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Inventia se referd la parazitologie, in
special la un procedeu de combatere biologica
a nematodului Ditylenchus destructor la
cartoful semincer §i poate fi utilizatd 1in
agriculturd.

Procedeul de tratare biologicd a cartofului
semincer contra nematodului  Ditylenchus
destructor include inmuierea cartofului

2

semincer Inainte de sidire intr-o solutie ce
contine lichid de cultura al tulpinii de bacterii
Rhizobium japonicum CNMN-RB-06 cu titrul
de 10° cel./ml si apd, luate in raport de 1:200
respectiv, in decurs de 72 ore.
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(54) Method for biological treatment of seed potato against Ditylenchus destructor

nematode

(57) Abstract:
1
The invention relates to parasitology, in
particular to a method for biological control of
Ditylenchus destructor nematode in seed
potato and can be used in agriculture.
The method for biological treatment of
seed potato against Ditylenchus destructor
nematode comprises soaking seed potato

2

before planting in a mixture of culture liquid
containing Rhizobium japonicum CNMN-RB-
06 bacteria strain with a titer of 10° cells/ml
and water taken in a ratio of 1:200,
respectively, for 72 hours.

Claims: 1

Fig.: 4

(54) Cnioco0 0uoJiorn4eckoii 00padoTkH CeMEHHOro Kaprodesisi NPOTHB

Hemartoanl Ditylenchus destructor

(57) Pedepar:
1

H300peTeHne OTHOCHTCS K Tapa3uTOIOTHH,
B YAaCTHOCTH K CIOOcO0y OHOIOTHYCCKOMH
00prOBI ¢ HEMATOMOW CceMEHHOTrO KapTodens
Ditylenchus destructor u MOXET OBITh
HCITOTIH30BAHO B CETLCKOM XO3SHCTBE.

Crocob Ononornaeckoll  00padOTKH
CEMEHHOTO KapTo(ensd MPOTHB HEMaTOJbI
Ditylenchus destructor BKIIIOUAET

2

3aMauMBaHHE  CEMSAH  KapToQens  Iepesn
IIOCaJIKOX B CMECH KYJIHTYPAIbHOH JKHJIKOCTH,
cojiepkarielt mramm  Oaxtepuit Rhizobium
japonicum CNMN-RB-06 ¢ tutpom 10°
KJIETOK/MJ H BOJBL, B3ATHIX B COOTHOIICHHH
1:200 coOTBETCTBEHHO, B TEUCHHE 72 YaCOB.

I1. popmymsr: 1

@ur.: 4
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Descriere:

Inventia se referd la parazitologie, in special la un procedeu de combatere biologicd a
nematodului Ditylenchus destructor la cartoful semincer si poate fi utilizatd in agricultura.

Este cunoscut faptul ca una dintre bolile cartofilor, mai nocivd si cu un impact economic
important, este ditilenhoza tuberculilor — boald cauzatd de nematodul Ditylenchus destructor
Thorne, 1945 — parazit exclusiv al tuberculilor, inclus 1n lista speciilor de carantind (¢.2.EPPO).
Daunele provocate de nematodul Ditylenchus destructor sunt esentiale.

In scopul tratdrii materialului semincer de cartofi contra nematodului Ditylenchus destructor,
sunt recomandate mai multe preparate de origine chimicd: Carbofuran 5%, Furadan 5%,
Heterofos 3%, Carbation 3% [1].

Neajunsul acestor preparate este cd fiind de origine chimica sunt si foarte toxice, iar aplicarca
lor provoacd riscuri majore de poluare a apei, solului si faunei, astfel afectind grav sandtatea
omului §i animalelor. Prin urmare, autorii recomanda utilizarea acestora la cartoful semincer, doar
in focare fitohelmintoze. La moment, folosirea produselor nematocide, de origine chimica, a fost
radical redusd in majoritatea tarilor, iar pentru combaterea nematozilor, printre care si
D.destructor, sunt cautate alternative mai putin toxice.

Cele mai apropiate, dupd esenta tehnicd si rezultatul obtinut, precum si de perspectivd in
protectia plantelor la general si tratarea cartofului semincer afectat, Inainte de plantare, in special,
sunt metodele noi de utilizare a biopreparatelor pe baza de microorganisme. Acestea nu exercitd
simptome de toxicitate asupra dezvoltarii plantelor, dimpotrivd stimuleazd mecanismele de
protectie sirezistentd catre diversi agenti patogeni, iar in final contribuie la sporirea recoltei.

