MD 719 Z 2014.08.31

MD 719 Z 2014.08.31

REPUBLICA MOLDOVA

(19) Agentia de Stat
pentru Proprietatea Intelectuali

an 719 a3 Z

(51) Int.Cl: AOIN 63/00 (2006.01)

CI2N 1/20 (2006.01)
CI2R 1/39 (2006.01)

(12) BREVET DE INVENTIE
DE SCURTA DURATA

(21) Nr. depozit: s 2013 0105
(22) Data depozit: 2013.06.11

(45) Data publicarii hotararii de
acordare a brevetului:
2014.01.31, BOPI nr. 1/2014

(71) Solicitant: INSTITUTUL DE ZOOLOGIE AL ACADEMIEI DE STIINTE A MOLDOVEI, MD

(72) Inventatori: MELNIC Maria, MD; RUSU Stefan, MD; ERHAN Dumitru, MD; ONOFRAS
Leonid, MD; TODIRAS Vasile, MD; SLANINA Valerina, MD

(73) Titular: INSTITUTUL DE ZOOLOGIE AL ACADEMIEI DE STIINTE A MOLDOVEI, MD

(54) Procedeu de tratare a cartofului contra nematodului Ditylenchus destructor

(57) Rezumat:
1
Inventia se referd la parazitologie, in

special la un procedeu de combatere a
nematodului Ditylencus destructor la cartof si
poate fi utilizatd in agricultura.

Procedeul de tratare a cartofului contra
nematodului  Ditylencus destructor include

inmuierea cartofului inainte de sadire intr-un

2
amestec de lichid cultural ce contine 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.
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(54) Method for treating potatoes against nematode Ditylencus destructor

(57) Abstract:
1
The invention relates to parasitology, in

particular to a method for controlling potato
nematode Ditylencus destructor and can be
used in agriculture.

The method for treating potatoes against
nematode Ditvlencus destructor involves

soaking of potatoes before planting in a

2
mixture of culture liquid containing bacteria

strain Pseudomonas fluorescens CNM — PFB —
01 with a titer of 10° cells/ml and water , taken
in the ratio of 1:(100...500) respectively, for
20 hours.

Claims: 1

Fig.: 4

(54) Cnoco0 o00padoTku kapTodens npoTuB HemaToawl Ditylenchus destructor

(57) Pegepar:
1
I/I306peTeHHe OTHOCHUTCA K IIapasuToJIOruu,

B YaCTHOCTH K CIOCO0Y OOpPHOBI ¢ HEMATOMOH
kaprodens Ditylencus destructor U MOXET
OBIThH HCIIONB30BAHO B CEIIHLCKOM XO3SHCTBE.
Crocod 00paboTkn  kapTodens mpoTHB
Hematonsl Ditylencus destructor BKIIOYaeT
3aMaduBaHue KapToQers Iepe] IIOCaJKkod B
CMECH KYJIbTYpaJIbHOU

JKHIKOCTH,

cojiepKarelt mraMMm Oaktepuil Pseudomonas

2
fluorescens CNM — PFB — 01 ¢ turpom 10°

KJICTOK/MJ U BOJIBI, B3ATHIX B COOTHOIICHHH
1:(100...500) cootBeTcTBEHHO, B TeucHHE 20
JacoB.

I1. popmymsr: 1

Qur.: 4
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Descriere:

Inventia se referd la parazitologie, in special la un procedeu de combatere a
nematodului Ditylencus destructor la cartof si poate fi utilizata in agricultura.

in Republica Moldova cartofii sunt una dintre cele mai de perspectiva si mai
rentabile culturi agricole. Printre bolile cartofilor mai nociva §i cu un impact economic
important este ditilenhoza tuberculilor — boald cauzata de nematodul Ditylenchus
destructor Thorne, 1945. Cercetarile de laborator ale tuberculilor de cartofi, care au fost
colectati din depozite, au demonstrat ca soiurile examinate sunt variat afectate cu D.
destructor. Un nivel mai Inalt de infestare cu ditilenhoza s-a constatat la cartofii de soiul
Irga — 35..50% si Albi — 15...25%, recoltati In raioanele centrale ale republicii —
Criuleni si Telenesti. Mai putin afectati s-au dovedit a fi cartofii de soiul Romano
(0,5...10,0%), recoltati in raioanele de nord ale republicii —Briceni.

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 III—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 scari soiul Irga, cu o infestare de 35...50% ce variaza in dependenta de
zond, corespunde soiurilor serios afectate.

