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Invertia se refex la microbiologie si biotehnologie, si poate fi utilizat Tn agricultud pentru combaterea
lepidopterelor din genul Lymantria.

Mai multe soiuri de fructe semase, inclusiv de mere, pefiegutui, sunt cultivate in zonele cu cirtemperat. O
diversitate bogatde insecte atécaceste tipuri de fructe in t@alumea. Lepidopterele sunt considerat@rétori
abundegi Tn multe state din Europg inclusiv in Republica MoldovaX(uransiiesa M.1. Komiuiekc JTHCTOBEPTOK
Bpenureneil miogoBoxcTBa B MonnaBun ¢ obocHoBaHMeM MeronoB 60psObl/M.U.XKuranenesa: Asroped.auc.
KaHj. c.-X. Hayk. JI, 1959. - 2().

Numeroase specii de lepidoptere pot provoca daongl@r fructiferi, cele mai susceptibile specii degp atat de
tipul de pomi fructiferi, ca$i de zona geografic(David J. Carter Pest Lepidoptera of Europe: wjibcial reference
to the British Isles. Springer Science&Businessimetd84, 431 p.).

Tmpotriva lepidopterelor se utilizeazin spectru larg de insecticide, dnaplicarea acestor preparate manifest
agiuni negative asupra organismelor nevizatenit B.B., ITamyxax H.I'. CripaBouHHK 10 3aIllUTe PACTCHHH s
(epmepos. - Kumunes: UniversitasM.: Pocarpocepsuc, 1992. - 464.)

Elaborarea metodelor inofensiwe totodati efective de combatere a lepidopterelor este un&ediproblemele
stringentesi 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 cuntisaza un agent important in controlul biologic. Adeasste
utilizata pe scat larga ca bioinsecticid pentru combaterea multor inseatetitoare,si constituie baza a peste 90%
din biopesticidele disponibile in comerdatorit absefei efectelor toxice asupra omulgi altor organisme
homeotermesi lipsei poluirii mediului ambiant.

Este cunoscdttulpina Bt. subsp. kurstaki Z-52, utilizatpentru olinerea preparatului "Lepidocid”, insecticid
biologic pentru combaterea lepidopterelor [1].

Cea mai apropiatdupi esema tehni@ si rezultatul tehnic este tulpina de bacterii Bamlithuringiensis subsp.
kurstaki B-159/252Bt, activimpotriva dunitorilor din ordinul Lepidoptera [2].

Dezavantajul acestor tulpini coasn faptul @ activitatea lor insecticideste mai ptin eficient. Respectiv, pentru
obtinerea tulpinii in cantiti industriale se vor consuma mai mukeactivi pentru mediul de cultivare, implicind
cheltuieli suplimentaresi ca urmare sporind costul produsului. Un alt dexdaj este cantitatea majdrate spori
per mililitru introdugi Tn mediul ambiant, pentru asigurarea efectulgdtisid.

Problema pe care o rezalprezenta invegie const in oliinerea, din mediul natural, a unei tulpini autolgoroi de
bacterii - Bacillus thuringiensis, care ar asigpraducerea de proteine cu efecte insecticide, activitate mai
Tnalta contra lepidopterelor.

Esena inveniei const in faptul @ se propune o tulpinnowi de bacterii Bt. thuringiensis subsp. kurstaki Po4,
depozitad in Colecia Naionak de Microorganisme Nepatogene a Institutului derb@logiesi Biotehnologie al
ASM sub nr. CNMN BB-04 in calitate de bioinsecticignpru combaterea lepidopterelor din genul Lymantria
Rezultatul tehnic al inveiei consd in faptul @ tulpina propus:

- posed o activitate insectici@imai inalti asupra lepidopterelortfade cea mai apropiasoluie.

- este o tulpia autohtold, ceea ce reduce semnificativ costurile pentrtinebea bioinsecticidelogi asigui
micsorarea gradului de poluare al mediului ambiant.

