati, care apar pe miceliul aerian, erect sau prostrat, cu pereti netezi, poarta
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celule conidiogene laterale si terminale. Celulele conidiogene sunt izolate sau integrate si
terminale, adesea cate una pe o ramura a conidioforului, contin conidii produse enteroblastic si
individual, succesiv la varf. Conidiile sunt globulare, hialine, cu diametrul de 1,5-3,5 pm

(Williams, Spooner 1991).

Hp2 2
[Phialophora] cyclaminis HQ713776
100 || JPhialophora] cyclaminis NR 145368
|Phialophora] cyclaminis AB190390
]PhiaI_oPhora] cyclaminis LC062621
Zopfiella karachiensis MK926850
100 Zopfiella karachiensis AY999128
Zopfiella longicaudata FJ175161

L Zopfiella sp. KC778194

72 Zopfiella erostrata AY999133
Zopfiella marina GQ922542

100 Zopfiella latipes FJ175158

Beauveria bassiana FJ177436 T Hypocreales
Penicillium tricolor AY373935 | Eurotiales

10

96 Sordariales

geadelwolsey)

0.05
a b

Fig. 3.20. Arborele filogenetic reconstruit (a) si aspectul morfologic (b)
ale tulpinii Hp2/2 ([Phialophora] cyclaminis) (orig.)

Importanta practica: tulpinile din specia [Phialophora] cyclaminis sunt asociate cu
plantele decorative din genurile Cyclamen, Cymbidium, Sida, arborele de cacao Theobroma spp.

Specia este raspanditd In Africa, Australasia si Europa.

Ordinul Xylariales, Familia Apiosporaceae, Genul Apiospora Sacc., 1875
A. montagnei Sacc., 1875 (=Arthrinium arundinis (Corda) Dyko & B. Sutton, 1979)
Tulpina Hp5/13 a fost identificata ca Apiospora montagnei prezentand 100% omologie n

secventa nucleotidica a regiunii ITS (figura 3.21 a).

Xylaria frustulosa GU322451:| Xylariaceae
ﬂ| Arthrinium kogelbergense KF144894 7
Arthrinium kogelbergense KF144892

Arthrinium arundinis HM008923

Arthrinium arundinis GU566268 Apiosporaceae

O} Arthrinium arundinis KF144885

Apiospora montagnei FJ824610

90' Hp5/13 i i
Paecilomyces javanicus AB263744 ] Hypocreales

96

solelIe|AX

0.05
a b
Fig. 3.21. Arborele filogenetic reconstruit (a) si aspectul morfologic (b)
ale tulpinii Hp5/13 (Apiospora montagnei) (orig.)
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Particularitati morfologice: Coloniile flocoase, hialine, devin maro - maro inchis in cazul
n care se produc conidii (figura 3.21 b). Miceliul scufundat si superficial. Conidiofori drepti sau
sinuosi, neramificati, subhialini, pal maslinii sau maro, netezi, moderat septati. Celulele
conidiogene discrete. Partea alungitd a conidioforilor este de 0,5-1,0 um si prezintd septuri.
Conidiile sunt lenticulare, 5-5-8,0 x 3,0 — 4,5 um, uneori neregulat alungite, maro deschis.
Periteciile sunt sferice, de multe ori turtite la baza, 120-200 um, cu perifize hialine, perete
pseudoparenchimatic, 15-25 um. Ascele sferice pana la cilindrice, cu 8 spori, cu pereti subtiri,
unimembranare. Ascosporii hialini, septati in apropierea bazei (Kirk 1991).

Importanta practici: Specia A. montagnei a fost atestata in micobiota plantelor din
genurile Acer, Ammophila, Brassica, Capsicum, Carex, Chrysanthemum, Cicer, Cinnamomum,
Cucumis, Cupressus, Fagus, Fragaria, Fraxinus, Gossypium, Hordeum, Lens, Lycopersicon,
Malus, Nicotiana, Oryza, Pinus, Pisum , Prunus, Pseudotsuga, Pyrus, Ricinus, Solanum, Triticum,
Urtica, Vigna, Vitis, Zea. De asemenca specia a fost izolatd din aer, microflora animalelor,
alimente (paine, mazare uscatd), melasa, sol si resturi vegetale.

Specia rar este intalnita ca agent patogen primar al plantelor, dar este intalnita frecvent ca
un invadator secundar sau ca un saprofit (Kirk 1991). De asemenea tulpinile de A. motagnei sunt
producatori de metaboliti secundari cu activitate citotoxica impotriva celulelor canceroase (Wang

etal. 2017).

Clasa Saccharomycetes

Ordinul Saccharomycetales, Familia Dipodascaceae

Genul Yarrowia Van der Walt & Arx, 1981

Yarrowia deformans (Zach) M. Groenew. & M.T. Sm., 2013

(=Candida deformans (Zach) Langeron & Guerra, (1938))

In rezultatul reconstituirii arborelui filogenetic tulpinile Hp1/4 si Hp1/6 izolate din corpul
insectei H. postica si tulpina fungica Pa7, izolata din corpul daunatorului P. apricans, au fost
identificate ca Yarrowia deformans cu o valoare bootstrap de 99 % (figura 3.22 a).

Particularitati morfologice: Tulpinile de Y. deformans pot avea aspect divers, de la neted
si mat pana la catifelat si lucitor. Specia formeaza pseudomiceliu sau miceliu adevarat in functie

de stadiul haploid sau diploid (figura 3.22 b).
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Fig. 3.22. Arborele filogenetic reconstruit (a) si aspectul morfologic (b)
ale tulpinilor Pa7, Hp1/4 si Hp1/6 (Yarrowia deformans) (orig.)

Importanta speciei: Y. deformans este una dintre cele mai larg studiate drojdii, este un
organism aerob obligat, capabil de a produce metaboliti importanti si cu o activitate secretorie
intensa, utilizat pe larg in industrie, in biologia moleculard si in studiile de genetica. Lipaza
produsa de aceastd specie este pe larg utilizata in industria detergentilor, farmaceutica. De
asemenea Y. deformans este capabild de a produce enzime extracelulare si metaboliti secundari

importante din punct de vedere industrial (Bigey et al. 2003, Michely et al. 2013).

Familia Debaryomycetaceae

Genul Debaryomyces, Lodder, Kreger-van Rij ex Kreger-van Rij, 1834

D. hansenii (Zopf) Lodder, Kreger, 1957

In rezultatul analizei filogenetice tulpina Pa4, izolati din corpul insectei Protapion

apricans a fost identificata ca Debaryomyces hansenii cu o similaritate de 99 % (figura 3.23 a).

Pa4 7
99 | Debaryomyces hansenii AF210326 %,U’)
o
10077 Debaryomyces hansenii GQ458041 Debaromycetaceae g
Scheffersomyces shehatae HQ652069 g
r. Pichia castillae DQ409168 ‘f?
Kluyveromyces lactis KC609424 Saccharomveetaceae g
I— Torulaspora delbrueckii JX234568 Y @
0.05
a b

Fig. 3.23. Arborele filogenetic reconstruit (a) si aspectul morfologic (b) ale tulpinii Pa4
(Debaryomyces hansenii) (orig.)
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Particularitati morfologice: Specia D. hansenii formeaza colonii sferice sau ovoidale, pal
sure sau galbii, cu suprafata lucioasa, sau mata, neteda sau rugoasa. Pseudomiceliul este absent
sau este foarte primitiv, de culoare pald, hialind. In cazuri rare este dezvoltat. Ascosporii sunt
sferici (figura 3.23 b).

Importanta practica: D. hansenii este o drojdie osmo-, halo- si xero-toleranta. Este
cunoscuta a fi un contaminant al diferitor alimente cu activitate scazuta a apei. Ea poate fi cultivata
in medii cu pana la 25% NaCl sau 18% glicerol si prezinta interes biotehnologic sporit datorita
proprietatilor sale fiziologice si biochimice (Breuer, Harms 2006, Gori et al. 2012). D. hansenii
poate provoca, de asemenea boli, sau este asociata cu infectiile (Desnos-Ollivier 2008). D. hansenii
este capabild sa sintetizeze sau sa tolereze mai multe toxine. Sinteza toxinelor poate fi un subiect
interesant pentru cercetarea biotehnologica, orientata spre producerea de toxine, sau aplicarea D.
hansenii in scopul de a impiedica cresterea microorganismelor patogene (Banjara et al. 2016, Al-

Qaysi et al. 2017, Medina-Cordova et al. 2018).

Tncrengitura BASIDIOMYCOTA,

Clasa Tremellomycetes, Ordinul Tremellales, Familia (Incertae sedis),

Genul Papiliotrema J.P. Samp., M. Weiss & R. Bauer, 2002

P. laurentii (Kuff) Xin Zhan Liu, F.Y. Bai, M. Groenew. & Boekhout, 2015
(=Cryptococcus laurentii (Kuff.) C.E. Skinner, 1950)

In rezultatul reconstituirii arborelui filogenetic al tulpinii L1/5 aceastd tulpini a fost

identificata ca Papiliotrema laurentii cu o valoare bootstrap de 100% (figura 3.24 a).

L1/5
Papiliotrema laurentii MK268130
Papiliotrema laurentii MN128857
Cryptococcus tephrensis JX188134
100 Vishniacozyma tephrensis MN128859
76 Cryptococcus tephrensis GQ911538
Cryptococcus carnescens GU237051
99 Cryptococcus carnescens FJ573143
68+ Cryptococcus carnescens EU149786

[ Cryptococcus victoriae FR717837

100"- Cryptococcus victoriae AJ581048

’7 Cryptococcus neoformans MT437185

lOOl| Cryptococcus neoformans KY102883
g2' Cryptococcus neoformans MG599181
Trichosporon loubieri HM585351

| Trichosporonaceae, Tremellales

100

Soje|jawal L ‘seade||awal L

 —
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Fig. 3.24. Arborele filogenetic reconstruit (a) si aspectul morfologic (b)
ale tulpinii L1/5 (Papiliotrema laurentii) (orig.)
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Particularitati morfologice: coloniile sunt de culoare crem, devenind galbene spre oranj,
cu textura netedd, uneori mucoidala, suprafata plata sau convexa (figura 3.24 b). Celulele sunt
globulare, elipsoidale pana la cilindrice, 2,0- 5,5 % 3,0-7,0 um, cu Tnmugurire polara. Pseudohifele
sunt absente. Unele tulpini de P. laurentii pot sa formeze un pigment cafeniu pe mediul nutritiv
Bird Seed Agar si pot colora mediul CGB (canavanine— glycine-bromothymol blue) Agar in
albastru similar speciei Cryptococcus gatii, sau C. neoformans insa spre deosebire de acestea
specia P. laurentii poate asimila lactoza si melibioza (Mussa, Randhawa, Khan 2000).

Importanta practica: tulpinile P. laurentii pot fi izolate din diverse medii, precum apa
marind, solul, materia vegetala in proces de putrefactie (Mussa, Randhawa, Khan 2000), filosfera
(Limtong, Kaewwichian 2014). Tulpinile de P. laurentii pot fi utilizate in calitate de agenti de
control biologic al microorganismelor care cauzeaza putrefactia fructelor (Zhang, Zheng, Yu 2007,
Bautista-Rosales et al. 2014). Exista date privind izolarea tulpinilor de P. laurentii in cazuri de

afectiuni pulmonare, infectii fungice s.a (Sadhna, Hawaldar 2015, Londero et al. 2019).

Clasa Microbotryomycetes, Ordinul Sporidiobolales, Familia Sporidiobolaceae,

Genul Rhodotorula F.C. Harrison, 1927

R. graminis Di Menna, 1958

In rezultatul reconstituirii arborelui filogenetic, tulpina fungica L2/1, izolati din corpul
insectei S. lineatus a fost identificata ca Rhodotorula graminis cu o valoare bootstrap de 100 %
(figura 3.25 a).

58121
57 thodotoruIa graminis EU563927
100 } Rhodotorula graminis FR717631
Rhodotorula graminis AF387779
Sporidiobolus longiusculus AY552327
Ustilentyloma fluitans AY212990 ] Mycobotriales

Sporidiobolaceae, /
Sporidiobolales

0.05

a b

Fig. 3.25. Arborele filogenetic reconstruit (a) si aspectul morfologic (b)
ale tulpinii L2/1 (Rhodotorula graminis) (orig.)

Particularitati morfologice: Rhodotorula graminis este o drojdie unicelulara pigmentata,
care poate fi distinsa usor prin culoarea sa oranj. Culoarea coloniilor poate varia de la crem-roz,
galben pana la oranj (figura 3.25 b). Formeaza celule sferice sau alungite si blastoconidii.

Dimensiuni 2,5-6,5%6,5-14,0 um.
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Importanta practica: este o specie ubicvistd care poate fi izolata din apa, aer, sol. Este un
endofit al unui spectru larg de gazde si poate stimula cresterea si dezvoltarea plantelor (Knoth et
al. 2014). Poate suporta niveluri inalte de deficit de azot pana la 1 % din biomasa sa. Rhodotorula
graminis are capacitatea de a utiliza o gama larga de substante in calitate de surse de carbon pentru
a produce lipide, fiind capabila sa reziste la o gama larga de inhibitori eliberati la descompunerea
materiei ligno-celulozice. Aceasta particularitate a speciei este utilizata pentru obtinerea

biodieselului (Galafassi 2012, Martinez-Silveira et al. 2019).

increngitura MUCOROMYCOTA,

Ordinul Mucorales, Familia Mucoraceae,

Genul Mucor Fresen., 1850, M. racemosus Fresen., 1850

In rezultatul analizei filogenetice tulpina Hp3/13, izolati din corpul insectei H. postica a
fost identificata ca Mucor racemosus cu o similaritate de 100 % (figura 3.26 a).

77 Hp3/13 7
Mucor racemosus MG554233

100} Mucor racemosus AY213661
Mucor racemosus FJ345353
Mucor racemosus AY213659
Mucor racemosus AY625074
Mucor indicus JN974014

00" Mucor indicus KP132475

Mucor mucedo EU484287

100" Mucor mucedo MH854643
Rhizopus microsporus JN942875 |
Pilobolus heterosporus HM049582 | Pilobolaceae, Mucorales

H 0.05

91
Mucoraceae, Mucorales

Fig. 3.26. Arborele filogenetic reconstruit (a) si aspectul morfologic (b)
ale tulpinii Hp3/13 (Mucor racemosus) (orig.)

Particularitatile morfologice: Coloniile sunt pal sure (figura 3.26 b). Sporangioforii
hialini, pana la 20 um indltime, ramificati simpodial si monopodial. Sporangiile maro, pana la 80
(-90) um diametru; columelele subsferice pana la piriforme, cu baza trunchiata, cafeniu deschis,
sporangiosporii au perete neted, sunt sferici pana la elipsoidali, 8-10 pum fin diametru.
Clamidosporii sunt grupati in sporangiospori. Zigosporii sunt pana la 110 pm diametru,
suspensorii egali sau aproape egali.

Importanta practica: Specia M. racemosus are o distributie mondiald, fiind in
preponderenta o specie de sol. Totusi aceasta micromiceta a fost identificata intr-o diversitate mare
de biotopuri, materia vegetala in descompunere, culturile agricole, legumicole si nuci. Poate fi

intalnitd pe fructe, in sucuri sau cascaval si in aerul incaperilor (Bekada 2008). Tulpinile de
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M. racemosus au capacitatea de a degrada detergentii si pesticidele (Jakovljevic et al. 2014,

Kataoka 2018). Studiile indica ca exista oameni alergici la specia M. racemosus.

Genul Rhizopus Ehrenb., 1833, R. stolonifer (Ehrenb.) Vuill., 1902
Tulpina L6/4 a fost identificata ca Rhizopus stolonifer prezentand valoarea bootstrap de
100% (figura 3.27 a).

