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Summary. Products of microbial origin in combined with para-aminobenzoic acid (pABA)
derivatives, can be the basis for organic farming and plant resistance to unfavorable environmental
factors inducing, as well as for the crop yield increase. The article presents the results of the study
of the efficiency of fruit-cultures and potato plantations treatment with aqueous suspensions of
entomopathogenic bacteria Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki and Bacillus thuringiensis var.
thuringiensis with addition of para-aminobenzoic acid derivatives solutions in concentrations 1072,
104, 10°® mM.. The results demonstrate the possibility of using entomopathogenic bacteria in a tank
mixture with pABA to create biological preparations as alternatives to pesticides and the
development of biological methods of plant protection.

Keywords: Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki; Bacillus thuringiensis var. thuringiensis;
para-aminobenzoic acid (pABA) derivatives; biological products.

Introducere

Schimbarile climatice globale observate in ultimele decenii afecteaza ciclul fonologic si
productivitatea culturilor. In acelasi timp, stadiul actual al tehnologiei in domeniul protectiei
plantelor nu rezolva toate problemele legate de productia vegetald, deoarece pesticidele nu pot
proteja plantele de stresul abiotic. Prin urmare, este necesar sa se dezvolte practici agronomice care
sa atenueze impactul negativ al conditiilor externe si sd permitd obtinerea unor productii constant
ridicate.

Practicarea agriculturii ecologice a existat in mod traditional, in conditiile in care practicile
moderne au inceput in anii 1920 ca urmare a utilizarii pesticidelor, care a fost popularizata in anii
1960. In anii 1970, aceasti agriculturi conventionali a crescut odati cu cresterea cunostintelor si
dezvoltarea tehnologiei. Pe langd productia de alimente sanatoase, agricultura ecologicd contribuie
si la protectia mediului natural La un nivel ridicat de eficacitate ecologicd si inofensivitate a
preparatelor biologice, utilizarea acestora nu are intotdeauna un efect stabil in raport cu influenta
negativa a factorilor climatici asupra plantei gazda (Skendzi¢, S. & Zovko, M., et al., 2021).

Bacteriile entomopatogene sunt cunoscute de mult timp ca regulatori naturali ai populatiei
de insecte. Cele mai frecvent utilizate bacterii sunt din gen. Bacillus [Guliy et al., 1982;
Garczynnski si Siegel, 2007], care produc o proteind cristal parasporala toxica pentru insecte. Acest
lucru a condus la utilizarea pe scara larga a B. thuringiensis ca componenta activa a preparatelor
entomopatogene prietenoase cu mediul, ca alternativa la pesticidele chimice. Utilizarea bacteriilor
care suprima cresterea si dezvoltarea daunatorilor si bolilor este cea mai sigurd, deoarece reduce
impactul negativ al pesticidelor in timpul sezonului de vegetatie (Tikhonovich, L.A., 2005;
Pusenkova L.1., 2010).

Faimosul invatat Rapoport I.A. a stabilit ca efectul pozitiv al pABA asupra sistemelor vii se
bazeaza pe fenomenul necunoscut anterior al interactiunii sale cu enzimele. Efectul pozitiv al
acidului para-aminobenzoic asupra plantelor, animalelor si oamenilor a fost argumentat
(Kozhevnikova N.A., 1983). Exista date despre eficacitatea pABA 1n reducerea efectului daunator
al mutagenilor. Se stie ca pABA este capabil sa absoarbd razele UV, care afecteazd negativ
mecanismul de reproducere bacteriana, prin urmare, utilizarca pABA in preparatele bacteriene
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destinate tratarii partilor aeriene ale plantelor poate fi deosebit de eficientd. Astfel, acizii benzoici,
cunoscuti pentru importanta lor ca elemente de baza in elaborarea, au castigat o atentie tot mai mare
in stiinta plantelor, fiind implicati in diverse procese fiziologice de la reglarea germindrii semintelor
pana la rezistenta la boli si toleranta la stres (Eiges, N.S., 2015).