De asemenea au fost cercetate stadiile bolii de ditilenhoza la tuberculii de cartofi
dupd metoda Paramonov, Briuscova (1956), conform céreia in primul stadiu are loc
patrunderea initiald a nematodului — pe tuberculi apar pete de circa 2 mm; in stadiile 2-
3 se miareste suprafata afectats, tesutul atacat devine cenusiu. In stadiile de boald 4-5
tuberculii afectati prezinta zone adancite cu crapaturi si zbarcituri tipice ale cojii, care se
desprind usor. Tesutul atacat devine spongios, de culoare inchisa. In asemenea portiuni
ale cartofului cu greutatea de 80...100 g pot fi enumerati circa 40...60 x 10> indivizi de
D. destructor, dominante fiind formele adulte. In aceste portiuni putem depista nematozi
in toate stadiile de dezvoltare (fig. 1 —tuberculi de cartofi de soiul Irga afectati de D.
destructor).

Conform standardelor internationale cartofii de sdméntd trebuie sd fie liberi de
nematozi fitoparaziti nocivi pentru aceastd culturd — Meloidogyne chitwoodi, M.fallax
si Ditylenchus destructor (standard pentru cartofii de saméanta EAK OOH S-1).

Tinand cont de aspectele legate de instalarea fenomenelor de chimiorezistentd la
substantele nematocide de sintezd si de existenta reziduurilor chimice in produsele de
origine vegetald, se pune accent din ce in ce mai frecvent pe stabilirea unor metode
alternative de combatere a nematozilor fitoparaziti, responsabili de declangarea bolilor
de fitohelmintoze la culturile agricole, prin utilizarea unor produse biologice.

Actualmente, in Registrul de Stat al produselor de uz fitosanitar si al fertilizantilor,
elaborat in Republica Moldova in anul 2003 de citre Centrul de Stat pentru Atestarea si
Omologarea Produselor de Uz Fitosanitar si al Fertilizantilor (Danilov, Gomoja,
Ciobanu, Furnic, Lazari, 2003), nu este indicat nici un preparat nematocid, care ar putea
fi utilizat in combaterea nematozilor fitoparaziti, destul de reprezentativi si permanenti
la culturile legumicole — cartofi, tomate, castraveti, ceapd etc., atat in camp, cat si in
spatii protejate.

Reiesind din aceasta situatie, in cadrul a doud Institutii de cercetdri stiintifice ale
ASM - Institutul de Zoologie si Institutul de Microbiologie si Biotehnologie, au fost
initiate vaste cercetdri in scopul evidentierii unor tulpini de microorganisme (bacterii,
micromicete, actinomicete), cu proprietati benefice pentru plante, inclusiv capacitatea
de distrugere a nematozilor. In rizosfera plantelor agricole microorganismele sunt
permanent in contact cu nematozii, formand anumite biocenoze si diferite legaturi
trofice. Este cunoscut faptul cd nematozii fitoparaziti la plante sunt atacati de fungi si
bacterii, ceea ce permite de a utiliza microorganismele din genul Pseudomonas in
controlul biologic.

Dintre remediile de origine chimica pentru tratarea materialului de cartof semincer

contra nematodului D. destructor, sunt recomandate urmatoarele preparate: Carbofuran
5%, Furadan 5%, Heterofos 5%, Carbation 1% [1].
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Deoarece aceste preparate sunt de origine chimicd, fiind si extrem de toxice, autorii
recomandd prelucrarea cartofului cu ele doar in cazul infestdrilor puternice. Dupa
utilizarea lor sunt impuse anumite restrictii la consumul produselor, existand, de
asemenea, mari riscuri de poluare a apei, solului si faunei. Tocmai de aceea, utilizarca
produselor nematocide de origine chimicé a fost drastic redusa in majoritatea tarilor. La
moment, se cautd alternative mai putin poluante pentru combaterea nematozilor, printre
care §i D. destructor.

Utilizarea biopreparatelor in scopul combaterii nematozilor paraziti este una dintre
cele mai de perspectivd metodd de protectie a plantelor, utilizatd in tratarea materialului
semincer, stimuland totodatd mecanismele de protectie — rezistenta plantelor, fard
simptome de toxicitate asupra dezvoltdrii acestora, reflectindu-se astfel pozitiv asupra
recoltei.