Rezultatul tehnic (efectul insecticid) out este determinat de particulétile biochimice ale tulpiniisi anume,
capacitatea de a sintetid@ndotoxine.

Cultura propus nu este patogénpentru organismele homeotergiese gistreaz in tuburi pe medii agarizate T3
(Travers R., Martin P., Reichelderfer C. Selecpvecess for efficient isolation of soils Bacillysps Appl. Environ.
Microbiol., 1987, 53 (6), p. 1263-1266), la tempgera de 4C in Cole¢gia Naional de Microorganisme
Nepatogene a Institutului de MicrobiologieBiotehnologie al AM.

Tulpina a fost izoldt in cultuéi purd din corpul insectei Phyllobius oblongus L. (Thidry Frachon E. 1997.
Identification, isolation, culture and preservatiohenthomopathogenic bacteria, pp. 55-73. In: kagd.. (eds)
Manual of Techniques in Insect Pathology, Acadédrmiess, London.), colectate pe teritoriul Repubhbdildova.
Pentru cultivarea tulpinii poate fi utilizat mediautritiv cu urnditoarea componed (g/l): Tripton (sau Casein
Trypsic Peptoney 3, triptozi — 2; extract de drojdi+- 1,5; NaH2PO4 x H2G 6,9; MnCI2 x 4H20- 0,008; agar
15; pH-6,8.

Caracterele morfo-culturale ale tulpinii: Bactegiiam-pozitive cu spori. Celulele vegetative suntingemobile,
dispuse cite una, in perechi sau irgdan Marimea celulelor variazde la 1,5-1,7 pénla 3,6-6,2 mkm. Formeazi
produc incluziuni proteice cristalice de fatrrhipiramidafi. Pe mediul NA peste 24 ore tulpina formeanlonii de
culoare alb-gri cu marginea filiform si suprafga mat.

Caracteristica fiziologo-biochimica tulpinii: Microorganism facultativ anaerob. Ting cragte in limitele de
temperatut de +5...+40C. Temperatura optiinde cratere este de +28...+3€. Valoarea optitha pH-ului pentru
dezvoltarea tulpinii este de 5,2. Tulpina produe¢alaz, hidrolizeaz amidonulsi cazeina, lichefiaz gelatina.
Formea# acetilmetilcarbinol, lecitingzsi ureaz. Nu descompune esculigasalicina. Nu formeaz acizi si gaze
din maltoz, lactoz si zaharoze. Asimiledizglucoza, manoza cu formarea de acid. Nu fortheaifat de hidrogen
si indol. Tulpina produce - endotoxine cu proprigf insecticide.

Gradul de puritate al tulpinii:
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Tulpina a fost izoldt in cultuéi purd din corpul insectei Phyllobius oblongus L. (Thidry Frachon E. 1997.
Identification, isolation, culture and preservatiohenthomopathogenic bacteria, p. 55-73. In: Laéely. (eds)

Manual of Techniques in Insect Pathology, AcadeRriess, London), colectate pe teritoriul Repubhddldova.

Pentru cultivare necesittilizarea mediului agarizat T3. Gradul de pustat tulpinii a fost verificat prin Reda de

Polimerizare in Lancu utilizarea primerilor specifici ITS (Internakrdnscribed Spacer) 16S-235amplificarea
portiunii de ger Cryl.

Exemplu de utilizare ainvenyiei:

Tulpina Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki Rsde cultivat timp de o zi pe agitator la temperatura de 30°C pe
mediu nutritiv agarizat T3 cu uitoarea componegh (g/l): Tripton (sau Casein Trypsic Peptore}, triptoz — 2;
extract de drojdii- 1,5; NaH2PO4 x H2G- 6,9; MnCI2 x 4H20- 0,008; agar 15; pH- 6,8. Celulele sunt
precipitate, resuspendate Tnaaglistilati si incubate in agitator circular pentru o noapte3®C. Tn acest timp
celulele lizeaz eliberand sporgi cristale. Ulterior este determiiatoncentrda de sporki cristale ded-endotoxiri
din lichidul cultural rezultat. Concentia de spori este determifiadupi numirul de colonii in crgtere pe mediu
agarizat T3 dupinsimanarea dilgiei. Prezera cristalelor este monitorizaprin microscopie cu contrast de faz
Prezera d-endotoxinei este determidaprin rea¢ia de precipitare, iar cginutul lor cantitativ - folosind ELISA
(Enzyme linked immunosorbent assay).

