a 2012 0040 1lof3

Inventia se refex la biotehnologie, Tn special la o tulpide bacterii Bacillus thuringienis subsp. kurstedie poate
fi utilizata pentru combaterea coleopterelor curculioneidigunitori ai pomilor fructiferisi culturilor agricole.

Mai multe soiuri de fructe semincere, inclusiv derey peresi gutui, sunt cultivate in zonele cu clintemperat.
Numeroase specii de coleoptere curculionoide pomtqma daune pomilor fructifegi culturilor agricole, cele mai
susceptibile specii depind atat de tipul de pomnitiferi si culturi agricole, casi de zona geografic

Tmpotriva coleopterelor curculionoide se utilizaatiferite insecticidesi alti patogeni biologici, Tnsaplicarea larg
a acestor preparate este limitadleoarece ele manifésagiuni negative asupra altor insecte beneficprovoac
poluarea mediului ambiant.

Elaborarea metodelor inofensige totodati efective de combatere a coleopterelor curculiomadte una dintre
problemele stringentg actuale.

Controlul microbiologic al insecteloradmtoare a fost adesea considerat ca o altethddvorabib folosirii
insecticidelor chimice, care pogedgiune nespecifig, polueaz mediul ambiangi se acumuleazin aer, apsi sol.
Bacillus thuringiensis (Bt) este o bacterie cunéisaza un agent important in controlul biologic. Adeasste
utilizata pe scat largi ca bioinsecticid pentru controlul multor insecteiditoaresi constituie baza a peste 90% din
biopesticidele disponibile in cometatorit abserei efectelor toxice asupra omukiialtor organisme homeoterme,
precumsi asupra mediului ambiant.

Este cunoscattulpina de bacterii Bacillus thuringiensis sub&prstaki H3a3b cu proprigi insecticide asupra
lepidopterelor dunatoare [1].

Dezavantajul tulpinii constin aceeaise utilizeaz numai pentru lepidoptereléuhitoare.

Este cunoscat tulpina de bacterii Bacillus thuringiensis sub$prstaki IPM-46 care este activimpotriva
daunatorilor din ordinul lepidopterelogi coleopterelor [2].

Dezavantajul tulpinii este dificultatea toterii si utilizarea preparatelor costisitoare pentru migdifea genetica
tulpinii parentale Bacillus thuringiensis subsp. HB, actii contra lepidopterelor. De asemenea éxisscul
saderii activititii insecticide a tulpinii de bacterii Bacillus thagiensis subsp. kurstaki IPM-46 modificate genetic
Problema pe care o rezalnvertia consi in izolarea din mediul natural a unei tulpini dacterii Bacillus
thuringiensis- productoare de proteine cu efecte insecticide, cu o &té/inalt si specifica contra coleopterelor
curculionoide.

Problema a fost sdfionat prin identificarea tulpinii de bacterii Bacilluburingiensis subsp. kurstaki, izaladin
corpul insectei Neocoenorhinidius pauxillus Gerfrhiéry |., Frachon E. 1997. Identification, isotatj culture and
preservation of enthomopathogenic bacteria, pp73&5in: Lacey A.L. (eds) Manual of techniques irsdat
Pathology, Academic Press, London), colecpet teritoriul Republicii Moldova.

Tulpina de bacterii Bacillus thuringiensis subsprstaki, izolat din mediu natural, este depozitdh Colegia
Nationak de Microorganisme Nepatogene cu rammh CNMN-BB-03 si poate fi utilizaii pentru producerea
bioinsecticidelor.

Tulpina de bacterii Bacillus thuringiensis subsprskaki CNMN-BB-03 manifedt o activitate insecticid
pronunati asupra coleopterelor curculionoide.

Tulpina de bacterii sintetizeagproteine cu efecte insecticigepoate fi utilizas in calitate de insecticid biologic
pentru combaterea coleopterelor curculionoide.

Rezultatul olinut este determinat de particulatiie biochimice ale tulpinii propuse.

Tulpina propus nu este patogénpentru organismele homeotergiese gistreaz n tuburi pe medii agarizate T3
(Travers R., Martin P., Reichelderfer C. Selectivecess for efficient isolation of soils Bacillysps Appl. Environ.
Microbiol. 1987, 53 (6): 1263-1266), la temperatdea4C in Colegia Naionak de Microorganisme Nepatogene a
Institutului de Microbiologiesi Biotehnologie al M.

Pentru cultivarea tulpinii poate fi utilizat medinoltritiv cu urnitoarea componegh (g/L): Tripton (sau Casein
Trypsic Peptoney 3, triptoa — 2; extract de drojdi+ 1,5; NaH2PO4xH2G- 6,9; MnCI2x4H20- 0,008; agar-
15; pH- 6,8.