1001 Rhizopus stolonifer MF461022
100} L64
Rhizopus stolonifer AF117935
Rhizopus stolonifer AY625075
Rhizopus stolonifer AM933543
Rhizopus stolonifer FN401528
Rhizopus oryzae JX467698
100" Rhizopus oryzae AM933547
Mucor plumbeus MK268150
100" Mucor plumbeus HQ285612 -
Pilobolus roridus HM049619 | Pilobolaceae, Mucorales

Mucoraceae, Mucorales

a 0.1 b

Fig. 3.27. Arborele filogenetic reconstruit (a) si aspectul morfologic (b)
ale tulpinii L6/4 (Rhizopus stolonifer) (orig.)

Particularitati morfologice: este 0 micromicetd larg raspandita, avand un miceliu aerian
dens, la inceput alb, apoi gri inchis (rosu sau maro). Rizoizii sunt bine dezvoltati. Sporangioforii
au aproximativ 2500 pm lungime si 35 pm diametru; sporangii au pana la 280 p in diametru,
lungimea columelei putin mai mult de jumatate din indltimea sporangiala (figura 3.27 b). Columela
sporangioforilor este ovoida sau elipsoidald. Specia poate produce zigospori negri, destul de mari
(Zheng et al. 2007).

Importanta practici: R. stolonifer se dezvolta pe fructe: papaya, prune, capsuni, cartofi
dulci, bumbac, arahide si este intalnitd in rizosfera diferitor plante, in sol si pe frunze putrezite.
Provoaca putrezirea fructelor dupa cules fiind cauza unor pierderi economice importante. Specia
R. stolonifer poate fi agent cauzal al intoxicatiilor si alergiilor la om (Ribes, Vanover-Sams, Baker
2000, Donthi et al. 2011). Cu toate acestea, rolul ciupercii ca organism patogen al animalelor
homeoterme urmeaza a fi studiat, deoarece aceasta nu creste la temperatura de 37 °C (Zheng et al.

2007).

In rezultatul cercetarilor efectuate, in microbiota speciilor Sitona lineatus, Hypera postica
si Protapion apricans 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 provoacd daune importante culturilor
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agricole. De asemenea 2 specii fungice sunt potentiali patogeni umani (Aspergillus flavipes si
Penicillium polonicum), 2 specii 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 investigatii suplimentare in scopul caracterizarii si
valorificarii potentialului biotehnologic al tulpinilor fungice evidentiate.

Tn microbiota speciilor de insecte explorate au fost identificate 19 tulpini cu 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),
daunator al speciilor de ficus. 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). Astfel de tulpini ca L1/4 (Aspergillus flavipes) si C
(Penicillium brevicompactum) necesita investigatii suplimentare privind potentialul de a fi
utilizate Tn controlul biologic al insectelor.

Tn microbiota indivizilor din speciile Sitona lineatus si Hypera postica au fost evidentiate
micromicetele Beauveria bassiana (tulpina L1/6, B, N), Beauveria sp. (Cg7, Cgl10, Cgl1, Cg12,
Cg13, Hpl1Cg, Hp2Cg, Hp3Cg, Hp4Cg, Hp6Cg, Hp8Cg, Hp11Cq), Isaria fumosorosea (L5/6) si
Isaria sp. (Hp5Cg), cu potential in controlul biologic al diferitor specii de insecte daunatoare.
Beauveria bassiana este o micromiceta entomopatogena cu un spectru larg de gazde. Studiile
ulterioare trebuie sa vizeze virulenta tulpinilor izolate si actiunea lor asupra speciilor S. lineatus,
H. postica, P. apricans si asupra artropodelor nevizate. Necesita investigatii ulterioare influenta
tulpinii asupra altor insecte din genul Sitona, tinand cont de faptul ca alaturi de Sitona lineatus, in
Republica Moldova au fost identificati inca 18 reprezentanti ai acestui gen (Poiras 2006). De
asemenea, un interes deosebit prezinta tulpina L5/6 identificata ca Isaria fumosorosea, deoarece

nu au fost raportate efecte negative ale acesteia asupra albinelor si artropodelor nevizate.

3.4  Concluzii la capitolul 3

1. In rezultatul cercetarilor efectuate, utilizind metode clasice si molecular-genetice de
identificare, in microflora speciilor Sitona lineatus L., Hypera postica (Gyll.) si Protapion
apricans (Hbst.) au fost identificate 55 tulpini fungice ce apartin la 23 specii si 3
increngaturi (Ascomycota, Basidiomycota si Mucormycota).

2. Pentru prima data, in Republica Moldova, in microflora daunatorilor Sitona lineatus L. si

Hypera postica (Gyll.) au fost identificate speciile Beauveria bassiana (L1/6, B, N)
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Beauveria spp. (Cg7, Cg10, Cgll, Cgl2, Cgl3, Hp1Cg, Hp2Cg, Hp3Cg, Hp4Cg, Hp5Cg,
Hp6Cg, Hp8Cg, Hp11Cg), Isaria fumosorosea (L5/6) si Isaria sp. (Hp5Cg) cu potential in
controlul biologic al acestor specii de insecte. Tulpinile L1/4 (Aspergillus flavipes) si C
(Penicillium brevicompactum) necesita investigatii detaliate privind potentialul insecticid.

3. In baza rezultatelor obtinute, speciile Sitona lineatus L., Hypera postica (Gyll.) si
Protapion apricans (Hbst.) au fost atestate ca potentiali vectori ai ciupercilor fitopatogene:
Penicillium polonicum, Fusarium equiseti, F. oxysporum, F. tricinctum, Trichothecium
roseum, Sarocladium strictum, Alternaria alternata si Rhizopus stolonifer.

4. Pentru prima datd au fost evidentiate speciile fungice din microflora daunatorului

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

Elaborarea si implementarea unor strategii alternative de combatere a insectelor daundtoare
este una din problemele stringente ale agriculturii contemporane si una din sarcinile majore
Tnaintate biotehnologiilor verzi. Insecticidele chimice sunt aplicate extensiv, fiind cauza unor
probleme semnificative ce tin de sandtatea umana, poluarea mediului ambiant si reducerea
biodiversitatii. Investigarea tulpinilor autohtone de micromicete entomopatogene in calitate de
agenti de control biologic reprezinta o necesitate, in contextul dezvoltarii sustenabile a agriculturii
in Republica Moldova. Lista produselor de uz fitosanitar inregistrate in Republica Moldova
include un singur preparat entomopatogen omologat in baza bacteriei Bacillus thuringiensis, Foray
48 B pentru controlul lepidopterelor daundtoare si cateva produse autohtone de origine virala
(VIRIN-KS, Virin-ABB-3, VIRIN-CP s.a.) (Registrul de Stat al Produselor de Uz Fitosanitar si
Fertilizantilor). Chiar dacd se observa o tendinta pozitiva, agentii microbieni de control biologic
raman o resursa insuficient utilizatd pentru gestionarea daunatorilor in Republica Moldova.
Tulpinile autohtone de microorganisme, obtinute din mediul natural, cu proprietati fiziologice si
biochimice avantajoase, pot reduce semnificativ costurile pentru obtinerea bioinsecticidelor si
asigura micsorarea gradului de poluare al mediului ambiant. De asemenea, utilizarea tulpinilor
autohtone va contribui la reducerea riscurilor ecologice, asociate cu introducerea unor organisme
straine in ecosisteme si dereglarea functionarii acestora. Din punct de vedere al costurilor,
productia locald de biopesticide este semnificativ mai eficienta pentru fermieri, decat importul de
preparate, deoarece preturile de pe piata internationald depdsesc capacitatea de cumpdrare a
acestora.

Tn scopul dezvoltirii agentilor de control in baza tulpinilor autohtone de microorganisme
entomopatogene a fost elaborata si aplicata urmatoarea strategie experimentala (figura 4.1).

O etapa semnificativd care reprezintd baza oricarui program de control biologic al
daunatorilor pe bazd de microorganisme este studiul aprofundat al agroecosistemului, biocenozei
si biotopului, obtinerea datelor cu privire fenologia daunatorului, densitatea numerica maxima,
pragul economic de ddunare, relatiilor trofice existente, potentialilor agenti naturali de control
biologic, scopul fiind de a construi sinergii dintre biodiversitatea ecosistemului si tulpina de

microorganisme aplicata in calitate de agent de control biologic (figura 4.1).
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y

Elaborarea recomandarilor de aplicare

Dupa definirea problemei, identificarea grupului de organisme care pot fi utilizate cu
succes in controlul biologic al daunatorului, urmeaza etapa de obtinere a agentului de control.
Metodele de izolare a tulpinilor fungice trebuie sd vizeze nu doar izolarea selectivd a
entomopatogenilor, cat si caracterizarea complexelor de ciuperci din microflora fungica.
Rezultatele obtinute in cadrul cercetarilor din prezenta lucrare au demonstrat ca o tulpina cu
virulentd maxima poate fi izolatd, In urma evidentierii spectrului deplin de fungi prezenti in
microflora daunatorului. Studiile recente au demonstrat ca identificarea molecular-genetica este
extrem de importanta pentru intelegerea si valorificarea interactiunilor gazda-parazit. Multe specii

de fungi prezintd caracteristici criptice, identificarea clasica nefiind capabilad de a face diferenta

Fig. 4.1. Strategia experimentala
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dintre acestea (Vega et al. 2012).

De la primele studii cu privire la izolarea si caracterizarea agentilor fungici de control
biologic pana in prezent, in literatura de specialitate pot fi gasite date cu privire la izolarea
tulpinilor de fungi entomopatogeni, identificarea acestora, informatii cu privire la efectul
insecticid, cerintele nutritive ale tulpinilor, persistenta, eficacitatea in conditii de cAmp. Insa putine
dintre aceste tulpini au fost dezvoltate intr-un preparat entomopatogen. Putine dintre studiile
realizate la moment au o abordare holistica, multidisciplinara, orientata spre dezvoltarea unui agent
de control biologic care poate fi aplicat cu succes. Scopul cercetarilor expuse in prezenta lucrare
este de a depasi aceste impedimente, de a cerceta toate aspectele cheie 1n elaborarea unui preparat
entomopatogen care si-ar pastra proprietatile insecticide in conditii de camp.

Pentru elaborarea preparatelor este necesar de a selecta tulpinile de micromicete potential
tulpini si identificarea tulpinilor cu activitate insecticida maxima. Tulpinile selectate sunt
caracterizate morfo-cultural, genotipic, fiziologic si biochimic, este determinata virulenta acestora.
Evaluarea activitatii insecticide in conditii de laborator permite de a determina momentul de
aplicare, numarul de aplicari si doza necesara de a fi aplicata in conditii de cAmp pentru atingerea
unui rezultat maxim. Astfel in rezultatul acestei etape tulpinile sunt descrise si este caracterizat
spectrul potential de gazde.

Una dintre problemele majore ale aplicarii entomopatogenilor este atenuarea virulentei
drept rezultat al cultivarii succesive in vitro (Butt, Goettel 2000, Butt et al. 2006). Astfel o etapa
importantd in obtinerea preparatelor constd in elaborarea metodelor de cultivare, pastrare,
multiplicare care sa asigure mentinerea proprietatilor biotehnologice valoroase n timp.

De asemenea este important de a mentine viabilitatea sporilor pe parcursul etapei de
formulare, pastrare si aplicare a produsului final (Seaman 1990, Boyetchko et al. 1998, Lopez-
Perez et al. 2015, Mufiiz-Paredes et al. 2017, Lee et al. 2019). La etapele initiale de dezvoltare a
preparatelor entomopatogene atentie maxima in schema tehnologica se acorda etapelor de izolare,
identificare si caracterizare a entomopatogenilor din perspectiva producerii Tn masa a sporilor
capabili de infectie. In dependentd de tipul de spori (blastospori sau conidii) care poseda
infectivitate maxima se alege tipul de cultivare (la suprafata) sau in profunzime.

O data ce tulpina este selectata si caracterizata, in baza ei este obtinut un brevet de inventie
(Kiewnick et al. 2007). Datorita avansarii stiintei in intelegerea mecanismelor implicate si
responsabile de activitatea microorganismelor in calitate de agenti de control biologic, la
momentul actual selectarea producentului se bazeaza nu doar pe virulenta, dar si pe anume trasaturi

care asigura supravietuirea si infectivitatea In conditii de camp (Kiewnick et al. 2007, Lopez-Perez
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et al. 2015, Muiiiz-Paredes et al. 2017, Lee et al. 2019). Caracterizarea tulpinilor urmeaza a fi
realizata din perspectiva mediului in care acestea vor fi introduse, fiind selectate acele tulpini care
pot supravietui factorilor abiotici de stres si pot initia procesul de patogenezd in conditiile
respective. Selectarea producentului cu luarea in calcul a acestor particularitati sporeste
semnificativ succesul etapelor ulterioare si simplificd procedura de formulare, astfel scazand din
costul produsului. Aceasta etapa permite de a identifica factorii care pot limita eficienta agentului
de control biologic in conditii de camp si de a selecta aditivii necesari de a fi adaugati la sporii
fungici pentru a asigura stabilitatea produsului, protectia producentului, sporind eficacitatea
produsului (Kiewnick et al. 2007, Lopez-Perez et al. 2015, Mufiiz-Paredes et al. 2017, Lee et al.
2019). Astfel biotehnologia nu doar ofera oportunitatea de a aplica entomopatogenii in calitate de
mecanismele de patogenitate, de a anticipa comportamentul agentului de control biologic in
conditii de camp deschis si de a oferi strategii de control a ddunétorilor eficiente si viabile.

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:

- afost estimata susceptibilitatea insectelor tinta la infectia cu tulpinile fungice selectate;

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

- tulpina de fungi cu activitate insecticida maxima a fost depusa in Colectia Nationala de
Microorganisme Nepatogene a Institutului de Microbiologie si Biotehnologie in baza ei
fiind obtinut brevet de inventie (Anexele 1, 2 si 3);

- 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 Indelungata,

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

- a fost elaboratd schema care sintetizeazd 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.
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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 evaluata viabilitatea conidiilor si cantitatea de inocul aplicatd a fost
ajustata astfel Tncat cantitatea de conidii capabile de a infecta gazda sa fie aceeasi. Datele privind

mortalitatea inregistrata la 7-a zi sunt prezentate in tabelul 4.1.

Tabelul 4.1. Evaluarea preliminari a activititii insecticide a tulpinilor fungice

Nr. | Tulpina fungica Viabilitatea, | Cantitatea | Mortalitatea (Abbot, 1925) la a 7-a zi de
d/o | testata % de inocul | la tratament, %
aplicata,
ml S. lineatus | H. postica | P. apricans

1. | B. bassiana, L1/6 94,0+4,50 1,064 100 70 40

2. | B. bassiana, B 90,0+3,97 1,111 70 30 0

3. | B. 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. | Beauveriasp., Cgl10 87,0+2,00 1,149 80 30 0

6. | Beauveriasp., Cgll 82,0+1,80 1,220 60 30 0

7. | Beauveriasp., Cgl2 87,0+3,12 1,149 90 50 20

8. | Beauveriasp., Cgl3 93,0+2,18 1,075 50 20 0

9. | I. fumosorosea, L5/6 91,5+4,82 1,093 40 0 0

10. | Martor, HoOuist. sterils 1 0 0 0

Specia Sitona lineatus a fost susceptibila la infectia cu toate tulpinile fungice testate, specia
Hypera postica a fost susceptibila la infectia doar cu tulpinile fungice din genul Beauveria. In
cazul speciei Protapion apricans au fost inregistrate cele mai mici valori ale mortalitatii, fiind
capabile de a cauza mortalitate doar 3 din cele 9 tulpini entomopatogene investigate. n rezultatul
pentru determinarea activitatii insecticide a fost selectata tulpina L1/6 care a prezentat valori

sporite ale mortalitatii.

