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INTRODUCERE

Insectele sunt cele mai numeroase dintre toate clasele de animale multicelu-
lare, atât în ceea ce privește numărul de specii descrise, cât și numărul de indivizi. 
Insectele reprezintă trei sferturi din toate speciile de animale din lume, fi ind răs-
pândite atât în mediul acvatic, cât și terestru ( Daly et al., 1998). Peste 99% din cele 
aproximativ un milion de specii de insecte descrise ( Grimaldi, Engel, 2005) sunt 
fi e inofensive, fi e benefi ce pentru oameni, cum ar fi  viermii de mătase (Bombyx 
mori L.), polenizatorii, unii parazitoizi și prădătorii (Gullan, Cranston, 2005; Pe-
digo, Rice, 2009). Diversitatea imensă a insectelor determină diversitatea enormă 
a biologiei lor, semnifi cația lor pentru natură și, în plus, benefi ciile sau daunele 
aduse oamenilor. Din cele mai vechi timpuri, oamenii s-au confruntat cu daunele 
provocate de către insecte culturilor agricole. Uneori, această distrugere a căpătat 
un caracter extins (de exemplu, defolierea masivă a arborilor de către omizi) sau 
chiar amploarea unui dezastru natural (invaziile lăcustelor). Mai târziu, a fost dez-
văluit rolul insectelor ca agenți cauzali ai diferitelor boli ale animalelor domestice, 
ale plantelor de cultură și ale omului și în calitate de vectori ai patogenilor virali, 
bacterieni, helmintici etc.

Printre toți factorii care afectează culturile agricole, insectelor le revine un 
rol important, distrugând anual aproximativ 20% din producția agricolă mon-
dială cu aplicarea măsurilor de protecție a plantelor (Oerke, 2006;  Dhaliwal, 
Jindal, Mohindru, 2015). Practicile agricole curente, în special creșterea în masă 
a cerealelor în monocultură extensivă, pe suprafețe geografi ce extinse, precum și 
transportul rapid al bunurilor pe scară globală, au facilitat introducerea și migra-
rea insectelor dăunătoare invazive în agroecosisteme, pe întreg globul Pământesc 
( Pimentel, 2002). Potențialul expansiv al acestor dăunători a crescut remarcabil.

Utilizarea insecticidelor chimice rămâne a fi  cea mai practicată metodă de 
combatere a insectelor dăunătoare, fi ind avantajoasă datorită costurilor reduse și 
spectrului larg de dăunători afectați. Insecticidele chimice se utilizează extensiv, 
chiar dacă majoritatea posedă un nivel înalt de toxicitate. Acestea prezintă un 
risc considerabil pentru sănătatea omului, în urma contactului direct în timpul 
aplicării și prezenței reziduurilor de pesticide în produsele alimentare și sursele 
de apă potabilă. De asemenea,  pesticidele au un impact negativ atât asupra me-
diului, cât și asupra biodiversității (Pimentel, 2005; Maroni, Fanetti, Metruccio, 
2006; Berny, 2007; Damalas, Eleftherohorinos, 2011). De multe ori aplicarea 
insecticidelor chimice are efect invers celui scontat prin distrugerea populații-
lor speciilor benefi ce, precum inamicii naturali ai dăunătorilor sau polenizato-
rii, și creșterea probabilității de dezvoltare a rezistenței dăunătorilor la produsul 
utilizat (Damalas, Eleftherohorinos, 2011). Drept consecință, în legislația unor 
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țări au fost introduse prevederi, ce țin de excluderea din uz sau reducerea utili-
zării substanțelor toxice pentru om și biodiversitate ( Regulamentul 1107/2009 
privind introducerea pe piață a produselor fi tosanitare, Directiva 2009/127/CE 
privind echipamentele tehnice de aplicare a pesticidelor și Directiva 2009/128/
CE privind utilizarea durabilă a pesticidelor). Ca rezultat au apărut noi tipuri de 
pesticide chimice, mai specifi ce și mai puțin persistente. În plan global însă, se 
constată o tendință de creștere a cantităților de pesticide chimice utilizate, inclu-
siv cele interzise ( Lamberth, Jeanmart, Luksch, 2013; Nishimoto, 2019).

Necesitatea identifi cării unei alternative insecticidelor chimice a stimulat in-
teresul pentru elaborarea unor metode inofensive pentru om și mediu, readucând 
în atenția cercetătorilor metodele tradiționale și biologice de control al dăunăto-
rilor. Controlul biologic reprezintă un complex de metode bazate pe utilizarea 
altor organisme în reducerea efectivului numeric al organismelor dăunătoare sub 
pragul economic de dăunare, valorifi când mecanismele naturale precum prădă-
torismul, parazitismul, competiția etc.

Insectele, ca și celelalte organisme vii, prezintă un număr mare de inamici na-
turali, care pot fi  utilizați în calitate de agenți de control biologic. La fel ca celelal-
te organisme, insectele sunt susceptibile la infecția cu microorganisme patogene, 
printre care evidențiem micromicetele. Unele tulpini de microorganisme entomo-
patogene sunt deja utilizate pentru a controla populațiile de insecte dăunătoare, 
activitatea insecticidă a altora este încă în proces de investigare. Insecticidele mi-
crobiene, inclusiv pe bază de micromicete, combină avantajele atât a metodelor de 
control biologic, cât și a celor chimice. Asemănător pesticidelor chimice, acestea 
sunt ușor de produs la un preț redus, ușor de formulat și au o perioadă de valabili-
tate lungă. De asemenea, acestea pot fi  aplicate cu ușurință, folosind echipamentul 
standard. Contrar insecticidelor chimice, care posedă un spectru larg de acțiune, 
tulpinile fungice sunt selective, respectiv, impactul negativ asupra mediului este 
minim. Recent a fost aprobat  Programul național de protecție integrată a plantelor 
pentru anii 2018-2027 și Planul de acțiuni privind implementarea acestuia ( Hotă-
rârea Guvernului Republicii Moldova nr. 123 din 02.02.2018), care pune accent pe 
utilizarea metodelor biologice de combatere a insectelor dăunătoare. Studierea în 
complex a microfl orei fungice a insectelor dăunătoare și caracterizarea tulpinilor 
cu activitate insecticidă sporită vor permite de a oferi noi agenți de control biologic 
şi de a produce în Republica Moldova biopesticide accesibile pentru producătorii 
agricoli.
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CARACTERISTICA GENERALĂ 
A FUNGILOR ENTOMOPATOGENI

Timp îndelungat, fungii, datorită particularităților precum prezența peretelui 
celular, lipsa motilității, generarea sporilor ca mod de reproducere, au fost plasați 
în regnul vegetal. În anul 1969, cercetătorul Robert Whittaker a propus separarea 
fungilor într-un regn aparte (Hawksworth, Sutton, Ainsworth, 1983). Membrii reg-
nului Fungi sunt organisme larg răspândite în mediile terestre și acvatice. Speciile 
terestre au fost raportate ca agenți patogeni sau paraziți ai oamenilor, animalelor și 
plantelor, ca endofi ți ai plantelor, ca simbioți ai artropodelor și plantelor și în cali-
tate de componente ale microbiotei solului (Alexopoulos, Mims, Blackwell, 1996; 
Watanabe, 2010). Estimările actuale sugerează faptul că ciupercile au evoluat cu 
aproximativ 0,5-1,5 miliarde de ani în urmă (Wang, Kumar, Blair Hedges, 1999; 
Heckman et al., 2001; Berbee, Taylor, 2010; Wang, St. Leger, Wang, 2016). Din 
cele aproximativ 1,5-5,1 milioane de specii de fungi din lume, circa 100 mii au fost 
descrise (Blackwell, 2011; Vega et al., 2012)). Dintre acestea, aproximativ 750-
1000 sunt entomopatogeni fungici plasați în peste 100 de genuri (Roberts, Humber, 
1981; McCoy, Samson, Boucias, 1988; St. Leger, Wang, 2010; Vega et al., 2012). 
Cu toate acestea, pe baza numărului de specii criptice, relevat de studiile de fi loge-
nie moleculară (Rehner, 2009), este evident că aceste estimări nu refl ectă numărul 
adevărat de specii. Cercetătorii de Faria și Wraight (2007) au identifi cat 171 de pro-
duse pe bază de micromicete utilizate ca agenți de control biologic al organismelor 
dăunătoare încă din anii 1960, majoritatea având în calitate de ingredient activ 
tulpini de Beauveria bassiana, Beauveria brongniartii, Metarhizium anisopliae și 
Isaria fumosorosea (Hypocreales). Fungii entomogeni includ acele genuri de mi-
cete care se asociază cu insecte și alte artropode (de exemplu, păianjeni, acarieni) 
într-o varietate de moduri. Ele pot avea o asociere saprofi tă, comensală, parazită 
sau patogenă cu insecta gazdă. Ciupercile entomogene parazite sunt, de obicei, 
ectoparaziți care nu pătrund în cuticula gazdei. Sunt neletale, dar pot duce la mo-
difi cări comportamentale semnifi cative ale gazdei. Infecțiile endoparazitare care 
implică penetrarea cuticulei și invazia țesuturilor subiacente sunt de cele mai mul-
te ori letale. Ciupercile entomopatogene se caracterizează prin capacitatea lor de a 
se atașa și de a pătrunde prin cuticula gazdei, răspândindu-se în interiorul gazdei, 
de obicei în hemocel. Nutrienții din hemolimfă se epuizează prin creșterea rapidă 
a micromicetei, iar gazda moare. În plus, microorganismul poate invada și distru-
ge alte țesuturi sau poate elibera substanțe toxice care interferează nu numai cu 
dezvoltarea normală a gazdei și cu metamorfoza, dar, în unele cazuri, cu sistemul 
imunitar, blocând mecanismele de apărare necesare gazdei pentru a contracara 
microorganismele invadatoare. În cele din urmă, agenții patogeni facultativi atacă 
doar exemplarele rănite sau deja bolnave ( Boucias, Pendland, 1998).

1
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1.1. Clasifi care și relații fi logenetice

Regnul Fungi este recunoscut ca fi ind unul dintre cele mai vechi și mai mari 
grupuri de organisme vii de pe Pământ. Fungii reprezintă un grup monofi letic care 
s-a separat de un strămoș comun cu animalele cu aproximativ 800 sau 900 de mili-
oane de ani în urmă. La baza sistemului actual de clasifi care a ciupercilor stau carac-
terele morfologice, citologice, fi ziologice, fi logenetice, precum și particularitățile 
de înmulțire. Pe parcursul dezvoltării domeniului de cercetare au fost elaborate nu-
meroase sisteme de clasifi care. Biologia și ecologia micetelor au fost amplu tratate 
în literatura de specialitate, iar cercetările efectuate au contribuit important la cu-
noașterea morfologiei, metabolismului, ciclului vital, relațiilor trofi ce, distribuției, 
precum și a infl uenței factorilor de mediu asupra creșterii și dezvoltării. Progresul 
științifi c în domeniul biologiei moleculare a revoluționat cunoștințele comunității 
umane despre sistematica și fi logenia fungilor. Utilizarea tehnicilor moleculare și a 
analizelor fi logenetice a dus la o mai bună înțelegere a relațiilor genetice, care per-
mite legarea stadiilor asexuate (anamorfe) ale micromicetelor de stadiile lor sexuale 
(teleomorfe). Acest lucru a condus la abandonarea termenilor Deuteromycota, De-
uteromicete, Fungi Imperfecti etc. (Taylor 1995, Blackwell et al., 2006), în care au 
fost plasați în mod tradițional mulți fungi entomopatogeni și reclasifi carea lor în As-
comycota, unul dintre cele două fi lumuri din subregnul Dikarya. Informațiile furni-
zate de analizele fi logenetice și genomice permit cercetătorilor în domeniul micolo-
giei și patologiei insectelor să analizeze caracterele morfologice distinctive utilizate 
în determinarea genurilor și speciilor (Sung et al., 2007; Humber, 2012), producerea 
de metaboliți secundari (Geiser et al., 2000; Frisvad et al., 2008), și preferințele față 
de gazdă sau substrat (Spatafora et al., 2007). Aplicarea genomicii funcționale este, 
de asemenea, esențială pentru dezvoltarea metodelor efi ciente de control biologic al 
insectelor în baza entomopatogenilor fungici (Vega, Kaya, 2012).

