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Rezumat
Prezenta lucrare are drept scop de a trece In revista metodele existente de control biologic
al coleopterelor curculionide daunitori ai culturilor agricole si pomilor fructiferi. In
rezultatul cercetdrilor efectuate a fost caracterizatd microflora bacteriand si fungica a
speciilor Phyllobius oblongus, Sciaphobus squalidus, Tatianaerhynchites aequatus,
Neocoenorhinidius pauxillus, Byctiscus betulae, Sitona lineatus, Hypera postica si
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Protapion apricans fiind evidentiate tulpini cu activitate insecticida sporita, care prezinta
potential de a fi utilizate in calitate de agenti de control biologic.
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Introducere

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 agricold mondiald cu aplicarea
masurilor de protectie a plantelor [18, 49].

Reprezentantii suprafamiliei Curculionoidea (Coleoptera), sunt unii dintre cei
mai periculosi diundtori ai plantelor de cultura [11, 25, 35, 51, 70]. In Republica
Moldova speciile Sciaphobus squalidus (Gyll.), Neocoenorhinidius pauxillus (Germ.),
Tatianaerhynchites aequatus (L.) Phyllobius oblongus (L.) si Byctiscus betulae (L.)
sunt unii dintre cei mai periculosi daunatori ai pomilor fructiferi [45, 81], iar speciile
Sitona lineatus L., Hypera postica (Gyll.) si Protapion apricans (Hbst.) sunt daunatori
semnificativi ai culturilor de Fabaceae [80, 83].

Utilizarea insecticidelor chimice raméane a fi cea mai practicatd metoda de combatere
a insectelor daunatoare, fiind avantajoasa datorita costurilor reduse si spectrului larg de
daunatori afectati. Insecticidele chimice se utilizeaza extensiv, chiar dacd majoritatea
poseda un nivel Tnalt de toxicitate. Acestea prezintd un risc considerabil pentru sanatatea
omului, in urma contactului direct in timpul aplicarii si prezentei reziduurilor de
pesticide 1n produsele alimentare si sursele de apa potabild. De asemenea, pesticidele
au un impact negativ asupra mediului, cat si asupra biodiversitatii [8, 15, 40, 52, 71,
77]. De multe ori aplicarea insecticidelor chimice are efect invers celui scontat prin
distrugerea populatiilor speciilor benefice, precum inamicii naturali ai daunatorilor
sau polenizatorii, si cresterea probabilitatii de dezvoltare a rezistentei daunatorilor la
produsul utilizat [15].

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,
insd, se constatd o tendintd de crestere a cantitatilor de pesticide chimice utilizate,
inclusiv cele interzise [37].

Necesitatea identificarii unei alternative insecticidelor chimice a stimulat interesul
pentru elaborarea unor metode inofensive pentru om si mediu, readucand in atentia
cercetatorilor metodele traditionale si biologice de control al daunatorilor. Controlul
biologic reprezintd un complex de metode bazate pe utilizarea altor organisme in
reducerea efectivului numeric al organismelor daundtoare sub pragul economic de
daunare, valorificand mecanismele naturale precum pradatorismul, parazitismul,
competitia, s.a.
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Insectele, ca si celelalte organisme vii, prezintd un numar larg de inamici naturali,
care pot fi utilizati in calitate de agenti de control biologic. Conform unor estimari,
coleopterele carabide pot reduce populatiile speciei Sitona lineatus cu aproximativ
30%, adultii fiind mai susceptibili la atac decat larvele [26]. Astfel, printre speciile
de carabide cu potential in controlul daunatorului S. lineatus au fost evidentiate
Pterostichus madidus, P. melanarius, Harpalus rufipes, Agonum dorsale [26] si
Bembidion properans [31]. In Republica Moldova in cAmpurile de lucerna, populate de
catre specia Sitona lineatus, au fost atestate densitati crescute ale pradatorilor Harpalus
distinguendus si H. rufipes [46].