Scopul cercetarii a fost de a stabili posibilitatea utilizarii unui amestec de tulpini
entomopatogene de Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki si B. thuringiensis var. thuringiensis cu
derivati ai acidului para-aminobenzoic pentru determinarea efectului sinergic in cresterea eficientei
biologice si a investiga rolul acestora in cresterea si dezvoltarea culturii marului.

Materiale si metode

Cercetarile au fost efectuate pe lotul experimental al Institutului de Genetica, Fiziologie si
Protectie a Plantelor al Universitatii de Stat, n anul 2024. Obiectele cercetarii au fost suspensii de
bacterii entomopatogene Bacillus thuringiensis, var. kurstaki, B. thuringiensis var. thuringiensis si
derivati ai acidului para-aminobenzoic in concentratii de 102, 10, 10 mM. Tratamentele au fost
realizate Tn livada de meri, soiul Renet Simirenko, in scopul protectiei de daunatorul Cydia
pomonella L. Experientele au fost montate randomizat conform schemelor clasice ([{ocrexos b.,
1985).

Tinind cont de faptul cd moartea insectelor testate mai poate fi cauzata si de alti factori ce
nu tin de potentialul de infectie ai bacteriilor, pentru determinarea activitatii biologice a preparatelor
se aplica formula Abbot, care ia in consideratie si mortalitatea larvelor in control:

Procentul mortalitétii larvelor s-a calculat dupa Abbot:

(Mc- Mo)

100-Mc
unde P - activitatea biologica exprimata in procentul de mortalitate a insectelor,
Mo- larve moarte in experienta %;
Mc- larve moarte in martor %.
Pentru determinarea activitdtii biologice a bacteriilor se mai aplica si timpul letal (TLso),

care indicd la timpul necesar pentru obtinerea a 50% de mortalitate a larvelor. Acest indice se
determina Tn mod analogic nregestrind rezultatele dupa diferite intervale de timp.

Figura 1. Determinarea puritatii compusilor, folosind cromatografia lichida.

Rezultate si discutii
In scopul pregitirii formelor preparative s-a efectuat screeningul actiunii de reglare a
cresterii i de protectie a derivatilor acidului para-aminobenzoic (PABA) Un obiectiv esential al
protectiei culturilor pomicole este prevenirea sau detectarea bolii cat mai devreme, astfel incat
interventia de protectie si fie mai eficientd a derivatilor acidului para-aminobenzoic (PABA). Tn
strategiile de screening de preventie actiunii de reglare a cresterii si de protectie, derivatii acidului
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para-aminobenzoic (PABA) trebuie sid aibd un risc extrem de scazut incdt sia aiba un raport
beneficiu/risc acceptabil, abilitatea de a tinti organismele ddunatoare cu o probabilitate mai mare ar
putea sa duca la aplicarea unui set larg de posibile abordari si la cresterea eficientei lor. Studierea
stabilitdtii derivatilor PABA, date HPLC pentru derivatii PABA in conditii normale si dupa teste de
stres (conditii normale, fotoprelucrare, termoprelucrare). S-a studiat stabilitatea foto- si termica a
derivatilor PABA, pentru a determina efectul radiatiei vizibile. Controlul calitatii derivatilor a fost
efectuat folosind cromatografie lichidd de inaltda performanta (HPLC). Conform rezultatelor HPLC,
cromatogramele probelor supuse tratamentului foto si termic contin doar varfuri de substante tinta si
impuritati initiale, al caror continut nu s-a modificat in timpul experientei. A fost elaborata
procedura de laborator pentru sinteza derivatiilor acizilor grasi para-aminobenzoic PABA si a
derivatilor lor.

Implementarea strategiilor de screening in practica este dificild. Exista cateva tehnici care
pot ajuta agricultorii Tn furnizarea acestor servicii. Un dosar electronic configurat adecvat poate
furniza sisteme de reamintire care ii ajutd pe producdtori sd urmareasca si sd descopere
recomandarile de utilizare. Unele sisteme le permit beneficiarilor accesul sigur la baza electronica,
furnizand mijloace suplimentare pentru a imbunatati aderenta la screening obisnuit.

