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In multe tari au fost puse la punct preparate virale care se aplica in practicd pentru reducerea numarului insectelor
nocive. Articolul contine rezultatele aplicarii preparatelor virale si a procedeelor biotehnologice de producere a prepa-
ratului viral Virin-ABB-3 pentru protejarea culturilor agricole, ornamentale si forestiere impotriva Hyphantria cunea
Drury in conditii de laborator si de cAmp. Preparatul este bazat pe virusurile poliedrozei (VPN) si granulozei (VG), cu
actiune cumulativa si sinergistd. Un element important in procesul tehnologic al preparatelor biologice este dezvoltarea
unor tehnici pentru cresterea in masa a larvelor de daunitori in serie continud, care ofera materialul biologic viral pe tot
parcursul anului.
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BIOTEHNOLOGICAL PRODUCTION PROCESSES VIRAL PPREPARATION FOR CONTROL

OF THE FALL WEBWORM MOTH (Hyphantria cunea Drury)

In many countries there were established viral preparations applied in practice in order to reduce the number of pests.
Report contains the results of application viral preparation and biotechnological processes for the production of biological
preparation Virin-ABB-3 for protection of agricultural, ornamental and forest crops of Hyphantria cunea Drury in labora-
tory and field conditions. The preparation is based on viruses of nuclear polyhedrosesis and granuloses with cumulative
and synergetic action. One important element in the technological process of biological preparations is to develop
techniques for increasing the mass of larvae of pests in continuous series, which gives the viral biological material all
round year.
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Introducere

Necesitatea combaterii organismelor daunatoare este determinata de faptul ca culturile agricole sunt ata-
cate de o gamad imensa de organisme daunatoare. Pierderile de recolta constituie 25-30%, iar uneori depasesc
40-50% sau organismele daunatoare totalmente compromit culturile agricole. La nivel global, pierderile re-
coltei constituie 50 tril.$, iar in Republica Moldova depasesc 2 mild. lei [9].

Omida paroasa a dudului (H. cunea), care a patruns in Europa din America, a devenit in scurt timp un
daunator periculos al culturilor agricole, decorative si forestiere. In prezent, formarea arealului secundar este
departe de a fi complet. Fitofagul se dezvolta treptat si ocupa noi teritorii. De exemplu, el a aparut recent in
tarile din Asia Centrald, spre exemplu in 2003 in Iran, iar in prezent acesta a insusit toata partea nordica a
tarii; in anul 2005 a fost depistat in Noua Zeelanda. Astazi el continua sa se extinda si in alte regiuni nordice
ale Europei [2,4,6].

Atacul, uneori catastrofal, al H. cunea, a dus la cercetari multidirectionale in echipa, cu prioritate pentru a
cunoaste biologia insectei, patologia omizilor, pupelor si modul de intrebuintare a biopreparatelor de comba-
tere a lor.

In scopul reducerii impactului invaziilor organismelor daunitoare se elaboreazi tehnologii de combatere
si minimalizare a randamentului culturilor agricole, care necesitd prezentarea unei game largi de mijloace
biologice alternative celor chimice, asigurand indici biologici sporiti. Aceasta necesita elaborarea metodelor
de selectie si ameliorare a eficacitatii biologice, modificand indicii dezvoltarii individuale atat a plantelor-
gazde, cat si capacitatile agentilor utilizati pentru combaterea organismelor daunatoare [1,5].

Din toate preparatele ecologice utilizate in scopul reglarii densitatii organismelor nedorite cele mai efi-
ciente sunt preparatele virale. Ele actioneaza selectiv si reduc densitatea organismelor nedorite pana sub pra-
gul ddunarii economice. Preparatele se transmit din generatie in generatie si regleaza densitatea organismelor
timp de mai multi ani de zile, fiind rentabile din punct de vedere economic, deoarece pot declansa epidemii
virale, care se mentin o perioadd indelungata [8,7].
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Pentru obtinerea si procesarea produselor ecologice este necesara organizarea si producerea larga a mijloa-
celor biologice de protectie a plantelor. Printre numeroasele mijloace microbiologice de protectie a plantelor
baculovirusurile ocupa un loc deosebit, fiind utilizate pentru combaterea daunatorilor. Rezultate interesante
se obtin la aplicarea biopreparatelor pe baza de virusuri ai insectelor ddunatoare, care provoaca epizootii pe
arealuri mari cu unele legitati de manifestare a efectului de postactiune [4,7].