În prezent este adoptată schema de clasifi care fi logenetică sugerată de Hibbett 
et al. (2007), cu modifi cările sugerate de McLaughlin et al. (2009), Jones et al. 
(2011), Powell, Letcher (2014), Spatafora et al. (2016) și McCarthy, Fitzpatrick 
(2017). În clasifi carea propusă, Eumycota (sau ciupercile adevărate) cuprinde zece 
fi lumuri: Cryptomycota, Microsporidia, Chytridiomycota, Monoblepharidomyco-
ta, Neocallimastigomycota, Blastocladiomycota, Zoopagomycota, Mucormycota, 
Ascomycota (aproximativ 65 000 de specii din 6400 de genuri) și Basidiomycota, 
(aproximativ 32 000 de specii din 1600 de genuri). Ultimele două fi lumuri sunt 
grupate în subregnul Dikarya (Hibbett et al., 2007). Lucrarea „The Mycota” (ediția 
a II-a), Vol. VII (în două părți A și B) (McLaughlin, Spatafora, 2014, 2015), abor-
dează sistematica și subiectele conexe fungilor și organismelor asemănătoare cu 
fungii, separându-le în patru supragrupuri eucariote, trei dintre care includ organis-
me asemănătoare fungilor Amoebozoa, Excavata și SAR (Straminipila, Alveolata 
și Rhizaria) și ciupercile adevărate din supragrupul Opisthokonta (Moore, Robson, 
Trinci 2020). Cercetările din ultimii ani determină revizuirea continuă a clasifi cării 
și relațiilor fi logenetice în cadrul fungilor. Un studiu recent propune clasifi carea 
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fungilor în nouă subregnuri, 18 fi lumuri, 23 de subfi lumuri, 74 de clase, 215 ordine, 
731 de familii și 5377 de genuri (Tedersoo et al., 2018). 

În continuare vor fi  prezentate unele grupuri taxonomice din cadrul fungilor în 
care găsim micromicete entomopatogene. 

Oomicetele
Timp de mulți ani, oomicetele au fost considerate a fi  ciuperci pe baza morfo-

logiei lor fi lamentoase, a nutriției heterotrofe și a habitatelor similare (Dick, 2001). 
Odată cu avansarea cercetărilor în acest domeniu au fost constatate un șir de parti-
cularități în acest grup, cum ar fi  prezența celulozei în calitate de component major 
al peretelui celular, poziția și tipul fl agelului, care, alături de datele analizei fi lo-
genetice, au demonstrat relațiile apropiate între oomicete și organismele fl agelare, 
inclusiv algele brune, diatomeele și alte organisme care posedă pigmenţii clorofi la a 
și clorofi la c (Beakes, Sekimoto, 2009). Deși mucegaiurile de apă (oomicetele sapro-
legianale) sunt izolate în mod repetat din exoscheletul artropodelor acvatice, puține 
dintre oomicete sunt agenți patogeni ai insectelor. Cele mai bine studiate sunt speciile 
Lagenidium giganteum și Aphanomyces laevis (Kerwin, Petersen, 1997; Patwardhan 
et al., 2005; Lacey, 2012). Speciile din genurile Pythium și Leptolegnia au fost, de 
asemenea, raportate ca agenți patogeni ai larvelor de țânțari (Phillips et al., 2008). 
Genul Leptolegnia, conține două specii entomopatogene (L. caudata și L. chapma-
nii) care sunt patogene pentru insecte (Vega et al., 2012; Rueda et al., 2019).

Chitridiomicetele
Inițial, fi lumul Chytridiomycota includea toate ciupercile fl agelate. Ulterior 

speciile respective au fost reclasifi cate în Blastocladiomycota, Chytridiomycota și 
Neocallimastigomycota (James et al., 2006a). Listele anterioare ale chitridiomice-
telor entomopatogene au inclus în mare parte micromicete care au fost reclasifi cate 
în Blastocladiomycota.

Blastocladiomicetele sunt deosebite față de toate celelalte ciuperci, deoarece ciclul 
lor vital este caracterizat de prezența meiozei în timpul formării sporilor în meiospo-
rangiile cu pereți groși, rezultând o alternanță între generațiile haploide și diploide, un 
tip de ciclu vital caracteristic plantelor (James et al., 2006b). Exemple de genuri inclu-
se în Blastocladiales sunt Coelomycidium, Catenaria și Coelomomyces. Speciile din 
genul Catenaria sunt cunoscute în primul rând ca agenți patogeni ai nematodelor, dar 
unele specii infectează și unele diptere mici. Reprezentanții genului Coelomycidium 
sunt patogeni ai coleopterelor și dipterelor (Tanada, Kaya, 1993). Speciile din genul 
Coelomomyces sunt agenți patogeni obligați care necesită, în ciclul lor vital, două gaz-
de acvatice, larve de țânțari și crustacee (Kerwin, Petersen, 1997). Zoosporii sunt pro-
duși în meiosporangiile cu pereți groși din sporotalul diploid din gazda țânțarului, iar 
gameții sunt produși de gametotalul haploid din gazda copepodă. În lipsa crustaceului, 
micromiceta nu este capabilă de a forma mitosporangii (numite și sporangi cu pereți 
subțiri) pentru a propaga sporofi tul (Gleason et al., 2010; Vega et al., 2012).

Zigomicetele
Studiile de fi logenie moleculară (White et al., 2006a; Hibbett et al., 2007) pla-

sează foștii membri ai Zygomycetes în patru subfi lumuri neafi liate (Mucoromyco-
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tina, Zoopagomycotina, Kickxellomycotina și Entomophthoromycotina). Studiile 
mai recente ridică sublifumurile la rang de fi lum, majoritatea fostelor zigomicete 
regăsindu-se în fi lumurile Mucormycota și Zoopagomycota (Spatafora et al., 2016). 
Detalii privind unele din reclasifi cările operate și înaintate, particularitățile distincti-
ve ale acestor grupuri pot fi  găsite în lucrările autorilor Vega et al. (2012), Spatafora 
et al. (2016) ș.a.

Ascomicetele
Ascomycota sunt clasifi cate în trei subfi lumuri: Pezizomycotina, Saccharo-

mycotina și Taphrinomycotina. Dintre acestea subfl imul Pezizomycotina întrunește 
reprezentanți patogeni pentru insecte (Benjamin et al., 2004; Humber, 2008; Vega 
et al., 2012).

Conidiile care se formează pe cadavrele insectelor pot fi  produse direct pe coni-
diofori (de exemplu la reprezentanții genului Metarhizium). La unele specii, conidii-
le se formează pe structuri speciale formate din fuziunea conidioforilor (synnemata, 
ex. reprezentanții genurilor Isaria și Akanthomyces). Unul din cele mai bine studiate 
ordine care include reprezentanți entomopatogeni este ordinul Hypocreales. Ana-
morful și teleomorful la majoritatea reprezentanților acestui ordin există ca stadii 
separate în ciclul lor vital, deși există unele specii la care ambele forme se întâlnesc 
pe aceeași insectă simultan (Luangsa-ard et al., 2010).

Basidiomicetele
Basidiomicetele sunt adesea strâns asociate cu insectele ca singura lor resur-

să nutritivă și ca habitat. Filumul este divizat în 3 subfi lumuri: Pucciniomycotina, 
Ustilaginomycotina și Agaricomycotina. Specii entomopatogene sunt întâlnite în 
ordinul Septobasidiales (Pucciniomycetes) (Aime et al., 2006). Speciile entomopa-
togene rar duc la moartea gazdei sale (Humber, 2008).

Microsporidiile sunt în prezent clasifi cate ca ciuperci ( Corradi, Keeling, 2009). 
Primele descrieri ale microsporidiilor le găsim în lucrarea lui Louis Pasteur (1870). 
Microsporidia Nosema apis a fost descrisă la albinele melifere de către cercetătorul 
Enoch Zander (1909). O trecere în revistă a cercetărilor poate fi  găsită în lucrările 
autorilor R. Kudo (1924), O. Jirovec (1936) și J. Weiser (2005). Taxonomia mi-
crosporidiilor a suferit multe schimbări de-a lungul anilor, inițial acest grup fi ind 
integrat în protozoare, apoi Archezoa. Folosind metode biochimice și molecular-ge-
netice, ulterior, a fost demonstrată relația fi logenetică a microsporidiilor cu fungii 
(Edlind et al., 1996; Tanabe, Watanabe, Sugiyama, 2002; Davidson, 2012). Micros-
poridiile nu vor fi  discutate în această lucrare.

1.2. Biologia fungilor entomopatogeni

Fungii sunt microorganisme heterotrofe, eucariote, incapabile de a fi xa carbo-
nul, fi ind nevoite să obțină carbonul din compușii organici produși de alte orga-
nisme. Acest lucru poate fi  realizat saprofi t sau ducând un mod de viață parazitar. 
De asemenea, fungii pot avea asocieri mutualiste cu algele, sub formă de licheni, 
sau cu rădăcinile plantelor sub formă de endomicorize sau ectomicorize. Prezența 



11FUNGII ENTOMOPATOGENI

ciupercilor ca endofi ți ai plantelor este studiată ca o posibilă strategie de control 
biologic împotriva insectelor. În funcție de condițiile de mediu, mulți entomopato-
geni fungici formează miceliu, scleroți (o structură dură, frecvent sferică, constând 
dintr-o masă de hife sterile considerate a fi  rezistente la condițiile de mediu nefa-
vorabile), iar unele specii există în stare unicelulară similar drojdiilor (Alexopoulos 
et al., 1996; Boucias, Pendland, 1998; Vega et al., 2012). Prezența scleroților a 
fost observată la specii din genurile Cordyceps, Hirsutella și Synnematium (Evans, 
Samson, 1982; Vega et al., 2012). Formarea microscleroțiilor a fost constatată la 
specia Metharizium anisopliae, crescută în cultură lichidă. Microscleroțiile au fost 
defi nite ca „grupări de hife nediferențiate, melanizate, compacte” care, la rehidra-
tare, produc mase de conidii direct pe suprafață. Testele biologice de laborator au 
arătat că microscleroțiiile încorporate în sol pot provoca mortalitatea dăunătorilor 
țintă (Jackson, Jaronski, 2009).

Ciupercile sunt organisme cu o capacitate foarte mare de înmulțire, care se rea-
lizează vegetativ, asexuat și sexuat.

Înmulțirea vegetativă. Înmulțirea vegetativă este o formă nespecializată care 
se realizează prin fragmentarea hifelor miceliene în celule aparte sau în grupuri de 
celule, iar aceste fragmente sunt capabile să regenereze miceliul ciupercii. Înmul-
țirea asexuată la micromicete este frecvent răspândită în natură și se întâlnește cu 
preponderență în faza haploidă. De aceea, ea este tipică pentru ciupercile la care 
toate stadiile parcurg în faza haploidă.

