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Summary. The results of the testing of the biological fungicide based on the bacteria
Bacillus subtilis, strain 1AB/BS03 to protect the winter wheat variety Moldova-614 from the
complex of pathogens in the conditions of the Republic of Moldova. The research was carried out
on the experimental field of the IGFPP of MSU. Two preparation rates of consumption were tested:
2 kg/ha and 3 kg/ha. Used once by the spraying method. As a result, the biological efficiency
against Bipolaris sorokiniana was 75,0% and 90,0%, Helminthosporium sativum — 83,3% and
89,7%, respectively, fusarium head blight — 86,0%.
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Introducere

In multe state cultura cerealierd principald este graul (Triticum L.). Este crescut pe arii
intinse pe intreg globul, ocupa locul doi dupa marimea suprafetelor insamantate, cedand intaictatea
porumbului. Per total in anul 2021 au fost Insamantate 221,96 milioane hectare cu aceasta cultura,
obtinandu-se o roada record de 770,8 milioane tone. Lideri mondiali a productiei sunt China si
India, care 1n anul 2021 au avut o productie globala de 136,9 si 109,6 milioane tone corespunzator.

Liderii mondiali la recolta per unitate de suprafatd sunt: Germania - 7,53 t/ha, Franta - 6,8
t/ha, Egiptul - 6,4 t/ha, China- 5,7 t/ha [1].

In Republica Moldova suprafata insimantata cu grau a variat de la 301,8 — 373,1 mii ha, sau
20,9 %- 24,2% din suprafata totala insdiméantata cu culturi agricole. Productia globala a fost de 794 mii
tone n anul 2011 panad la 1 milion 565,2 mii tone in anul 2021. Recolta per unitatea de suprafata la grau
in Moldova in gospodariile de toate categoriile variaza de la 2,6 t/ha in 2015 1a 4,6 t/ha in 2021 [2].

Graul este consideratd o culturd agricola nepretentioasd, dar prefera clima temperat continentala,
destul de caldd. In regiunile prea calde recoltele sunt scizute. Este necesard si respectarea rotatiei
culturilor, succesiunea culturilor permite satisfacerea necesitatilor plantelor in substante nutritive fara a
istovi solul. Cel mai favorabil este semanarea graului dupa leguminoase, trifoi, lucernd si rapita.

Recolta globala a graului boabe depinde de o multitudine de factori, inclusiv competivitatea
soiului, conditii meteorologice in perioada de vegetatie, compozitia solului, procedeele agrotehnice,
masurile de protectie fitopatologica, etc. Pierderi substantiale sunt provocate de infectarea plantelor
cu microorganisme fitopatogene. In regiunile de cultivarea a graului sunt pe larg raspandite
putregaiurile radiculare, fainarea, patarile frunzelor, fuzarioza spicului, etc. Patogenii pot ataca
plantele pe parcursul intregii perioade de vegetatie [3]. Protectia plantelor de agentii patogeni este
rezerva principald de crestere a productivitatii si calitatii recoltei.

Bolile culturilor rdman o provocare majora in agriculturd si o amenintare continua la adresa
securitatii alimentare. Desi fungicidele sunt utilizate pe scard largd in lumea dezvoltata si rezistenta
geneticd este dezvoltata oriunde este posibil, bolile culturilor provoacd anual o pierdere medie
globala de 16 % [4].

Unul din acestia este agentul patogen Bipolaris sorokiniana poate infecta toate organele
plantei: sistemul radicular — provocand putregaiul obisnuit al radacinilor, frunzele si tulpina
provocand patarea brund inchisa (helmintosporioza), la fel spicul si boabele provocand “innegrirea
embrionului”. Infectia primara apare la germeni si lastari, se manifestd prin brunificarea
coleoptilului, ingdlbenirea si deformarea frunzelor, inhibarea intregii plante. La plantele mature se
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observd urmadtoarele simptome: brunificare, Innegrirea si putrezirea rddacinilor principale si
secundare, nodului de infratire si tulpinii in aproprierea solului.