Un alt grup de agenti de control biologic sunt parazitoizii, precum viespile din ordinul
Hymenoptera, speciile din genul 7richogramma fiind cel mai bine studiate [36]. Printre
parazitoizii daunatorului S. lineatus au fost evidentiate speciile Allurus muricatus,
Microctonus aethiopoides, Perilitus rutilus, Pygostolus falcatus (Braconidae) [1] si
Anaphes diana (Mymaridae) [59]. Specia Hypera postica este parazitatd de Microctonus
aethiopoides, Bathyplectes anurus (Ichneumonidae), B. curculionis, st Oomyzus incertus
(Eulophidae) [22]. In Republica Moldova pentru adultii speciilor Byctiscus betulae,
Hypera postica au fost evidentiati parazitoizi din urmatoarele familii: Ichneumonidae
(19 genuri), Eulophidae (16), Braconidae (10), Pteromalidae (5), Eupelmidae (2),
Tachinidae (2) si cate o specie din familiile Eurytomidae, Encyrtidae, Torymidae si
Mymaridae. Adultii ddunatorului Sitona lineatus sunt parazitati de speciile Pygostolus
falcatus, Perilitus rutilus (Braconidae), iar ouale acestuia sunt parazitate de Anaphes
diana (Mymaridae) [81].

Nematozii (Nematoda, Rhabditida: Steinernematidae si Heterorhabditidae) au
capacitatea de a infesta rapid gazda, sunt persistenti si cauzeaza efecte pe termen
lung asupra populatiilor de insecte daundtoare. Acestia pot fi cultivati cu usurinta si
au un potential ridicat de reproducere. Studiile au evidentiat, ca speciile Steinernema
carpocapsae, S. feltiae (Steinernematidae) si Heterorhabditis bacteriophora
(Heterorhabditidae), sunt eficienti in controlul biologic al daunatorului Sitona lineatus
[30], iar S. carpocapsae si Heterorhabditis indica sunt eficiente in cazul speciei
Hypera postica [63].

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 [9, 24].
Alti factori limitativi in utilizarea acestor inamici naturali sunt producerea si distributia
mai dificild, perioada de depozitare fiind limitata la doar cateva saptdmani. Un alt

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
perioada de valabilitate lunga. De asemenea acestea pot fi aplicate cu usurinta, folosind
echipamentul standard. Contrar insecticidelor chimice, care poseda un spectru larg de
actiune, virusurile, tulpinile bacteriene si fungice sunt selective, respectiv, impactul
negativ asupra mediului este minim [72]. Printre virusurile cel mai frecvent utilizate ca

133



Buletinul ASM. Stiintele vietii. Nr. 1(337) 2019 Zoologia

agenti pentru combaterea insectelor evidentiem Virusul Poliedrozei Nucleare (VPN)
[20]. Majoritatea VPN infecteaza lepidopterele, dar au fost, de asemenea, izolate din
reprezentantii ordinelor Diptera, Trichoptera, Thysanura, Hymenoptera, Coleoptera
si Siphonaptera. Utilizarea biopesticidelor virale este limitatd de actiunea lenta, lipsa
semnelor externe ale larvelor in primele etape de propagare ale virusului si costul
ridicat al preparatelor, deoarece acestea se inmultesc numai in celulele vii. in Republica
Moldova a fost elaborata biotehnologia producerii si aplicarii preparatului baculoviral
Virin-HSP pentru combaterea daunatorului Helicoverpa armigera [73].