Înmulțirea asexuată. La ciupercile superioare se formează spori exogeni, nu-
miți conidii, plasaţi pe niște suporturi speciale, numite conidiofori. Pe un singur 
conidiofor se poate forma o singură conidie sau mai multe. Conidiile sunt diferite 
ca formă, ornamentație şi număr de celule. La maturitate, conidiile se desprind de 
pe aceste suporturi, dând naștere la fi lamente ce vor dezvolta o nouă micromice-
tă. Fructifi cația asexuată de tip exogen a ciupercilor superioare prezintă o variaţie 
mai mare. Conidiile diferă ca formă, culoare, ornamentație şi ca număr de celule. 
De exemplu, se întâlnesc: conidii unicelulare, bicelulare, multicelulare. Formaţiuni 
diferite prezintă şi conidioforii, aceştia putând fi  simpli sau ramifi caţi, solitari sau 
asociaţi în grupuri de tipul coremie, acerv, picnidă. Conidiile reprezintă un criteriu 
taxonomic important, deși în ultimii ani dovezile moleculare arată că multe specii 
acceptate în mod tradițional reprezintă taxoni criptici (Vega et al., 2012).

Înmulțirea sexuată. Aceasta cuprinde procesele de fecundare (F) şi de reducere 
cromatică (R). Prin efectuarea fecundaţiei (contopirea gameţilor sau a gametangi-
lor), ciupercile trec de la haplofază (fază cu n cromozomi în nucleu) la diplofază 
(fază cu 2n cromozomi în nucleu). Contrar cu procesul de fecundaţie, se întâlneşte 
şi la ciuperci reducerea cromatică (R), prin care aceste organisme revin de la diplo-
fază la haplofază. În esenţă, procesul de fecundaţie constă în unirea a două celule cu 
rol de gameţi, în cursul a două etape importante: plasmogamia sau fuzionarea celor 
două mase de citoplasmă ale gameţilor (P) şi kariogamia, contopirea celor două 
nuclee ale gameţilor (K), când în celula-ou se formează un nucleu diploid (cu 2n 
cromozomi). Datorită celor două procese importante (fecundaţia şi reducerea cro-
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matică), în ciclul de viaţă al ciupercilor se realizează alternanţa a două faze distincte: 
faza haploidă şi faza diploidă.

Pentru reprezentanții ordinului Hypocreales este caracteristic faptul că după 
moartea unei gazde infectate, ciuper-
ca microscopică produce conidii ase-
xuate pe exteriorul cadavrului (fi gura 
1.1). În ciclul de dezvoltare o mare 
însemnătate are stadiul conidian, care 
uneori înlocuiește complet stadiul de 
ască. Conidiile sunt eliberate pasiv în 
mediu pentru a infecta noi gazde.

Ocazional, cadavrele infectate 
produc corpuri de fructifi cație, care 
prin meioză produc asce cu ascospori 
care sunt dispersați activ pentru a in-
fecta noi gazde, probabil după produ-
cerea conidiilor. Conidiile unor taxoni 
pot infecta și țesuturile vii ale plante-
lor în care ciuperca se poate stabili și 
crește ca endofi t. Conidiile din sol pot 
coloniza rădăcinile plantelor, proces 
urmat de proliferare în rizosferă, dar 
rămâne să fi e clar documentat faptul 
că propagulele fungice produse rizosferic sau endofi tic pot infecta insectele care se 
hrănesc cu plante (Boomsma et al., 2014).

La reprezentanții ordinelor Entomophthorales și Neozygitales (Entomophtho-
romycota), ciclurile recurente de infecție apar de obicei prin producerea de conidii, 
dar multe specii produc, în condiții nefavorabile, prin înmulțire sexuată, spori de re-
paus cu pereți groși. Totodată, la reprezentanții ordinului Onygenales (Ascomycota) 
sunt cunoscuți numai sporii produși sexuat, astfel încât sunt necesare infecții duale 
cu spori de diferite tipuri, pentru ca infecția să ducă la producerea de spori (Booms-
ma et al., 2014).

Fungii entomopatogeni, în afară de conidii, în calitate de propagule infecțioa-
se pot produce blastospori (Jackson, Dunlap, Jaronski, 2010). Conidiile pot fi  de 
două tipuri: aeriene (produse extern pe insectele infectate sau la cultivarea pe me-
diu solid) și scufundate (la producerea în mediu lichid limitat), cele din urmă fi ind 
evidențiate la speciile Beauveria bassiana (Cho et al., 2006), Hirsutella thompsonii 
(van Winkelhoff , McCoy, 1984), Metarhizium fl avoviride (Jenkins, Prior, 1993) și 
M. anisopliae (Kassa et al., 2004) (Vega et al., 2012). Blastosporii se formează 
de obicei la cultivarea într-un mediu lichid bogat în nutrienți (Bidochka, Pfeifer, 
Khachatourians, 1987). Blastosporii de asemenea se pot forma in vivo în corpul 
gazdei (Boucias, Pendland, 1998; Lewis, Robalino, Keyhani, 2009; Vega et al., 
2012). Fungii entomopatogeni din ordinul Entomophthorales produc conidii care 

Fig. 1.1. Leptinotarsa decemlineata Say 
(Coleoptera, Chrysomelidae),

adult infectat cu semne de sporulare 
externă (orig. E. Doni)
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sunt derivate evolutiv din sporangi. Unii taxoni, de exemplu, reprezentanții genuri-
lor Neozygites și Zoophthora, produc și capilioconidii alungite care se dezvoltă la 
vârful capilliconidioforilor lungi și subțiri. Aceste propagule se desprind ușor atunci 
când sunt atinse de o insectă și aderă la cuticulă printr-o picătură de adeziv care se 
emană din vârful capilliconidium-ului (Boucias, Pendland, 1991).

1.3. Patogenitatea și procesul de infecție
Pentru realizarea cu succes a procesului de infecție există o succesiune de eve-

nimente care trebuie să decurgă în condiții optime. Acestea sunt:
1) atașarea sporului la suprafața cuticulei și germinarea;
2) penetrarea cuticulei de către tubul germinativ/apresoriu;
3) reproducerea micromicetei în hemocel.
Atașarea sporului la suprafața cuticulei și germinarea
Acest proces are loc în trei faze succesive:
1) adsorbția sporilor la suprafața prin recunoașterea receptorilor specifi ci pentru 

glicoproteine;
2) aderența sau consolidarea interfeței dintre sporii pre-germinați și epicuticulă;
3) germinarea și dezvoltare până la inițierea fazei de penetrare (Tellez-Jurado et 

al., 2009; Mora et al., 2017).
Cuticula insectei reprezintă o rețea de polimeri, componentul major fi ind chitina, 

care este încorporată într-o matrice proteică. Ca rezultat al cercetărilor efectuate, a fost 
constatat că diferite tipuri de propagule infecțioase au diferit grad de aderență la su-
prafața cuticulei. Conidiile aeriene se leagă bine de suprafețele hidrofobe, dar slab de 
suprafețele hidrofi le. Conidiile scufundate se leagă bine de ambele tipuri de suprafețe, 
iar blastosporii produși in vitro se leagă puternic de suprafețele hidrofi le și slab de su-
prafețele hidrofobe (Holder, Keyhani, 2005). Aceste informații au un rol semnifi cativ 
în optimizarea procesului de producere a biopesticidelor pe bază fungică. Studiile ul-
terioare au relevat faptul că în procesul de aderență la diferite suprafețe sunt implicate 
diferite proteine, de exemplu, la entomopatogenul M. anisopliae, proteina MAD1 este 
responsabilă la aderența la cuticulă iar MAD2 este implicată în aderența la suprafețele 
plantelor (Wang, St. Leger, 2007; Pava-Ripoll et al., 2011). S-a demonstrat că car-
bohidrații de suprafață ai peretelui celular infl uențează patogeneza printr-un posibil 
efect asupra recunoașterii sistemului imunitar al insectelor gazdă. Tipul de propagule 
infecțioase ar putea infl uența și mortalitatea insectelor (Vega et al., 2012). Proprie-
tățile suprafeței peretelui celular au, de asemenea, un rol critic în aderența sporilor la 
cuticula insectei gazdă (Boucias, Pendland, 1998; Holder, Keyhani, 2005; Mora et al., 
2017). În plus, cunoașterea proprietăților suprafeței celulare este esențială pentru dez-
voltarea formulărilor de entomopatogeni fungici. De exemplu, propagule infecțioase 
cu suprafețe hidrofi le ar fi  în mod inerent difi cil de formulat în uleiuri.

Dacă sporul s-a atașat de cuticula insectei, următorul eveniment decisiv pentru 
declanșarea procesului de infecție este germinarea sporului. Acest fenomen este 
însoțit de formarea unui tub germinativ, cu sau fără formarea ulterioară a unui apre-
sorium (pl., appresorie). Există mai mulți factori fi zici și chimici care infl uențea-
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ză acest proces, printre care, temperatura, umiditatea, prezența surselor de azot și 
carbon (Vega et al., 2012). Unele componente ale cuticulei insectei ar putea avea 
efecte inhibitoare (Priyatno, Ibrahim, 2002). Germinarea rapidă constituie astfel un 
avantaj care reduce expunerea nu numai la factorii externi negativi de mediu, ci și la 
adaptările gazdei care reduc succesul infecției fungice. Aderența conidiilor poate fi  
infl uențată și de topografi a cuticulară. De exemplu, conidiile se pot colecta în zone 
care conțin un număr mare de septe și spini (Sosa-Gomez, Boucias, Nation, 1997).

Alți entomopatogeni fungici, de exemplu speciile M. anisopliae, I. farinosa, 
Entomophaga aulicae, C. obscurus ș.a., produc mucilagii în timpul formării apreso-
riului și a tubului germinal. Se consideră că acest mucilagiu exocelular contribuie la 
aderența sporului de cuticula insectei (Boucias, Pendland, 1998). 

Penetrarea cuticulei de către tubul germinativ/apresoriu
Pentru pătrunderea în interiorul gazdei asupra cuticulei urmează a fi  exercitată o 

presiune mecanică și ea urmează să fi e degradată datorită acțiunii enzimelor. Cercetă-
rile realizate au identifi cat prezența unor proteine speciale implicate în generarea unei 
presiuni datorită turgescenței celulelor apresoriale (Wang, St. Leger, 2007). Enzimele 
implicate în degradarea cuticulei includ proteaze, chitinaze și lipaze (Pedrini, Crespo, 
Juarez, 2007; Franco et al., 2011). Studiile in vitro indică faptul că digestia tegumen-
tului este realizată datorită acțiunii succesive a enzimelor lipază-protează-chitinază 
(Tanada, Kaya, 1993). Proteaza PR1 este considerată un factor important de virulență 
pentru specia Metarhizium anisopliae și supraexpresia acestei enzime sporește efi ci-
ența tulpinii (Mora et al., 2017). În mod similar, supraexpresia genei care codifi că chi-
tinaza la specia Beauveria bassiana accelerează moartea insectelor (Fan et al., 2007; 
Lovera et al., 2020). Pe lângă porțile de acces clasice cum ar fi  cuticula și membranele 
intersegmentare, entomopatogenii fungici pot să pătrundă în corpul insectei prin orga-
nele de simț, spiraculi, și per os (St. Leger, 1991). 