Infectarea secundara are loc pe organele supraterestre. Pe frunze apar pete de culoare brun
deschis, alungite de-a lungul limbului foliar, cu marginea intunecata. Plantele intarzie in crestere, se
observa decolorarea spicelor, devin albui si moartea tulpinilor. [3]

Pentru protejarea culturii graului de complexul de agenti patogeni sunt utilizate o varietate
larga de biopreparate inclusiv in baza bacteriei Bacillus subtilis. Genul Bacillus cuprinde o mare
biodiversitate genetica. Bacilii sunt prezenti intr-o paleta extrem de mare de medii variind de la apa
de mare la sol, si chiar se gasesc in medii extreme precum izvoarele termale. Aceastd bacterie ar
putea fi una dintre sursele majore de potentiale biopreparate microbiene, deoarece pastreaza mai
multe trasituri valoroase. In primul rand, bacilii, cum ar fi B. subtilis, sunt organisme bine studiate
ceea ce faciliteaza utilizarea lor rationald. In al doilea rdnd, Administratia pentru alimente si
medicamente din SUA (USFDA) a acordat statutul de ,,in general considerat sigur” (GRAS).
Bacillus subtilis care este astfel recunoscut ca nepatogen. Acesta fiind motivul principal pentru a fi
utilizat ca biopesticid. Tn al treilea rand, bacilii au capacitatea pentru a produce spori care sunt
forme de repaus extrem de rezistente. Sporii sunt capabil sa reziste la temperaturi ridicate, pH
nefavorabil, lipsd de nutrienti sau apa etc. Sunt produsi de bacterii atunci cand conditiile de mediu
sunt nefavorabile care probabil ajutd aceste microorganisme si supravietuiascad in fitosfera.
Fenomenul poate fi exploatate si in productia industriala deoarece sporularea poate fi indusa la
sfarsitul cultivarii. Acest lucru faciliteaza foarte mult conditionarea post-culturd unde suspensiile
bacteriene pot fi transformate In formulari de pulbere usor de manevrat, fard pierderea viabilitatii
culturii, ceea ce mai rar la speciile ce nu formeaza spori. Perioada de valabilitate a biopreparatelor
pe baza de bacterii sporulante este in general mai lunga si necesita mai putin precautie de depozitare
in comparatie cu alte produse care contin organisme vii. Bacilii sunt de asemenea relativ usor de
produs industrial Intrucat nu sunt deosebit de exigenti in ceea ce priveste sursele nutritive. Pe langa
capacitatea de a forma spori, B. subtilis posedd mai multe caracteristici care 1i sporesc
supravietuirea in rizosfera astfel creste si eficienta ca biopreparat. Aceasta bacterie este cunoscuta
ca este aerobd, dar se pot comporta, de asemenea, ca anaerob facultativ supravietuind si evoluand in
conditii cu concentratia de oxigen scazuta [5]. Cercetarile intensive au indicat ca efectele B. subtilis
asupra inhibarii agentilor patogeni a plantelor sunt atribuibile antibiozei, competitiei pentru habitat
si nutrienti, lizd a hifelor microorganismelor patogene si a rezistentei sistemice induse [6].
Bacteriile produc, de asemenea, enzimele ce degradeaza peretele celular si diversi metaboliti care
pot limita cresterea sau activitatea altor microorganisme [7].

In plus, B. subtilis creste absorbtia azotului, solubilizarea fosfatilor si producerea de
siderofori si fitohormoni, promoveaza cresterea plantelor [6].

Scopul cercetarii — determinarea eficacitatii biologice a biofungicidului pe baza de Bacillus
subtillis, susa IAB/BS03 in protejarea graului de toamna de un complex de agenti patogeni in
conditiile Republicii Moldova.

Materiale si metode

Cercetdrile au fost efectuate in anul 2022 pe campurile experimentale a Institutului de
Genetica, Fiziologie si Protectie a Plantelor al USM. Obiectul cercetarii a fungicidul biologic pe
baza de bacteriei Bacillus subtilis, susa IAB/BS03. Fungicidul a fost utilizat pentru protectia
graului de toamna, soiul Moldova-614 de complexul de agenti patogeni: 1- putregaiul obisnuit al
radacinilor- ag. pat. Bipolaris sorokiniana (Sacc.) Shoemaker — anamorf, Cochliobolus sativus
(S.Ito et Kurib.) Drechsler ex Dastur (1942) - teleomorf; 2 — helmintosporioza - Helminthosporium
sativum Pammel, C.M. King et Bakke 1910 (syn. Bipolaris sorokiniana); 3 —fainarea— Blumeria
graminis (syn. Erysiphe graminis) (DC.) Speer; 4 — fuzarioza spicului — ciuperci din genul
Fusarium Link.: Fusarium graminearum Schwabe; Fusarium avenaceum (Fr.) Sacc.; Fusarium
culmorum (W.G.Sm.) Sacc.; Fusarium poae (Peck) Wollenw.; Fusarium sporotrichioides Sherb.