Caracteristicile morfologice: bacterii gram-pozitieu spori. Celulele vegetative sunt mgnnobile, dispuse céate
una, in perechi sau in lami. Marimea celulelor variazde la 1,5..1,7 paa la 3,6..6,2 um. Formeaz si produc
incluziuni proteice cristaline de fotnbipiramidafi. Pe mediul nutritiv agarizat peste 24 ore tulgoraneaz colonii
de culoare alipgri cu marginea filiforma si suprafaa mat.

Caracteristicile taxonomicgi biochimice ale tulpinii: microorganism aerob f#ativ anaerob. Tulpina cste n
limitele de temperatér5s...40°C. Temperatura optiinde crgtere 28..32°C. Valoarea optith a pH-ului pentru
dezvoltarea tulpinii este 5,2. Tulpina produce leata hidrolizeaz amidonul si cazeina, lichefiaz gelatina.
Formea# acetilmetilcarbinol, lecitingzsi ureaz. Nu descompune esculigasalicina. Nu formeaz acizi si gaze
din maltoz, lactoz si zaharo2. Asimileaz glucoza, manoza cu formarea de acid. Nu foriheaifat de hidrogen
si indol. Tulpina sintetizedzd-endotoxine cu propriafi insecticide.

Inventia poate fi ilustrat prin urmitoarele exemple de utilizare a tulpinii Bacillusitimgiensis subsp. kurstaki.
Tulpina de bacterii Bacillus thuringiensis subsprskaki este cultivattimp de o zi pe agitator la temperatura de 30
°C pe un mediu nutritiv agarizat T3 cu ditwarea componeh (g/L): Tripton (sau Casein Trypsic Peptore},
triptoza — 2; extract de drojdit- 1,5; NaH2PO4xH2G- 6,9; MnCI2x4H20- 0,008; agar 15; pH- 6,8. Celulele
sunt precipitate, resuspendate i djstilati si incubate intr-un agitator rotativ pentru o noafete80°C. Tn acest
timp celulele lizeaz eliberand sporsi cristale. Ulterior este determifiatoncentréa de spori, de cristalg de &



a 2012 0040 20of 3

endotoxird din lichidul cultural rezultat. Concentia de spori este determiiadup nunirul de colonii Tn crgtere
pe mediu agarizat T3 dapnsiméanarea dilgiei. Prezegr cristalelor este monitorizaprin microscopie cu contrast
de faz. Prezeta d-endotoxinei este determidaprin readia de precipitare, iar cgnutul lor cantitativ— folosind
ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay).

Se pregteste suspensia de contaminare i alistilaéi cu diferiti concentrde: 1,3 x 109 spori/mL, 1,3 x 108
spori/mL, 1,3 x 107 spori/mL, 1,3 x 106 spori/mL3 X 105 spori/mL. Cele mai efective dintre concatiite testate
s-au dovedit a fi 1,3 x 109 spori/mL pentru Neoawéimidius pauxillus Germ., Sitona lineatus gi.1,3x108
spori/mL pentru Phyllobius oblongus L.

Tn experiems se utilizeaz insecte din familia Curculionidae (Coleoptera)sprecial cei mai pericujpdaunatori ai
pomilor fructiferi Neocoenorhinidius pauxillus GernPhyllobius oblongus Lsi Sitona lineatus L~ diunitor al
culturilor agricole.

Efectul insecticid al tulpinii este evaluat prin nitorizarea efectivului numeric aladnatorilor colectai dupa
prelucraresi cantitatea exemplarelor de gandaci piehipa infectare.

Exemplul 1

Estimarea eficaditii tulpinii propuse pentru combatereaiuthitorului pomilor fructiferi Neocoenorhinidius
pauxillus Germ. (Coleoptera, Rhynchitidae).

Activitatea insecticid a tulpinii de bacterii Bacillus thuringiensis spb&urstaki a fost testape coleopterele adulte
provenite din acegapopulgie a speciei Neocoenorhinidius pauxillus Germ. Bgp@i o serie din cinci diltii ale
culturii tulpinii de bacterii Bacillus thuringiersssubsp. kurstaki in sale de 0,9% NaCl cu pasul 10 (concetiiie
indicate mai sus). Tn calitate de martor a fodizatis soluia de 0,9% NaCl. Tn suspensiile paite au fost introduse
frunze de rar de aproximativ acegamirime. Frunzele au fost uscate la temperatura d¥C20 plasate in vase
Petri. Pentru fiecare difie au fost utilizate cate 10 inseaie2...5 frunze de rir tratate. Mortalitatea insectelor a
fost cuantificai dup 3 zile de incubge Tn incubator la 23C si fotoperioada de 18 ore.

Activitatea biologié a tulpinii exprimai Tn LC50 a fost calculatdupi formula lui Kerber in valorile concentiai
de spori in diltile culturii bacteriene: Ig LC50 = IgCMr (=L - 0,5), unde CM- concentréa maximni testad; o —
logaritmul multiplicarii dilutiei; ZL — suma valorilor L pentru toate conceniite. Rezultatele sunt prezentate in
tabel.