4.2  Evaluarea activitatii insecticide a tulpinii Beauveria bassiana L1/6 (CNMN-FE-01)
Cuantificarea inoculului a fost realizatd folosind Camera Goreaev. Pentru tulpina L1/6
concentratia de spori recoltatd a constituit 1,02 x107 conidii/ml. Deviatia standard a constituit
3,962 ceea ce reprezintd 9,72 % din valoarea medie a numarului de spori in 16 patrate mici. Per
cutie Petri au fost aplicate cate 1 ml suspensie spori. Au fost folosite cutii Petri cu diametrul de 90

mm, suprafata fiind respectiv:
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nx d> 3,14x 907 ,
S= ) = ) =6361,7 mm* =63,617 cm

Evaluarea viabilitatii conidiilor
Au fost numarate conidiile care au germinat per numar total de 200 de conidii. Experienta

a fost efectuata n trei repetitii.

_(183+192+195)

0/ — QX0
2003 x 100% =95%

Deviatia standard calculata a constituit 6,245 ceea ce reprezinta 3,287 % din valoarea medie
anumarului de spori germinati. Viabilitatea sporilor a constituit 95% dupd pastrare in frigider timp
de 2 ani la temperatura de 4°C. In cazul pastrarii tulpinii in glicerol de 10% la temperatura de -80
°C viabilitatea conidiilor a constituit 96%.

Cantitatea de conidii viabile in inocul

C=1,02 x107 spori/mlx0,95=0,969x10" spori/ml
Concentratia de spori per unitate de suprafata la concentratia maximala testata este de:

C 0,969x10’ s .
Y A 1,523x10”spori/ cm

Activitatea insecticidd 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
(figura 4.2). 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 (figura 4.3).

Fig. 4.2. Inocularea speciilor de dauniitori cu suspensii Fig. 4.3. Transferarea insectelor
conidiale din cultura tulpinii B. bassiana L1/6 in custi cu lucerna proaspata
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Fiecare 24 de ore au fost inregistrate datele cu privire la numarul de exemplare moarte. Au
fost observate schimbari in comportamentul trofic al insectelor acestea devenind pasive, incepand

cu ziua a doua de la inoculare, a scazut numarul de crestaturi specifice pe frunzele de lucerna

(figura 4.4).

b

Fig. 4.4. Verificarea mortalititii insectelor dupi inocularea cu tulpinile fungice
a — verificarea mortalitatii, b — Tnregistrarea datelor

Cadavrele insectelor au fost Indepartate Tnainte ca micromiceta sa sporuleze pentru a
preveni transmiterea orizontala (figura 4.5). Ulterior custile au fost spalate, sterilizate, iar lucerna

a fost schimbata.

-

a b

Fig. 4.5. Verificarea mortalitatii si transferarea indivizilor
a — exemplare moarte fixate la baza frunzelor, b — transferarea indivizilor in eprubete
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Faptul cd mortalitatea insectelor a fost cauzata de infectia fungica a fost confirmat prin
aparitia miceliului aerian caracteristic pe cadavrele plasate in conditii de umiditate sporita si lipsa

dezvoltarii acestuia in proba martor (figura 4.6).

Fig. 4.6. Insecte cu miceliu aerian dezvoltat la exterior
a —specimenii cu sporulare externa, b — Sitona lineatus

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

a fost 0,969x108 spori/ml cauzand o mortalitate de 100% la a 5-a zi de la tratament (figura 4.7)
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Fig. 4.7. Rata medie a mortalitatii indivizilor din specia S. lineatus dupa aplicarea
suspensiei din conidii ale tulpinii L1/6

1-0,969x107 conidii/ml, 2 - 0,969x108 conidii/ml, 3 - 0,969%10° conidii/ml,
4 - 0,969%10% 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. Astfel, o reducere cu 50% a efectivului
daunatorului Sitona lineatus L., poate fi obtinuta la aplicarea culturii fungice Beauveria bassiana
L1/6 in concentratie de 1,127 x 10* spori/ml, in ap distilata.

Datele denota ca tulpina de fungi propusa Beauveria bassiana L1/6 poseda o activitate
insecticida mai pronuntatd asupra speciei S. lineatus comparativ cu datele din literatura de
specialitate si poate fi utilizata in calitate de agent biologic in controlul efectivului lor numeric
(tabelul 4.2).

Tabelul 4.2. Rata mortalititii daunitorului Sitona lineatus L. dupa aplicarea suspensiei de
spori din cultura fungici a tulpinilor de Beauveria bassiana

Nr. | Tulpina Cantitatea Mortalitatea, Mortalitatea,
sporilor per nr. exemplare %
individ moarte/nr. total
1. | Beauveria bassiana L1/6 0,969x10° 30/30 100

Beauveria bassiana 238 .
2. (Riedel, 1998) 1x10 17/20 85

Tulpina este ecologic inofensiva, deoarece a fost extrasd din mediul natural, nu este
patogeni pentru plante si organismele homeoterme. In natura nu sunt introduse organisme noi,
ceea ce exclude deteriorarea ecosistemelor, cum se observad in cazul utilizarii altor patogeni si
preparate. Tulpina Beauveria bassiana L1/6 a fost depozitatd in colectia Nationala 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, Toderas 2018, Anexele 1, 2 si 3).

Izolarea tulpinilor locale de Beauveria bassiana cu activitate insecticida sporita, si o viteza
sporita de actiune reprezinta o etapa importantd in dezvoltarea programelor de control biologic
bazate de preparate entomopatogene fungice in Republica Moldova.

Din punct de vedere al costurilor, productia locala de biopesticide este mai avantajoasa
pentru fermieri. Ulterior se cere de a evalua virulenta tulpinilor izolate asupra unei game mai largi
de artropode, Tn special cele nevizate. Pentru a evita epuizarea resurselor naturale este necesar de
a investiga aplicarea concomitenta a mai multor metode si agenti de control al ddunatorilor ceea

ce va a oferi strategii de management integrat viabile si eficiente.

126



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 totodatd o cantitate ridicatd de spori. De asemenea sunt realizate
investigatii stiintifice care au drept scop caracterizarea metabolitilor produsi de tulpinile fungice
pentru a identifica acele substante care joaci un rol important in procesul de patogenezi. insi
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 cdmp sunt afectate de
temperatura, umiditate, radiatiile cu diferite lungimi de unda, salinitate s.a. (Jaronski 2010, Vega
et al. 2012). Cercetarile din ultimii ani au scos in evidenta faptul ca raspunsul tulpinilor fungice la
actiunea factorilor de mediu depinde de specie, ecotip, si au elucidat faptul cd activitatea
insecticidd depinde de anotimp. Este cunoscut faptul ca factorii fizici au o influentd semnificativa
asupra cresterii si dezvoltarii tulpinilor fungice in conditiile naturale, totusi putine dintre studiile
realizate 1n ultimii ani au urmadrit caracterizarea particularitatilor fiziologice ale agentilor de
control biologic din aceastd perspectiva. Majoritatea studiilor s-au axat pe selectarea mediilor
nutritive optime pentru maximizarea productiei de spori in conditii de laborator (Piatkowski,
Krzyzewska 2007). Studierea efectului diferitor factori fizici asupra cresterii si dezvoltarii
tulpinilor fungice cu potential insecticid inalt sunt esentiale pentru prognozarea eficacitatii tulpinii
selectate in conditii de camp, elaborarea formulei biopreparatului, elaborarea recomandarilor de

aplicare si ajustarea dozelor utilizate.

4.3.1 Influenta temperaturii asupra cresterii si dezvoltarii tulpinii de fungi Beauveria

bassiana CNMN-FE-01

Un factor limitativ care actioneaza asupra cresterii si dezvoltarii tulpinilor este temperatura,
de asemenea acest factor influenteaza direct capacitatea de a infecta insecta gazda (Mietkiewski et
al. 1994, Mishra, Kumar , Malik 2015, Athanassiou et al. 2017). Temperatura inalta afecteaza
direct sporularea iar temperaturile extreme pot inhiba complet producerea de spori (Piatkowski,
Krzyzewska 2007, Mwamburi, Laing, Miller 2015). De asemenea este cunoscut faptul ca la
temperaturi mai mari de 45°C se induce sinteza de proteine de soc termic (Xavier, Khachatourians
2011). Toleranta termica este un element cheie pentru stabilitatea si eficienta preparatului pe baza

de condii fungice in conditii de camp (Tong, Feng 2020).
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In rezultatul analizei datelor obtinute in prezenta lucrare a fost stabilit faptul ci cresterea

radiala a tulpinii Beauveria bassiana CNMN-FE-01 urmeaza un model liniar (figura 4.8).
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Fig. 4.8. Graficul care exprima dependenta dinamicii de crestere a coloniilor tulpinii B.

bassiana CNMN-FE-01 (mm), de temperatura

Viteza de crestere radiala a tulpinii de fungi diferd semnificativ din punct de vedere statistic

la temperaturile testate (F(3,52) = 6,073, p = 0,001). Din ecuatia dreptei a fost dedusa viteza medie

de crestere radiala care este egald cu panta dreptei. In rezultatul analizei datelor privind viteza

medie de cresterea radiala a fost determinat faptul cd temperatura optima de crestere este de 25 °C.

Cresterea tulpinii se stopeaza la temperatura de 35°C (figura 4.9).
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Fig. 4.9. Viteza medie de crestere radiali a tulpinii de fungi B. bassiana CNMN-FE-01 pe
mediul nutritiv PDA la diferite temperaturi, mm/zi
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Studiile anterioare privind temperatura optimd pentru cresterea vegetativd a
entomopatogenilor fungi, au constatat faptul ca aceasta variaza semnificativ intre diferite specii si
n cadrul speciilor. Conform datelor din literatura de specialitate pentru mai multe specii de fungi,
inclusiv din genurile Beauveria, Metarhizium si Paecilomyces temperatura optima pentru crestere
si dezvoltare este situatd in intervalul 24 si 27°C (Hallsworth, Naresh 1999). Fiind studiate 65
tulpini de B. bassiana a fost constatat ca in majoritatea cazurilor temperatura optima de crestere a
variat in limitele 25- 28 °C. Unele tulpini au avut temperatura optima 20°C si 30°C (Fargues et al.
1997). Ulterior fiind studiate mai multe tulpini de B. bassiana si M. anisopliae a fost evidentiata o
viteza de crestere lineara la temperatura de 30 °C. Din cele 98 tulpini cercetate doar 3 au fost
capabile de a creste la 35 °C (Rodriguez, Gerding, France 2009). Exista date privind izolarea
tulpinilor de M. anisopliae capabile de a creste bine la temperaturi egale si mai mari de 35°C (Teja,
Rahman 2016).

In rezultatul analizei datelor obtinute a fost stabilit ci sporularea si rata de germinare sunt

maxime in cazul cultivarii la temperatura de 25 °C (figura 4.10, 4.11).
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Fig. 4.10. Cantitatea de spori/cm? produse de tulpina B. bassiana CNMN-FE-01,
functie de temperatura

Lipsa cresterii si germinarii la temperaturi apropiate de temperatura corpului uman prezinta
un avantaj semnificativ pentru nregistrarea preparatelor entomopatogene fungice (Butt 2002).
Totodata temperatura poate avea un efect negativ semnificativ asupra procesului de patogeneza in
cazul cresterii semnificative a temperaturii la suprafata solului (Arthurs et al. 2001, Rangel et al.

2005, Vega et al. 2012).
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Fig. 4.11. Viabilitatea conidiilor tulpinii B. bassiana CNMN-FE-01 dupa mentinerea
indelungata la diferite temperaturi

A fost stabilit ca la temperatura 25 °C timp de 90 de zile, tulpina fungicd isi mentine
viabilitatea sporilor in proportie de 86 % (figura 4.11). Temperaturile mai mari de 25 °C reduc
semnificativ viabilitatea sporilor. Inhibarea cresterii tulpinii Beauveria bassiana CNMN-FE-01 la
temperaturi mai mari 30°C si reducerii considerabile a viabilitatii sporilor dupa expunerea
indelungata la temperaturi mai mari de 30°C denota necesitatea aplicarii repetate ale tulpinii
fungice Beauveria bassiana CNMN-FE-01 in cazul utilizarii in calitate de agent de control

biologic al coleopterelor curculionoide.

4.3.2 Influenta radiatiilor UV asupra cresterii si dezvoltirii tulpinii de fungi Beauveria

bassiana CNMN-FE-01

Este cunoscut faptul ca radiatiile UV sunt un factor limitativ pentru cresterea si dezvoltarea
tulpinilor fungice in conditii de camp. Conidiile sunt extrem de sensibile la radiatiile UVB. Acestea
cauzeaza deteriordri la nivelul acizilor nucleici, proteinelor, lipidelor si membranelor (Tevini 1993,
Vega et al. 2012). Expunerea subletala la radiatiile UV poate determina alterari fiziologice sau
genetice, contribuind la reducerea virulentei, prin faptul ca intarzie sau inhiba germinarea (Vega
et al. 2012). O expunere cu durata de 5 minute poate reduce rata de germinare a conidiilor de B.
bassiana de la 94% la 52% (Wenzel Rodrigues et al. 2016). A fost cercetatda microscopic
germinarea conidiilor tulpinii B. bassiana CNMN-FE-01 dupa iradiere cu radiatii UV, A=312 nm.
(figura 4.12, 4.13).
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Fig. 4.12. Germinarea conidiilor dupa expunerea la raze UV, examinare microscopica
a. dupa 24 h, martor; b. dupa 30 h, martor, c. 24 h, 10 min expunere UV, d.30 h, 10 min UV,
e. 24 h, 20 min UV, f. 30 h, 20 min UV, g. 24 h, 30 min UV, h. 30 h, 30 min UV
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Fig. 4.12. Germinarea conidiilor dupi expunerea la raze UV, examinare microscopica
I. 24 h, 40 min UV, j. dupa 30 h, 40 min UV
A fost stabilit faptul ca expunerea de scurtd durata la razele UV cu A=312 nm inhiba
puternic germinarea sporilor (figura 4.13).
Prezinta interes faptul ca rata de germinare creste in 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.
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Fig. 4.13. Germinarea conidiilor tulpinii B. bassiana CNMN-FE-01 dupi iradierea cu raze
UV timp de 10, 20, 30, 40 min.

Ulterior a fost cercetata viteza de crestere radiald a tulpinii fungice dupa iradiere (figura

4.14, 4.15).
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Fig. 4.14. Graficul care exprima dependenta dinamicii de crestere a coloniilor tulpinii B.

Viteza de crestere radiala nu este afectatd semnificativ de expunerea la raze UV (A = 312

nm) (F(4,65) = 0,037, p = 0,827). Din ecuatia dreptei a fost dedusa viteza medie de crestere radiala
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care este egald cu panta dreptei (figura 4.15).
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Fig. 4.15. Viteza medie de crestere radiala a tulpinii de fungi B. bassiana CNMN-FE-01 pe

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). Existda numeroase Studii privind eficienta
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ecranelor de protectie contra UV in formulele apoase sau pe baza de ulei a speciei B. bassiana,
testate in laborator si in teren deschis (Vega et al. 2012, Posadas et al. 2012, Wenzel Rodrigues et
al. 2016). Pigmentii naturali care se contin in uleiurile vegetale de asemenea pot proteja conidiile
de radiatia UV (Braga et al. 2001). Stresul la nivel subletal (nutritional, osmotic, etc.) poate stimula
toleranta conidiilor fata de radiatiile UV (Rangel, Anderson, Roberts 2008, Vega et al. 2012).

4.3.3 Influenta pH-ului mediului ambiant asupra cresterii si dezvoltdarii 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). pH-ul solului poate
influenta germinarea conidiilor. 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 1n cazul speciei B.
bassiana este optima la pH acid (Sharma, Agarwal, Rajak 1992, St. Leger, Joshi, Roberts 1998,
Dias et al. 2008).