Cu toate acestea, cel mai utilizat patogen in controlul biologic al insectelor
daunatoare este bacteria Bacillus thuringiensis (Bt). Activitatea insecticida a acestei
bacterii se datoreaza proteinelor produse in timpul sporulatiei In corpul parasporal
cristalin. Toxinele prezinta activitate specifica insecticida fatd de reprezentantii ordinelor
Lepidoptera, Coleoptera, Diptera, Hymenoptera, Hemiptera, Isoptera, Orthoptera,
Siphonaptera si Thisanoptera [3, 12, 13, 17, 53]. De asemenea si unele nematode
prezintd susceptibilitate la actiunea toxinelor Bt [33]. La moment sunt descrise, 812
proteine Cry, 40 proteine Cyt, si 147 proteine Vip implicate in procesul de patogeneza
[84]. Conform unor studii proteina Cry6B (BGSC-4D8) manifesta activitate insecticida
semnificativa (LC,; 280 ng/l si LC,, 630 ng/l) impotriva ddunatorului Hypera postica.
Vatamarile minore, atestate pe frunzele tratate cu solutie de toxina Cry6B, indica faptul
ca larvele incep hranirea pe frunze, dar pier in scurt timp de la ingerare [64].

Rezultate promitatoare au fost inregistrate in cazul evaludrii activitatii insecticide a
preparatelormicrobiene Lepidocide PsiSP Bankoleimpotrivaspeciei Protapion apricans
[78]. Pelanga o serie de avantaje obtinute prin folosirea biopesticidelor microbiene, exista
si unele dezavantaje, precum lipsa actiunii asupra insectelor care au un mod de viata
criptic si lipsa persistentei cristalelor proteice la actiunea factorilor climatici. Un alt grup
de microorganisme entomopatogene, utilizate sub forma unor insecticide biologice, sunt
fungii. Mai mult de 100 de genuri de fungi cu aproximativ 750 de specii sunt cunoscute a
fi patogene pentru insecte. Fungii prezinta specificitate fata de gazda si produc patologii
severe dupa infectare. De exemplu, specia Zoophthora phytonomi este cunoscuta ca
agent patogen al coleopterelor din genul Hypera [27]. Beauveria bassiana (Bb) este un
agent patogen fungic, utilizat impotriva mai multor grupuri de insecte daunatoare [41].
Cutoateacestea, tulpinileindividualede Bb,izolate de peanumitespeciideinsectesitestate
impotriva unei game mai largi de specii, manifesta un spectru ingust de actiune [19, 21].
Pentru controlul populatiilor speciei Sitona lineatus un anumit potential prezinta
Beauveria bassiana, Metarhizium flavoviride, M. anisopliae, Paecilomyces farinosus
si P. fumosoroseus [44, 54].

Controlul biologic este un compartiment important al strategiilor de Gestionare
Integrata al Organismelor Daundtoare, care poate asigura sustenabilitatea agriculturii,
siguranta economica si alimentara [67, 73]. Recent a fost aprobat Programului
national de protectie integrata a plantelor pentru anii 2018-2027 si Planul de actiuni
privind implementarea acestuia (Hotdrarea Guvernului Republicii Moldova Nr. 123
din 02.02.2018), care pune accent pe utilizarea metodelor biologice de combatere a
insectelor daunatoare.

In Republica Moldova sunt putine date privind microflora speciilor de coleoptere
curculionoide daunatori ai culturilor agricole, inclusiv microorganismele, care ar
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putea fi utilizate in controlul biologic al acestora. Astfel, studierea complexd a
microflorei insectelor prezintd un interes deosebit, deoarece ofera posibilitatea de a
evidentia noi tulpini bacteriene si fungice, care pot fi utilizate in calitate de agenti
de control biologic.

Materiale si metode

Colectarea materialului biologic

Speciile Phyllobius oblongus, Sciaphobus squalidus, Tatianaerhynchites aequatus,
Neocoenorhinidius pauxillus si Byctiscus betulae au fost colectate in perioada anilor
2007-2008, iar speciile Sitona lineatus, Hypera postica si Protapion apricans, in
perioada anului 2010, in diferite localitati din Republica Moldova. Insectele au fost
colectate manual, prin scuturarea insectelor pe bucati de panza si prin cosire cu fileul
entomologic [4]. Identificarea apartenentei specifice a insectelor a fost efectuatd cu
utilizarea lupei binoculare MBC-10 si surselor disponibile de literatura [79].