Dat fiind faptul ca extinderea arealului lui H. cunea in Republica Moldova a produs pagube materiale in-
semnate, diferite aspecte ale biologiei si combaterii daunatorului au constituit subiecte ale cercetarilor noastre
desfasurate intre anii 2004 si 2013, cercetari ale caror rezultate le prezentam in cele ce urmeaza.

Material si metode

Stocul initial de adulti a fost obtinut din larve H. cunea care au fost colectate din diferite regiuni ale munici-
piului Chisinau si din diferite localitati ale Moldovei; acestea au fost aduse in laborator si crescute pe hrana
naturala (frunze de artar). Selectia adultilor folositi Tn experimentele ulterioare s-a facut pe baza unor caracte-
ristici morfofiziologice, cum ar fi marimea si aspectul normal. in vederea elucidarii acestui aspect, am com-
parat variatia dimensionald a adultilor obtinuti din larve crescute pe hrana naturala (frunze de artar) cu cea a
adultilor obtinuti din larve hranite cu mediu, precum si aparitia diferitelor anomalii la adultii din ambele va-
riante. Masuratorile privind lungimea corpului si amplitudinea aripilor au fost efectuate dupa moartea adulti-
lor. De asemenea, au fost stabiliti parametrii de baza privind prolificitatea si fertilitatea femelelor crescute in
conditii controlate, care trebuie sa fie mai mici cu maximum 20% decét ale femelelor din camp. Acumularea
biomasei baculovirale s-a efectuat cu folosirea populatiei naturale de insecte in viviere speciale. In conditii
de laborator le-am repartizat pe buchete de plante. Observatiile efectuate zilnic au urmarit momentul inceperii/
finalizarii depunerii pontei, locul si modul de depunere a pontei, numarul de ponte depuse.

S-a experimentat biopreparatul Virin-ABB-3 realizat de catre IPPAE al ASM. Larvele bolnave au fost
determinate dupa simptomele respective, apoi cu ajutorul microscopului. Infectarea larvelor s-a efectuat cu
suspensii virale cu titrul de 10° SPVC la un individ. Observatiile s-au efectuat incepand cu ziua a treia dupa
infectie. Eficienta preparatului viral s-a determinat dupa formula Abbot, care prevede mortalitatea naturala a
insectelor.

Testarea suselor identificate si recombinate de VPN si VG ale insectelor de H. cunea s-a efectuat pe larve
specifice ale insectelor de varsta a doua, crescute pe medii selective de culturd. Pentru aceasta s-a aplicat
metoda dilutiilor succesive de la 10 pana la 1000 particule virale pentru o larva. Larvele au fost hranite cu
mediu infectat, ulterior fiind mentinute la temperatura de 26-28°C. Doza letala s-a determinat pana la 200 de
ore din momentul infectarii. Timpul letal s-a determinat la infectarea larvelor cu doza sporita de particule
virale (250 poliedre la o larvd). Testarea in conditii de laborator si Tn campul de experienta s-a efectuat in
4 repetitii rendomizate respectiv, in conformitate cu cerintele generale de acest gen [10,11].

Prepararea incluziunilor baculovirotice. Larvele moarte din cauza infectiei virale au fost macerate si sus-
pendate in solutie de SDS de 0,1% care contine cate 50 mg/l de mortalitate. Dupa filtrare poliedrele s-au se-
dimentat prin centrifugare la 5000 tur/min, iar granulele — la 12000 tur/min. Dupa 3-5 cicluri de spalare in
aceasta solutie, incluziunile virotice au fost resuspendate intr-o solutie de 0,6% de NaCl, care contine meteorat.