Actualmente, in majoritatea tarilor (Marea Britanie, Germania, Franta, Brazilia,
Peru, SUA, Federatia Rusi etc.), pentru combaterea speciilor parazite de nematozi sunt
elaborate §i utilizate biopreparate nematocide pe bazd de fungi pradatori si bacterii
parazite din genurile Arthrobotrys, Catenaria, Fusarium, Verticillium, Paecilomyces,
Pasteuria, Pseudomonas etc. Unele specii din genul Pseudomonas — Ps. micofaga, Ps.
putida, Ps. fluorescens (tulpina AP-33) etc. exercitd inalte actiuni fungicide, bactericide,
nematocide asupra nematozilor ectoparaziti din familia Trichodoridae, care sunt
purtatori de tabrovirusi, accentuandu-se actiunea tulpinii, in primul rand asupra virusilor
si apol asupra nematozilor ectoparaziti, nsd nu este descrisd in sursd actiunea
nematocidd a speciei de bacterii din genul Pseudomonas asupra nematodului
tuberculilor de cartof — Ditylenchus destructor [2].

Problema pe care o solutioneaza inventia este combaterea eficientd a nematodului
cartofului cu utilizarea unui biopreparat.

Tinand cont de nivelul Inalt de infestare a cartofului cu D. destructor si de pierderile
colosale provocate acestei culturi in R. Moldova a fost initiatd elaborarea unor metode
biologice de combatere a nematodului D. destructor la cartof. In conditii de laborator a
fost studiatd si stabilitd inofensivitatea tulpinilor din genul Pseudomonas asupra
proceselor de germinare si acumulare de masd brutd si uscatd la plantele de soia,
castraveti, porumb, cartofi etc. Rezultatele testarii au demonstrat ca acestea nu exercitd
efecte toxice asupra plantelor.

Inventia solutioneazd problema prin aceea cd procedeul propus include Inmuierea
cartofului 1nainte de sadire intr-o solutie ce contine lichid cultural cu un continut de
tulpina de bacterii Pseudomonas fluorescens CNM—PFB-01 de 10° cel./ml si apa, luate
in raport de 1:(100...500) respectiv, in decurs de 20 ore.

Rezultatul inventiei constd in combaterca eficientd a nematodului cartofului
utilizand un biopreparat.

A fost studiatd actiunea nematocidd a tulpinii mentionate asupra nematodului
tuberculilor de cartofi de soiul Irga. Tulpina a fost izolatd din rizoplanul soiei ce a fost
crescuta in cadrul ASM.

Exemplul 1

Actiunea toxicd a lichidului cultural obtinut din tulpina de bacterii genul
Pseudomonas fluorescens CNM-PFB—O01, cu titrul de cca 10° cel./ml, asupra
nematodului fitoparazit al tuberculilor de cartofi Ditylenchus destructor a fost initial
studiatd prin metoda de contact (Kurt, 1973). Nematozii paraziti Ditylenchus destructor
s-au extras din tuberculii de cartofi de soiul Irga bolnavi de ditilenhozd, colectati din
depozite, cu aplicarea metodei modificate a palniilor Baermann. S-au luat 6 cutii Petri
cu diametrul de 5 cm, in toate s-a introdus prealabil cite o piciturd de apa distilata. in
primele 5 cutii s-au addugat cate 50...100 indivizi D. destructor, cu dominanta formelor
mature, care au fost selectati cu acul entomologic. A 6-a cutie a servit in calitate de
martor. Dupd care, in cutiile 1-5 —variante experimentale —s-a addugat lichid cultural
cu un continut de tulpini de bacterii Pseudomonas fluorescens CNM-PFB-01 de 10’
cel./ml si apd, luate in raport de: cutianr.1 —1:100, 2 — 1:200, 3 —1:300, 4 —1:400, 5
—1:500, iar in cutia nr.6 — martor, numai apd distilatd. Experientele au avut loc in
conditii de laborator la temperatura de 18...24°C. Reactia nematozilor, din variantele



10

15

20

25

30

35

40

45

MD 719 Z 2014.08.31

experimentale, fatd de lichidul cultural al tulpinii mentionate a fost urmaritd la
microscopul binocular in diferite intervale de timp: 2, 4,10, 18, 20 ore. In procesul
cercetdrilor s-a observat o sensibilitate inaltd a D. destructor fata de lichidul cultural
Pseudomonas fluorescens CNM—PFB—O01 cu titrul de cca 10° cel./ml in dilutiile
mentionate (vezi tabelul).