Izolarea microorganismelor

Izolarea bacteriilor din corpurile insectelor S. squalidus, T. aequatus,
N. pauxilus si B. betulae a fost realizata conform metodelor descrise anterior [48, 68].
Pentruizolarea selectiva a tulpinilor genului Bacillus din corpul insectelor P. oblongus si
N. pauxilus a fost folosit mediul T3 [69]. Culturile pure au fost pastrate in glicerol
(15%) la temperatura de —80°C.

Izolarea ciupercilor din corpurile insectelor S. lineatus, H. postica si P. apricans,
a fost realizatd folosind mediile nutritive PDA si SAPF (Merck) [43]. Culturile pure
au fost obtinute prin repicarea coloniilor individuale, fiind pastrate ulterior in glicerol
(10%) la temperatura de —80°C.

Izolarea ADN, amplificarea si secventierea fragmentelor de ADN

ADN genomic bacterian a fost extras prin metoda standard fenol-cloroform [58].
Portiunea genei ARNr 16S a fost amplificata cu utilizarea primerilor universali UNI
16S-L si UNI 16S-R [76] si programului standardizat [48]. Portiunea 16S-23S ITS
(Internal Transcribed Spacer) a fost amplificata folosind perechea de primeri universali
G1 si L1 [32], iar portiunile de gend Cryl si Cry3 cu utilizarea perechilor de primeri
LeplA, LeplB [23] si CollA, CollB [29]. Secventierea produselor de amplificare a
fost realizata de catre Macrogen Inc. (Olanda, http://www.macrogen.com).

ADN genomic fungic a fost extras cu ajutorul DNeasy Plant Mini Kit (QIAGEN).
Regiunile ITS (Internal Transcribed Spacer) si gena 5,8 S ARNr au fost amplificate
cu utilizarea perechii de primeri ITS4 si ITS5 [75] conform protocolului descris
anterior [43]. Produsul amplificérii a fost purificat cu Mini Elute PCR Purification
Kit (QIAGEN). Secventierea produselor amplificarii a fost realizata de catre Seqlab
GmbH (Germania, http://www.seqlab.de/).

Metode statistice si bioinformationale

Editarea si alinierea succesiunilor nucleotidice ale sectoarelor de ADN secventiat au
fost efectuate cu ajutorul softurilor BioEdit 4.0 si Mega 6.0. Similaritatea succesiunilor
nucleotidice obtinute cu cele din baza de date GenBank a fost verificatd utilizand
programul de cautare BLAST [2]. Criteriile utilizate pentru identificare au fost: gradul
de suprapunere a secventelor > 80%, similaritatea la nivel de specie 99-100% si
similaritatea la nivel de gen 94-98%.
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Evaluarea activitatii insecticide a tulpinilor izolate

Activitatea insecticida a tulpinilor bacteriene si fungice a fost testatd pe daunatorii
pomilor fructiferi Phyllobius oblongus, Sciaphobus squalidus, Tatianaerhynchites
aequatus, Neocoenorhinidius pauxillus, Byctiscus betulae si daunatorii culturilor
agricole Sitona lineatus si Hypera postica [42, 47, 48]. Pentru testare se folosesc cinci
concentratii de spori ale tulpinilor incluse in studiu. Pentru fiecare concentratie se
utilizeaza cate 10 insecte. Insectele sunt monitorizate zilnic fiind inregistrat numarul
exemplarelor pierite [39]. Mortalitatea insectelor este calculatd dupa formula lui
Abbott cu unele modificari [10]. Activitatea biologica a tulpinilor exprimatd in LC,
este determinata dupa formula lui Spearman-Karber [56].