Incorporarea semintelor a fost efectuati la 27 septembrie 2021. Pichetarea variantelor a fost
efectuatd in luna aprilie 2022, fiecare variantd a fost montata in 3 repetitii. Suprafata unei repetitii a
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fost de 25 m? (Imx25m). Variantele au fost amplasate randomizat pe intreaga suprafati a lotului
experimental.

In schema experimentali au fost 4 variante: 1) martor- fara prelucrare, 2) etalonul- Fitocid,
fungicid biologic, substanta activa Bacillus subtilis, titrul 1 x 10° celule/ml, norma de consum 11/ha,

3) preparatul testat, norma de consum 2 kg/ha, 4) preparatul testat, norma de consum 3 kg/ha

Prelucrarea a fost efectuata cu stropitoarea de tip rucsac, la o ratd de 600 1/ha a solutiei de
lucru. Determinarea eficacitatii preparatelor a fost efectuatd conform metodelor general acceptate
(Indrumiri metodice pentru testarea produselor chimice si biologice de protectic a plantelor de
daundtori, boli si buruieni in Republica Moldova) [8].

Pentru determinarea eficacitatii biologice a preparatului testat fatd de putregaiul obisnuit al
radacinilor, helmintosporiozei, fainarii au fost selectate probe a cate 10 plante in 3 repetitii din
fiecare varianta experimentald. Intensitatea atacului sistemului radicular a fost efectuata dupd scara
de 4 puncte, patarile frunzelor dupa scara procentuald. Pentru determinarea atacului fuzariozei
spicului au fost examinate cate 100 de spice in 3 repetitii, evaluarea a fost efectuatd conform scarii
procentuale.

Prelucrarea matematicd a rezultatelor obtinute a fost efectuatd analizei dispersionala
monofactoriald cu utilizarea platformei ABC Pascal.

Rezultate si discutii

Din perioada de insdmantare a graului de toamna din septembrie 2021 si pana la recoltarea
in prima decadd a lunii iulie 2022, conditiile meteorologice au fost critic nefavorabile pentru
cultivarea acestei culturi din cauza unei secete foarte severe si prelungite. Pe toatd perioada de la
insamantare pana la recoltare, un total de 208 mm de precipitatii au cazut fatd de norma de 439 mm,
ceea ce a constituit doar 47,4%. Deficitul de umiditate a fost de 52,6%, ceea ce reprezintd o
problema reala de pierdere a recoltei culturilor de cereale [9].

Seceta foarte severa se manifestd in anii in care precipitatiile din perioada de vegetatie sunt
mai mici de 50% din norma, iar temperatura medie a aerului depaseste norma multianuala cu 3-4°C.
Lipsa precipitatiilor poate aparea in orice lund a anului, astfel Incat seceta poate aparea in orice
moment al anului cu consecinte corespunzdtoare pentru sectorul agricol. Adica se poate vorbi
despre secetd de iarnd, primavara, vard si toamna cu consecinte diferite, in functie de stadiul de
dezvoltare a culturii. In Republica Moldova, secetele reprezinta 12,5% din numarul total al tuturor
fenomenelor periculoase [10].

Pana la efectuarea tratamentului cu preparatul testat in perioada 25-37 BBCH (infratirea-
aparitia frunzei stindard) s-au prelevat probe in diferite puncte ale campului experimental pentru a
determina in general infestarea plantelor cu agentii patogeni specificati - 10 probe a cate 10 plante
fiecare. Pentru evidenta putregaiului obisnuit al rddacinilor au fost examinate 100 de tulpini, pentru
evidenta helmintosporiozei si fainirii au fost examinate 300 de frunze. Tn baza rezultatelor
evidentelor, s-a constatat ca din cauza secetei care s-a instalat in perioada toamna-iarnd, dezvoltarea
putregaiul obisnuit al rddacinilor a fost scazuta: intensitatea raspandirii bolii a fost de 20%, gradul
de dezvoltare a fost 7,5% (tabelul 1).