Pregatirea incluziunilor baculovirale a fost efectuata conform documentelor pentru preparatele virale,
prevazute de Regulamentul pentru pregitirea loturilor de preparate sus-numite. In calitate de suport au fost
folosite resturi vegetale, slam, melasa, faina de grau. S-a efectuat forma vasta a preparatelor baculovirale.

Rezultate si discutii

Rezultatele cercetarilor noastre sunt rezumate si sintetizate in tabele si figuri.

Cercetdrile efectuate au scos in evidenta cé infestarea cea mai puternica (100%) a fost inregistrata la arbo-
rii ornamentali — dud Morus nigra f. si artar Acer negundo, apoi la o serie de pomi fructiferi — mar (66,1%),
nuc (55,4%), cires (49,5%), prun (39,4%), gutui (33,7%), par (30,7%) etc. (Tab.1).

Pentru a trece la extinderea combaterii virologice in protectia plantelor decorative si padurilor, este necesar
sa fie elaborate tehnici de crestere in masa a larvelor de daunatori in serii continue, care sa permita obtinerea
de material biologic virozat pe tot timpul anului. Cresterile pe hrana naturala permit obtinerea de material
biologic numai in cursul sezonului de vegetatie si numai in perioadele cand conditiile climatice sunt favora-
bile dezvoltarii larvelor. In general, aceste cresteri se realizeazi pe perioade scurte, care coincid cu existenta
in naturd a larvelor si a unei hrane accesibile (frunze tinere).
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Tabelul 1
Gradul de infestare a diferitelor specii de arbori ornamentali, forestieri
si pomifructiferi cu larvele de H. cunea
N, Specia de Specii | Specii _Grad de | In _tota! m?g:m Cuiburi
ort. lanta controlate | atacate | infestare | cuiburi e o la pom
pla pep

numar | numar % numar numar numar
1. | Dud (Morus L.) 100 100 100,0 2524 11 3,3
2. | Artar (Acer negundo L.) 86 86 100,0 352 6 5,7
3. | Ulm (Ulmus campestris) 38 11 3,1 2 2 1,05
4. | Tei (Tilia cordata MILL.) 43 1 1,8 1 1 1,01
5. | Castan (Aesculus hippocastanum) 66 1 0,1 1 1 1,00
6. | Alun (Corylus avellana) 153 8 35,2 25 1,40 10,65
7. | Liliac ( Syringa vulgaris) 15 10 30,5 32 0,95 15,70
8. | Mar (Malus domestica L.) 15 9 20,8 28 0,74 20,16
9. | Par (Pirus sativa LAM.DcC.) 15 8 30,9 25 1,23 12,13
10. | Gutui (Cydonia oblonga) 22 4 33,7 31 2 2,2
11. | Nuc (luglans regia L.) 16 7 55,4 58 1 3,7
12. | Cais (Armeniaca vulgaris L.) 112 12 10,7 21 3 1,2
13. | Cires (Cerasus avium) 37 18 49,5 63 2 2,5
14. | Prun (Prunus domestica L.) 249 118 39,4 150 5 1,6
15. | Piersic (Prunus persica) 106 6 6,1 7 1 1,06

Din cauza acestor inconveniente ale cresterii pe hrand naturala, cercetarile au fost bazate pe tehnici de
crestere pe medii nutritive artificiale. Aceste cresteri prezintd avantajul ca permit obtinerea de material biolo-
gic infectat pe perioade indelungate, uneori pe tot timpul anului si ca rezultatele nu sunt in functie de condi-
tiile climatice sau de factorii ecologici.

Cerintele nutritionale ale adultilor la lepidoptere sunt mai modeste decét ale larvelor si diferd de la specie
la specie. Astfel, hrana speciilor de Heliothis consta dintr-un amestec de zahar, melasa, miere, suc de piersici,
drojdie si apa; a speciilor de Agrotis — din bere, sucroza, acid ascorbic, cisteind i miere, iar a Cydia pomo-
nella — din miere, acid ascorbic, tiamina, riboflavina, niacind si colina in apa.
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Fig.1. Cresterea in conditii controlate a H. cunea