Rezultate si discutii

In baza proprietitilor fiziologice, biochimice si moleculare in microflora insectei
B. betulae au fost identificate speciile de bacterii Pantoea agglomerans (tulpina Bb3)
si Erwinia spp. (Bbl, Bb2 si Bb4). Complexul de bacterii al ddunatorului Sciaphobus
squalidus a fost reprezentat de Bacillus cereus (Ssl), Pseudomonas fluorescens (Ss2),
Pantoea agglomerans (Ss3) si Pseudomonas moraviensis (Ss4), iar tulpinile izolate
din microflora speciei 7. aequatus au fost identificate ca Klebsiella pneumoniae
(Tal, Ta3 si Tad), Erwinia billinigiae (Ta2) si Staphylococcus haemolyticus (Ta5).
Din corpul insectelor N. pauxillus, P. oblongus si T. aequatus au fost izolate trei tulpini
de Bacillus thuringiensis (Npl, Po4 si Tal6 respectiv). Tulpinile Npl, Po4 si Tal6
au fost depuse in Colectia Nationald de Microorganisme Nepatogene a Institutului
de Microbiologie si Biotehnologie cu numerele CNMN-BB-03, CNMN-BB-04 si
CNMN-BB-05 respectiv.

Prezenta speciilor de bacterii Pseudomonas fluorescens, Pantoea agglomerans,
Klebsiella pneumoniae, Bacillus cereus si Erwinia spp., a fost atestatd anterior in
microflora curculionidelor si a altor specii de coleoptere [16, 28, 34, 60, 61, 62].
Cat priveste speciile Staphylococcus haemolyticus, Erwinia billingiae si Pseudomonas
moraviensis, studiul prezentat a constituit prima mentiune referitor la izolarea acestora
din microflora coleopterelor [48]. Dintre bacteriile identificate speciile Pantoea
agglomerans, Erwinia spp. sunt patogene pentru plante [14, 65], iar speciile Klebsiella
pneumoniae $i Staphylococcus haemolyticus sunt cunoscute ca patogeni umani [7, 66],
ceea ce implica investigarea rolului insectelor incluse in acest studiu in vectorizarea
agentilor patogeni.

Tulpina autohtona de Bacillus cereus a prezentat activitate insecticidd sporita,
cauzand o mortalitate de 93%, fiind testata pe specia S. squalidus, 90% pentru
B. betulae si 83% pentru T. aequatus, dupa 5 zile de la aplicare. Tulpina autohtona de
bacterii Bacillus thuringiensis, CNMN-BBO03, poseda o activitate insecticida pronuntata
asupra coleopterelor curculionide Neocoenorhinidius pauxillus , Phyllobius oblongus
si Sitona lineatus cauzand o mortalitate de 80,0 %, 73,3% si 66,6% respectiv (Brevet
de Inventie Nr.4196) [47].

Bacteria Bacillus cereus este intdlnita de obicei in sol si a fost atestatd
ca patogen al insectelor, fiind izolatd din mai multe specii de coleoptere
[60, 61]. Tulpina de Bacillus cereus izolatd din Amphimallon solstitiale [61], fiind
testatd impotriva larvelor, a cauzat mortalitate de 90%. Se efectueaza cercetari ample
privind activitatea insecticidd a tulpinilor de Bt contra diferitor daunatori, inclusiv
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specii de curculionide [55, 74, 82], insd datele privind activitatea insecticida a tulpinilor
native de Bt, asupra speciilor incluse in studiul de fata, sunt limitate.

In rezultatul analizei morfologice si molecular genetice tulpinile fungice, izolate din
corpul insectei S. lineatus, au fost identificate ca: Aspergillus sp. (S11/4), Cryptococcus
tephrensis (S11/5), Beauveria bassiana (S11/6, S11/9 si S11/11), Torula herbarum
(S11/7), Fusarium sp. (S11/8), Penicillium brevicompactum (S11/10), Penicillium
polonicum (S12/5), Torula caligans (L3/5), Aureobasidium pullulans (S12/6, S15/4),
Paecilomyces fumosoroseus (1.5/6) si Rhizopus stolonifer (L6/4). Tulpinile fungice,
izolate din corpul daunatorului H. postica, au fost identificate ca Candida spp. (Hp1/4
si Hp1/6), Phialophora cyclaminis (Hp2/2), Torula caligans (Hp3/2 si Hp4/2), Torula
herbarum (Hp3/4), Dendryphion nanum (Hp3/3), Acremonium strictum (Hp3/5 si
Hp5/12), Cladosporium spp. (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 sp. (Hp5/7) si Arthrinium arundinis (Hp5/13). Cele 5 tulpini fungice
izolate din corpul insectei P. apricans au fost identificate ca Cladosporium sp. (Pal),
Penicillium polonicum (Pa2 si Pa3), Debaryomyces hansenii (Pa4) si Trichothecium
roseum (Pag).