Cercetdrile efectuate au pus in evidentd ca raportul lichid cultural:apa de 1:100,
1:200 si 1:300 intr-o expunere de 2...20 ore au practic aceeasi eficacitate nematocida
asupra nematodului D. destructor. Eficacitatea terapeuticd scade odatd cu mdirirea
dilutiei lichidului cultural, fiind mai scdzutd la dilutia 1:400 si 1:500. Prin urmare, in
continuare pentru cercetare s-a luat dilutia optima 1:300. Chiar in primele 2 ore de
expunere a nematozilor in dilutia 1:300 unele dintre ele se transformd in spirale,
ramanand nemiscate. La un interval de 18..20 ore dupa expunere, la microscop se
observd o distrugere totald a organelor interne ale nematodului D. destructor —
intestinul median, intestinul posterior, ovarul, oviductul, uterul, sacul posterior, anusul,
situate in cavitatea generald a corpului nematodului, se transformd intr-o masd
neomogend (fig. 2 — nematodul D. destructor in contact cu Pseudomonas fluorescens
CNM — PFB—01, a — inainte de contact; b — dupd 20 ore de contact; ¢ —partea
posterioard a corpului).

Efectul are loc ca rezultat al patrunderii bacteriilor Ps. fluorescens in cavitatea
corpului nematozilor distrugandu-le. Se observa mai clar in partea posterioard — vulva-
anus. Rezultatele testdrii au demonstrat cd lichidul cultural al tulpinii Pseudomonas
fluorescens CNM — PFB—O0I cu titrul de cca 10° cel./ml, in dilutie de 1:300, nu
exercitd efecte toxice asupra plantelor.

Tabel
Nr. Dilutia Eficacitatea preparatului dupa administrare (%)
lotului ’ 2 ore 4 ore 10 ore 18 ore 20 ore
I 1:100 20 35 50 90 100
11 1:200 10 30 40 90 100
111 1:300 10 30 40 90 100
v 1:400 10 20 30 70 90
\ 1:500 10 20 30 60 80
VI martor - - - - -

Conform rezultatelor experientelor efectuate lichidul cultural al tulpinii
Pseudomonas fluorescens CNM —PFB—01 cu titrul de cca 10° cel./ml, in dilutie de
1:300 in contact timp de 20 ore cu nematodul fitoparazit D. destructor poseda toxicitate
nalta fatd de acest parazit i provoacd mortalitate de 100%.

Exemplul 2

Dupa ce preventiv au fost selectati tuberculii de cartof de soiul Irga afectati cu
nematodul D. destructor, o parte dintre ei au fost prelucrati prin Inmuiere timp de 20 ore
in lichidul cultural al tulpinii de bacterii Ps. fluorescens CNM—-PFB-01 cu titrul de 10
cel./ml in dilutie de 1:300 (1kg de cartofi se inmoaie in 2 litri de apd ce contine 6,6 ml
de lichid cultural), iar cealaltd parte de cartofi nu a fost prelucratd cu nimic. Toti
tuberculii de cartof au fost saditi in sol neafectat de D. destructor (verificat preventiv la
acest nematod).

In urma cercetarilor efectuate s-a constatat c¢i pentru insiméntarea unui teren cu
suprafata de un hectar cu tuberculi de cartof este necesard in medie o cantitate de
1650 kg de cartofi de samanta si 3300 litri de solutie de 0,0033% pentru a prelucra
aceastd cantitate de cartofi. Pentru dilutia de 1:300 respectiv la un hectar sunt necesari
11 litri de lichid cultural.

In imagine (fig. 3—cultura de cartof in vegetatie: a) culturd de cartof al cérui
tubercul nu a fost prelucrat nainte de sadire; b) cultura de cartof al cérui tubercul a fost
prelucrat inainte de sadire), este aratat nivelul de dezvoltare a plantelor peste 40 de zile,
la temperatura de 14...15°C, fiind evident efectul prelucrdrii cartofului cu biopreparatul
revendicat.
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Recolta de cartofi obtinuta este cu 30...35% mai mare in lotul unde cartofii au fost
tratati Tnainte de sadire (fig. 4 —recoltd de cartof: a) recolta de cartof a cdrui sdmantd a
fost prelucratd Inainte de sadire, b) recolta de cartof a carui saiméantd nu a fost prelucratd
inainte de sadire).

De asemenea, la recoltare, in lotul prelucrat cartofi afectati nu s-au depistat, iar in
lotul netratat s-a evidentiat o infestare a acestora cu nematodul D. destructor de

90...95%.
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