Rezultatele privind cresterea vegetativa a tulpinii fungice B. bassiana CNMN-FE-01 la 5

valori ale pH (5, 6, 7, 8, 9) sunt prezentate in figurile de mai jos (figura 4.16, 4.17).
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Fig. 4.16. Graficul care exprimi dependenta dinamicii de crestere a coloniilor tulpinii
B. bassiana CNMN-FE-01 (mm), de pH-ul mediului
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Toleranta tulpinilor de B. bassiana fata de diferite valori ale pH-ului a constituit obiectul
investigatiilor stintifice (Sharma et al. 1992, Padmavathi, Devi, Rao 2003, Karthikeyan, Shanthi,
Nagasathya 2008). Fiind studiata toleranta si intervalele optime ale pH pentru 29 de tulpini de B.
bassiana a fost stabilit faptul ca un pH=3 a inhibat cresterea tuturor tulpinilor. Toate tulpinile au
tolerat un pH de 5-13, unele tulpini prezentand un interval optim la larg, pe cand altele mai restrans
(Padmavathi, Uma Devi, Uma Maheswara Rao 2003). In linii generale tulpinile de Beuveria
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 4.17).
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Fig. 4.17. Viteza medie de crestere radiali 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 radiald a fost determinat faptul ca
nu existd 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 calori ale pH
5-9, tulpina prezinta diferente semnificative din punct de vedere statistic ale vitezei de crestere
radiala (F(4,65) = 4,33, p = 0,004), tulpina prezentand valori minime ale vitezei de crestere la
pH=5.

De asemenea a fost evaluata cantitatea de spori produsa per unitate de suprafata si rata de
germinare a tulpinii fungice dupa cultivare pe mediul nutritiv PDA cu valori diferite ale pH, timp
de 90 de zile, la temperatura de 25 °C (figura 4.18, 4.19). A fost constatat ca la valori ale pH mai

mari de 6 se reduce cantitatea de spori produsa si viabilitatea sporilor.
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Fig. 4.19. Viabilitatea sporilor produsi de tulpina de fungi B. bassiana CNMN-FE-01 dupa
pistrare indelungati pe mediu nutritiv PDA cu diferit pH, spori/cm?

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. Dacd multiplicam
concentratia conidiilor produse cu viabilitatea acestora, vom obtine mai multe conidii viabile
produse la pH=6, chiar daca viabilitatea totald este mai mica la valoarea pH=6 comparativ cu
viabilitatea la pH=S5. Astfel pentru obtinerea unui numar maxim de conidii viabile este
recomandabil de a ajusta pH-ul mediului la valoarea 6. 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
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necesitatea ajustarii dozelor de preparat aplicate de la caz la caz, in functie de tipul de sol
predominant.

De asemenea toleranta tulpinilor entomopatogene la diferite valori ale pH este importanta
in cazul aplicdrii concomitente a preparatelor biologice cu preparatele chimice de control Tn scopul
atingerii unui efect sinergic (Inglis et al. 2001). Hemocelul insectelor expuse la pesticide chimice
devine alcalin, astfel incat tulpinile de microorganisme entomopatogene utilizate trebuie sa fie

tolerante la aceste valori ale pH (Ferron 1978).

4.3.4 Influenta salinitatii mediului ambiant asupra cresterii si dezvoltdrii 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). Aspectul
extern al coloniilor tulpinii fungice B. bassiana CNMN-FE-01, la a 5-a zi de la inoculare pe mediul

nutritiv PDA, cu diferite concentratii de NaCl, este prezentat in imaginile de mai jos (figura 4.20).

;0@

Fig. 4.20. Influenta concentratiei de NaCl asupra cresterii radiale a tulpinii fungice
B. bassiana CNMN-FE-01, la a 5-a zi de la inoculare
a- 1% NaCl, b - 2% NaCl, ¢ - 3% NaCl, d - 5% NaCl, e - 7% NaCl, f - 9% NaCl,

d
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Din imaginile prezentate (figura 4.20) poate fi observat efectul inhibitor al concentratiilor
de NaCl > 3%, asupra cresterii vegetative a tulpinii fungice B. bassiana CNMN-FE-01. Acest efect
se manifesta prin reducerea razei coloniilor tulpinii de fungi odatd cu cresterea concentratiei de
NaCl in mediul nutritiv. Analiza datelor a relevat faptul ca cresterea radiala a tulpinii fungice B.
bassiana CNMN-FE-01 la diferite concentratii ale NaCl in mediul nutritiv urmeaza un model
liniar. Nu existd diferente din punct de vedere statistic dintre valorile medii ale razei coloniei
tulpinii CNMN-FE-01 la concentratiile de 1-3 % NaCl comparativ cu martorul (F (3,52) = 0,310,
p = 0,818) (figura 4.21).
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Fig. 4.21. Graficul care exprima dependenta dinamicii de crestere a coloniilor tulpinii
B. bassiana CNMN-FE-01 (mm), de salinitatea mediului

Totodatd exista diferente semnificative din punct de vedere statistic dintre valorile medii
ale razei coloniei tulpinii investigate in intervalul 0-9% NaCl in mediul de cultura (F (6,91) =
7,307, p = 2,16><10'6). in rezultatul analizei datelor privind viteza medie de crestere radiald a fost
determinat faptul cd odatd cu cresterea salinitdtii mediului viteza medie de crestere radiald a

tulpinii B. bassiana CNMN-FE-01 scade liniar (figura 4.22).
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Fig. 4.22. Viteza medie de crestere radiala a tulpinii de fungi B. bassiana CNMN-FE-01 pe
mediu nutritiv PDA cu diferite concentratii de NaCl, mm/zi

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

concentratiei de NaCl mai mari de 3% (figura 4.23).
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Fig. 4.23. Cantitatea de spori produsa de tulpina de fungi B. bassiana CNMN-FE-01 pe
mediu nutritiv PDA cu diferite concentratii de NaCl dupi pistrare indelungati, spori/cm?

Concentratia de 2% NaCl contribuie la o crestere nesemnificativd fatd de martor a

viabilitatii conidiilor (figura 4.24).
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Fig. 4.24. Viabilitatea sporilor produsi de tulpina de fungi B. bassiana CNMN-FE-01 dupa
pastrare indelungata pe mediu nutritiv PDA cu diferite concentratii de NaCl, %

4.3.5 Influenta presiunii osmotice a mediului asupra cresterii si dezvoltarii tulpinii de fungi
Beauveria bassiana CNMN-FE-01
Presiunea osmotica 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, Chandler, Heale, Gillespie 1994). Rezultatele privind cresterea vegetativa a
tulpinii fungice B. bassiana CNMN-FE-01 dupa mentinerea timp de 24h in solutii apoase cu

diferite concentratii de NaCl sunt prezentate in figurile de mai jos (figura 4.25, 4.26).
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Fig. 4.25. Graficul care exprima dependenta dinamicii de crestere a coloniilor tulpinii B.
bassiana CNMN-FE-01 (mm), de concentratia NaCl in solutie apoasa
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In rezultatul analizei datelor a fost determinat faptul ca in timp viteza medie de crestere
radiald a tulpinii B. bassiana CNMN-FE-01 este mai mare dupa mentinerea in solutii de NaCl
comparativ cu mentinerea in apa distilata (figura 4.26). Datele obtinute sunt semnificative din

punct de vedere statistic (F(3,52) = 4,547, p = 0,007).
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Fig. 4.26. Viteza medie de crestere radiala a tulpinii de fungi B. bassiana CNMN-FE-01 pe
mediu nutritiv dupa mentinerea conidiilor timp de 24h in solutii cu diferita concentratie a
NaCl Tnainte de inoculare, mm/zi

Cantitatea de spori produsa creste semnificativ dupa mentinerea conidiilor in solutie de

0,006 M NaCl comparativ cu mentinerea in apa distilata sterila (figura 4.27).
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Fig. 4.27. Cantitatea de spori produsa de tulpina de fungi B. bassiana CNMN-FE-01 pe
mediu nutritiv PDA dupi mentinerea conidiilor timp de 24h in solutii cu diferita
concentratie a NaCl, spori/cm?
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Fig. 4.28. Viabilitatea sporilor produsi de tulpina de fungi B. bassiana CNMN-FE-01
dupa pastrare, %

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 fata de martor (figura 4.28). Insa viabilitatea sporilor este
mai micd comparativ cu celelalte cercetari efectuate in care conidiile au fost inoculate fard a fi

mentinute preventiv in solutii apoase timp de 24h.

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 virulenta sporitd. La un pol este profitul companiilor, la
cellalt pol este bunistarea si siguranta financiara a fermierilor. In contextul celor mentionate,
selectarea tulpinilor autohtone virulente si productia locald de biopesticide este solutia orientata
spre consumator care poate asigura o agriculturad sustenabila.

Rezultatele cercetarilor prezentate in aceasta teza de doctorat pot fi integrate intr-un flux
complex de proiectare, elaborare si producere 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 4.29) iar al doilea pas a contribuit la elaborarea tehnologiei de

producere a preparatului insecticid pe baza tulpinii B. bassiana CNMN-FE-01 (figura 4.30).

142



Colectia de tulpini fungice potential entomopatogene

!

T

1. Tulpina de fungi Beauveria bassiana L1/6

!

Evaluarea activititii insecticide in conditii controlate si

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

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

potential producitor

|

, : ) 3 .

Caracterizarea influentei factorilor
de mediu asupra cresterii si

dezvoltarii tulpinii

Pastrarea culturii pure, cu mentinerea
activitatii insecticide

|

Pistrare in glicerol, 10 %, t = -80°C;
verificarea viabilitatii dupa 5 ani— 95%

Influenta temperaturii:
te optimé, prognozarea necesititii
agentilor de umectare, aplicare

Influenta UV:
prognozarea necesitatii agentilor UV
protectori, recomandari de aplicare

Pasajul prin corpul gazdeipentru
restabilirea virulentei

Influenta pH:
pH optim pentru cultivare,
recomandari de aplicare
Influenta salinitatii si osmolaritatii:
regim optim de cultivare, recomandri de

Reevaluarea activitatii insecticide dupa
pastrare

aplicare .
‘ A
-
3. Tulpina Beauveria bassiana CNMN-FE-01:
tulpini producitor
.

Fig. 4.29. Etapele procesului de selectare a tulpinii producitor

Selectarea tulpinii producator din componenta preparatului bioinsecticid a presupus:

- screening-ul colectiei de microorganisme entomopatogene, privind activitatea insecticida
impotriva daunitorilor S. lineatus, H. postica si P. apricans, in concentratie de 10° conidii/ml in
intentia de a identifica tulpina potential producatoare,

- confirmarea virulentei inalte in conditii controlate, valori ale parametrului LCso mai mici
comparativ cu alte tulpini (LC50 = 1,127 x 10* spori/ml), cantitatea de conidii/per individ mai
redusd comparativ cu alte tulpini (0,969x10° conidii fatd de 1x10 conidii/per), viteza sporitd de

actiune (atingerea valorii de 100% mortalitate la a 5-a zi, manifestarea simptomelor de patogeneza

143



prin afectarea comportamentului trofic, incetarea hranirii incepand cu a doua zi din momentul
aplicarii suspensiei conidiale).

- depunerea tulpinii de fungi in Colectia Nationala de Microorganisme Nepatogene a
Institutului de Microbiologie si Biotehnologie si obtinerea brevetului de inventie.

- elucidarea influentei temperaturii in scopul stabilirii necesitatii de utilizare in calitate de
aditivi a agentilor de umectare, absorbantilor, stabilirea temperaturii optime de cultivare pentru
maximizarea productiei de conidii, elaborarea recomandarilor de aplicare in teren deschis,

- elucidarea influentei radiatiilor UV 1n scopul stabilirii necesitatii utilizarii agentilor UV
protectori, elaborarea recomandarilor de aplicare in teren deschis,

- elucidarea influentei valorii pH a mediului ambiant pentru identificarea pH-ului optim de
cultivare pentru maximizarea productiei de conidii, elaborarea recomandarilor de aplicare in teren
deschis pe diferite tipuri de sol, in combinatie cu pesticidele chimice,

- elucidarea influenta salinitatii si osmolaritatii in scopul stabilirii regimului optim de
cultivare, recomandari de aplicare in conditii de salinitate sporitd a mediului ambiant,

- elucidarea conditiilor optime de pastrare si mentinerea virulentei.

Rezultatele obtinute au permis de a confirma tulpina de fungi B. bassiana CNMN-FE-01
in calitate de tulpina producator.

Caracteristica producitorului: Tulpina de fungi Beauveria bassiana (Bals.-Criv.) Vuill.,
1912, CNMN-FE-01 prezinta colonii albe cu aspectul exterior lanos-flocos sau catifelat spre
pulverulent. Coloniile cu virsta pot deveni de culoare gélbuie, uneori roscate. Rareori produce
exudat fard miros. Hifele submerse sunt hialine cu peretii netezi de aproximativ 1,5 - 3 um latime.
Hifele miceliului aerian sunt, de asemenea, hialine cu peretii netezi de aproximativ 1 - 2 pm lagime,
taratoare sau ascendente. Hifele poarta grupuri laterale de celule umflate cel mai desde 3 -6 x 3 -
5 um, care ulterior formeaza ramificatii si dau nastere altor celule umflate mai mici sau 1 - 5 celule
conidiogene. In cazul culturilor tinere conidiile sunt strins grupate, la culturile mai batrane
ramurile devin mai razlete, celulele conidiogene apar in grupuri mici sau solitar pe celulele laterale
elipsoidale sau cilindrice (de aproximativ 15 x 6 pm) sau direct din hife. Celulele conidiogene sunt
globulare uneori alungite bazal (3 - 6 x 2,5 - 3,5 um), celulele terminale cel mai des sunt subtiri
cu axul central bine dezvoltat, de pand la 20 um lungime, geniculat sau neregulat indoit, zimtat.
Conidiile hialine uneori de culoare gélbuie, netede, globulare spre elipsoide uneori cu o baza
apicala (1,5-)2-3(-4)x(1,5-) 2- 2,5 (- 3) um. Clamidospori nu au fost observati. Poate fi
cultivata pe mediul cartof-glucoza-agar, coloniile timp de 8 zile ating diametrul de 3,05 + 0,14 cm.

Caracteristica mediului nutritiv: Pentru cultivarea tulpinii este cu succes aplicat mediul

PDA (cartof-glucoza-agar) care permite a produce o cantitate semnificativd de conidii.
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Temperatura optima de cultivare este 25°C, valoarea optima pH = 6. Ajustarea pH-ului mediului
nutritiv permite de a spori cu 14% cantitatea de conidii viabile recoltate (de la 0,846x10°% la
0,962x108 conidii/cm?). Deoarece conidiile (forma cu infectivitate maximi) se produc aerian,
tulpina B. bassiana CNMN-FE-01 urmeaza a fi cultivata pe mediu solid.

Conditii de pastrare si mentinere a virulentei: este obtinutd si mentinuta cultura pura
fungica provenita dintr-un singur spor, astfel garantand existenta unui singur genotip virulent si
nu a unei comunitati de tulpini din aceeasi specie. Tulpina B. bassiana CNMN-FE-01 poate fi cu
succes pastrata fara a-si pierde virulenta si viabilititatea, in eprubete de 2-5 ml cu glicerol, 10%,
timp de 5 ani, la t° = -80°C. Cultura starter poate fi mentinuta in frigider la t° = 4°C, evitand
reinocularea repetata timp de 2 ani, cu mentinerea virulentei si viabilitatii. Pentru a mentine
virulenta, o data la 2-3 reinoculari este efectuat pasajul prin corpul gazdei si recuperarea tulpinii.