In calitate de cea mai apropiati solutie serveste procedeul de tratare a cartofului contra
nematodului Ditylenchus destructor, care include inmuierea cartofului inainte de sadire intr-o
solutie ce contine lichid de culturd cu un continut de tulpina de bacterii Pseudomonas fluorescens
CNM-PFB-01 cu un titru de 10° cel./ml si apd, luate in raport de 1:(100...500) respectiv, in decurs
de 20 ore [2].

Dezavantajul acestui procedeu constd in nivelul scdzut de crestere a productivitatii plantelor.
Astfel recolta de cartofi tratati cu amestecul de lichid de culturad ce contine tulpina de bacterii
Pseudomonas fluorescens este cu 30...35% mai mare, comparativ cu cartofii netratati.

Actualmente, in majoritatea tarilor dezvoltate (Marea Britanie, Germania, Franta, Brazilia,
SUA, Federatia Rusd etc.), pentru combaterea speciilor parazite de nematozi sunt elaborate si
utilizate biopreparate nematocide pe bazd de fungi pradatori si bacterii parazite din genurile
Arthrobotrys, Catenaria, Paecilomyces, Pasteuria, Pseudomonas, Rhizobium etc. In sursele
literare nu este descrisd actiunea nematocidd a speciei de bacterii Rhizobium japonicum asupra
nematodului tuberculilor de cartofi Ditylenchus destructor. Conform standardelor internationale,
cartoful semincer trebuie sd fie liber de speciile parazite de nematozi nocivi pentru aceastd culturd
— Meloidogyne chitwoodi, M.fallax si Ditylenchus destructor (standardul pentru cartofii de
samanta EAK OOH S-1).

Problema pe care o solutioneaza prezenta inventie este combaterea eficientd a nematodului
Ditylenchus destructor prezent la cartoful semincer cu utilizarea unui biopreparat, care manifesta
suplimentar actiune stimulatoare asupra dezvoltarii si productivitatii.

Esenta inventiei constd in faptul ca se propune un procedeu de tratare biologicd a cartofului
semincer contra nematodului Ditylenchus destructor, care include inmuierea cartofului semincer
inainte de sadire intr-o solutie ce contine lichid de culturd al tulpinii de bacterii Rhizobium
japonicum CNMN-RB-06 cu titrul de 10° cel./ml si apd, luate in raport de 1:200 respectiv, in
decurs de 72 ore.

Rezultatul tehnic al prezentei inventii constd in elaborarea unui procedeu de combatere a
nematodului tuberculilor Ditylenchus destructor prezent la cartoful semincer, prin utilizarea
lichidului de culturd al tulpinii de bacterii Rhizobium japonicum care in contact cu speciile parazite
de nematozi posedd o toxicitate inaltd fatd de acest parazit i provoacd mortalitatea acestuia in
proportic de 98%, totodatd manifestd suplimentar un sir de capacitdfi: stimuleazd incoltirea
cartofului semincer, sporeste cresterea, dezvoltarea si productivitatea plantelor. Conform datelor
din literaturd, tulpinile Rhizobium spp. posedd capacitatea de a reduce bolile provocate de diversi
agenti patogeni ai plantelor — fungi, bacterii, virusi, provocand, paralel, actiune stimulatoare
asupra dezvoltérii plantelor prin capacitatea sa de a produce compusi fenolici, flavonoizi si alte
fitoalexine.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

MD 1297 7. 2019.08.31
4

Tulpina de bacterii Rhizobium japonicum din familia Rhizobiaceae, genul Rhizobium, a fost
izolatd din nodozititile de culoare rozi, de pe rddicinile plantelor de soia, care au fost cultivate pe
terenuri cu sol de tip ciornoziom, din zona de nord a Republicii Moldova (r-nul Réscani, comuna
Damascani), de catre cercetdtori din cadrul Institutului de Microbiologie si Biotehnologie al ASM
in perioada anului 2006. Modul de obtinere — prin metoda analiticd de selectie. Data depozitérii —
18.05.2012. Produsul sintetizat de tulpind: substante de stimulare a proceselor de crestere si
dezvoltare a plantelor de tipul auxinelor, citochininelor, giberelinelor.

Atingerea rezultatului mentionat a fost posibild datorita utilizarii lichidului de cultura al tulpinii
de bacterii Rhizobium japonicum, care posedd capacitatea de a fixa In simbiozd cu plantele
leguminoase azotul molecular din atmosfera.