Tabelul 1
Atacul plantelor de grau de catre agentii patogeni pe lotul experimental pana la efectuarea
tratamentului

Agentul patogen Frecventa atacului, % Intensitatea dezvoltarii bolii, %
Bipolaris sorokiniana pe radacini 20,0 7,5
Helminthosporium sativum pe frunze 5,0 1,7
Blumeria graminis 0 0

Frecventa atacului de helmintosporioza a fost 5 %, dezvoltarea bolii - 1,7%. In fazele de
dezvoltare 25-37 BBCH nu s-a depistat prezenta atacului fainarii. Tratamentul cu preparatul testat a
fost efectuatd la data de 10 mai. Preparatul a fost utilizat cu doud norme de consum: 2 kg/ha si 3
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kg/ha. Dupa o luna s-au efectuat evidentele, la etapele de dezvoltare 75-80 BBCH- maturitatea in
lapte.
Conform datelor obtinute Tn urma evidentei reiese ca pe parcursul unei luni de vegetatie de
la prima evidenta frecventa atacului putregaiului obisnuit al radacinilor de la 20 % a crescut la 30%,
iar intensitatea dezvoltarii bolii de la 7,5 % a ajuns la 10 %. Biopreparatul utilizat a redus acesti
parametri. La utilizarea normei de consum 2 I/ha frecventa atacului a fost 10,0 %, la o intensitate a
dezvoltarii bolii de 1,0 %. Eficacitatea biologica constituind 75,0 %. La utilizarea biofungicidului
cu norma de consum 3 kg/ha frecventa atacului a atins nivelul de 10,0 %, iar intensitatea dezvoltarii
bolii- 1,0 %. Eficacitatea biologica a fost de 90,0 %. La utilizarea etalonului Fitocid frecventa
atacului a fost de 16,7 %, cu o intensitate a dezvoltarii bolii de 2,7 % cu o eficacitate biologica de
73,0 % (tab. 2, fig.1).
Tabelul 2
Eficacitatea biologici a fungicidului in baza bacteriilor Bacillus subtilis in protectia graului de
toamna de putregaiul obisnuit al radacinilor (Bipolaris sorokiniana)

Nr. Variante Norma de Frecventa Intensitatea Eficacitatea
experimentale | consum |, kg/ha | atacului, % | dezvoltarii bolii, % | biologica, %
1 | Martor - 30,0 10,0 -
2 | Etalon Fitocid 1,0 16,7 2,7 73,0
3 | Preparatul testat 2,0 10,0 2,5 75,0
4 | Preparatul testat 3,0 10,0 1,0 90,0
DEM 0,05 19,7 6,1

Pentru determinarea actiunii preparatului in diminuarea dezvoltarii helmitosporiozei, in
fiecare proba de 10 plante a fost luat in calcul atacul fiecarei frunze (tab. 3).

Tabelul 3
Evidenta helmintosporiozei la graul de toamna dupa tratament cu fungicide
Varianta, Numarul Scala atacului, %;
nr. probei frunzelor in Numarul frunzelor atacate
proba, buc 0 | 1 [ 5 [10] 25| 5 | 75 | 100
Martor
1 22 11 5 2 - 1 - 3 -
2 20 13 - 4 2 - 1 - -
3 29 13 - 2 5 6 3 - -
Etalon Fitocid
1 21 12 - 6 2 1 - - -
2 20 11 7 2 - - - - -
3 21 14 5 2 - - - - -
Preparatul testat, 2 kg/ha
1 20 13 4 1 2 - - - -
2 23 16 2 2 3 - - - -
3 26 23 - 1 1 1 - - -
Preparatul testat, 3 kg/ha
1 22 19 - 2 1 - - - -
2 20 14 3 2 1 - - - -
3 24 19 2 2 1 - - - -

Din evidentele efectuate s-a constatat cd in decurs de o lund frecventa helmintosporiozei a
crescut semnificativ, iar la martor aceastd cifra a fost de 46,7%. Intensitatea dezvoltarii bolii a
crescut la 9,6%.
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Figura 1. Plante de grau afectate de putregaiul obisnuit al radacinilor
a) panai la tratament faza 25-37 BBCH, riadacini slab afectate de putregai
b) varianta martor dupi tratament- atacul radacinilor cu uscarea tulpinilor

La prelucrarea graului cu fungicidul testat la norma de consum 2 kg/ha a fost inregistrata o
frecventd a atacului de 25,6 % la o intensitate a dezvoltarii bolii de 1,6 %. Eficacitatea biologica
fiind de 83,3 %. La utilizarea normei de consum 3 kg/ha frecventa atacului helmintosporiozei a fost
21,5 %, intensitatea dezvoltarii bolii 0,99 %. Eficacitate biologica fiind de 89,7 % (tab.4).