Din analiza datelor prezentate in Tabelul 2 rezultd ca cea mai mica duratd medie de viata au avut-o adultii
din varianta martor — 5,3 zile, iar cea mai mare longevitate — 9,9-10,8 zile — a fost inregistrata in variantele cu
solutii de zahar sau miere in concentratie de 10-15%.
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Tabelul 2

Influenta hranei asupra longevititii adultilor de H. cunea crescuti in conditii controlate

Durata de supravietuire,
Varianta (solutii nutritive) zile
Minima-maxima Media

Martor 2-7 5,3
5% zahar in apa 3-9 6,4
10% zahar in apa 4-12 9,9
15% zahar in apa 3-14 10,5
5% miere in apa 4-8 6,7
10% miere 1n apa 3-13 10,2
15% miere 1n apa 5-14 10,8
Miere (5%), zahar (5%),

acid ascorbic (1%) 513 9.3

Dezvoltarea oricarui lepidopter este strans legatd de calitatea hranei administrate larvelor. Boguleanu si
colab. (2005) ajung la concluzia ci valorile ponderale si dimensionale ale omizii paroase a dudului variaza
mult in functie de planta-gazda: dimensiunea corpului la femele variaza intre 14,2 mm, cénd larvele sunt hra-
nite cu dud, si 8,32 mm, cand acestea sunt hranite cu tei, iar la masculi variatia este cuprinsa intre 11,36 mm
(in cazul hranirii cu dud) si 7,98 mm (in cazul hranirii cu tei). Coreland aceste date cu procentul de adulti
anormali (4,8 fata de 40,3 in variantele mentionate) autorii considera ca, desi H. cunea este o insecta polifaga,
dezvoltarea normala se asigura pe plantele-gazda preferate. Beratlief si colab. (2005), experimentand creste-
rea omizii paroase a dudului pe cateva medii artificiale, ajung la concluzia ca proportia de adulti anormali in
cazul hranirii larvelor cu medii sintetice variaza intre 6,3% si 14,5%, in timp ce la hranirea cu frunze de dud
procentul de adulti anormali este de 6,8% [3].

Reiesind din rezultatele cercetarilor efectuate (Tab.3), se poate constata ca in varianta cresterii larvelor pe
hrana naturala lungimea corpului la femele este in medie de 14,3 mm, iar anvergura aripilor atinge valori
medii de 34,57 mm. La masculi lungimea corpului are valori medii de 12,8 mm si anvergura medie a aripilor
de 33,67 mm. In varianta cresterii larvelor pe mediu artificial adultii au marimi medii ceva mai mici: feme-
lele au lungimea medie a corpului de 12 mm si anvergura aripilor de 29,23 mm, iar masculii 11,2 mm media
lungimii corpului si 27,7 mm anvergura aripilor. In ce priveste procentul de adulti anormali in varianta cres-
terii pe mediu artificial, acesta a avut o valoare de 7,33% in timp ce in cazul cresterilor pe hrana naturala a
avut valoarea de 5,67 %.

Tabelul 3
Caracteristicile adultilor de H. cunea obtinuti in cresterile pe diferite substraturi
Lungimea corpului, Anvergura aripilor, | Adulti cu anomalii
Varianta Repetitia mm mm %
% d ?l _d
VI — adulti obtinuti R1 13,3 12,3 34,7 29,7 6
prin cresterea larvelor R2 13,7 11,7 35,3 28,7 4
pe hrana naturala R3 13,3 12,0 33,7 29,3 7
MEDIA 13,43 12,0 34,57 29,23 5,67
V2 — adulti obtinuti R1 12,7 11,3 33,7 21,7 8
prin cresterea larvelor R2 13,0 11,0 34,0 26,7 5
pe mediu artificial R3 12,7 11,3 33,3 28,7 9
MEDIA 12,8 11,2 33,67 27,7 7,33

Un numar de 10 ponte, depuse de femelele obtinute prin cresterea larvelor pe medii artificiale in laborator,
au fost prelevate aleator din custile de crestere ale adultilor. Pontele care au reprezentat repetitiile in cazul
cercetarilor din aceasta faza au fost numarate, introduse in vase de incubatie si supuse observatiilor zilnice.
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Cercetirile, in cazul cresterilor pe mediu artificial, au relevat urmatoarele (Tab.4). Femela depune una —
maximum doud ponte numarand intre 408 si 1514 oud, cu o medie de 630,7 oud/femela. Ovipozitia a avut o
perioada cuprinsa intre doua si sase zile, cu o medie de 3,2 zile.