Reproducerea micromicetei în hemocel
Odată ce microorganismul a obținut acces la hemocel, acesta începe să utilizeze 

nutrienții disponibili pentru creștere și reproducere. În hemocel majoritatea entomo-
patogenilor fungici există sub forma blastosporilor (Mora et al., 2017). În această 
formă, micromiceta se poate replica fără a fi  detectată de către sistemul imunitar al 
insectei. Odată ce fungul evadează sistemul imunitar al insectei, apare septicemia (Ei-
lenberg, Michelsen, 1999). Insecta poate răspunde la infecție prin mecanisme umorale 
(fenoloxidaze, lectine, peptide și proteine de apărare), celulare (fagocitoză, încapsula-
re) sau ambele. Pentru a fi naliza procesul de infecție, micromiceta trebuie să învingă 
mecanismele de protecție ale gazdei inclusiv prin sinteza proteazelor speciale, și, de 
asemenea, folosind depsipeptide ciclice, inclusiv destruxine, care provoacă paralizia 
insectei datorită capacității lor de a deschide pompele de calciu, precum și alte toxine 
care dăunează sistemului muscular şi tuburilor Malpighi, afectând excreţia şi împie-
dicându-le capacitatea de a se hrăni și de a se mișca (Pal, St. Leger, Wu, 2007; Mora 
et al., 2017). Există un număr considerabil de metaboliți secundari cu greutate mole-
culară mică care au fost izolați din agenții patogeni ai insectelor cu rol în procesele 
de patogeneză. Metaboliții insecticizi, produși de fungii entomopatogeni, au diverse 
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moduri de acțiune și deseori sunt cauza directă a morții insectelor (Tellez-Jurado et 
al., 2009). Atunci când resursele nutritive din corpul gazdei sunt epuizate, micromice-
ta revine la forma micelială. În momentul sau chiar înainte de pieirea gazdei, corpurile 
hifelor se transformă în micelii, care cresc și se ramifi că în țesuturile gazdă și ies din 
cadavrul mumifi cat prin cuticulă. În condiții nefavorabile, miceliul nu poate ieși din 
gazdă imediat după moarte, dar în schimb poate forma structuri rezistente, cu pereți 
groși precum clamidosporii. La suprafața corpului insectei se produc propagule infec-
țioase care sunt ulterior dispersate în mediu pe cale aeriană, cu picăturile de apă, sau 
prin intermediul altor insecte etc. (Boucias, Pendland 1998; Vega et al., 2012).

Comportamentul insectelor poate infl uența succesul infecției de către entomopa-
togenul fungic. În teorie, insectele sociale prezintă un risc mai mare de infectare cu 
agenți patogeni. Cu toate acestea, insectele sociale au dezvoltat o serie de mecanisme 
de apărare împotriva agenților patogeni (Cremer, Armitage, Schmid-Hempel, 2007). 
De exemplu, termitele (Boucias et al., 1996; Yanagawa, Yokohari, Shimizu, 2008) și 
furnicile (Jaccoud, Hughes, Jackson, 1999; Vega et al., 2012) prezintă un comporta-
ment de îngrijire reciprocă pentru a elimina conidiile. În plus, glandele metapleurale 
ale furnicilor produc secreții de antibiotice care inactivează entomopatogenii fungici 
(Yek, Mueller, 2011). S-a demonstrat că unele insecte non-sociale prezintă profi laxie 
dependentă de densitate, adică o rezistență crescută la agenți patogeni atunci când sunt 
crescute în condiții de densitate mare (Wilson, Reeson, 1998). Spodoptera littoralis 
(Wilson et al., 2001) și Tenebrio molitor (Barnes, Siva-Jothy, 2010) au arătat o rezis-
tență crescută la B. bassiana și, respectiv, M. anisopliae, atunci când sunt crescute în 
condiții de aglomerație. Această rezistență crescută pare să fi e legată de melanizarea 
cuticulară, adică de formarea pigmentului melanină prin polimerizarea compușilor 
fenolici (Jacobson, 2000; Vega et al., 2012). Odată ce entomopatogenul fungic ajunge 
în hemolimfă, o serie de răspunsuri imune pot fi  iniţiate. Unele sunt răspunsuri anti-
microbiene generale, în timp ce altele vizează în mod specifi c organismul invadator 
(Rolff , Reynolds, 2009). Metarhizium anisopliae și B. bassiana sunt capabile să evite 
încapsularea în hemocel, iar această adaptare s-a presupus a fi  o consecință a faptu-
lui că acestea sunt entomopatogeni facultativi în mediile solului unde pot supraviețui 
încapsulării de către prădătorii amiboizi din sol (Bidochka et al., 2010). Un răspuns 
fascinant la infecțiile fungice este conceptul de febră comportamentală, prin care in-
sectele infectate (de exemplu, lăcuste, muște) își modifi că comportamentul (de exem-
plu, se expun la soare) pentru a crește temperatura corpului afectând entomopatogenul 
fungic afl at în hemocel (Kalsbeek et al., 2001; Elliot et al., 2002; Vega et al., 2012).

1.4. Ecologia fungilor entomopatogeni

Spectrul de gazde
Cunoașterea spectrului de gazde a entomopatogenilor fungici este importantă 

din mai multe motive. Pentru studiile ecologice fundamentale, este relevant să știm 
care sunt gazdele potențiale ale tulpinii cercetate și gradul de virulență relativ față de 
acestea. Răspândirea gazdei determină şi răspândirea entomopatogenului. În ecolo-
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gia aplicată (de exemplu, controlul biologic), este relevant să se determine spectrul 
de gazde a unui agent de control biologic de natură fungică pentru a putea prognoza 
efectele vizate și nevizate ale aplicării acestuia în calitate de biopesticid. Fungii en-
tomopatogeni pot avea un spectru îngust (entomopatogeni specializați) și un spectru 
larg de acțiune (entomopatogeni generaliști). Este imposibil de generalizat care ta-
xoni fungici sunt entomopatogeni specialiști și generaliști. Cu toate acestea, luând 
în considerare ordinele cu cel mai mare număr de entomopatogeni fungici, Ento-
mophthorales și Hypocreales, primul conține în mare parte fungi cu un spectru larg 
de acțiune, în timp ce cel din urmă prezintă o varietate de intervale de acțiune de la 
îngust la foarte larg. Un entomopatogen fungic specializat este de obicei considerat a 
fi  foarte virulent, fi ind un patogen obligat. Aceste specii de obicei produc structuri de 
supraviețuire specializate, cum ar fi  sporii de repaus pentru a supraviețui perioadelor 
în care gazda lor nu este prezentă. În condiții de mediu potrivite, ei dezvoltă epizoo-
tii. În contrast, entomopatogenii fungici generaliști sunt adesea considerați entomo-
patogeni facultativi, adică pot supraviețui nutrindu-se saprofi t (Vega et al., 2012). 
Cu toate acestea, entomopatogenii fungici sunt competitori slabi în comparație cu 
microorganismele oportuniste (Meyling, Eilenberg, 2007). Unii taxoni fungici par 
să exploateze nutrienții care nu sunt derivați de la artropode și, prin urmare, pot avea 
și alte roluri ecologice, pe lângă faptul că sunt entomopatogene. Entomopatogenii 
fungici cu un număr mare de gazde potențiale prezintă în general o virulență relativ 
scăzută (Goettel, 1995). Pentru supraviețuirea pe termen lung fără o gazdă vie, ei nu 
produc structuri de supraviețuire specifi ce, dar propagulele lor infecțioase pot persis-
ta perioade prelungite în mediu. În termeni epizootologici, aceste ciuperci persistă în 
cadrul populațiilor lor gazdă la un nivel endemic (sau enzootic) (Vega et al., 2012).

Pot fi  defi nite două tipuri de spectru de acțiune: ecologic și fi ziologic (Hajek, 
Butler, 2000). Spectrul ecologic este un termen utilizat pentru gazdele care sunt 
infectate în natură, spre deosebire de spectrul fi ziologic, care este utilizat pentru 
gazdele care pot fi  infectate în laborator. Este necesar de ținut cont de faptul că 
infecțiile induse în laborator nu sunt neapărat reproductibile în teren, în special la 
determinarea efectelor vizate și nevizate pentru aplicarea unui microorganism fun-
gic în calitate de biopesticid (Hajek, Butler, 2000; Jaronski, Goettel, Lomer, 2003). 

Mai multe studii au demonstrat faptul că spectrul de gazde al fungilor entomo-
patogeni nu se limitează doar la insecte. De exemplu, speciile din genul Baauveria 
se conturează în prezent drept endofi ți, promotori ai creșterii plantelor, colonizatori 
benefi ci ai rizosferei și, cel mai important, antagoniști anti-fi topatogeni in vitro și 
in vivo pentru importanți agenți patogeni ale culturilor agricole de natură fungică, 
bacteriană, dar și virală (Zimmermann, 2007; Vega et al., 2009; Deb et al., 2017; 
Jaber, Ownley, 2017; Bamisile et al., 2021). Propagulele supraterane ale speciei B. 
bassiana pot fi  izolate din fi loplanul diferitor specii de plante. Mai mult, majorita-
tea plantelor adăpostesc endofi ți fungici care există asimptomatic în țesuturile lor. 
Activitatea endofi tică a speciei B. bassiana a fost demonstrată pentru prima dată la 
porumb (Zea mays), spectrul de gazde vegetale fi ind permanent extins (Vega et al., 
2012; Barra-Bucarei, France, Millas, 2019). 
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Distribuția fungilor entomopatogeni
Fungii entomopatogeni au o distribuție cosmopolită și constituie în mare parte 

taxoni tereștri, deși există specii care populează habitatele acvatice, fi ind răspândiți în 
regiunile tropicale, subtropicale și temperate (Vega et al., 2012; Lacey, 2012, 2015; 
Maharachchikumbura et al., 2016). În general, tendința modelelor de distribuție glo-
bală indică faptul că entomopatogenii fungici din Entomophthorales apar mai ales în 
climatele temperate, scăzând în abundență spre subtropice și tropice (Hajek, 1997). 
Unii dintre cel mai intens studiați în scopuri biotehnologice sunt membrii ordinului 
Hypocreales (Fungi, Ascomycota). Micromicetele entomopatogene din ordinul Hypo-
creales, precum speciile din genurile Beauveria, Isaria și Metharizium, sunt distribu-
ite în mod natural într-o gamă largă de habitate, solul fi ind considerat rezervorul lor 
natural. Un număr considerabil de tulpini au fost izolate din insectele gazdă (Quesa-
da-Moraga et al., 2007; Garrido-Jurado et al., 2015; Yousef et al., 2018) (fi gura 1.2).
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D
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Fig. 1.2. Metarhizium ellipsoideum (BBH 30724) 
(sursa: Mongkolsamrit et al., 2020)

A. Micromiceta pe insecte (Hemiptera). B. Conidii pe insecta gazdă. 
C. Colonii pe mediul OA. D. Conidiofori cu fi alide și conidii pe mediul OA. 

E. Conidii pe mediul OA. F. Coloniii pe mediul PDA. 
G. Conidiofori cu fi alide și conidii pe mediul PDA. H. Conidii pe PDA
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Speciile din ordinul Hypocreales au dezvoltat diferite stiluri de viață, inclu-
siv saprofi tism, endofi tism și parazitism la plante, insecte, nematozi și alte ciuperci 
(Berbee, 2001; Zhang et al., 2018). Cercetătorii Bidochka și Small (2005) au emis 
ipoteza că liniile anamorfi ce ale Metarhizium s-au dispersat din Asia de Sud-Est, 
unde se găsesc, probabil, teleomorfi i (Metacordyceps). Din acest centru, majoritatea 
anamorfi lor au devenit cosmopoliți, deși cea mai mare diversitate de Metarhizium 
rămâne în regiunea asiatică. În plus, s-a emis ipoteza că anamorfi  precum Metar-
hizium (și probabil alte genuri de entomopatogeni fungici din Hypocreales) au co-
lonizat ecosisteme gestionate, cum ar fi  terenurile agricole din întreaga lume, ca 
entomopatogeni generaliști care se reproduc asexuat (Bidochka, Small, 2005). Cu 
toate acestea, teleomorfi i apar în climatele mai reci, deși sunt adesea restricționați la 
ecosistemele naturale. Entomopatogenii fungici, de obicei, nu sunt vizibili, ceea ce 
face evaluarea distribuției lor în mediu foarte difi cilă (Roy et al., 2006).