Fluxul tehnologic de producere a preparatelor insecticide naturale pe baza tulpinilor

autohtone de fungi poate fi rezumat la 5 etape (figura 4.30):

-
Tulpina Beauveria bassiana CNMN-FE-01:

tulpind producator
¥
1. Prepararea mediului nutritiv PDA:
g/l: 4 g infuzie din cartofi; 20g D-glucoza; 15g agar microbiologic;
S ajustare a valorii pH = 6, cu solutie NaOH y

2. Inocularea suspensiei din tulpina B. bassiana CNMN-FE-01:
~100-150 conidii/cm?

|

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

l

4 N
4. Recoltarea conidiilor tulpinii producitoare pentru obtinerea preparatelor
entomopatogene naturale

. S
(" 5.a Suspendarea directii in api si 5.b Formulare (agent bioactiv (50-80%) )
aplicarea in teren deschis: +absorbant, suspendare in apa si
L 1,523 x 10! conidii/ha aplicare in teren deschis Y
s N
Preparat entomopatogen natural pe baza tulpinii
Beauveria bassiana CNMN-FE-01

Fig. 4.30. Tehnologia de producere a preparatului insecticid pe baza tulpinii
Beauveria bassiana CNMN-FE-01
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Costurile minime asociate producerii conidiilor fungice pentru a fi aplicate pe o
suprafata de 1 ha:

1. Costul mediului nutritiv:

Concentratia maximald testatd in studiul de fati a fost de 1,523x10° conidii/cm?.
Concentratia minimi care a cauzat o mortalitate de 100% a fost 1,523x10* conidii/cm?. Pentru a
trata un ha (108 cm?) cu conidii din tulpina fungica B. bassiana CNMN-FE-01 va fi nevoie de o
cantitate de inocul egali cu 1,523x102 conidii. Tulpina produce ~0,962x108 conidii viabile/cm?.
Pentru a produce suficiente conidii pentru un ha, va fi nevoie de a cultiva tulpina pe substrat solid
cu suprafata de ~ 15850 cm?, daci grosimea stratului va fi de ~0,8 cm, atunci va fi nevoie de 12680
cm? sau aprox 12,7 1 de mediu PDA. Pentru a pregiti 1 1 de mediu se consumi 39 g de mediu PDA,
respectiv pentru 12,7 1 se vor consuma ~0,5 kg de mediu nutritiv. 1 kg de mediu costa aproximativ
100 USD, cumpdrat in volum de 0,5 kg per ambalaj, in caz cd sunt procurate cantitati mult mai
mari, pretul scade la aproximativ 10 USD/kg pentru ambalaj de 100 kg si 1 USD/kg pentru ambalaj
de 1 tona. Astfel 0,5 kg vor costa in jur de 0,5- 50 USD, sau aproximativ 8,8-880 lei.

2. Costul energiei electrice pentru cultivarea timp de 14 zile.

Un incubator cu puterea maxima 700W, volumul de 111 I, timp de 14 zile va consuma
235,2 kWh, la pret de 336,40 lei.

Pentru a reduce in continuare costurile urmeaza a fi evaluatd producerea de conidii pe
mediul nutritiv cartof-glucoza-agar preparat din ingredientele initiale de sinestdtator sau
substraturi solide precum, orz, orez, mazdre, grau s.a. Tulpina se inoculeaza direct pe substrat, in
saci sterili, si se lasd in conditii controlate de temperaturd si umiditate pentru a sporula. Dupa
sporularea completd are loc deshidratarea mediului si recoltarea conidiilor. Pentru speciile din
genul Beauveria cultivarea pe substrat dureaza in mediu 10 zile, se recolteaza cu o spatuld si se
separa de miceliu prin cernere (Rodrigues et al. 2016, 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 formula 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 (e.g. clorurd de calciu, silicagel, sulfat de
magneziu, carbune alb, sulfat de sodiu). Conform datelor din literatura de specialitate dintre toate
materialele testate eficientd maximd poseda carbunele alb, care asigurd mentinerea viabilitatii
conidiilor la temperatura camerei timp de 60 zile (Skinner, Parker, Kim 2014). Astfel cea mai

simpld formuld a preparatului entomopatogen pe baza tulpinii locale de B. bassiana CNMN-FE-
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01 ar putea presupune utilizarea silicagelului sau carbunelui alb in calitate de aditiv. Pentru a spori
eficacitatea formulei poate fi cercetatd in continuare posibilitatea adaugarii uleiului 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, Morley-Davis, Moore, Prior 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 in acest sens (McClatchie et al. 1994). Uscarea conidiilor de
B. bassiana prin addugarea silicagelului la formula in ulei sporeste toleranta fata de temperaturile
nalte si termenul de valabilitate a produselor pe baza de ulei (Shimizu, Mitani 2000 Lopes, Faria
2019). A fost de asemenea studiata utilizarea metil-oleatului in calitate de agent de umectare si
emulsifiere si a uleiurilor de porumb, bumbac, si parafina in calitate de aditivi (Kim et al. 2011b,
Skinner, Parker, Kim 2014).

Recomandari de aplicare a preparatului entomopatogen pe baza tulpinii de fungi
B. bassiana CNMN-FE-01

Metoda de aplicare utilizatd influenteaza eficienta tratamentului. Trebuie luati in
considerare mai multi factori, inclusiv distributia sporilor si acoperirea pentru a se asigura ca
ddundtorul vine in contact cu ciuperca si conditille de mediu favorizeaza supravietuirea si
germinarea micromicetei inainte, in timpul si dupa aplicare. Principalele metode de aplicare sunt
pulverizarea foliara, tratarea solului si scufundarea plantei sau radacinilor. Pulverizarea este
metoda mai des utilizatd 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 sporitd, pentru a favoriza infectia, proteja tulpina de razele UV si temperatura excesiva,
si de a asigura faptul cd insectele Tn procesul deplasdrii vor intra in contact cu conidiile. Studiile
ulterioare vor urmadri testarea diferitor formule ale preparatului entomopatogen in conditii de teren
deschis, argumentarea detaliatd 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 Tn studiu.
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45  Concluzii la capitolul 4

Daundtorii 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, egale cu 100%, 70% si 40% respectiv.

Tulpina nou izolatd Beauveria bassiana L1/6 (CNMN-FE-01) posedd o activitate
insecticidi sporitd asupra speciei Sitona lineatus L., concentratia de 0,969x10° conidii/ml
cauzeaza mortalitate de 100% la a 5-a zi de la tratament.

La aplicarea culturii fungice Beauveria bassiana CNMN-FE-01 in concentratie de 1,127 x
10 conidii/ml apa distilati, efectivul numeric al diunitorului Sitona lineatus L. este redus
cu 50%.

Tulpina de fungi propusa Beauveria bassiana CNMN-FE-01 poseda o activitate insecticida
pronuntatd asupra coleopterelor curculionoide 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 natura nu sunt introduse organisme
strdine, excluzand dereglarea functiondrii ecosistemelor. Totodatd, 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.

Au fost puse fundamentele unei colectii de tulpini fungice autohtone cu potential de a fi
utilizate Tn calitate de agenti de control biologic. Activitatea acestor tulpini urmeaza a fi
explorata folosind un spectru mai larg de gazde potentiale.

Tulpina de fungi B. bassiana CNMN-FE-01 poate fi cu succes pastrata in glicerol de 10%
si temperatura de -80°C timp de 5 ani, si in frigider, pe mediu nutritiv, la temperatura +4°C
timp de 2 ani cu pastrarea virulentei si viabilitatii.

A fost determinatd temperatura optima, egala cu 25 °C, pentru cresterea si dezvoltarea
tulpinii B. bassiana CNMN-FE-01. A fost stabilit faptul ca la temperatura de 35°C tulpina
isi inhiba complet cresterea si dezvoltarea. Dupa pastrarea tulpinii timp de 90 zile la 25°C
cantitatea de conidii produse si viabilitatea lor este maxima, iar temperaturile mai mari de
30°C reduc semnificativ viabilitatea conidiilor.

A fost determinat faptul ca viteza de crestere radiald nu este afectata semnificativ de
expunerea la radiatii UV cu A=312 nm. Totodata, expunerea de scurta duratd la radiatii UV
(10 min.) inhiba mai puternic germinarea conidiilor decat o expunere mai indelungata (40
min.). Se presupune ca actiunea mai indelungata a factorului de stres activeazd mecanisme

de protectie, care stimuleaza germinarea conidiilor.
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9.

10.

11.

12.

S-a constatat faptul ca viteza de crestere radiala nu este afectatd semnificativ de pH-ul
mediului la valori situate in intervalul 6-8. Viabilitatea conidiilor creste la cultivarea
tulpinii pe mediul nutritiv cu pH =5, 1nsa cantitatea de spori produsa scade, iar la valorile
pH > 6 se reduce atat cantitatea de conidii produse cat si viabilitatea acestora. Astfel
valoarea optimd a pH pentru crestea si dezvoltarea tulpinii este pH=6.

Viteza medie de crestere radiala a tulpinii fungice scade liniar odata 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 considerabila a cantitatii de conidii produse per
unitate de suprafatd comparativ cu martorul. Productia de spori scade de ~ 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 NaCl, 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 integrare a preparatului in sistemele de productie agricola.
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CONCLUZII GENERALE SI RECOMANDARI

Rezultatele obtinute in cadrul tezei de doctorat Controlul biologic al Coelopterelor
curculionoide daundatori 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, a
constat 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 daundtori; si 19 tulpini sunt agenti potentiali de control biologic (Beauveria
bassiana, Beauveria spp., Isaria fumosorosea, lsaria sp., Aspergillus flavipes si
Penicillium brevicompactum), fiind necesare investigatii suplimentare privind potentialul
de aplicare in scopul gestiondrii populatiilor de daunatori agricoli (Moldovan 2019,
Moldovan, Munteanu-Molotievskiy 2017, Moldovan et al. 2017, Moldovan 2014,
Moldovan 2012) (Cap. 3, p. 3.1 pag. 86-88, p. 3.2 pag. 89-90, p. 3.3 pag. 91-115, p. 3.4
pag. 115-116).

2. 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, p. 4.1 pag. 121, p. 4.5 pag. 147).

3. 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 0,969x10° conidii/ml. Tulpina posedi
virulenta sporita, la mortalitatea de 100%, cantitatea de conidii aplicatd este de 100 de ori
mai micd, 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
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2018, Moldovan, Toderas, Munteanu-Molotievskiy, 2018, Moldovan, Munteanu-
Molotievskiy, Toderas 2018, Anexa 1) (Cap. 4, p. 4.2 pag. 124-125, p. 4.5 pag. 147).
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 in intervalul de temperaturi 15-30°C; viteza de crestere radiala a tulpinii
nu este afectatd 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, p. 4.3 pag. 127-129, 131-136, p. 4.5 pag. 147-
148).

Tulpina de fungi Beauveria bassiana CNMN-FE-01 poseda proprietati avantajoase pentru
utilizarea acesteia n calitate de agent bioactiv pentru producerea preparatelor insecticide
autohtone (Moldovan, Munteanu-Molotievskiy 2019), si anume: inhibarea completd a
cresterii si germindrii 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 in eprubete de

2-5ml cu glicerol 10%, la t° = -80°C, timp de 5 ani, si posibilitatea de mentinere in frigider

a culturii starter, la t° = 4°C, evitand reinocularea repetata, timp de 1 an, cu pastrarea
virulentei si viabilitatii (Cap. 4 p. 4.3 pag. 127, 135, p. 4.4 pag.144, 145, p. 4.5 pag. 147-
148).

Rezultatele principale obtinute care au contribuit la solutionarea problemei stiintifice

importante, pusa in fata acestei lucrari (necesitatea obtinerii tulpinilor autohtone de fungi cu

activitate insecticida sporitd pentru utilizarea acestora in controlul biologic al daunatorilor si cu

proprietati favorabile pentru integrarea in calitate de biopesticide in sistemele de productie

agricola) sunt urmatoarele:

1.

au fost izolate, identificate si caracterizate 20 tulpini autohtone de fungi cu potential
insecticid (Beauveria bassiana - 3 tulpini, Beauveria spp. - 13, Isaria fumosorosea - 1,
Isaria sp. - 1, Aspergillus flavipes - 1 si Penicillium brevicompactum - 1), constituind
fundamentul colectiei autohtone de tulpini fungice - agenti de control biologic al
daunatorilor;

tulpina noud de fungi Beauveria bassiana CNMN-FE-01 poseda activitate insecticida si
virulenta sporitd asupra daunatorului Sitona lineatus, 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 apropiatd solutie, ceea ce ar permite reducerea pretului preparatului

entomopatogen si minimizarea inputurilor in agroecosistem.
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3. tulpina Beauveria bassiana CNMN-FE-01 poseda proprietdti tehnologice avantajoase
mediului ambiant, servind drept bazd pentru elaborarea procedeului de obtinere si
recomandarilor de aplicare a preparatului insecticid destinat controlului biologic al

coleopterelor curculionoide.

Aportul personal. Tn materialele care reflecta continutul brevetelor de inventie autoarei ii
revine cota parte in corespundere cu lista autorilor. Toate celelalte rezultatele obtinute, analiza lor,

generalizarile si concluziile apartin autoarei.

Tn aspect teoretic, in premiera au fost obtinute date privind comunititile fungice ce
constituie microflora daunatorilor culturilor agricole Sitona lineatus si Hypera postica in
Republica Moldova si a speciei Protapion apricans in plan international; speciile de daunatori au
fost atestati ca potentiali vectori ai micromicetelor fitopatogene, accentuand importanta elaborarii
metodelor eficiente si inofensive de control al acestor daundtori; a fost argumentat stiintific
potentialul de aplicare a tulpinilor autohtone de Beauveria bassiana in calitate de agent bioactiv
pentru producerea locala a preparatelor insecticide; a fost propus procedeul de obtinere a
preparatului insecticid destinat controlului biologic al coleopterelor curculionoide. Proprietatile
insecticide sporite ale tulpinii Beauveria bassiana L1/6 (CNMN-FE-01) sunt confirmate prin
brevetul de inventie MD 4560 (Anexa 1).

Tn aspect aplicativ se propune un procedeu de obtinere a unui preparat insecticid natural
pe baza tulpinii autohtone noi de Beauveria bassiana L1/6 (CNMN-FE-01), depozitata in Colectia
Nationala de Microorganisme Nepatogene, 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.

Rezultatele stiintifice prezentate in lucrare au fost aprobate la urmatoarele foruri
stiintifice nationale si internationale: International Congress on Invertebrate Pathology and
Microbial Control & 52" Annual Meeting of the Society for Invertebrate Pathology and 17
Meeting of the IOBC-WPRS Working Group ,,Microbial and Nematode Control of Invertebrate
Pests”, 28 iulie - 1 august 2019, Valencia, Spania; International Conference on Microbial
Biotechnology (4™ edition), 11-12 octombrie 2018, Chisinau, Republica Moldova; The 16"
Meeting of the IOBC-WPRS Working Group ,,Microbial and Nematode Control of Invertebrate
Pests”, 11-15 iunie 2017, Tblisi, Georgia; Simpozionul International ,,Actual Problems of Zoology

and Parasitology: Achievements and Prospects”, 13 octombrie 2017, Chisindu, Republica
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Moldova); Rezumate ale comunicarilor. Stiinte ale naturii si exacte. Stiinte economice. Conferinta
stiintifica nationala cu participare internationald ,,Integrare prin Cercetare si Inovare”, 9-10
noiembrie 2017, Chisindau, Republica Moldova; Conferinta stiintifico-practica ,,Rezultatele
cercetarilor la cultura plantelor de cdmp 1n Republica Moldova”, 19 iunie 2015, Balti, Republica
Moldova; Sesiunea nationala de comunicari stiintifice studentesti, 13-14 mai 2014, Chisinau,
Republica Moldova; International Conference of Young Researchers, IX" edition, 2011, Chisinau,

Republic of Moldova.

La tema tezei au fost publicate: 1 capitol in monografie colectivd (monoautorat), 12
articole (1 articol in reviste cu factor de impact 0,1-0,9; 2 articole in alte reviste editate in
strdinatate; 2 articole 1n reviste nationale categoria B, 8 articole in culegeri nationale si
internationale; dintre care 4 monoautorat), 5 rezumate ale comunicarilor stiintifice, 3 brevete de

inventie de scurta durata.