Suportul pentru ovipozitie preferat de femelele de H. cunea colectate din camp este reprezentat de frunzele
introduse in acest scop in custile de crestere. in ce priveste femelele de H. cunea obtinute prin cresterile n
generatii succesive in conditii de laborator, se poate spune ca acestea nu au o preferinta anume referitor la
suportul de depunere a pontelor.

Pentru stabilirea duratei incubatiei si viabilitatii oualor la populatia de H. cunea colectata din camp, cerce-
tarile efectuate in conditiile IPPAE al ASM s-au materializat cu urmatoarele rezultate. Imediat dupa ecloziune
larva neonata se hraneste partial cu corionul oului. Desi ecloziunea unei singure ponte poate continua timp
de 3 zile, cea mai mare parte a larvelor neonale apar in cateva ore. Procentul de ecloziune a oudlor a fost de
80,3%, iar durata incubatiei de 4 pana la 8 zile (Tab.4).

Tabelul 4

Viabilitatea pontelor depuse de femele de H. cunea din cAmp

Repetitia | Numarul de oua/ponta | Intervalul de ecloziune, | Ecloziune,
zile %

1 544 5-7 73,90
2 398 5-7 80,90
3 346 6-7 86,41
4 789 6-8 69,71
5 518 5-7 77,61
6 503 6-7 84,49
7 415 4-6 73,01
8 1034 7-8 85,30
9 420 5-6 79,76
10 312 6-7 92,30

MEDIA 471 - 80,34

Cercetarile privind factorul de nutritie, in special calitatea hranei in stimularea imbolnavirii cu virusi, au
inceput cu mult timp, referindu-se la viermele de matasa (Bombyx mory). Astfel, observatiile efectuate cu
preparatul Virin-ABB-3 scot in evidenta ca schimbarea plantei-gazda de catre omizile H. cunea, in timpul
dezvoltarii lor, poate duce la aparitia bolii poliedrice. Omizile defoliatorului s-au hranit in conditii de labora-
tor cu frunze de diferite specii (dud, artar, salcie, plop, tei, mar, par, nuc, cais, prun, cires si visin). Experi-
mentdrile au fost efectuate in doua variante diferite, si anume: cu frunze tratate cu poliedre virale si cu frunze
netratate. Rezultatele acestor experimentdri conduc la concluzia cd rezistenta cea mai ridicatd la infectia
virald au dovedit-o omizile hranite cu frunze de dud. Rezulta deci ca natura hranei influenteaza direct starea
fiziologica a omizilor si influenteaza sensibilitatea lor fatd de virusul poliedrozei nucleare.

Experientele de combatere pe scara larga a altor omizi defoliatoare cu ajutorul biopreparatului Virin-ABB-3
cu omizi contaminate (larve) de H. cunea pe diferite specii de plante cu aceeasi concentratie si acelagi numar
de omizi, precum si eficacitatea biologica a devenit o necesitate pentru determinarea procentului de mortali-
tate. Rezultatele experimentelor sunt prezentate in Tabelul 5. In ceea ce priveste mortalitatea omizilor pe VG
2011 la a 15-a zi a fost de 78-82%, iar pe VPN de 74-80%. Dar, in optiuni au fost folosite ambele virusuri —
VG si VPN (1:1), caz in care mortalitatea a crescut de la 88% pana la 92%. Eficienta biologicd a suselor era
la nivelul de 75-92%.