Pe lângă insecta gazdă, sporii fungici microscopici pot fi  localizați în sol, care 
oferă, în general, un habitat benefi c datorită protecției față de factorii abiotici ex-
tremi ai mediului. Au fost dezvoltate mai multe metode care permit de a investiga 
prezența entomopatogenilor fungi în ecosistemele naturale și antropizate. Unele 
dintre acestea sunt: izolarea prin utilizarea insectelor în calitate de momeală, metoda 
diluțiilor seriale, metodele molecular genetice independente de cultivare etc. Datele 
obținute sugerează că există diferențe între comunitățile fungice entomopatogene 
din habitatele naturale și cele antropizate. În general, B. bassiana și I. fumosorosea 
au fost izolate mai frecvent din ecosisteme naturale decât din solurile cultivate. M. 
anisopliae pare să fi e cel mai frecvent entomopatogen întâlnit în solurile din habi-
tatele cultivate, sugerând o rezistență mai mare la perturbările antropice (Meyling, 
Eilenberg, 2007). Totuși tendințele înregistrate nu pot fi  considerate universale 
(Meyling, Thorup-Kristensen, Eilenberg, 2011; Vega et al., 2012).

Variația factorilor de mediu ar putea explica unele dintre modelele de distri-
buție raportate (Zimmermann, 2007; Scheepmaker, Butt, 2010). Astfel, variațiile 
tipului de sol și alte caracteristici sunt susceptibile să afecteze modelele de distribu-
ție a entomopatogenilor fungici. În regiunile temperate, selecția genotipurilor este 
determinată în primul rând de factorii de mediu, în timp ce în regiunile tropicale și 
subtropicale selecția genotipurilor fungice este asociată cu particularitățile gazdelor 
(Bidochka, Small, 2005; Vega et al., 2012). 

Fungii din ordinul Entomophthorales dezvoltă epizootii supraterane specta-
culoase în populațiile gazdă. Aceste epizootii sunt adesea limitate temporal, deoa-
rece apar atunci când condițiile abiotice sunt favorabile dezvoltării fungice (van 
Veen et al., 2008; Vega et al., 2012). După cum s-a menționat anterior, majorita-
tea speciilor din Entomophthorales au un spectru îngust de gazde. Fiind patogeni 
obligați, ele depind de o gamă limitată de gazde supraterane care sunt disponibile 
numai în anumite perioade ale anului. Posibil, micromicetele pot supraviețui ca 
infecții enzootice continue în cadrul populațiilor gazdă, ca corpuri de hife în ca-
davrele insectelor sau ca infecții latente la speciile care iernează pe planta gazdă 
primară (Eilenberg, Pell, 2007). 
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METODE DE CERCETARE 
A FUNGILOR ENTOMOPATOGENI

2.1. Metode de cercetare a insectelor

Insectele, atât vii cât și moarte, care sunt evident infectate cu fungi, pot fi  găsite 
în aproape fi ecare biotop, inclusiv ecosisteme terestre și acvatice, agroecosisteme, 
și în populațiile de insecte mențiune în condiții de laborator sau colonii comerciale. 
De multe ori, cercetătorii științifi ci care colectează insecte sunt primii care remarcă 
prezența insectelor bolnave.

Astfel, investigarea vizuală a habitatelor de interes sau a coloniilor de insecte 
menținute în laborator, în scopul identifi cării indivizilor cu aspect atipic, este un 
mijloc comun de colectare a exemplarelor bolnave. Mulți agenți patogeni sunt de 
obicei prezenți la un nivel scăzut în rândul populațiilor de insecte. Acestea sunt cel 
mai ușor descoperite în timpul epizootiilor, atunci când există o abundență neobiș-
nuită de insecte bolnave.

2.1.1. Speciile de insecte incluse în cercetare

Poziția taxonomică și caracteristica morfologică. Coleopterele curculionoide 
(Coleoptera, Curculionoidea) sunt gândaci de mărimi mici și mijlocii (1-40 mm), 
pentru care sunt caracteristice prezența rostrului și antenelor geniculate cu scapul 
mai îngroșat. Labrumul este absent, iar mandibulele au dimensiuni reduse. Palpii 
sunt foarte scurți, fi ind greu vizibili. Ochii, de obicei, sunt situați pe părțile laterale 
ale capului și pot fi  rotunzi, ovali sau în formă de picătură (Gîdei, Popescu, 2014). 
Elitrele acoperă complet abdomenul, suprafața elitrelor prezintă, de regulă, linii 
punctate, strii sau solzi. Majoritatea reprezentanților suprafamiliei Curculionoidea 
sunt fi tofagi îngust specializați trofi c, atașați de plantele ierboase. Dezvoltarea este 
criptică, de obicei în interiorul țesutului vegetal.

Sitona lineatus. Pentru prima dată, specia Sitona lineatus (Coleoptera, Curcu-
lionoidea) (=Curculio lineatus Linnaeus, 1758; Parasitones lineatus Sharp, 1896; 
Sitones lineatus Schönherr, 1840) a fost descrisă de Linnaeus în 1758. Actualmente, 
genul Sitona include mai mult de 100 de specii, fi ind plasat în tribul Sitonini, subfa-
milia Entiminae, familia Curculionidae care include majoritatea curculionidelor cu 
rostrum scurt (Velazquez de Castro, Alonso-Zarazaga, Outerelo, 2007).

Specia Sitona lineatus L. este un dăunător al mazării, Pisum sativum L. și bo-
bului Vicia faba L. (Fabales, Fabaceae), mai fi ind numită gărgărița frunzelor de 
mazăre. Caracterele morfologice ale speciei S. lineatus au fost descrise de Jackson 
în anul 1920. Insectele adulte au 3,6-5,4 mm lungime, corp alungit cu antene, tibia 
şi tarsi roşu-maronii (fi gura 2.1).

Solzișorii dorsali sunt maro sau gri, intercalați cu perișori plați, fi ind dispuși pe 
elitre în dungi longitudinale, alternante, întunecate şi deschise. Solzişorii au tendinţa 

2
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de a forma dungi mediane şi sublaterale pe cap şi pronotum. Elitrele sunt paralele, 
cu umeri proeminenţi. Rostrumul posedă un şanţ central, care se extinde după ni-
velul marginii posterioare a ochiului. Ochii sunt proeminenţi, capul fi ind puţin mai 
îngust decât pronotumul (Petrukha, 1969; Hoebeke, Wheeler, 1985). 

            2,0 mm            

a

            2,0 mm            

b
Fig. 2.1. Sitona lineatus L., adult (orig. N. Munteanu-Molotievskiy)

a - aspect dorsal, b - aspect lateral

Larvele au corpul cilindric, conic la extremități, 1-1,7 mm lungime, segmentele 
abdominale sunt de culoare albă cremos, cu perişori brun-roşcaţi pe fi ecare segment, 
au antene reduse, fălci uşor de distins şi nu au ochi. Mandibulele sunt înzestrate cu 
excrescențe complicate, două mari şi una mică. Larvele mature sunt albe, având 
lungimea de 5-7 mm.

Pupele sunt de culoare albă-crem, cu perişori dorsali. Aspectul extern al pupei 
amintește insecta adultă, fi ind prezente toate organele externe. Ochii sunt semi-pro-
eminenţi. Corpul pupei are umfl ături pieloase, cu perechi de perişori pe ele. Seg-
mentele I-VII au câte 6 perechi de perişori, iar al VIII-lea are doar 3 perechi. Seg-
mentul al IX-lea posedă doi ţepi mari, lungi, doi ţepi intermediari şi câte doi ţepi 
mici din ambele părţi ale ţepilor mari. Segmentul X este puţin vizibil (Alimdzhanov, 
1951; Petrukha, 1969). Pupele şi insectele adulte se deosebesc după mărimea şi for-
ma pigidium-ului (segmentul VIII al scutului abdominal).

Hypera postica. Hypera (Hypera) postica (Gyllenhal, 1813)  (Coleoptera, 
Curculionoidea) (=Rhynchaenus postica Gyllenhal, 1813; Curculio haemorrhoidalis 
Herbst, 1784;  C. variabilis Herbst, 1795; C. bimaculatus Marsham, 1802; Phyto-
nomus picipes Curtis, 1826;  P. sublineatus Curtis, 1826;  P. villosulus Curtis, 1826; 
P. phaeopus Stephens, 1831;  P. rufi pes Stephens, 1831;  P. parcus Gyllenhal, 1834;  
P. tibialis Hochhuth, 1851;  P. sericeus Capiomont, 1868 ; P. siculus Capiomont, 
1868;  P. brevipes Desbrosher, 1875;  P. austriacus Petri, 1901;  P. decoratus Petri, 
1901; P. variabilis Hbst., P. posticus (Gyll.), P. transsylvanicus Petri și P. murina F.). 
Actualmente, genul Hypera include 5 subgenuri: Boreohypera (1 specie), Dapalinus 
(6 sp.), Eririnomorphus (7 sp.), Hypera (29 sp.) și Tigrinellus (2 sp.). Genul Hypera 
face parte din tribul Hyperini, subfamilia Hyperinae, familia Curculionidae.

Lungimea corpului insectelor adulte este de 4,0-5,5 mm. Rostrumul este aproa-
pe drept, relativ scurt și gros, fruntea de aproximativ două ori mai lată decât rostru-
mul. Tulpinile antenelor ating mijlocul ochiului. Ochii – aproape plați. Pronotumul 
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devine mai lat la mijloc. Colorația pronotumului constă din două benzi întunecate, 
separate printr-o linie luminoasă îngustă. Elitrele mult mai largi decât pronotumul, 
umerii puternic proeminenți. Perii sunt puternic înclinați în urmă. Corpul tibiei la 
mascul este mai îngust și subțire decât la femele, ușor curbat în partea de sus, iar 
ultimul sternit abdominal la masculi are o adâncitură mică (fi gura 2.2).

a b

Fig. 2.2. Hypera postica (Gyll.), adult (orig. N. Munteanu-Molotievskiy)
a - aspect dorsal, b - aspect lateral

Ouăle sunt inițial de culoare gălbuie, apoi devin maro-deschis, ovale, de 1,0 × 
0,5 mm.

Larvele prezintă 8 
segmente abdominale. 
Primul stadiu larvar de 
dezvoltare are o singu-
ră setă, al doilea stadiu, 
are trei, iar al treilea și 
al patrulea stadiu larvar 
au cinci sete pe fi eca-
re segment abdominal 
I-VIII (Skuhrovec, 
2006). Pupele au toate 
particularitățile morfo-
logice ale adulților (fi -
gura 2.3).

Protapion apricans. Protapion apricans (Herbst, 1797) (Coleoptera, Curcu-
lionoidea) (= Apion apricans, Herbst, 1797; Curculio ochropus, Muller, 1776; C. 
ochropus, Gmelin, 1790; Apion encaustum, Wencker, 1864; A. tubicen, Wencker, 
1864; A. fuscipes, Desbrochers, 1891; A. curvipes, Desbrochers, 1895). Actualmen-
te, genul Apion include 26 de specii, fi ind plasat în tribul Piezotrachelini, subfamilia 
Apioninae, familia Apionidae.

Dimensiunea insectei – 3-3,5 mm, neagră, cu o nuanță metalică, corp în for-
mă de pară, rostrum lung, aproape drept, vârful antenelor negru, la bază – roșu. 
Lungimea corpului – 2,2-2,7 mm, fără rostrum. Rostrumul la masculi e mai scurt 

Fig. 2.3. Hypera postica, pupe 
(orig. N. Munteanu-Molotievskiy)
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decât la femele, fi ind evident mai mare decât capul și pronotumul. Pronotumul 
alungit, rareori pătrat. Elitrele mai largi în spate. Primii trei perișori antenali sunt 
roșii-gălbui, segmentele de culoare maro sau neagră. Corpul și membrele sunt ne-
gre. Femurul și tibia pe prim-plan sunt gălbui-roșii, la mijloc și spate maro-închis 
sau negru (fi gura 2.4).

a b
Fig. 2.4. Protapion apricans (Hbst.)
a - aspect dorsal (U. Schmidt, 2012, 

https://www.fl ickr.com/photos/coleoptera-us/7261537190/), 
b - aspect lateral (Dave Huges, https://www.ukbeetles.co.uk/protapion)

Ouăle au 0,3-0,5 mm, sunt de culoare gălbuie, lungi, netede. Larva atinge 
2-2,5 mm, de culoare albă, cu o nuanță crem, curbată, capul maro-închis, maxi-
larul superior pe fi ecare parte cu trei crestături. Pupa de 3-3,5 mm, alb-gălbuie.