Analiza structurii derivatilor sintezati. Derivatii PABA sintetizati au fost caracterizati
folosind metode de cercetare fizico-chimice (spectroscopie de rezonanta magnetica nucleara,
spectroscopie in infrarosu, spectrometrie de masa). Puritatea compusilor, a fost confirmata folosind
cromatografie lichida de inaltd performanta, care a constituit 94-98% (Figura 2).
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Figura 2 (a, b, ¢). Cromatogramele si spectrele de masa ale acidului PABA (1) in conditii
normale (a), dupa fotoprocesare (b) si tratament termic (c)

Studierea stabilitatii derivatilor PABA. S-a studiat stabilitatea foto- si termica a derivatilor
PABA. Pentru a determina efectul radiatiei vizibile, derivatii PABA au fost expusi sub o lampa
incandescentd (75 W, 1 — 10 cm) in flacoane izolate timp de 50 si 125 de zile (1200 si, respectiv,
3000 de ore). Pentru a determina efectul temperaturii ridicate, PF-urile au fost tinute intr-un dulap
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termostat la +55 °C in flacoane izolate timp de 50 si 104 zile (1200 si, respectiv, 3000 de ore).
Controlul calitatii derivatilor a fost efectuat folosind cromatografie lichida de Tnalta performanta.
Conform rezultatelor HPLC, cromatogramele probelor supuse tratamentului foto- si termic
contin doar varfuri de substante tintd si impuritati initiale, al caror continut nu s-a modificat in
timpul experientei. Nu au fost detectate semnale suplimentare in probele studiate, ceea ce indica
stabilitatea foto- si termicad a derivatilor PABA studiati in conditiile experimentale. S-a stabilit ca
timpul de retentie a substantelor initiale si a substantelor dupa testele de stres sunt la fel (tabel).

Tabel
Date HPLC pentru derivatii PABA in conditii normale si dupa teste de stres
Date HPLC
Derivatii conditii normale fotoprelucrare termoprelucrare
! RT, min* R_TZ’ RTI’ R_TZ’ RT, min* RT,, min**
min** min* | min**
1 3,62 3,55 3,51 3,46 3,77 3,71
2 4,12 4,05 4,12 4,05 4,14 4,07
3 2,19 2,12 2,20 2,13 2,22 2,15
4 2,37 2,30 2,36 2,28 2,47 2,39
5 5,82 5,75 5,85 5,78 5,84 5,78
6 4,83 4,76 4,86 4,79 4,86 4,79
7 4,46 4,39 4,49 4,41 4,48 4,42
8 4,80 4,73 4,82 4,75 4,84 4,77
9 5,10 5,04 5,14 5,08 5,14 5,08
10 5,82 5,75 5,83 5,77 5,84 5,78

* - timpul de retentie inregistrat cu ajutorul unui detector de masa;
** - timpul de retentie Inregistrat cu ajutorul unui detector cu matrice de diode.

In prima etapd a cercetirii, a fost determinatd compatibilitatea suspensiilor bacteriene si a
derivatilor de pABA pentru utilizarea in amestecuri de rezervoare. Experimentele au fost efectuate
pe agar de dextroza de cartofi, utilizand metoda discului filtrant (Egorov N.S., 2004). Placile de
agar au fost inoculate cu suspensii bacteriene, dupd care discurile filtrante impregnate cu derivati
pABA la concentratii de 10-2, 10 10® mM au fost plasate in centrul plicii Petri, separat pentru
fiecare bacterie.