Rezultatele stiintifice obtinute in prezenta lucrare au fost distinse cu diplome, medalii
si premii speciale, inclusiv: 1 medalie de aur (Innovation and Creative Education International
Fair — second edition, ,,Stefan cel Mare University from Suceava”, Romania, 2018), 1 medalie de
argint (Editia a IV-a a Salonului International al Inovarii si Cercetarii Stiintifice Studentesti ,,Cadet
INOVA’19”, Sibiu, Romania, 2019), diploma si medalia de excelenta (Editia a 23-a a Expozitiei
Internationale de Inventicd “INVENTICA 2019” Ilasi, Romania, 2019), diploma si medalia
EUROINVENT (2018), Chris Lomer Award of Society for Invertebrate Pathology (2019); IOBC-
WPRS Working Group ,,Microbial and Nematode Control of Invertebrate Pests” Travel Award
(2017) (Anexa 5).

Implementarea rezultatelor stiintifice. Rezultatele sunt utilizate in calitate de material
didactic pentru instruirea studentilor la specialitdtile 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 (Anexa 4).

Recomandari practice:

1. 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.

2. 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 irigarii cu apd provenitd din panza freatica.
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Pentru a evita impactul negativ al temperaturilor > 30°C si a radiatiilor UV asupra
germinarii 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.

Prezintd 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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(54) IlITamm rpudoB Beauveria bassiana B kadecTBe OMOMHCEKTHIHIA MPOTHB

/KYKOB-J0JITOHOCHKOB
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Descriere:
(Descrierea se publica in redactia solicitantului)

Inventia se refera la biotehnologie, in special la o tulpind de fungi si poate fi utilizatd in
agriculturd pentru combaterea coleopterelor curculionide.

Speciile din familia Fabaceae reprezintd culturi agricole importante fiind cultivate pe
suprafete extinse. Datorita calitdtilor nutritive sporite (continut inalt de proteine §i grésimi)
semintele acestora sunt utilizate in alimentatia umana. Biomasa fabaceelor, precum si
semintele unor specii sunt utilizate in calitate de furaj. De asemenea unele specii sunt
utilizate in calitate de plante decorative. O bogatd diversitate de insecte sunt atagate trofic de
aceste culturi in toatd lumea. Coleopterele curculionide (Coleoptera, Curculionidea) sunt
considerate daundtori abundenti in multe state din Europa, inclusiv Republica Moldova.
Impotriva curculionidelor se utilizeazd un spectru larg de insecticide chimice, insé aplicarea
acestor preparate manifest actiuni negative asupra mediului (Registrul I.S. Centrul de Stat
pentru Atestarea §i Omologarea Produselor de Uz Fitosanitar si a Fertilizantilor. Gasit
Internet: http://www.pesticide.md/registru-cautare/? ame registi=0&name_reg=0&t=
0&c=0&comp=0&par=18497 &search=Cautare).

Elaborarea metodelor inofensive i totodatd efective de combatere a coleopterelor
curculionide este una dintre problemele stringente si actuale.

Controlul microbiologic al insectelor ddundtoare a fost adesea considerat o alternativa
favorabila folosirii insecticidelor chimice, care posedd actiune nespecifica, polueazd mediul
ambiant si se acumuleaza in aer, apa si sol. Utilizarea agentilor microbiologici pentru
controlul insectelor contribuie la reducerea dependentei de insecticidele chimice asigurand
sustenabilitatea agriculturii (Singh H.B., Keswani C., Ray S., Yadav S.K, Singh S.P., Singh
S., Sarma B.K. Chapter 10 Beauveria bassiana: Biocontrol Beyond Lepidopteran Pests. Ed.
Sree K.S., Varmma A. Biocontrol of Lepidopteran Pests, Soil Biology, 2015, vol. 43, p. 219-
235).

Beauveria bassiana este un agent patogen fungic caracteristic multor grupe de insecte
fiind cunoscute cazuri de infestare a mai bine de 100 specii (McCoy C.W., Samson R.A.,
Boucias D.G. Entomogenous fungi. Ed. Ignoffo C.M., Mandava N.B., Handbook of natural
pesticides. Vol. Microbial pesticides. Part A: Entomogenous protozoa and fungi. Boca Raton
(FL): CRC Press., 1988, p. 151-236).

Cu toate acestea, tulpinile de Beauveria bassiana, izolate de pe anumite specii de insecte,
fiind testate in laborator impotriva unei game largi de specii de insecte, au prezentat un
spectru ingust de actiune. Astfel, fiecare tulpini poate avea o actiune relativ specifica fata de
o gazda anumitd (Fargues J. Specificite des champignons pathognes imparfaits
(Hyphomycetes) pour les larves de Coleopteres (Scarabaeidae et Chrysomelidae).
Entomophaga, 1976, vol. 21, p. 313-323). Beauveria bassiana este utilizatd pe scard largd ca
bioinsecticid pentru controlul multor insecte ddunitoare, datoritd absentei efectelor toxice
asupra omului i altor organisme homeoterme si lipsei poludrii mediului ambiant.

Este cunoscutd tulpina Beauveria bassiana F419, utilizatd pentru combaterea speciei
Sitona obsoletus [1].

Neajunsul acestei tulpini constd in activitatea insecticidd redusd i timpul de actiune lent
de la aplicare.

Cea mai apropiatd dupd esentd si rezultatul tehnic este tulpina de fungi Beauveria
bassiana 238, activa impotriva speciei Sitona lineatus L. [2].

Dezavantajul acestei tulpini consta in activitatea insecticida redusd, timpul de actiune lent
si cantitatea sporitd de spori aplicatd pentru asigurarea efectului insecticid.

Problema pe care o rezolva prezenta inventie constd in izolarea unei tulpini noi autohtone
de Beauveria bassiana, care ar asigura producerea de metaboliti cu efecte insecticide, cu o
activitate insecticidd sporitd contra coleopterelor curculionide intr-un timp mai scurt.

Inventia solutioneaza problema prin aceea cd se propune o tulpind de fungi Beauveria
bassiana, depozitata in Colectia Nationald de Microorganisme Nepatogene cu numarul
CNMN-FE-01, care poate fi utilizatd in calitate de bioinsecticid pentru combaterea
coleopterelor curculionide.

Rezultatul tehnic al inventiei consta in faptul ca tulpina propusa:

- posedd o activitate insecticidd sporitd asupra speciei Sifona lineatus fati de cea mai
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apropiatd solutie;

- este o tulpind autohtond, ceea ce reduce semnificativ cheltuielile pentru obfinerea
bioinsecticidelor §i asigurd micgorarea gradului de poluare a mediului ambiant.

Rezultatul tehnic (efectul insecticid) obtinut este determinat de particularititile
biochimice ale tulpinii, §i anume capacitatea de a penetra cuticula insectei si de a produce
metaboliti cu efect insecticid.

Tulpina propusd nu este patogend pentru organismele homeoterme §i se pastreaza in
tuburi pe medii agarizate cartof-glucozi-agar, la temperatura de 4°C in Colectia Institutului
de Microbiologie si Biotehnologie al ASM.

Tulpina a fost izolatd in culturd purd din corpul insectei Sitona lineatus L. colectate pe
teritoriul Republicii Moldova (Manual of Techniques in Invertebrate Pathology, 2nd Edition,
Ed. L. Lacey, Academic Press, eBook ISBN :9780123869005, 2012, 504 p).

Pentru cultivarea tulpinii p oate fi utilizat mediul nutritiv cu urmaétoarea componenta (g/L):
infuzie din cartofi 4, D-glucoza 20, agar microbiologic 15.

Caracterele morfo-culturale ale tulpinii. Cercetarea macroscopicd a tulpinii a evidentiat
prezenta coloniilor cu aspectul exterior lanos-flocos sau catifelat spre pulverulent, uneori
filamentoase. Coloniile cresc initial de culoare alba, mai tarziu devenind de culoare galbuie,
uneori rogcate. Uneori produce exsudat fard miros. Hifele submerse sunt hialine cu peretii
netezi de aproximativ 1,5...3 u latime. Hifele miceliului aerian sunt, de asemenea, hialine cu
peretii netezi de aproximativ 1...2 p lifime, taratoare sau ascendente. Hifele poarta grupuri
laterale de celule umflate cel mai des de 3...6 x 3...5 p, care ulterior formeaza ramificatii si
dau nagstere altor celule umflate mai mici sau 1-5 celule conidiogene. In cazul culturilor tinere
conidiile sunt strans grupate, la culturile mai bétrane ramurile devin mai rézlete, celulele
conidiogene apar in grupuri mici sau solitar pe celulele laterale elipsoidale sau cilindrice (de
aproximativ 15 x 6 ) sau direct din hife. Celulele conidiogene sunt globulare uneori alungite
bazal (3...6 x 2,5...3,5 p), celulele terminale cel mai des sunt subtiri cu axul central bine
dezvoltat, de pana la 20 p lungime, geniculat sau neregulat indoit, zimtat. Conidiile hialine
sunt uneori de culoare gélbuie, netede, globulare spre elipsoide cu o baza apicald (1,5-) 2 - 3
(-4 x(1,5-)2-2,5 (- 3) p. Clamidospori nu au fost observati.

Caracteristica fiziologo-biochimica a tulpinii. Coloniile ciupercii timp de 8 zile ating
diametrul de 6 ... 23 mm, temperatura optima de dezvoltare a tulpinii fiind de 20 ... 25°C.
Tulpina creste bine pe mediul cartof-glucozi-agar. Beauveria bassiana produce un sir de
enzime proteolitice, lipolitice, amilaza, chitinaza cu ajutorul cdrora penetreaza integumentele.
De asemenea produce toxina beauvericina, un ciclodepsipeptid (Hamill R.L., Higgens C.E.,
Boaz H.E., Gorman M. The structure of beauvericin, a new depsipeptide antibiotic toxic to
Artemia salina. Tetrahedron Letters, 1969, Nr. 49, p. 4255-4258), care impreuna cu alte
toxine are efect antibacterian (Ferron P. Biological control of insect pests by entomogenous
fungi. Annual Review of Entomology, 1978, vol. 23, p. 409-442).

Gradul de puritate al tulpinii. Tulpina a fost izolatd in culturd purd din corpul insectei
Sitona lineatus L. colectate pe teritoriul Republicii Moldova. Pentru cultivare se utilizeaza
mediul agarizat cartof-glucoza-agar. Gradul de puritate al tulpinii a fost verificat prin reactia
de polimerizare in lant cu utilizarea primerilor specifici ITS (Internal Transcribed Spacer) si
188S.

Exemplu de utilizare a inventiei

Tulpina Beauveria bassiana CNMN-FE-01 este cultivatd timp de 7...14 zile pe mediu
agarizat cartof-glucoza-agar la temperatura de 25 °C pentru a asigura sporularea culturii.
Pentru a pregdti inoculul, sporii sunt recoltati de pe suprafata mediului si transferati cu
ajutorul unui micropistil steril intr-un tub de 2 ml ce contine 1,5 ml de apd distilata sterila.
Masa de conidii este agitatd usor. Pentru a suspenda uniform propagulele hidrofobe in apa,
sunt folosite metode de suspensie mecanicd fard a provoca deteriorarea celulelor.
Cuantificarea numarului de propagule per unitate de volum este realizatd cu utilizarea
hemocitometrului (camera Goreaev). Ulterior, se determind rata de germinare a sporilor.
Pentru a calcula numérul de spori viabili per unitate de volum, cantitatea de spori/ml
determinata cu ajutorul hemocitometrului este multiplicatd cu valoarea ratei de germinare.

Se pregidteste suspensia de contaminare in apa distilatd sterild cu diferitd concentratie:
0,969-107 spori/ml, 0,969-10° spori/ml, 0,969-10° spori/ml, 0,969-10* spori/ml, 0,969-103
spori/ml
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in experient a fost utilizat ddunatorul culturilor agricole Sitona lineatus Linnaeus 1758,
(Coleoptera, Curculionidae).

Eficienta a fost evaluatd prin monitorizarea efectivului numeric al daundtorilor colectati
dupd prelucrare si cantitatea exemplarelor de insecte pierite dupa infestare.

Exemplul 1. Estimarea eficacitdfii metodei de combatere a daunatorului culturilor
agricole Sitona lineatus Linnaeus 1758, (Coleoptera, Curculionidae).

Activitatea insecticidd a tulpinii propuse a fost testatd pe insectele adulte sdndtoase,
provenite din populatia naturald a speciei Sitona lineatus L. Se prepard o serie din cinci dilutii
ale culturii tulpinii in apd distilata sterild cu pasul 10 (concentratiile indicate mai sus). In
calitate de martor a fost utilizatd apa distilata sterild. Inoculul cu volumul de 1 ml a fost
aplicat pe hartie de filtru sterila plasatd in cutii Petri. Ulterior, in fiecare cutie Petri au fost
plasate cate 10 exemplare ale speciei Sitona lineatus. Insectele au fost lasate sa se deplaseze
pe suprafata hartiei de filtru timp de 3 h pentru a intra in contact cu sporii fungici (Watson
D.W., Geden C.J., Long S.J., Rutz D.A. Ef cacy of Beauveria bassiana for controlling the
house ?y and stable y (Diptera: Muscidae). Biol. Control, 1995, vol. 5, p. 405-411).

Dupid inoculare, insectele au fost incubate cate 10 in custi cu lucerna proaspéta in conditii
controlate, la temperatura camerei de 25+1°C si durata zilei de 14 h. Verificarea mortalitatii a
fost efectuatid la fiecare 24 de ore. Cadavrele insectelor au fost indepartate inainte ca ciuperca
sd sporuleze pentru a preveni transmiterea orizontald. Ulterior custile au fost spalate,
sterilizate, iar lucerna a fost schimbata. Pentru a confirma ca moartea insectelor a fost cauzata
de infectia fungicd cadavrele au fost plasate in eprubete sterile cu dop de bumbac in conditii
de umiditate sporitd urmérind dezvoltarea miceliului. Activitatea biologica a tulpinii,
exprimatd in LCso, a fost calculatd dupa formula lui Kerber in valorile concentratiei de spori
in dilutii ale culturii fungice: g LCso = IgCm-Z (ZL — 0,5), unde Cy; - concentratia maxima
testatd, X - logaritmul multiplicérii dilutiei, ZL - suma valorilor L pentru toate concentratiile.

Cea mai efectiva dintre concentratiile testate, pentru Sitona lineatus L., s-a dovedit a fi
0,969-10° spori/ml cauzand o mortalitate de 100% la a 5-a zi de la tratament. Totodat3, o
reducere cu 50% a efectivului daundtorului Sitona lineatus L. poate fi obtinuti la aplicarea
culturii fungice Beauveria bassiana CNMN-FE-01 in concentratie de 1,127-10 spori/ml, in
apa distilata. Rezultatele sunt prezentate in tabel.