Inventia se explica cu ajutorul desenelor din fig. 1-4, care reprezinta:

- fig. 1, cartof semincer Roko infestat cu Ditylenchus destructor: a - faza a 2-a de ditilenhoza,
b - distribuirea diferitelor generatii de nematozi D.destructor de diverse varste 1n tesutul cartofului
infestat,

- fig. 2, mortalitatea (%) nematodelor Ditylenchus in contact cu bacteriile Rhizobium §i Pc4,

- fig. 3, cartofi de soi Roko inoculati cu nematozi Ditylenchus destructor,

- fig. 4, cartofi Roko, Inainte de plantare, inoculati cu nematozi Ditylenchus destructor §i
supusi tratarii cu lichidul de culurd Rh.japonicum.

Analizele de laborator au fost efectuate la 14 soiuri de tuberculi de cartofi seminceri colectati
din depozite in perioada de toamna-iarnd-primavard din diverse gospodarii ale zonelor de nord,
centru si sud ale Republicii. Rezultatul investigatiilor contra fitohelmintozelor la soiurile de cartof
semincer a demonstrat cd sunt afectate cu D.destructor in proportii variate. Prezenta parazitului a
fost depistata in majoritatea cazurilor la cartoful semincer din gospodariile individuale (60% din
totalul gospodariilor cercetate).

Pentru aprecierea gradului de atac al nematodului Ditylenchus destructor Thorne, 1945 a fost
utilizata scara de 5 grade (Ivaniuc, Iliagenco, 2010):

gradul I — soiuri de cartofi rezistente la invazie (0...1,0%); gradul II — soiuri slab afectate
(1,0...10,0%); gradul II — moderat afectate (11,0..25,0%); gradul IV — serios afectate
(26,0...50,0%); gradul V — puternic afectate, atacate mai mult de 50,0%.

Conform acestei sciri, cartofii expusi cercetarilor, cu o infestare de 11...30% in dependenta de
zond, corespund soiurilor moderat afectate.

Cercetarile au fost axate pe unul dintre soiurile cultivate pe larg in Republica Moldova - Roko.
Conform Catalogului soiurilor de cartofi cultivati in Republica Moldova (2013), claborat de
Ministerul Agriculturii si Industriei Alimentare, soiul Roko a fost inregistrat in Republica Moldova
in anul 2011, iar ulterior reinregistrat. Cartoful alimentar Roko posedd aspect calitativ ca marfa,
indicele calitatii de 95%, este preferat de cumpdratori, datoritd gustului plicut. Cantitatea de
amidon constituie 12...16%, iar recolta poate ajunge la 600 g/ha.

Este cunoscut faptul cé principala sursd de rdspandire a nematodului la cultivarea cartofului
sunt tuberculii infestati, care se planteaza primdvara ca material semincer. O altd sursd de afectare
a cartofului o constituie solul, unde nematozii pot rdméanea activi pe o perioada de aproximativ
3...4 ani.

Conform celor 5 faze de dezvoltare a ditilenhozei, evaluate in cercetirile precedente efectuate
la soiul Roko, s-a observat ca cei mai periculosi sunt cartofii de simanta afectati in primele faze (1,
2), deoarece simptomele exterioare, care apar pe tuberculi in aceste faze, incd nu sunt vizibile nici
la 0 examinare minutioasa, de aceea asemenca cartofi, din neatentie, ar putea fi plantati (fig. 1).

In faza a 2-a simptome de deteriorare la suprafata tuberculilor sunt observate doar la inldturarea
cojii (fig. 1-a). Pe aceastd portiune se observa acumularea indivizilor D.destructor. Conform
recalculelor efectuate cele mai numeroase (50% din totalul de unitéti/g) sunt formele juvenile ale
D.destructor (Jz, J3, J1) cu dominanta J,, (n =10,1 x 10° indivizi/g tesut afectat), urmeazd ouile
17,07%, apoi masculii 16,53% si femelele 15,42% (fig. 1-b). La un tubercul de cartof afectat in
faza a 2-a pot fi enumerati cca 31,6 x 10> unititi de D. destructor. Numarul excesiv de larve, ce se
hranesc intens cu tesutul sdndtos al mezocarpului de cartof, in decursul a 18...20 de zile ajunge la
stadiul matur. O singura femela poate depune cca 200...250 oua. In conditiile Republicii Moldova
D. destructor formeaza 4...5 generatii, iar reproducerea intensd a parazitului provoacd majorarea
densitatii indivizilor i, in consecintd, reducerea recoltei.
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Exemple de realizare a inventiei