Particularitățile ciclului vital. Conform particularităților ciclului vital, curcu-
lionoidele pot fi  divizate în două grupuri: 1) cele care iernează în stadiul de insectă 
adultă şi 2) cele care iernează în stadiul de larvă. Toate speciile incluse în studiu se 
referă la primul grup.

Sitona lineatus. Insectele adulte din specia S. lineatus iernează în fâșiile fo-
restiere (Jackson 1920) sau în vecinătatea leguminoaselor perene, inclusiv trifoi şi 
specii de măzăriche (Schotzko, O’Keeff e, 1988; Murray, Clements, 1992). În peri-
oada nereproductivă, adulţii sunt oligofagi şi consumă o gama mai largă de plante 
leguminoase (Landon et al., 1995). Insectele devin active atunci când temperatura 
aerului atinge 12-14°C, iar la nivelul solului se înregistrează 19-20°C (Petrukha, 
1969; Hamon et al., 1987). Se disting două perioade de zbor ale insectei: zborul 
migrator de primăvară din locurile de iernare spre planta gazdă, mazăre sau fasole 
şi zborul pentru iernare vara târziu sau toamna (Fisher, O’Keeff e, 1979a). Migrarea 
de primăvară a insectelor din locurile de iernare spre planta gazdă are loc doar dacă 
temperaturile favorabile se mențin timp de cel puțin 2-3 zile (Petrukha, 1969). În 
funcție de regiune, insecta adultă migrează spre culturile de leguminoase anuale în 
lunile martie şi aprilie (Jackson, 1920). În regiunile mai reci, de exemplu în apro-
pierea oraşului Moscova, zborul insectelor revine începutului lunii mai (Belyaev, 
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1934). După ce gărgărițele ajung la planta gazdă (mazăre, fasole, bob, lucernă), are 
loc împerecherea şi femelele încep depunerea ouălor. Durata perioadei de ovipoziţie 
variază în funcție de regiune, constituind, în general, un interval de 10 zile (Wi-
lliams, Schotzko, O’Keeff e, 1995). Depunerea ouălor continuă până la o perioadă 
scurtă de timp înainte de deces, sau până la sfârșitul lunii iunie - începutul lunii iulie 
(Jackson, 1920; Petrukha, 1969). Valori maxime ale ovipoziţiei se înregistrează în 
intervalul dintre 12-22°C (Hans, 1959). Numărul de ouă pentru o femelă variază de 
la 354 la 1655 (Jackson, 1920), iar, conform unor date, până la 3500 de ouă (Petru-
kha, 1969). La începutul perioadei de ovipoziţie, femela produce doar 1-5 ouă pe 
zi, iar mai târziu rata crește până la aproximativ 24 de ouă/femelă pe zi (Jackson, 
1920). Ouăle sunt împrăștiate pe suprafața solului de către femelă, concomitent cu 
hrănirea (Jackson 1920; Hoebeke, Wheeler, 1985).

Stadiul de ou pentru specia S. lineatus variază în funcție de temperatură și umi-
ditate. Conform unor autori (Jackson, 1920), ouăle eclozează timp de 20-21 zile, însă 
perioada de incubație poate fi  uneori redusă la 18 zile (Prescott, Reeher, 1961; Hoe-
beke, Wheeler, 1985). Cercetările efectuate au indicat că ouăle necesită 70 ± 2,5 zile 
pentru a ecloza la temperatura de 8°C şi doar 6,2 ± 0,5 zile la 29°C. La temperaturi 
peste 30°C, timpul necesar pentru incubare și rata mortalității crește semnifi cativ. La 
temperatura de 33°C nu reușesc să eclozeze 100% din ouă, deși a avut loc dezvoltarea 
embrionară înaintată (Lerin, 2004). Umiditatea relativă poate afecta, de asemenea, 
timpul de dezvoltare al ouălor. S-a remarcat faptul că ouăle supuse deshidratării ex-
cesive nu eclozează (Jackson, 1920). După incubare, larva pătrunde în sol în căuta-
rea plantei gazdă, produce o gaură aproape nedetectabilă în nodozitățile rădăcinii şi 
pătrunde în interior (Jackson, 1920; Hoebeke, Wheeler, 1985). Larva parcurge toate 
fazele de dezvoltare timp de 30-60 de zile, în funcție de regiunea geografi că şi de tem-
peratura solului (Jackson, 1920; Hoebeke, Wheeler, 1985; Landon et al., 1995). După 
maturizare, larvele formează în sol celule-pupale de formă ovală (Jackson, 1920). For-
marea pupei necesită 16-19 zile în Europa (Jackson, 1920) şi aproximativ 15 zile în 
America de Nord (Prescott, Reeher, 1961; Hoebeke, Wheeler, 1985). Insecta adultă 
rămâne în sol până ce exoscheletul său este deplin sclerifi cat (Jackson, 1920).

Noua generaţie de insecte adulte se hrăneşte pe ţesutul verde al frunzelor de ma-
zăre şi fasole. Atunci când aceste surse de hrană se epuizează sau frunzele îmbătrâ-
nesc, începe o perioadă de zbor extins, în care gărgărițele se hrănesc pe o varietate 
mai mare de leguminoase gazde secundare (Jackson, 1920; Fisher, O’Keeff e, 1979; 
b, c, Hamon et al., 1987; Murray, Clements, 1992). Această perioadă continuă până 
la sfârșitul verii sau toamna, atunci când insectele adulte căută locuri pentru iernare 
(Jackson, 1920; Hoebeke, Wheeler, 1985). În America de Nord, Anglia şi Rusia S. 
lineatus este univoltină (Jackson, 1920; Hoebeke, Wheeler, 1985; Petrukha, 1969). 
Cu toate acestea, în unele regiuni specia poate fi  bivoltină (Hans, 1959; Hoebeke, 
Wheeler, 1985). În câmp, insectele adulte pot trăi până la unsprezece luni, longevi-
tatea fi ind limitată de disponibilitatea resurselor alimentare şi densitatea populaţiei. 
Longevitatea femelelor este mai mare decât longevitatea masculilor la densități scă-
zute ale populaţiei (Schotzko, O’Keeff e, 1988).
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Hypera postica. Ciclul de viață al speciei H. postica poate fi  caracterizat prin 
perioade scurte de activitate intensă și perioade lungi de inactivitate. Hypera posti-
ca prezintă o remarcabilă plasticitate comportamentală și ecologică (Hsiao, 1993). 
Cele mai multe populații sunt univoltine (Helgesen, Cooley, 1976), dar în unele 
medii, în special în regiunile din sud, poate fi  o a doua generație (Michelbacher, 
1943; White et al., 1969). Insecta iernează în stadiul de adult. În localitățile cu ierni 
blânde, ouăle, larvele și pupele, de asemenea, pot supraviețui iernii (Armbrust, Whi-
te, deWitt, 1969; Radcliff e, Flanders, 1998).

În funcție de regiune, în special în cele sudice, depunerea pontei poate avea loc 
toamna, iarna și primăvara (Woodside, Bishop, Pienkowski, 1968; Campbell et al., 
1975; Whitford, Quisenberry, 1990), ori de câte ori temperaturile depășesc 1,7°C 
(Hsieh, Roberts, Armbrust, 1974). Tulpina tânără a lucernei este locul preferat pen-
tru depunerea pontei (Pass, 1967), cu toate acestea, ouăle sunt depuse și în tulpinile 
buruienilor, printre care, Poa bulbosa L., Stellaria sp. (L.), Capsella bursa - pasto-
ris (L.) (Ben Saad, Bishop, 1969; Niemczyk, Flessel, 1970). Odată ce locul pentru 
depunerea pontei este ales, femela perforează peretele plantei, introduce ovipozi-
torul și depune un grup de 9-10 ouă de culoare galbenă (Niemczyk, Flessel, 1970).

În condiții optime de laborator, potențialul de reproducere este ≈ 3650 de ouă 
per femelă (Coles, Day, 1977). Rata de ovipoziție crește liniar cu temperatura până la 
30°C (LeCato, Pienkowski, 1972; Hsieh, Roberts, Armbrust, 1974). Incubația nece-
sită 156 GZ (grade zile), cu un prag al temperaturii de 9,0°C per zi (Roberts, DeWitt, 
Armbrust 1970). Larva apărută se alimentează cu măduva tulpinii, apoi creează gale-
rii spre exterior. Ieșind, urcă pe mugurii foliari terminali cu care se hrănește în con-
tinuare. Insecta posedă patru stadii larvare. Temperatura limită de dezvoltare este de 
8,9°C, cu suma temperaturilor necesare pentru a fi naliza dezvoltarea larvelor egală 
cu 148°C (Litsinger, Apple, 1973). Insecta imatură se transformă în pupă și imago, 
după acumularea de 77 GZ (Hsieh, Roberts, Armbrust, 1974). Insecta adultă rămâne 
în câmpurile de lucernă timp de 1-3 săptămâni pentru hrănirea suplimentară sau până 
la prima recoltare, apoi migrează spre locurile potrivite pentru estivare, de obicei, 
în afara câmpurilor de lucernă (Tysowsky, Dorsey, 1970; Kuhar, Youngman, Laub, 
2010; Zahiri et al., 2014) unde are loc dezvoltarea sexuală, iar activitatea metabolică 
este încetinită (Litsinger, Apple, 1973). Datorită schimbării fotoperioadei, insectele 
adulte devin din nou active, migrează înapoi spre câmpurile de lucernă, ating maturi-
tatea sexuală și încep depunerea pontei (Kuhar, Youngman, Laub, 2000).

Protapion apricans. Insectele adulte ale speciei Protapion apricans hibernea-
ză în resturile vegetale de la suprafața solului în câmpurile de trifoi și terenurile 
adiacente. Unele insecte adulte pot rămâne în diapauză până la 2 ani. Migrația gân-
dacilor din locurile de iernare coincide cu faza de creștere a trifoiului. Hrănirea su-
plimentară are loc pe frunzele de trifoi sălbatic și apoi pe cele de cultură (Friedman, 
Freidberg, 2007). Insectele, hrănindu-se, produc leziuni pe frunze în formă de găuri 
mici și, de asemenea, deteriorează tulpinile, muguri apicali și fl orali.

Femela depune ouăle în bobocii fl orilor sau în fl ori. Ouăle sunt depuse între sta-
minele fl orii, fi ind aproape de aceeași culoare cu acestea. O femelă poate depune 11-



25FUNGII ENTOMOPATOGENI

217 ouă, cu o medie de 35 de ouă. Depunerea pontei începe la sfârșitul lunii mai, cu 
atingerea valorii maximale în luna iunie. Dezvoltarea embrionară durează 8-12 zile. 
Larvele eclozate pătrund în ovarul fl orii, unde încep nutriția. De-a lungul perioadei 
de dezvoltare, 15-25 zile, o larvă distruge 7-11 ovare și alte 8-10 ovare pentru împu-
pare, în care larva perforează găuri (Hansen, Boelt, 2008; Lundin et al., 2012). Ast-
fel, o larvă poate distruge 30-40% din ovarele unui capitul de trifoi. Pupa se dezvoltă 
în 5-9 zile (conform altor date 5-12). Insectele adulte apar din a doua jumătate a lunii 
iulie până în septembrie, uneori – până în octombrie. Înainte de iernare, insectele se 
hrănesc cu o gamă variată de gazde (circa 160 specii de plante). Cele mai mari daune 
trifoiului sunt aduse de larve. Insecta este univoltină, dar adulții pot trăi 2-3 ani. Un 
ciclu de dezvoltare normală de la ou până la insecta adultă durează 40-47 de zile.