Se pregteste suspensia de contaminare iri @istilati cu diferite concentta: 0.9 x 109 spori/ml, 0,9 x 108
spori/ml, 0,9 x 107 spori/ml, 0,9 x 106 spori/m|9 & 105 spori/ml. Cea mai efectidintre concentniile testate,
pentru Lymantria dispar L. 1758, s-a dovedit 8% 8 108 spori/ml.

In experien se utilizeaz dauritorul pomilor fructiferi Lymantria dispar Linnaeuk758 (Lepidoptera).

Efectul metodei este evaluat prin monitorizareactefalui numeric al dunatorilor colectai dupa prelucraresi
cantitatea exemplarelor de insecte pieriteadofestare.

Exemplul 1. Estimarea efica#jii metodei de combatere aawdatorului pomilor fructiferi Lymantria dispar
Linnaeus, 1758 (Lepidoptera, Erebidae).

Evaluarea activitii insecticide a tulpinii Bacillus thuringiensis Issp. kurstaki Po4 a fost tegtape larvele
provenite din populga natural a speciei Lymantria dispar L. Se preparserie din cinci diltii ale culturii tulpinii
Po4 in soltie de 0,9% NaCl cu pasul 10 (concetitimindicate mai sus). In calitate de martor a fatilizati soluia
de 0,9 % NacCl. in suspensiile patite sunt introduse frunze deimde aproximativ acegamarime, frunzele sunt
uscate la temperatura de 20§i(plasate in vase Petri. Pentru fiecare t@lsunt utilizate cate 10 insecfe2...5
frunze de nar tratate. Mortalitatea insectelor a fost cuandificdup 3 zile de incubige n incubator la 21°Gi
intervalul de zi 18 ore.

Activitatea biologi@ a tulpinii exprimai in LC50 a fost calculatdupi formula lui Kerber conform valorilor
concentrdilor de spori in dilgiile culturii bacteriene: Ig LC50 = IgCNE- (XL - 0.5), unde CM - concentia
maximi testali; ¥ - logaritmul multiplicrii dilutiei; XL - suma valorilor L pentru toate conceniita. Astfel o
reducere cu 50% a efectivuluiwdhatorului Lymantria dispar L., poate fi ghuti la aplicarea culturii bacteriene
Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki Po4 n comege de 1,392 x 105 spori/ml, in sgki de 0,9% NaCl.
Rezultatele sunt prezentate in Tabel.

Tabel
Nivelul peirii diunatorului Lymantria dispar L. dupprelucrare cu suspensie
din cultura bacterigna tulpinilor de Bacillus thuringiensis subsp. kaks.

Nr Tulpina Titrul sporilor Activitatez insectidida
) P mird spori/ml LC50, spori/ml
Bacillus thuringiensis subsp.
L. kurstaki Po4 0.9 1,392 x 105
Bacillus thuringiensis subsp.
2 kurstaki B159/252Bt 4,03 2,377 %105

Datele Tabelului dendtca tulpina bacteriathpropug Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki Po4 pasedctivitate
insecticidi pronunati asupra lepidopterelogi poate fi utilizai ca agent biologic in controlul efectivului lor
numeric. Tulpina este ecologic inofersideoarece a fost extiadin mediul natural, nu este patoggentru plante
si organismele homeoterme. Tn naturu sunt introduse organisme noi, ceea ce excletieridarea ecosistemelor,
cum se obsevin cazul utilizrii altor patogenii preparate.