Tabel

Rata mortalitatii ddunétorului Sitona lineatus L. dupad aplicarea suspensiei de spori
din cultura fungicad a tulpinilor de Beauveria bassiana

Nr. Tulpina Cantitatea de Mortalitatea, Mortalitatea,
spori per individ nr. exemplare %
moarte/nr. total

T Beauveria bassiana

CNMN-FE-01 0,969-10° 10/10 100
2. Beauveria bassiana
238 1-107 17/20 85

Datele din tabel denotd céd tulpina de fungi propusd posedd o activitate insecticidad
pronuntatd asupra coleopterelor curculionide §i poate fi utilizatd in calitate de agent biologic
in controlul efectivului lor numeric. Tulpina este ecologic inofensivd, deoarece a fost extrasa
din mediu natural, nu este patogeni pentru plante §i organismele homeoterme. In naturi nu
sunt introduse organisme noi, ceea ce exclude deteriorarea ecosistemelor, cum se observa in
cazul utilizarii altor patogeni si preparate.
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5 Adresa si denumirea colectiei: £
= =
str. Academiei 1, MD-2028, Institutul de Microbiologie si Biotehnologie, ';
Colectia Nationala de Microorganisme Nepatogene (CNMN), .;;
Chisinau, Republica Moldova

Ly

Tel.: (+373 22) 73 96 09
E-mail: imbenmn@yahoo.com =

Web: www.imb.asm.md

f

W "/‘/w/w .
: V. Rudic
\Chioxe ffe____O. Chiselita

Directorul Institutului de Microbiologie si Biotehnolo le
academician, profesor universitar

B

Ly

Sef al CNMN, doctor in biologie

RN

i

i

=
=
g

SR TRty Wy g g A RS g e N g R
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¢ INSTITUTUL DE MICROBIOLOGIE
ST BIOTEHNOLOGIE AL ASM
COLECTIA NATI’ONALA DE MICROORGANISME NEPATOGENE

MD-2028, Republica Moldova, Chigindu, str. Academiei 1. Tel, (373 22) 73 96 09, e-mail: imbenmn/@yahoo.com
PASAPORTUL TULPINII DE MICROORGANISME

Cifrul atribuit de catre

COLECTIA NATIONALA DE
MICROORGANISME NEPATOGENE:
CNMN-FE-01

Data depunerii in CNMN

,,08” iulie 2016
1 Denumirea de specie a tulpinii: Beauveria bassiana (Balsamo) Vuillemin
s Denumirea atribuitd tulpinii de citre deponent: Beauveria bassiana L1/6
3 Provenienta tulpinii (cine, cind, unde si prin ce metodd a obtinut tulpina datd):

Munteanu-Molotievskiy Natalia, Moldovan Anna, Toderas Ion, 02.12.2010, Institutul pentru
Control Biologic, Centrul Federal de Cercetare pentru Plantele Cultivate, Julius Kiihn Institute
(JKI), tulpina a fost izolatd din corpul insectei Sitona lineatus L., colectatd pe teritoriul
Republicii Moldova.

4, Cine si unde a_identificat tulpina: Specia a fost identificata de dr. Natalia
Munteanu-Molotievskiy si dr. Andreas Leclerque, in Institutul pentru Control Biologic, Centrul
Federal de Cercetare pentru Plantele Cultivate, Julius Kiihn Institute (JKI).

5, Referinta bibliografica din clasificator:

Fernandes E.K., Moraes A.M., Pacheco R.S., Rangel D.E., Miller M.P., Bittencourt V.R.,
Roberts D.W. Genetic diversity among Brazilian isolates of Beauveria bassiana: comparisons
with non-Brazilian isolates and other Beauveria species. Journal of Applied Microbiology
107(3), 2009. p. 760-774.

Ferron P. Biological control of insect pests by entomogenous fungi. Annual Review of
Entomology 23, 1978. p. 409-442.

Hamill R.L., Higgens C.E., Boaz H.E., Gorman M. The structure of beauvericin, a new
depsipeptide antibiotic toxic to Artemia salina. Tetrahedron Letters No. 49, 1969. p. 4255-4258.

Hoog De G.S. The genera Beauveria, Isaria, Tritirachium, and Acrodontium gen. nov.
Studies in Mycology 1, 1972, p. 1 - 41.

Humber R.A. Fungi: identification. L.A. Lacey (Ed.), Manual of techniques in insect
pathology, Academic Press, San Diego, 1997, p. 158

Rehner S.A., Buckley E.A. Beauveria phylogeny inferred from nuclear ITS and EF1-alpha
sequences: evidence for cryptic diversilication and links to Cordyceps teleomorphs. Mycologia
97(1), 2005. p. 84-98.

Renker C. et al. Oribatid mites as potential vectors for soil microfungi: study of mite-
associated fungal species. Microb. Ecol. 50 (4), 2005. p. 51 8-528.

Vuillemin P. Beauveria, nouveau genre de Verticilliacées. Bulletin de la Société botanique
de France 29, 1912, p. 34 - 40.

194



Anexa 3

Pasaportul tulpinii Beauveria bassiana CNMN-FE-01

Yokoyama E., Yamagishi K., Hara A. Group-l intron containing a putative homing
endonuclease gene in the small subunit ribosomal DNA of Beauveria bassiana IFO 31676. Mol.
Biol. Evol. 19 (11), 2002. p. 2022-2025.

Rezultatele analizei BLAST a succesiunilor nucleotidice pentru portiunea de gend ITS
(Internal Transcribed Spacer):

Tulpina Specia Numarul | Similaritatea | Referinta bibliografica
fungicé fungicd asociata de acces (%)
izolatd
| Beauveria bassiana MT14 | AJ876485 99 | Renker s.a. 2005
| Beauveria bassiana 4021 AY532024 99 Rehner, Buckley 2005
Beauveria bassiana 2594 U373829 99 Nepublicati
L1/6 Cordyceps bassiana AB079609 99 Yokoyama g.a. 2002
BCMU BB01
Cordyceps bassiana CG227 | EU673356 99 Fernandes s.a 2009
| Cordyceps bassiana CG309 | EU673367 99 Fernandes s.a 2009

Tulpina L1/6 a fost identificati ca Beauveria bassiana prezentd 99% omologie In secventa
nucleotidica a regiunii ITS.

64| Cordyceps bassiana EU673356
Cordyceps bassiana EU673367
4k Cordyceps bassiana AB073609
4 L1/6 Cordycipitaceae
Beauveria bassiana AJ876485
Beauveria bassiana GU373829
Beauveria bassiana AY532024
Claviceps purpurea FN687675 T} Clavicipitaceae
Sordaria fimicola FN392318 7] Sordariales

Hypocreales

v
Relatiile filogenetice ale tulpinii L1/6 (Beauveria bassiana).
6. Caracterele morfo-culturale ale tulpinii: Caracterizarea macroscopicd a tulpinii

a evidentiat prezenta coloniilor cu aspectul exterior lanos-flocos sau catifelate spre pulverulente,
uneori filamentoase (Blunck, 1939). Coloniile cresc tnalte de culoare albd, mai tarziu devenind
de culoare gilbuie, uneori roscate. Uneori produce exudat fard miros. Hifele submerse sunt
hialine cu peretii netezi de aproximativ 1,5 - 3 microni la{ime. Hifele miceliului aerian sunt, de
asemenea, hialine cu peretii netezi de aproximativ 1 - 2 microni lafime, tardtoare sau ascendente.
Hifele poarta grupuri laterale de celule umflate cel mai des de 3 - 6 x 3 - 5 microni, care ulterior
formeaza ramificatii si dau nastere altor celule umf(late mai mici sau 1 - 5 celule conidiogene. In
cazul culturilor tinere conidiile sunt strans grupate, la culturile mai batrdne ramurile devin mai
rizlete, celulele conidiogene apar in grupuri mici sau solitar pe celulele laterale elipsoidale sau
cilindrice (de aproximativ 15 x 6 microni) sau direct din hife. Celulele conidiogene sunt
globulare uneori alungite bazal (3 - 6 x 2,5 - 3.5 microni), celulele terminale cel mai des sunt
subtiri cu axul central bine dezvoltat, de pand la 20 microni lungime, geniculat sau neregulat
indoit, zimtat. Conidiile hialine uneori de culoare gélbuie, netede, globulare spre elipsoide uneori
cu o bazad apicald (1,5 -)2 -3 (- 4) x (1,5 -) 2 - 2.5 (- 3) microni. Clamidospori nu au fost
observati.

195



Pasaportul tulpinii Beauveria bassiana CNMN-FE-01

!

7 Particularititile fiziologice si biochimice ale tulpinii. Coloniile ciupercii timp
de 8 zile ating diametrul de 6 - 23 mm, temperatura optimd de dezvoltare a tulpinii este de 20 -
25'C. Tulpina creste bine pe mediul cartof-glucozd-agar.

8. Importanta practici a tulpinii (domeniul de utilizare): Tulpina Beauveria
bassiana L1/6 are importantd biotehnologica si poate fi utilizatd in controlul biologic al
insectelor daundtoare.

9. Produsul sintetizat de tulpini: Beauveria bassiana produce un sir de enzime
proteolitice, lipolitice, amilaza, chitinaza cu ajutorul cérora penetreaza integumentele. De

Anexa 3

asemenea produce toxina beauvericina, un ciclodepsipeptid (Hamill 1969) care, alaturi de alte -

toxine are efect antibacterian (Ferron 1978).

10. Parametrii productivi ai tulpinii: Valoarea acumulirii biomasei absolute uscate
(BAU) nu a fost determinata.
11. Metoda de determinare a activititii tulpinii: Activitatea insecticidd a tulpinii a

fost determinatd pe insectele adulte Sirona spp. In calitate de control negativ a fost utilizatd
solutie de 0,9 % NaCl. Pentru testarea fiecarei dilutii sunt utilizate cate 10 insecte. Activitatea
biologica a tulpinii a fost determinatd dupd formula lui Kerber Ig Lc50=1gCM-s(2L-0.5), unde
CM-concentratia maximi testatd; -logaritmul concentratiei; ZL-suma valorii L pentru fiecare
concentrafie.

12. Conditiile si componenta mediului pentru_cultivare: Mediul PDA (Potato
Dextrose Agar, Merck) (1L H,O dublu-distilata; 4g infuzie din cartofi; 20g D-glucozd; 15g Agar
microbiologic.

13. Conditiile si_componenta mediilor pentru pistrarea indelungati a tulpinii:
Tulpina se pastrcaza in eprubete pe mediu agarizat. Termenul de reinoculare 2-3 luni. Pastrarca
in frigider la temperatura de + 4+1°C. De asemenea poate fi pastratd indelungat la temperaturi de
- 20 -80°C care se efectueaza in solutii de glicerol 100%.

14. Metoda, conditiile si componenta mediilor pentru multiplicarea tulpinii:
multiplicarea tulpinii se efectueaza pe mediu agarizat. Cultivarea se efectueaza timp de 5-7 zile,
la temperaturd de 20-25°C.

15. Particularititile genetice ale tulpinii (auxotrofie, rezistenti la antibiotice, fagi
ete.): au fost amplificate si analizate secventele partiale a genei ARNr 188 si genel ITS (Internal
transcribed Spacer).

16. Este oare tulpina: zoopatogendi ?  da - patogend pentru insecte
fitopatogeni? Nu.

17, Informatie complementari, comentarii:

18. Cauza depunerii: Brevetarea tulpinii ca agent biologic in controlul efectivului
numeric al insectelor daunatoare.

19. Autorul doreste si fie informat despre solicitarea tulpinii patentate? Da.

20. Informatia despre tulpinii_poate fi publicati in catalogul CNMN pini la
obtinerea patentului? Nu.

21 Autorul este informat despre includerea tulpinii date in fondul CNMN,

exemplarele tulpinii pot fi repartizate conform regulilor nationale si internationale.
Autorul este obligat si restabileascd tulpina in colectie in cazul pierderii viabilititii
sale in conditiile indicate de ciitre autor.
Autorul va informa in scris CNMN despre obtinerca patentului (cu indicarea
numirului patentului) pind la expirarea termenului de 3 ani.

22, Adresa deponentului: Laboratorul de Sistematicd si Filogenie Molecular,
Institutul de Zoologie al ASM, MD - 2028, str. Academiei 1, Chigindu, Republica Moldova.
23. Autorul sau_colectivul de autori: Munteanu-Molotievskiy Natalia, Moldovan

Anna, Toderas lon.
24, Informatie despre detindtorul brevetului de inventie:
- Cererea de brevet Nr. din
- Brevetul Nr. din
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25. Coordonatele detinitorului (adresa, tel/fax, e-mail): str. Academiei 1,
Chiginau, 2028, Republica  Moldova;  tel/fax: (37322) 73-98-09; e-mail:
munteanu natalia v@yahoo.com, anna.moldovan@yahoo.com

Data O 07 20/6

Colectia confirma faptul c¢i pagaportul de faja a fost depus la 08 iulie 2016

q
Set al CNMN dr. in biol., C@ﬁﬁ O. CHISELITA

Semnitura Dlui O. Chiselita o confirm, % 1@
secr. st. al LM.B., dr. in biol. conf. cerc. L ‘ V. MISCU
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Anexa 4 a

Acte de implementare a rezultatelor tezei de doctorat

UNIVERSITATEA DE STAT IrOCYJIAPCTBEHHBIN
DIN MOLDOVA YHUBEPCUTET MOJIJIOBbBI
Facultatea DaxkyasTeT
de Biologie si Pedologie Buosorun u Ilousoseaenus
MD-2009, Chisiniu M/I-2009, Ksmaady
Str. M.Kogiilniceanu, 65A yia. M.Koranunuueany, 65A
tel . 022-24-43-24 Ten. 022-24-43-24

Nr. 346i din, 27 ” naembuc 2019

Act de implementare s 452

a rezultatelor cercetirilor stiintifice realizate de Dna Moldovan Anna,
pretendenti la gradul stiintific de doctor in stiinte biologice, expuse in teza de
doctor intitulati ,,Controlul biologic al coleopterelor curculionoide daundtori ai
culturilor agricole”

Prin prezentul act se confirmd cé rezultatele stiintifice obtinute de Dna Moldovan
Anna, lector univ., cercetitor stiintific stagiar, Universitatea de Stat din Moldova,
cercetitor stiintific, Institutul de Zoologie, expuse in teza de doctor si publicatiile
stiintifice la tema tezei, sunt aplicate in procesul didactic in cadrul orelor de curs si
laborator la disciplinele ,Microbiologie”, pentru studentii anului II, licentd;
,Biologie molecularad”, ,Biotehnologie” pentru studentii anului III, liceﬁ;;’l ai

Facultatii de Biologie si Pedologie, Universitatea de Stat din Moldova.

Decanul Facultiii de Biologie si Pedologie,
doctor in stiinge biologice,
conferentiar universitar "
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Anexa 4 b
Acte de implementare a rezultatelor tezei de doctorat

- A e
ASOCIATIA OBSTEASCA ?’ B'OS NON GOVERNMENTAL
- ORGANIZATION

Membru a Coalitiei Internationale a Piméntului (ILC)
Membru al Uniunii Internationale de Stiintd a Solului (IUSS)
Membru 2 Retelei ONG-urilor a Facilitdgii Globale de Mediu (GEF)
Membru al Asaciatiei Mondiate de Conservare a Solului si Apei (WASWC)
Membru a Platformei Nationale a Parteneriatulni Kstic cu Unianea Enropeani
Membru a Comitetului Consultativ a Platformei Actorilor Locali Dunirene SUERD
Acreditat Ia Conventia Natiunilor Unite privind Combaterea Desertificarii (UNCCD)
Acreditat la Conventia Cadru a Natiunilor Unite privind Schimbirile Climatice (UNFCCC)

Nr. 45 din 26 noiembrie 2019

Institutul de Zoologie
Universitatea de Stat din Moldova

Act de implementare

a rezultatelor cercetirilor stiintifice realizate de Dna Moldovan Anna, pretendenti la gradul
stiintific de doctor in stiinte biologice, expuse in teza de doctor intitulatd "Controlul biologic
al coleopterelor curculionoide ddundtori ai culturilor agricole”

Prin prezentul act se confirmd cd rezultatele stiintifice obtinute de Dna Moldovan Anna, lector
universitar, Universitatea de Stat din Moldova, cercetator stiintific, Institutul de Zoologie, sunt
aplicate in cadrul scolilor de instruire a formatorilor §i fermierilor in domeniul agriculturii
ecologice si anume in cadrul cursurilor privind protectia plantelor realizate de Asociatia Obsteasca
BIOS in cadrul Programului rural de rezilienta economicé-climatica inclusiva — IFAD-VI.