1n livada de meri au fost efectuate tratamente cu suspensia bacteriana Bacillus thuringiensis
subsp. kurstaki si derivati de pABA in combaterea larvelor viermelui de mar prin pulverizare
manuala. Experienta a fost realizatd in 8 variante cu 3 repetitii, in fiecare repetitie 3 pomi.
Variantele experientei: 1) Martor; 2) Standard chimic Avaunt-15 EC, 0,4 I/ha; 3) Standard biologic
,Actoverm Formula”; 4) B. thuringiensis subsp. kurstaki 1,5x10° + pABA 102 mM; 5) B.
thuringiensis subsp. kurstaki 1,5x10° + PABA 10 mM:; 6) B. thuringiensis subsp. kurstaki 1,5x10°
+ pABA 10 mM; 7) B. thuringiensis subsp. kurstaki 1,5x109; 8) pABA 10 mM.

Au fost efectuate 6 tratamente cu suspensia Bacillus thuringiensis var. kurstaki contra
viermele merelor (Cydia pomonella L.) in prima decada a lunii mai contra I, I generatie.
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Figura 3. Eficacitatea biologica a suspensiei bacteriene Bacillus thuringiensis var. kurstaki
contra viermele merelor (Cydia pomonella L), I generatie, soiul Renet Simerenco
Variante: | - Martor; I1- Et. Avaunt -15EC; l1- Et.biologic "Actoverm Formula”, Ucraina; \V -
Bacillus thuringiensis var. kurstaki+ PABA 10*; V - Bacillus thuringiensis var. kurstaki + PABA
10%; VI - PABA 10°; VII - Bacillus thuringiensis var. kurstaki

Conform datelor obtinute la martor, numarul fructlore de mar afectate a fost de 91%. Cand
pomii au fost tratati cu suspensie de B. thuringiensis subsp. kurstaki, numarul de fructe afectate a
fost de 19,3%, iar eficienta biologicd a constituit 80,6%. Aplicarea amestecurilor din rezervor cu
derivati de PABA a crescut eficienta biologica a acestora In protectia fructelor de mar impotriva
larvelor la Viermele merelor.

Concentratiile mici de PABA 10 si PABA 10 in amestecurile din rezervor a mirit efectul
de protectie, deteriorarea fructelor a scazut la 18,3% si 17,3%, iar eficienta biologica a crescut la
81,6% si, respectiv, 82,6%. Eficacitatea etalonului chimic a fost de 92,6%, iar etalonul biologic a
fost de 89,3%.

Un efect destul de benefic al microorganismelor si derivatiilor acidului para-aminobenzoic
(PABA) s-a inregistrat asupra cresterii si maturarii lastarilor in timpul cercetarii. Tratarea plantelor
de mar atat cu derivati PABA la plantele pomicole, cat si cu suspensiei entomopatogene de Bacillus
thuringiensis var. kurstaki (titrul1,5x10° UFC/ml) + derivatii acidului para-aminobenzoic (PABA),
10 mM a condus la optimizarea proceselor de crestere, care se confirmi prin sporirea lungimii
liniare a lastarilor anuali cu 5-8 cm respective (Figura 4).
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Figura 4. Cresterea lastarilor plantelor pe rod in functie de tratarea
foliara, soiul Renet Simerenco
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Determinarea cresterii si maturarii lastarilor, evident a demonstrat efectul benefic al
derivatiilor PABA si microorganismelor asupra maturarii lastarilor anuali, ce contribuie la realizarea
potentialului de rezistenta a plantelor de mar si corespunzator, la sporirea productivitatii plantelor.

Cercetdrile noastre efectuate la determinarea lungimii lastarilor si maturarii lor la plantele de
mar au scos in evidenta, ca tratarea foliard a plantelor cu metabolitii bacterieni a condus la sporirea
lungimii medii a lastarilor comparativ cu varianta martor. O actiune mai pronuntatd a fost
inregistratd 1n variantele fertilizate suplimentar si cu derivatii PABA la plantele pomicole, unde
acest indicator a atins cele mai mari valori.

Nota. Cercetarile au fost realizate in cadrul subprogramului: 011103 ,, Elaborarea
mijloacelor ecologic inofensive de reducere a impactului organismelor daundatoare ale culturilor
agricole pe fundalul schimbarilor climatice”, finantat de Ministerul Educatiei si Cercetarii al RM.
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