Exemplul nr. 1

Testarea a avut loc In conditii de laborator, la temperatura cuprinsd intre 25...27°C, prin
metoda de contact (Kurt, 1973) la diverse intervale de timp: 1, 2, 4, 8, 21, 24, 48, 72 ore. La finalul
experientelor a fost verificatd eficacitatea produsului testat. Populatiile nematodului D.destructor
au fost extrase din cartofi de soiul Roko, bolnavi de ditilenhoza, colectati din depozite. Contactul
mdivizilor D.destructor cu lichidul de culturd al tulpinilor din genul Rhizobium a avut loc in cutiile
Petri cu diametrul de 5 cm (fiecare variantad fiind efectuatd in 3 reprize). Investigatiile au fost
efectuate in sase variante. In fiecare cutie s-au addugat, cu acul entomologic steril, cite 50 de
indivizi de D.destructor. Apoi in cutiile Petri, peste nematozii selectati, s-a addugat lichid de
culturd al speciilor de bacterii din genul Rhizobium: lotul 1 - Rh.japonicum; 11 - Rh.japonicum 646
a; I - Rh. phaseoli; IV - Rh.meliloti; V - tulpina Pc4; lotul VI- martor s-a addugat doar apd
distilata.

Rezultatele experientelor efectuate au demonstrat ca printre speciile de bacterii cercetate din
gen. Rhizobium, cu eficacitate sporitd sau deosebitd au fost speciile Rhizobium japonicum $i
Rh japonicum 646a, care au exercitat actiune letald asupra speciei Ditylenchus destructor in
proportie de 70...80% la o expunere de 24 ore (fig. 2).

Conform rezultatelor ob{inute, lichidul de culturd al tulpinii RA. japonicum in raport de 1:200
respectiv, in contact direct in cutiile Petri cu speciile parazite de nematozi Ditylenchus destructor,
la un interval de 72 ore, posedd toxicitate Tnalta fatd de acest parazit si provoacd mortalitatea in
proportie de 98%.

Exemplul nr. 2

Experiente vegetative efectuate in perioada anilor 2014...2016 cu testarea capacitafii
nematocide a lichidului de culturd al bacteriilor Rhizobium japonicum in contact cu cartofii
seminceri de sorul Roko, inoculati cu nematodul tuberculilor Ditylenchus destructor Thorne, 1945,
faza a 2-a de ditilenhoza. Tuberculii de cartofi seminceri de soiul Roko, din experiment in conditii
de laborator au fost preventiv inoculati cu un anumit numar de indivizi D.destructor (femele si
masculi), fiind ulterior expusi incubdrii pe o perioadi de 2...2,5 luni (fig. 3) si (fig. 4). In acest
timp nematozii D.destructor au patruns in tesutul mezocarpului si s-au reprodus. Dupd verificarea
tuberculilor inoculati la prezenfa nematozilor D.destructor, o parte dintre ei au fost supusi
tratamentului prin Inmuiere n lichidul de culturd RA. japonicum, iar o altd parte de cartofi afectatfi
nu au fost tratati, formand astfel lotul martor.

Schema testérii contactului cartofilor seminceri de soiul Roko inmuiati in lichidul de cultura al
bacteriilor Rhizobium japonicum in raportul urmator:

1-1:50;
2 —1:100;
3 —1:200;

4 — martor, cartofi afectati fard tratament.

Titrul preparatului initial al culturii Rh. japonicum fiind de 6 x 10° cel./m] apd, luat in raport
de: cutianr.1 — 1:50, 2 — 1:100, 3 — 1:200, 4 — martor, numai apa distilata.

Testdrile s-au efectuat la temperatura de 25°C, prin metoda de inmuiere, la o expunere de 16
ore (tab. 1).

Cartofii din lotul experimental, afectati artificial cu nematozi D.destructor, au fost plantati in
ghiveciuri cu sol liber de nematozi. Pe toata perioada de vegetatie s-au efectuat cercetéari privind
dezvoltarea plantelor. Scopul final fiind evaluarea eficacitdtii diverselor raporturi de dilutii ale
lichidulwi de culturd Rh.japonicum asupra nematozilor D.destructor.