Materialul a fost utilizat pentru pregatirea preparatului Virin-ABB-3. Susele reinnoite de VPN si VG din
a.2011 au fost folosite pentru obtinerea materialului viral si in experimentele de schimbare a tehnologiilor de
obtinere a preparatelor virale pe baza acestor suse la prima si a doua generatie de H. cunea in anul 2012. Cerce-
tarile subliniaza faza critica a H. cunea si vor fi foarte utile pentru gestionarea tratamentelor cu baculovirusuri.
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Tabelul 5
Gradul de infectare a H. cunea cu baculovirus nou. Hrani naturali frunze de dud
Ziua mortalitatii
Variantele Repetitiile Nr. Varsta Concentratia 7 15

petts de larve | larvelor | poliedre/ml Nr. Nr. de
% %

de larve larve
VG 2012 | 50 -1 10° 24 48,0 39 78,0
VG 2012 | 50 H-111 10° 25 50,0 41 82,0
VPN 2012 | 50 -1l 10° 26 52,0 37 74,0
VPN 2012 | 50 -1 10° 27 54,0 40 80,0
X?SiVG | 50 11-11] 10° 28 | 560 | 46 | 92,0
YE\;WG I 50 11-11] 10° 28 | 560 | 44 | 880
CONTROL | 50 -1 10° 0 - 1 4.0
CONTROL ] 50 H-111 10° 0 - 2 6,6

Rezultatele obtinute, prezentate in Figura 2, pun in evidenta ca larvele sunt cu atat mai sensibile la infec-
tie, cu cat stadiul expus este mai precoce. Acest aspect, descris de numerosi autori, are o importantd deose-
bita cand se pune problema utilizarii virusului pentru limitarea densitatii populatiilor de insecte daunatoare.
Daci larvele sunt infectate la varste mici, se inregistreaza procente ridicate de mortalitate (97,3% la prima
varsta si 94% la varsta a doua), in timp ce la varsta a cincea mortalitatea este foarte redusa (7,5%), apropiata
de valoarea mortalitatii Inregistrate in cazul larvelor care au fost hranite cu hrana netratatd cu baculovirusuri.

in ceea ce priveste aspectul urmarit de noi, in vederea obtinerii de biomasa virala, infectarea la varste prea
mici sau prea mari nu corespunde scopului propus, cele mai bune rezultate din punct de vedere cantitativ
fiind obtinute prin infectarea larvelor la varsta a treia.
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B Mortalitatea medie produsa de virusul Granuloze % O Mortalitatea nregistrata in lotul martor %

Fig.2. Mortalitatea produsa de la infectia cu virusul granulozei.

Concluzii

Mijloacele microbiologice contemporane, inclusiv preparatele baculovirale, constituite din agenti biolo-
gici naturali, se caracterizeaza prin indicatori mai mici ai calitatii, ceea ce necesitd ameliorarea permanenta
a acestora. Pentru obtinerea biomasei baculovirale eficiente au fost propuse procedee eficiente de sporire a
indicilor de activitate, care reprezinta o parghie eficienta pe calea elaboririi insecticidelor virale. Urmarirea
corelatiei dintre densitatea larvelor, procentul de ecloziune si de obtinere a adultilor (randamentul de crestere)
in doua sisteme de crestere (individual si in grup) a reliefat faptul ca ambele sisteme au avantaje §i dezavan-
taje. Cresterea in sistemul individual asigurd procente mai mari de obtinere a adultilor (peste 80%, compa-
rativ cu cresterea in grup, in care procentul a fost de 46-48%), cu mentinerea larvelor in vasele de crestere
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pana la obtinerea adultilor (in sistemul de crestere in grup fiind necesar transferul lor repetat, pe masura cres-
terii In dimensiuni, ceea ce presupune mai mult timp si manopere suplimentare). Comparand cerintele trofice
ale adultilor de H. cunea cu cele ale altor specii de lepidoptere, s-a constatat ca acestia nu sunt pretentiosi,
o solutie de zahar sau de miere in concentratie de 10-15% fiind suficientd pentru mentinerea viabilitatii si
ecologice si economice a preparatelor constituite in baza lor necesita aplicarea cunostintelor profunde privind
crearea conditiilor tehnologice optimale pentru utilizarea acestora in combaterea insectelor daunatoare, actiu-
nea sinergetica dintre agentii preparatului baculoviral si susele naturale de virusuri, precum si aplicarea for-
melor preparative eficiente ale preparatelor elaborate.
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