Cultura bacterian Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki in si@ude 0,9% NacCl, in concentie de 1,3x109
spori/mL, provoat o reducere cu 80% a efectivuldiuhitorului Neocoenorhinidius pauxillus Germ. pérnfvezi
tabelul).

Exemplul 2

Estimarea eficadcitii tulpinii propuse pentru combatereautatorului pomilor fructiferi Phyllobius oblongus L.
(Coleoptera, Curculionidae).

Activitatea insecticid a tulpinii de bacterii Bacillus thuringiensis spb&urstaki a fost testape coleopterele adulte
provenite din aceagapopulgie a speciei Phyllobius oblongus L. Se préparserie din cinci dilii ale culturii
bacteriene in sotie de 0,9% NaCl cu pasul 10 (concetii@indicate mai sus).

Tn calitate de martor a fost utilizasoluie de 0,9% NacCl. In suspensiile piéite au fost introduse frunze deinde
aproximativ acees miarime. Frunzele au fost uscate la temperatura € 20plasate in vase Petri. Pentru fiecare
dilutie au fost utilizate cate 10 insegte2...5 frunze de rr tratate.

Mortalitatea insectelor a fost cuantifizatupi 3 zile de incubge n incubator la 2iC si fotoperioada de 18 ore.
Activitatea biologi@ a tulpinii exprimai Tn LC50 a fost calculatdupi formula lui Kerber in valorile concentiai
de spori Tn diltile culturii bacteriene: Ig LC50 = IgCMm o (ZL — 0,5), unde CM- concentrda maxini testad; o —
logaritmul multiplicrii dilutiei; ZL — suma valorilor L pentru toate conceniite. Rezultatele sunt prezentate n
tabel.

Cultura bacteriah Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki in s@ude 0,9% NaCl, in concentia de 1,3 x 108
spori/mL, provoag o reducere cu 73,3% a efectivuldudatorului Phyllobius oblongus L. pedn(vezi tabelul).
Exemplul 3

Estimarea eficacitii tulpinii propuse pentru combatereduditorului lucernei Sitona lineatus L. (Coleoptera,
Curculionidae).

Activitatea insecticid a tulpinii de bacterii Bacillus thuringiensis spb&urstaki a fost testape coleopterele adulte
provenite din acegapopulagie a speciei Sitona lineatus L. Se prépauserie din cinci diltii ale culturii bacteriene
n soluie de 0,9% NacCl cu pasul 10 (concetitiindicate mai sus). Tn calitate de martor at fializati soluia de
0,9% NaCl. Tn suspensiile prtie au fost introduse frunze de lucemie aproximativ acegiamarime. Frunzele au
fost uscate la temperatura de°@0si plasate Tn vase Petri. Pentru fiecaretiilau fost utilizate cate 10 insegie
2...5 frunze de lucemtratate. Mortalitatea insectelor a fost cuantificdup 3 zile de incubge n incubator la 21
°C si fotoperioada de 18 ore.

Activitatea biologi@ a tulpinii exprimai Tn LC50 a fost calculatdupi formula lui Kerber in valorile concentiai
de spori in dilgi ale culturii bacteriene: Ig LC50 = IgCMo (=L - 0,5), unde CM- concentrga maximi testad; o

— logaritmul multiplicirii dilutiei; XL — suma valorilor L pentru toate concefita. Rezultatele sunt prezentate in
tabel.

Cultura bacteriaih Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki in g@ude 0,9% NaCl, in concentia de 1,3 x 109
spori/mL, provoag o reducere cu 66,6% a efectivuldudatorului Sitona lineatus L. pe luceriTabelul).
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Tabel
Nivelul pieirii daunitorilor pomilor fructiferi dug prelucrarea cu suspensie
de tulpiri de bacterii Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki

Nivelul pieirii insectelor dup prelucrare cu diverse Martor Activitatea
Nr. | Specia dunitorului concentrdi de suspensie bacteria(?b) insecticidi
' P 1,3x10¢ 1,3x10¢ 1,3x10:1 1,3x10¢ 1,3x10¢ NaCl LC50

spori/mL | spori/mL | spori/mL | spori/mL | spori/mL | (0,9%) | spori/mL

Neocoenorhinidit

1. . 80,0 76,6 76,6 66,6 53,3 3,3 1,229x106
pauxillus Germ.

2 Phy”Ob'”LSOb'ongus 73,3 73,3 70,0 56,6 50,0 33| 2.467x106

3. Sitona lineatus L. 66,6 63,3 60,0 43,3 33,3 3,3 9,152x106

Asadar, tulpina bacteriampropug Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki pos@dactivitate insecticit pronunati
asupra coleopterelor curculionoigiepoate fi utilizat ca agent biologic in controlul efectivului lor naric. Tulpina
este ecologic inofensiy deoarece este extiagintr-un mediu natural, nu este patog@entru plantgi organisme
homeoterme. In natamu sunt introduse organisme noi, ceea ce exclatiridrarea ecosistemului cum se observ
n cazul utilizrii altor patogenii preparate.