Din datele expuse in tabelul 1 rezultd ca diverse concentratii ale preparatului Rh. japonicum au
exercitat actiuni diverse asupra cresterii si dezvoltarii plantelor de cartofi. In concentratii mai mari
(1:50; 1:100) preparatul este toxic, iar plantele se¢ dezvoltd mai slab, avind un numar de ldstari
(plantule, #-medie), precum si un diametru al acestora (d- medie, mm), mai mic comparativ cu
loturile unde cartofii au fost tratafi cu lichidul de culturd Rh.japonicum, in concentratie mai micd
(1:200). De asemenea, lichidul de culturd Rk.japonicum diluat in proportii de 1:200 expus in lotul
3, a manifestat o inalti eficacitate nematocida. In acest lot s-a evidentiat o sporire a dezvoltarii
plantelor, comparativ cu cele din alte loturi experimentale si cu cel martor. Plantele aveau o
indltime medie cu 13,1 cm mai mare i un numar de lastari/plantd de 2 ori mai mare, diametrul
tulpinii acestora fiind de 2,3 ori mai mare comparativ cu cele din lotul martor netratat (tab. 1) si
(fig. 4).
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Tabelul 1
Evaluarea eficacitatii preparatului Rhizobium asupra dezvoltarii plantelor de cartof

Nr. Dilutia/ Numarul Iniltimea Diametrul/mediu/
lotului timpul expunerii lastari/plantd medie(cm) plantuld(mm)
1 1:50/16 ore 3 45,0 3,5
2 1:100/16 ore 4 50,3 3,8
3 1:200/16 ore 6 73,6 9,7
4 Martor 3 60,5 42

La recoltare numarul tuberculilor/plantd a fost in medie de 4 ori mai mare, iar greutatea
acestora de 6,6 ori mai mare in lotul experimental comparativ cu lotul martor (tab. 2).
Extensivitatea invaziei cu D. destructor la cartofii recoltati de pe lotul experimental tratati cu
lichidul de culturd RA. japonicum erade 1...5 %, pe cand la lotul martor, aceasta era cu mult mai
naltd atingdnd cota de 25...30%.

Tabelul 2
Rezultatele actiunii preparatului Rhizobium japonicum, in dilutie de 1:200,
asupra productivitatii de cartof

Numérul Masa Greutatea medie
mediu de tuberculi/ a

Lotul E:M E:M E:M invaziei

tuberculi/ planti unui tubercul

planti ) (2) (%)

Experienta 8 4 380,4 6,6 40,8 1,8 1-5

(E)

Martor (M) 2 - 50,8 - 20,6 - 25-30

15

20

Luénd in calcul atat datele obtinute de noi, cat si rezultatele cercetérilor efectuate, observam ca
toate speciile de Rhizobium, printre care si specia Rh.japonicum, posedd capacitatea de a fixa, in
simbioza cu plantele leguminoase, azotul molecular din atmosferd, totodata manifestd suplimentar
un sir de capacitati: stimuleaza incoltirea cartofului semincer, sporeste cresterca, dezvoltarea si
productivitatea plantelor. Conform datelor din literaturd, tulpinile Rhizobium spp. posedd
capacitatea de a reduce bolile provocate de diversi agenti patogeni ai plantelor — fungi, bacterii,
virusi, avand paralel actiune stimulatoare asupra dezvoltérii plantelor prin capacitatea sa de a
produce compusi fenolici, flavonoizi si alte fitoalexine.

(56) Referinte bibliografice citate in descriere:

1. Onofras L., Todirag V., Mohova T., Prisacari S., Lungu A., Melnic M., Rusu S. Perspectiva
utilizérii bacteriilor de nodozitati din genul Rhizobium 1n scopul stimularii cresterii si dezvoltarii
plantelor cerealiere. Buletin Stiintific. Revista de Etnografie, Stiintele Naturii si Muzeologie,
fascicola Stiintele Naturii, Chigindu, 2013, v.16 (29), p. 97-103

2. MD 719 Y 2014.01.31

(57) Revendicari:

Procedeu de tratare biologicd a cartofului semincer contra nematodului Ditylenchus destructor,
care include Tnmuierea cartofului semincer inainte de sadire intr-o solutie ce contine lichid de
culturd al tulpinii de bacterii Rhizobium japonicum CNMN-RB-06 cu titrul de 10° cel./ml si apd,
luate in raport de 1:200 respectiv, in decurs de 72 ore.

Agentia de Stat pentru Proprietatea Intelectuali
str. Andrei Doga, nr. 24, bloc 1, MD-2024, Chisinfdu, Republica Moldova

Extensivitatea
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