Rezultatele privind controlul biologic al daunatorilor culturilor agricole, incluse in manualul de
instruire pentru formatori si fermieri ,,Sistemul de Agriculturd Ecologica” (2018) si expuse in teza
de doctor in stiinte biologice intitulata "Controlul biologic al coleopterelor curculionoide daundtori
ai culturilor agricole™, cat si in alte lucrari, sunt utilizate in calitate de suport stiintific si de instruire
intru realizarea prevederilor Strategici Nationale de Implicare privind solufionarea problemelor
pimantului pentru anii 2017-2021 si a Planului de Actiuni in domeniul respectiv.

i

=iru

Ciubotaru Valentin
Doctor in stiinte agricole,

W

director executiv
AO BIOS Tel./Fax: (373-22) 54-57-33; 069134294
str. Columna 72/3, oficiul 3, E-mail: ngobios@yahoo.com.
Chisindu, MD 2012, Republica Moldova. Site: www.bios.ong.md
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Diplome si distinctii
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Anexa5b
Diplome si distinctii

- N

IASI - ROMANIA
M FORUMUL INVENTATORILOR ROMANI X - ;

|

ROMANIAN INVENTORS FORUM

MOLDOVAN ANNA*® MUNTEANU-MOLOTIEVSKIY
NATALIA*, TODERAS ION*

TULPINA DE FUNGI BEAUVERIA BASSIANA — BIOINSECTICID
PENTRU COMBATEREA COLEOPTERELOR CURCULIONIDE

AINSTITUTUL DE ZOOLOGIE,
BUNIVERSITATEA DE STAT DIN MOLDOVA

Presedinte,
Dr.Ing. Andrei Victor SANDU

) k.
Targul International de Inventica si Educatie ,/\ ! a// o
Creativa pentru Tineret, C BURG
ICE-USV i
INVENT Universitatea ,Stefan cel Mare” din Suceava
www.euroinvent.org

07 — 09 iunie 2018 www.afir.org.ro
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Diplome si distinctii
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si distinctii

5

Diplome

N

,J//\« o .:l\.\,..\.\

Qyd NIQIHO3S tendaN "jo.d 610 aunfr 87-97 4=

SDILNIANI 40 3LNLILSNI TYNOILYN 4
YIDOVNYW TVHINID

eluewoy ‘ise|

610Z VOILLN3ANI

SDILN3IANI 40 NOILIGIHX3 TYNOILYNYILNI YI-1HIXX 943
01 A31eA0) pue uoLINQLIJUOD JYLIUSLDS YSLIY JO UOLILUS0DS UL

S1D3SNI 1S3d
LSNIVOV S3AIDILI3SNIOIF SV VNVISSVAVIIIANY3d
ANV SISNAIONRINHL SNT11OVE 40 SNIVYLS

RAOPIOW JO 21B1S AJISISALUN

ADISAIILOTOW -NNVILNNW VITTVLVN
‘SYH43AQ0L NOI ‘NVAOQT10OW VNNV

0} PaIay0

15V1 ‘SOLIN3ANI 40
ILNLIUSNI TYNOLLYN

181 ‘ALSHIAINN TYOINHAL
P «IHOVSY IHOHOIHD,

203



Anexa 5 e

Diplome si distinctii
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Anexa5f

Diplome si distinctii
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DECLARATIA PRIVIND ASUMAREA RASPUNDERII

Subsemnata, declar pe raspundere personala ca materialele prezentate in teza de doctorat
sunt rezultatul propriilor cercetari si realizari stiintifice. Constientizez ca, in caz contrar, urmeaza

sa suport consecintele In conformitate cu legislatia in vigoare.

Numele de familie, prenumele Moldovan Anna
S

Semnatura ¢ /ﬂ )

Data 05.01.2021
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CURRICULUM VITAE
Moldovan Anna

DATE PERSONALE:

Data nasterii 27 ianuarie 1990
Cetatenia Republica Moldova

Adresa Laboratorul Sistematicd si Filogenie Moleculara, Centrul de
de serviciu  Cercetare a Invaziilor Biologice, Institutul de Zoologie,
str. Academiei 1, MD-2028, Chisinau, Republica Moldova

Telefon +373 67 18 1990
E-mail anna.moldovan@yahoo.com
StupIi:

2014-2017 Universitatea de Stat din Moldova, Facultatea ,.Biologie si Pedologie”, doctoranda,
specialitatea 167.01 ,,Biotehnologie, bio-nanotehnologie”.

2012-2014 Universitatea de Stat din Moldova, Facultatea ,,Biologie si Pedologie”, specialitatea ,,Stiinte
biologice aplicate”, Master in stiinte ale naturii.

2009-2012 Universitatea de Stat din Moldova, Facultatea ,,Biologie si Pedologie”, specialitatea
Biologie Moleculara, Licentiat in stiinte ale naturii.

FORMARE PROFESIONALA

07.2018 Mobilitate academicd, International Research Development Week, University of Granada,
Granda, Spania.

09.2017 Cercetdtor invitat, curs intensiv de metode moleculare si analiza datelor in cadrul proiectului

,» Iraining the new generation of entomologists in DNA-based molecular methods — international
network (EntoMol)” (Proiect CPEA-LT-2016/10140).
04 - 06.2016 Curs teoretic si practic Barcodarea ADN, Biodiversity Institute of Ontario, University of
07 - 08.2016 Guelph, Canada.

08.2015 Curs de formare continud ,Scrierea proiectelor internationale”, UnASM, Chisinau,
Republica Moldova.

03.2015 Curs practic secventierea ADN si Real Time PCR.

02.2014 Cursul de instruire cu privire la evaluarea impactului OMG vii Tn cadrul Protocolului de la

Cartagena ,,Advancing LMO assessment: principles, practice and progress”.

ACTIVITATE PROFESIONALA :

2017 -2018  Membru Consiliu Olimpic Republican la Biologie si la Stiinte pentru Juniori.

2017 - prezent Cercetator stiintific stagiar, Universitatea de Stat din Moldova, Facultatea de Biologie si
Pedologie, Departamentul Biologie si Ecologie.

2014 - prezent Cercetator stiintific, Institutul de Zoologie, Centrul de Cercetare a Invaziilor Biologice,
Laboratorul Sistematica si Filogenie Moleculara.

06 - 11.2014  Sef sectie aer atmosferic, Centrul de Investigatii Ecologice, Agentia Ecologica Chisinau.

2012 - 2014  Inspector superior, Directia Expertizd Ecologica si Autorizatii de Mediu, Inspectoratul
Ecologic de Stat.

2012 - prezent Asistent universitar, Universitatea de Stat din Moldova, Facultatea de Biologie si
Pedologie, Departamentul Biologie si Ecologie.

2012 - 2014  Cercetator stiintific stagiar, Institutul de Zoologie, Academia de Stiinte a Modovei.

2010- 2012  Operator la calculator, inginer, Institutul de Zoologie, Academia de Stiinte a Modovei.

APARTENENTA LA SOCIETATI SI ASOCIATII:

2015 - prezent Membru al Societatii de Biochimie si Biologie Moleculara, Republica Moldova.
2015 - prezent Membru al Society for Invertebrate Pathology.
2014 - prezent Membru al Asociatiei Obstesti ,,BIOS”.
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DOMENII DE INTERES STIINTIFIC:

* Biotehnologie: oportunitati si provocari, consideratii privind biosecuritatea;

+ controlul biologic al insectelor daunatoare;

+ filogenia moleculard a organismelor;

» diversitatea, ecologia si importanta coleopterelor din suprafamilia Curculionoidea;

* conservarea biodiversitatii Tn conditiile unui presing antropic sporit asupra ecosistemelor.

PARTICIPARI iN PROIECTE:

2019-2023

2017-2019

2017-2018

2017-2018

2017

2015-2016

2015-2016

2015-2016

2015-2016

2015

2014-2019

2011-2014

2011-2014

20.80009.7007.12 DIVZOO ,,Diversitatea artropodelor hematofage, a zoo- si fitohelmintilor,
vulnerabilitatea, strategiile de tolerare a factorilor climatici si elaborarea procedeelor
inovative de control integrat al speciilor de interes socio-economic”, conducator — acad.
Toderas Ion.

STCU/A/6233 ,Elaborarea si aplicarea procedeelor agroecologice in gestionarea durabild a
insectelor daunatoare pentru producerea tomatelor sanatoase”, conducitor — acad. Toderas
Ton.

RESINFRA ,,Modernizarea infrastructurii Centrului de Cercetare a Invaziilor Biologice in
domeniul biobankingului si barcodarii genetice a biodiversitatii”’, conducator — acad. Toderas
lon.

Proiect institutional 15.817.05.02F ,,Substantele biologic active ca baza a valorificarii
biotehnologiilor moderne in modularea si adaptarea proceselor metabolice ale organismelor
vii”, conducitor — dr. hab. Crivoi Aurelia.

Development of training materials and providing training of trainers in organic and
conservation agriculture in framework of “Inclusive Rural Economic and Climate Resilience
Programme” (IFAD VI), funded by IFAD/GEF, NGO BIOS, conducator — dr. Ciubotaru
Valentin.

IPMD-GROW Capacity building of Biological Invasions Research Center in the field of IPM
through connexion to the European Research Infrastructure, Institutul de Zoologie,
conducator — acad. Toderas lon.

RM-UE, Contract de Grant Nr. 2014/ 346-992 ,Fortificarea capacitatilor Centrului de
Cercetare a Invaziilor Biologice in domeniul IPM prin conexiune la Infrastructura de
Cercetare Europeand”, conducator— acad. Toderas lon.

Rufford Small Grant ,Beetle communities and their conservation in steppe areas of
Republic of Moldova”, conducator - Moldovan Anna.

AUF Bureau Europe centrale et orientale 2015 Ecole doctorale Cluj, Chisinau, Liege,
conducitor — prof. Cozma Vasile.

PRRECI/15/20 ,,Elaborarea studiului de analizd a masurilor de rezilienta a schimbarilor
climaterice”, ONG BIOS, conducitor — dr. Ciubotaru Valentin.

5.817.02.12F ,Diversitatea, structura si functionarea complexelor faunistice naturale si
antropizate in contextul fortificarii strategiei securitatii nationale a Republicii Moldova”,
conducator — acad. Toderas lon.

11.817.08.13F ,,Invaziile biologice si impactul lor asupra diversitatii, structurii si functionarii
ecosistemelor naturale si antropizate din Republica Moldova” conducator - acad. Toderas lon.
Air-Q-Gov Guvernarea Calitatii Aerului in tarile din Europa de Est (Beneficiar Ministerul
Mediului al Republicii Moldova), implementat de AO BIOS.

PARTICIPARI LA MANIFESTARI STIINTIFICE :

2019 - International Congress on Invertebrate Pathology and Microbial Control and 52" Annual Meeting
of the Society for Invertebrate Pathology and 17" Meeting of the IOBC-WPRS Working Group
,Microbial and Nematode Control of Invertebrate Pests” (Spania, Valencia).

2018 - International Conference on Microbial Biotechnology, 4th edition (R. Moldova, Chisinau);
Simpozionul International ,,Ecologie functionald a animalelor” consacrat aniversarii a 70 de ani de la
nasterea academicianului Ion Toderas (R. Moldova, Chisinau).

2017 - The 16" Meeting of the IOBC-WPRS Working Group ,,Microbial and Nematode Control of

Invertebrate Pests” (Georgia, Tbilisi); International Symposium of Ecologists of Montenegro
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(Montenegro, Sutomore); Simpozionul International ,Problemele actuale ale Zoologiei si
Parazitologiei: Realizari si Perspective” (Chisindu); National Scientific Conference with
International Participation ,,Integration through Research and Innovation” (R. Moldova, Chisinau).

2016 - International Zoological Congress of ,,Grigore Antipa” Museum (Roménia, Bucuresti).

2015 - International Congress on Invertebrate Pathology and Microbial Control and the 48™ Annual
Meeting of the Society for Invertebrate Pathology (Canada, Vancouver); Simpozionul stiintific
international ,,Protectia Plantelor - Realizari si perspective” (R. Moldova, Chisinau); Conferinta
stiintifico-practica ,,Rezultatele cercetarilor la cultura plantelor de cAmp in Republica Moldova” (R.
Moldova, Balti).

2014 - Sesiunea nationald de comunicéri stiintifice studentesti (R. Moldova, Chisinau); International
Zoological Congress of ,,Grigore Antipa” Museum (Romania, Bucuresti).

2013 - Conferinta Internationala a Zoologilor ,,Problemele actuale ale protectiei si valorificarii durabile a
diversitatii lumii animale” (R. Moldova, Chisindu); I** Euroasian pest management conference
(Rusia, Moscova); Annual Zoological Congres of ,,Grigore Antipa” Museum (Romania, Bucuresti);
IV™ International Symposium of Alien species in Holarctic (Borok - 4) (Rusia, Moscova).

2012 - Conferinta stiintifico- practica internationala ,,Ecologia, evolutia si sistematica animalelor” (Rusia,
Reazani); Conferinta interuniversitara Educatie prin Cercetare - Garant al Performantei
Invatamantului Superior (R. Moldova, Chisindu); Annual Zoological Congress of ,,Grigore Antipa”
Museum (Roménia, Bucuresti).

2011 - International Congress on Invertebrate Pathology and Microbial Control and 44th Annual Meeting
of the Society for Invertebrate Pathology (Canada, Nova Scotia); Conferinta Internationald a
Zoologilor ,,Problemele actuale ale protectiei si valorificarii durabile a diversitatii lumii animale”
(R. Moldova, Chisinau); International Conference of Young Researchers, [Xth edition (R. Moldova,
Chisinau).

DIPLOME SI MENTIUNI:

. Diplome si medalii decernate in cadrul saloanelor si expozitiilor de inventicd nationale si
internationale inclusiv 8 medalii de aur (ICE-USV 2018, EUREKA 2015 si 2013, ,,Budi Uzor Inova”
2015, INVENTICA 2014, Al 42 salon de Inventicd, Geneva 2014, INFOINVENT 2013), 2 medalii
de argint (CADET INOVA 2019, IWIS 2011), 2 medalii de bronz (INFOINVENT 2015, IWIS
2014,), diploma si medalia Organizatiei Mondiale a Proprietatii Intelectuale WIPO ,,Best
Young Inventor” 2013.

. Premii speciale inclusiv Chris Lomer Award of Society for Invertebrate Pathology 2019; diploma si
medalia de excelentda INVENTICA 2019; premiul EUROINVENT 2018, I0BC-WPRS Working
Group ,,Microbial and Nematode Control of Invertebrate Pests” Travel Award 2017; Society for
Invertebrate Pathology Travel Award 2015; Premiul Autoritatii Nationale pentru Cercetare Stiintifica
si Inovare din Romania 2015, Diploma si medalie oferite de Ministerul Educatiei Nationale a
Roméniei 2014; Locul 11, Directia strategica: Biotehnologii. Concursul national ,,Topul Inovatiilor”
2014.

. Burse inclusiv Bursa de Excelentd a Guvernului Republicii Moldova 2016; Laureat al Bursei de
Merit pentru anul 2011.

° Titluri onorifice inclusiv Ambasador al Society for Invertebrate Pathology, din anul 2018; Sef de
promotie, specialitatea ,,Biologie Moleculara”, 2012.

PUBLICATII SITIINTIFICE SI STIINTIFICO-METODICE:

4 capitole in monografii colective (2 monoautorat),

. 22 articole (2 articole n reviste cu factor de impact 0,1-0,9; 3 articole in alte reviste editate in
strainatate; 5 articole 1n reviste nationale categoria B si C, 12 articole in culegeri nationale si
internationale; dintre care 4 monoautorat),

. 18 rezumate ale comunicarilor stiintifice,

3 brevete de inventie de scurta durata.

LIMBI VORBITE.

romana — nativ, rusa — nativ, engleza — fluent.
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