Tabelul 4
Eficacitatea biologica a biofungicidului testat in protectia graului de toamna de
helmintosporioza (Helminthosporium sativum)

Nr. Variante Norma de Frecventa Intensitatea Eficacitatea
experimentale consum |, kg/ha atacului, % dezvoltarii bolii, % | biologica, %
1 | Martor - 46,7 9,6 -
2 | Etalon Fitocid 1,0 40,4 1,72 82,1
3 | Preparatul testat 2,0 25,6 1,6 83,3
4 | Preparatul testat 3,0 215 0,99 89,7
DEM o5 18,9 4,6

Pentru a determina dacd plantele au fost atacate de fuzarioza spicului au fost examinate in
fiecare varianta cate 100 de spice in trei repetitii. Evidenta frecventei atacului a fost efectuatd dupa
o scald procentuald. Frecventa atacului in varianta martor a fost 3,3 % cu intensitate a dezvoltarii
bolii de 0,5 %. In variantele unde au fost efectuate tratamente cu biofungicidul testat in doui
concentratii diferite a fost atestat aceeasi frecventa a atacului de 0,7 % si intensitate a dezvoltarii
bolii 0,07 %. Eficacitatea biologica a fost de 86,0 % (tab.5).

Tabelul 5
Eficacitatea biologica a biofungicidului testat in protectia graului de toamna de fuzarioza
spicului (ciuperci gen. Fusarium)

Nr. Variante Norma de Frecventa Intensitatea Eficacitatea
experimentale consum |, kg/ha | atacului, % | dezvoltarii bolii, % biologica, %
1 Martor - 3,3 0,5 -
2 Etalon Fitocid 1,0 2,0 0,1 80,0
3 Preparatul testat 2,0 0,7 0,07 86,0
4 Preparatul testat 3,0 0,7 0,07 86,0
DEM g5 15 0,14

In toate evidentele in varianta Etalon unde a fost utilizat biofungicidul Fitocid pe baza de
bacteriei Bacillus subtilis, titrul 1x10° celule/ml, cu norma de consum 1 l/ha a fost atestatd o
eficacitate mai slaba ca in variantele experimentale.

Pe parcursul intregii perioade de vegetatie nu au fost depistate plante cu simptome a fainarii
(ag. pat. Blumeria graminis). Aspectul general a parcelei experimentale unde au fost efectuata
testarea la graul de toamna, soi Moldova-614 este prezentata in Fig. 2.
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Fig. 2. Aspectul general a parcelei experimentale unde au fost efectuata testarea la

graul de toamna, anul 2022, soi Moldova-614: a) perioada de vegetatie primavara-vara,
b) sfarsitul perioadei de vegetatie, coacere

Astfel, testarea preparatului biologic in baza de bacteria Bacillus subtilis Tmpotriva unui
complex de boli ale graului de toamnd in conditiile climatice a Republicii Moldova din anul 2021-
2022 a demonstrat ca produsul biologic contribuie la reducerea semnificativa a putregaiul obisnuit
al radacinilor, helmintosporiozei si fuzariozei spicului, comparativ cu parcelele netratate. Este
posibila inhibarea dezvoltarii altor boli.

Concluzii
Eficacitatea biologica a biofungicidului in baza de Bacillus subtilis la reducerea putregaiului
obisnuit al radacinilor (Bipolaris sorokiniana) la graul de toamna prin aplicarea unui tratament prin
stropire in fenoza 25-37 BBCH (infratirea- aparitia frunzei stindard) la utilizarea normei de consum
2 kg/ha a fost 75,0 %, la utilizarea normei de consum 3 kg/ha — 90,0 %.

Eficacitatea biologicd a biofungicidului in bazd de Bacillus subtilis la reducerea
helmintosporiozei (Helminthosporium sativum) la graul de toamna cu utilizarea normei de consum
2 kg/ha a fost 83,3 %, la utilizarea normei de consum 3 kg/ha — 89,7 %.

Eficacitatea biologicd a biofungicidului la reducerea fuzariozei spicului (ciuperci gen.

Fusarium) la utilizarea normei de consum 2 kg/ha si 3 kg/ha a fost identica, atingand 86,0 %.

Nota. Cercetarea a fost efectuata in cadrul subprogramului 011103, ,,Elaborarea mijloacelor
ecologic inofensive de reducere a impactului organismelor daunatoare ale culturilor agricole pe
fondalul schimbarilor climatice” finantat de Ministerul Educatiei si Cercetarii al RM
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