Relațiile trofi ce
Sitona lineatus. Preferinţele trofi ce ale speciei Sitona lineatus pot fi  divizate în 

4 grupuri:
1) surse alimentare de bază (mazărea, fasolea, bobul şi vicia);
2) plante utilizate în absenţa celor de bază (trifoi, lucernă, esparcetă);
3) culturi leguminoase pe care insectele le utilizează rar, chiar şi în absenţa 

plantelor din grupurile I şi II (soia, lupin, linte, latirul, măzărichea păroasă);
4) plante care nu sunt utilizate (agriş, sfecla de zahăr, pin, zmeură, vişine, cire-

şe, prune ş.a.) (Turaev, 1957).
Adulţii speciei S. lineatus după diapauză în calitate de plantă gazdă preferă ma-

zărea de câmp şi fasolea (Landon et al. 1995). Ambele specii de plante au o relaţie 
simbiotică cu bacteria azot-fi xatore, Rhizobium leguminosarum var. viciae, ceea ce 
poate explica preferinţa insectei (Spaink, 1994; Mutch, Young, 2004). Dezvoltarea 
funcţiei reproductive a femelelor are loc din iulie până în martie în timpul hrănirii pe 
gazde atât primare, cât şi secundare (Schotzko, O`Keeff e, 1986a). Cu toate acestea, 
se crede că oogeneza solicită hrănire post-diapauză pe ambele specii de plante P. sa-
tivum şi V. faba (Hans, 1959, Fisher, O`Keeff e, 1979a; Schotzko, O`Keeff e, 1986a; 
Hamon et al., 1987, Landon et al., 1995).

Preferințele trofi ce ale speciei Sitona lineatus pot varia de asemenea între ge-
notipurile gazdelor primare, insectele adulte preferând anumite soiuri de mazăre 
(Havlickova, 1980; Cantot, 1989; Kordan, Sledz, 1994; Wojciechowicz-Zytko, 
Mlynarczyk, 2002). S-a constatat că rata de supraviețuire şi durata de viață a in-
sectei variază în funcție de soiurile de fasole (Wojciechowicz-Zytko, Mlynarczyk, 
2002). Un număr mare de fabacee perene servesc drept gazde pentru S. lineatus pri-
măvara, înainte de apariția leguminoaselor anuale, la sfârşitul verii şi toamna, când 
leguminoasele anuale îmbătrânesc, şi în timpul perioadei de iernare (Jackson, 1920; 
Fisher, O`Keeff e, 1979a; Hoebeke, Wheeler, 1985; Hamon et al., 1987; Murray, 
Clements, 1992, 1995). Conform unor date, reprezentanții genului Sitona au con-
stituit 59-96% din exemplarele de insecte colectate la sfârșitul verii, pe trifoiul alb, 
Trifolium repens L. (Fabales, Fabaceae) (Markkula, Koppa, 1960). În Anglia, găr-
găriţa frunzelor de mazăre deteriorează în mod semnifi cativ trifoiul alb, consumând 
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în timpul iernării până la 30% din suprafaţa fotosintetizatoare a plantelor (Murray, 
Clements, 1995). În experiențele de câmp, insectele au preferat trifoiul dulce, Me-
lilotus albus L. (Fabales, Fabaceae), şi lucerna (Krasnopolskaya, 1966; Zlatanov 
1966; Lykouressis, Emmanouel, 1991; Murray, Clements, 1994). Lupinul, Lupinus 
albus L. (Fabales, Fabaceae), a înregistrat niveluri semnifi cative ale deteriorărilor 
în Germania (Ferguson, 1994). În consecinţă, S. lineatus prezintă un comportament 
eurioligofag, consumând plante din genurile familiei Fabaceae (Petrukha, 1969). 
Conform unor autori, S. lineatus prezintă „un comportament limitat polifag” (Greib, 
Klingauf, 1977), deoarece în absența de leguminoase în experimentele de laborator 
și câmp au fost consumate Polygonum aviculare L. (Polygonales, Polygonaceae) şi 
speciile de trandafi ri Rosa spp. (Rosales, Rosaceae).

În rezultatul studiilor efectuate în Republica Moldova, pentru S. lineatus a fost 
stabilit următorul spectru trofi c incluzând reprezentanți ai familiei Fabaceae: Medi-
cago sativa (lucerna), Pisum sativum (mazăre), Vicia faba (bob de fasole), Trifolium 
spp. (trifoiul), Lotus spp., Melilotus spp., Ononis spp. (osul iepurelui), Robinia spp. 
(salcâm) (Malevanciuc, Munteanu, 2010).

Hypera postica. Specia H. postica se hrănește cu o mare varietate de plante 
fabacee și este cunoscută în America de Nord ca unul dintre cei mai periculoși dă-
unătorii ai lucernei (Hsiao 1993). H. postica este o insectă tipic oligofagă care se 
hrănește aproape exclusiv pe plantele leguminoase din genul Medicago. Ocazional, 
se poate hrăni cu câteva specii din genuri apropiate, inclusiv: Trifolium și Trigonella 
(Kuwata et al., 2005; Talwar, 2015). De asemenea se mai dezvoltă pe Medicago 
lupulina, Melilotus alba, M. offi  cinalis, Trifolium pratense, T. repens, T. hybridum, 
și T. incarnatum.

Specia are patru stadii larvare: Primul (L1) și a doilea (L2) se hrănesc de obicei 
cu fl orile Medicago sativa L. Cei de-al treilea (L3) și al patrulea (L4) se hrănesc, de 
asemenea, pe frunze și pot provoca defolieri grave (Hoff , Brewer, Blodgett, 2002; 
Skuhrovec, 2006).

Protapion apricans. Habitatele tipice sunt speciile de pajiști montane și habita-
tele ruderale segetale (graminee perene), fi ind mai rar întâlnită în lizierele pădurilor. 
În mod regulat și în cantități mari, se găsește pe Trifolium pratense (care predomină 
întotdeauna printre alte specii) ( Nazarenko 2013), mai puțin pe Amoria hybrida, A. 
repens și alte leguminoase (Lupinaster pentaphyllus, Lathyrus vernus, Vicia cracca 
și V. teniuifolia). La mijlocul verii, adulții, de obicei, pot fi  găsiți în coroanele arbo-
rilor și arbuștilor.

2.1.2. Colectarea materialului biologic și inspectarea preventivă 
a acestuia la prezența infecției fungice

Recunoașterea insectelor bolnave în câmp sau ulterior, în laborator, inițial se 
bazează pe recunoașterea unor semne specifi ce procesului patologic. Insectele care 
sunt evident infectate cu patogeni adesea prezintă simptome caracteristice evidente 
și semne ale bolii, de exemplu, modifi cări de culoare, creșterea luxuriantă a agentu-
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lui patogen pe exteriorul specimenului, semnele agentului în interiorul gazdei, vizi-
bile prin cuticulă, dizenterie, comportament ciudat, inclusiv lipsa hrănirii sau pozi-
ția neobișnuită pe planta gazdă, mumifi erea, fragilitatea sau întărirea tegumentului, 
diferențe notabile în mărime și alte semne și simptome. În unele cazuri, simptomele 
bolii pot fi  foarte subtile sau nu sunt evidente, de exemplu, efectele subletale, cum ar 
fi  castrarea parazitară, longevitatea redusă etc. Insectele bolnave pot fi  recunoscute 
după mai mulți indici:

1. Modifi carea culorii. Modifi carea culorii este unul dintre simptomele pato-
logiei la insecte. Acest fenomen poate fi  observat atât la insectele vii cât și la cele 
moarte. De obicei, la insectele vii integumentele devin semi-transparente sau chiar 
transparente, de exemplu la Curculionide, Himenoptere, Diptere și alte insecte for-
mele larvare infectate devin albe. Schimbarea culorii poate fi  subtilă sau pronunțată. 
Un spectru larg de culori pot fi  evidențiate la insectele moarte de la alb, sur, roșu, 
oranj, galben, albastru, verde, cafeniu sau negru. Suprafețele melanizate ale cuticu-
lei (sub forma unor pete negre) reprezintă un răspuns imun frecvent al insectelor la 
atacul fungilor, microsporidiilor, nematozilor.

2. Semnele fi zice ale prezenței patogenului. Adesea, agentul cauzal al bolii 
poate fi  observat în asociere directă cu insectele infectate vii sau moarte. Unele 
dintre cele mai spectaculoase infecții la insecte sunt produse de patogenii fungic,i 
provocând creșterea unui miceliu colorat la suprafața insectei. De exemplu, larvele 
speciei Ostrinia nubilalis (Lepidoptera) infectate cu micromiceta Beauveria bassi-
ana își modifi că culoarea în roz pal înainte de moarte. Localizarea țesuturilor infec-
tate poate fi , de asemenea, caracteristică pentru anumiți patogeni și poate fi  vizibilă 
prin cuticulă.

Unele specii de fungi care împrăștie sporii în jurul gazdei pe substrat produc un 
nimb distinct în jurul insectei infectate. Propagulele infecțioase prezintă o gamă largă 
de forme și mărimi (de la 5 μm la câțiva mm) motile, fi ind împrăștiate de pe cadavrele 
gazdă, purtate de vânt, dispersate prin apă sau de către insecte. Majoritatea fungilor 
entomopatogeni ucid gazdele în timp relativ scurt după apariția infecției. După moar-
tea insectei, sporii infecțioși sunt de obicei produși la suprafața acesteia. De asemenea, 
în interiorul gazdei, pot fi  găsiți spori de rezitență, mai mari, cu pereți groși. Corpurile 
insectelor sunt adesea mumifi cate din cauza micozei și pot persista în mediu timp de 
câteva săptămâni, care permite izolarea agentului patogen mult timp după moartea 
gazdei. Stadii de dezvoltare și de reproducere ale ciupercilor entomopatogene pot fi , 
de asemenea, găsite în gazde vii, cel mai frecvent în larvele dipterelor acvatice.

3. Comportamentul aberant. Iritabilitatea, dispersarea sau agregarea neobiș-
nuită, încetarea alimentării sunt comportamente care pot indica prezența unei boli 
infecțioase într-o populație sau într-o colonie de insecte. Insectele infectate cu anu-
mite ciuperci urcă deseori la înălțimi mari pe planta gazdă și se atașează de ea chiar 
înainte de moarte.

4. Modifi cări ale formei și texturii. La insectele bolnave, cel mai des după 
moarte apare o varietate de schimbări fi zice. Cadavrele pot deveni mumifi cate, moi 
sau lichefi ate, tari, asemănătoare cu brânza sau tăbăcite și uscate în interior. 
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5. Mirosul. În anumite cazuri, cadavrele pot prezenta miros. Mirosul apare de 
obicei atunci când țesuturile corpului sunt lichefi ate.

Colectarea manuală a insectelor permite selectivitatea și conservarea probei, 
în cazul în care acestea sunt importante. Acest lucru este preferabil de a fi  realizat 
atunci când la examinarea în câmp se atestă prezența exemplarelor moarte, cada-
vrelor cu semne de sporulare externă, a cadavrelor mumifi cate. Insectele moarte 
sau muribunde, posibil datorită infecției de către un agent patogen, ar trebui să 
fi e colectate separat în recipiente sterile etanșabile (pentru o perioadă foarte scur-
tă de timp, pentru a evita creșterea bacteriană și fungică intensă), transportate 
separat, astfel încât agenții patogeni să nu infecteze exemplarele vii. În câmp, 
insectele bolnave trebuie îndepărtate de pe 
substratul pe care se găsesc cu penseta și 
plasate individual, dacă este posibil, în re-
cipiente curate și uscate, preferabil sterile 
(fi gura 2.5).