Comunitatile fungice ale speciilor de insecte investigate au fost constituite din
patogeni ai plantelor (Alternaria alternata, Cladosporium spp., Fusarium spp.,
Penicillium polonicum, Phialophora cyclaminis, Rhizopus stolonifer, Sarocladium
strictum si Trichothecium roseum), care cauzeaza pierderi semnificative in culturile
agricole [6, 38, 50]. Aceste date sugereaza ca S. lineatus, H. postica si P. apricans sunt
potentiali vectori ai ciupercilor fitopatogene si necesita o atentie deosebitd. Tulpina
Beauveria bassiana S11/6 si Paecilomyces fumosoroseus S15/6 au fost depozitate in
Colectia Nationalda de Microorganisme Nepatogene a Institutului de Microbiologie
si Biotehnologie cu numerele CNMN-FE-01 si CNMN-FE-02. Tulpina B. bassiana
CNMN-FE-01 prezinta o activitate insecticida sporita impotriva speciei S. lineatus, o
concentratie de 0,969%10° conidii/individ cauzeaza mortalitate de 100% la a 5-a zi de
la aplicare (Brevet de inventie 4560) [42].

Cercetdrile privind aplicarea B. bassiana pentru controlul populatiilor de S. lineatus
sunt fragmentare [44, 54]. Un studiu mai recent mentioneaza tulpina Beauveria bassiana
238, activa impotriva speciei S. lineatus [57]. Aceastd tulpind posedda o activitate
insecticida mai redusa si un timp de actiune mai lent comparativ cu tulpina autohtona
B. bassiana CNMN-FE-01. Pentru a atinge o mortalitate de 85% este necesar de a
aplica 1x107 conidii/individ ale tulpinii B. bassiana 238, ceea ce este de 100 ori mai
mult decat in cazul aplicarii tulpinii B. bassiana CNMN-FE-01.

Astfel tulpinile autohtone Bacillus cereus, Bacillus thuringiensis si Beauveria
bassiana poseda caracteristici promitatoare pentru a fi utilizate in calitate de agenti de
control biologic al curculionidelor daunatoare.

Concluzii
Investigarea microflorei coleopterelor curculionide in intentia de a oferi tulpini
autohtone pentru a fi utilizate in calitate de agenti ai controlului biologic reprezinta
0 necesitate, in contextul dezvoltarii sustenabile a agriculturii in Republica Moldova.
Tulpinile autohtone bacteriene si fungice, obtinute din mediul natural, ar putea reduce
semnificativ costurile pentru obtinerea bioinsecticidelor si ar asigura micsorarea
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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. Astfel, izolarea tulpinilor locale
de Bacillus thuringiensis si Beauveria bassiana este o etapd importanta in dezvoltarea
programelor de control biologic in Republica Moldova.

Din punct de vedere al costurilor, productia locala de biopesticide este semnificativ
mai eficientd pentru fermieri, decat importul de preparate, deoarece preturile de pe
piata internationald depésesc capacitatea de cumparare a acestora.

Ulterior se cere de a evalua virulenta tulpinilor izolate asupra unei game mai largi de
artropode, in special cele nevizate. De asemenea, urmeaza a fi studiate caracteristicile
biotehnologice ale tulpinilor pentru elaborarea formulei biopreparatelor si testarea
acestora 1n conditii de cdmp. Pentru a evita epuizarea resurselor naturale este necesar
de a investiga aplicarea concomitentd a mai multor metode si agenti de control al
daunatorilor ceea ce va oferi strategii de management integrat viabile si eficiente.
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