Pentru a evita deteriorarea cadavrelor 
care sunt bine fi xate pe substrat, porțiunea 
plantei gazdă pe care acestea sunt fi xate tre-
buie colectată împreună cu insecta atașată pe 
ea. Insecte vii cu semne evidente de infecție 
trebuie să fi e păstrate în mediul în care aces-
tea se găsesc (adică pe frunze, în sol sau apă) 
și transportate în laborator cât mai curând po-
sibil. Insectele acvatice pot fi , de asemenea, 
transportate pe plante acvatice umede. Tem-
peraturile reduse vor ajuta la reducerea stre-
sului asupra organismelor și reţine creșterea 
microbiană nedorită, până când acestea pot fi  
examinate.

O altă strategie constă în colectarea 
unui număr mare de insecte vii utilizând 
metode entomologice standard (capcane, 
fi leul entomologic, plase). Există două con-
siderații majore atunci când se colectează insecte pentru a izola agenții patogeni 
ai acestora: evitarea expunerii la radiațiile UV și căldură excesivă în câmp și în 
vehicule și evitarea morții și descompunerii gazdelor vii în timpul transportării. 
Într-o mare măsură, cerințele privind temperatura sau alte condiții de menținere a 
agentului patogen sunt dependente de condițiile necesare pentru a menține în via-
ță gazda în timpul perioadei de colectare și transportare spre laborator. Insectele 
din aceeași specie care nu sunt canibali pot fi  transportate în masă în cuști sau în 
cutii umplute cu vegetație sau alt material cu posibilitatea răcirii acestora. Este 
important să se evite condensarea și topirea gheții de la elementele de răcire. In-
sectele mici se pot îneca cu ușurință în cantități foarte mici de condens și tuburile 

Fig. 2.5. Adult din specia Sitona 
lineatus (Coleoptera), cu semne 

vizibile de infecție fungică, plasat 
în eprubetă sterilă pentru trans-

portarea în laborator 
(orig. A. Moldovan)
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se vor scufunda în apă. Preferabil este de a utiliza pachete de gheață comercială 
(Lacey, Solter, 2012).

Containerele de colectare pentru insectele vii pot include orice tip de cușcă, care 
ar împiedica ca acestea să scape, inclusiv tuburi din plastic cu pori sau cu dopuri de 
bumbac pentru circulația aerului și prevenirea formării condensatului. Adăugarea 
unui agent de uscare, cum ar fi  silicagel, pentru depozitarea temporară va încetini 
sau preveni germinarea fungilor entomopatogeni și va contribui la minimizarea dez-
voltării ciupercilor saprofi te la suprafața specimenelor.

Atunci când o insectă este suspectată de a fi  infectată cu un agent entomo-
patogen fungic, trebuie examinată cât mai curând posibil după colectare. Invazia 
exemplarelor moarte de către organisme saprofi te cu creștere rapidă poate complica 
determinarea adevăratului agent etiologic.

Insectele sănătoase trebuie să fi e colectate, de asemenea, în scopuri compa-
rative, separat de indivizii bolnavi sau morți, în condiții care să permită o bună 
supraviețuire. În cazul în care exemplarele infectate sunt rare sau infecțiile sunt 
inaparente, un număr mare de indivizi aparent sănătoși poate fi  de asemenea utilizat 
pentru creșterea în condiții mai puțin favorabile pentru supraviețuire. În condiții de 
stres se poate accelera perioada de incubație și dezvoltarea agenților patogeni, care 
sunt prezenți la un nivel scăzut sau într-o perioadă de eclipsă la momentul colec-
tării. Insectele menținute în spații mici, fără hrană, manifestă mai rapid infecția cu 
semnifi cație clinică prin inducerea bolii care s-ar putea să nu fi e evidentă în câmp 
(Steinhaus, 1958).

Cu toate acestea, Weiser și Briggs (1971) avertizează că aglomerarea și/ sau 
alimentarea excesivă poate provoca asfi xia sau stimula dezvoltarea bacteriilor fa-
cultativ saprofi te. În plus, unele specii de insecte devin agresive sau chiar manifestă 
canibalism atunci când sunt menținute în număr mare. Larvele și adulții aparent 
sănătoși, de asemenea, pot fi  prelucrați prin triturare, urmată de centrifugare diferen-
țială pentru a concentra și detecta agenții patogeni cu prevalență scăzută, fi e folosind 
metode microbiologice, microscopice sau molecular-genetice (Lacey, Solter, 2012). 
Exemplarele fără semne evidente ale unui proces patologic pot fi  menținute în frigi-
der până la realizarea experiențelor de izolare a fungilor entomopatogeni.

La momentul colectării insectelor este necesar de notat următoarele date: 1) in-
secta (specia, stadiul în ciclul celular, comportament aberant, modifi cări morfologice, 
alte semne evidente ale procesului patologic, locul nemijlocit al colectării); 2) planta 
gazdă, habitat; 3) prevalența bolii (indivizi izolați, epizootie); 4) locul colectării, ele-
vația, condiții climatice (date GPS); 5) data colectării.

Pentru a izola micromicete din corpul insectelor au fost colectate exemplare 
adulte din speciile Sitona lineatus, Hypera postica și Protapion apricans. Colectări-
le au fost realizate în perioada lunilor aprilie - septembrie 2010 și 2016 în 6 localităţi 
din Nordul, Centrul şi Sudul Republicii Moldova (Glodeni, Lozova, Siret, Ivancea, 
Copanca şi Congaz) (tabelul 2.1).

Pentru colectarea insectelor au fost utilizate metode clasice entomologice (Ba-
cal, Cocîrță, Munteanu, 2014), care includ cosirea cu fi leul entomologic, scuturarea 
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insectelor pe bucăți de pânză, colectarea manuală. Insectele vii din aceeași specie au 
fost transportate în masă în cutii cu lucernă proaspătă și asigurând accesul aerului, 
evitând expunerea la radiațiile UV și căldură excesivă. Insectele evident infectate cu 
micromicete patogene, prezentând simptome și semne caracteristice ale bolii (mo-
difi cări de culoare, melanizarea cuticulei, creșterea agentului patogen la exteriorul 
insectei, semnele agentului în interiorul gazdei, vizibile prin cuticulă, comportament 
ciudat, inclusiv lipsa hrănirii sau poziția neobișnuită pe planta gazdă, mumifi erea, 
fragilitatea sau întărirea tegumentului, diferențe notabile în mărime și alte semne și 
simptome), au fost transportate în laborator separat în eprubete de sticlă sterile cu 
dop de bumbac și plasate individual în cutii de plastic. Confi rmarea corectitudinii 
identifi cării speciilor de insecte a fost realizată prin consultarea materialului Muze-
ului de Entomologie al Institutului de Zoologie al AŞM. Identifi carea apartenenței 
specifi ce a coleopterelor curculionoide a fost efectuată cu utilizarea lupei binoculare 
BEL Photonics.

Tabelul 2.1. Data şi locul colectării materialului biologic

Nr. Locul 
colectării

Coordonate 
geografi ce

Data
colectării

Planta
gazdă Specia

Nr. de
exem-
plare

1. Copanca N 46° 42′ 55″
E 29° 37′ 37″ 03.09.2010

lucernă

H. postica 13
S. lineatus 10
P. apricans 9

2. Ivancea N 47° 17' 08"
E 28° 51' 17" 14.07.2010

H. postica 11
S. lineatus 7
P. apricans 8

3. Glodeni N 47° 46′ 15″
E 27° 30′ 52″ 27.04.2010

H. postica 12
S. lineatus 11
P. apricans 4

4. Siret N 47° 08′ 02″
E 28° 42′ 51″ 27.04.2010

H. postica 6
S. lineatus 8
P. apricans 5

5. Lozova, r. Codrii N 47° 07' 58"
E 28° 23' 09" 15.04.2010

H. postica 6
S. lineatus 3
P. apricans 3

6 Vrănești-Orhei N 47° 24' 11"
E 27° 36' 07"° 09.06.2016

H. postica 200
S. lineatus 100
P. apricans 50

7 Congaz N 46° 03' 04"
E 28° 34' 13" 10.06.2016

H. postica 100
S. lineatus 200
P. apricans 50
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2.1.3. Metode de investigare a insectelor în laborator

Diagnosticul bazat pe patologie poate fi  destul de înșelător în cazul în care nu a 
fost urmat de studii suplimentare. Câteva clase de semne și simptome sunt comune 
pentru diferite grupuri de entomopatogeni (culoare, miros, comportament) sau pot 
fi  rezultatul unor alte cauze, cum ar fi  insecticidele chimice, nutriția necalitativă, 
etc. Detalii privind condițiile generale de laborator și bunele practici de laborator 
(curățenia, sterilitatea instrumentelor etc.), adecvate pentru examinarea insectelor 
bolnave, sunt prezentate de Weiser și Briggs (1971), Lacey (2012).

Un sistem de evidență completă a indivizilor infectați a fost conceput de către 
Steinhaus și Marsh (1962, publicat în Steinhaus, 1963a). Acesta acoperă spectrul de 
informații legate de insectele bolnave, examinarea lor și, în cele din urmă, evaluarea 
și înregistrarea concluziilor privind diagnosticul bolii. Împreună cu datele de câmp 
și alte informații referitoare la colectare (data, persoana care a colectat, numărul de 
exemplare etc.), specimenelor li se atribuie un număr de identifi care. Numărul de 
identifi care este mijlocul prin care indivizii sunt urmăriți în cadrul diferitor teste, 
izolării microorganismelor și în testele de evaluare a potențialului patogen.

Diagnosticul fi nal – satisfacerea postulatelor lui Koch
Identifi carea prezenței unui agent patogen suspectat într-o insectă bolnavă nu 

incriminează întotdeauna organismul ca agent cauzal al bolii. Verifi carea satisfa-
cerii postulatelor lui Robert Koch (1843-1910) este cel mai bun mod de a oferi un 
diagnostic fi nal corect. Pentru a confi rma că microorganismul izolat este agentul ca-
uzal al bolii trebuie parcurși următorii pași (Vega, Kaya 2012; Lacey, Solter, 2012):

1. Agentul patogen trebuie să fi e izolat din toate insectele bolnave examinate, 
iar semnele și/sau simptomele bolii înregistrate.

2. Agentul patogen trebuie să fi e cultivat în cultură aseptică pe un mediu nutri-
tiv (pentru agenți facultativ patogeni) sau într-o insectă susceptibilă (pentru agenți 
obligat patogeni) și trebuie să fi e identifi cat și/sau caracterizat.

3. Agentul patogen trebuie sa fi e inoculat pe/în insecte sănătoase din aceeași specie 
sau o specie înrudită cu originalul, fi ind prezente aceleași semne și simptome ale bolii.

4. Agentul patogen trebuie să fi e izolat în cultură aseptică sau într-o insectă 
susceptibilă din nou, iar caracteristicile sale trebuie să fi e exact ca și cele observate 
la pasul 2.

Nu este întotdeauna posibil să fi e satisfăcute în măsură egală toate postulatele 
lui Koch, deoarece unul sau mai mulți pași nu pot fi  executați sau pot fi  executați 
doar cu mare difi cultate. Pentru pasul 1, unele organisme sunt greu de detectat, deși 
microscopul electronic a făcut posibilă vizualizarea organismelor submicroscopice. 
Cu toate acestea, simpla prezență a acestor organisme într-o gazdă nu dovedește că 
ele sunt agentul cauzal al unei anumite boli. Pentru pasul 2, anumite microorganis-
me nu pot fi  izolate în cultură pură sau sunt foarte difi cil de cultivat. Pentru pasul 
3, diferiți agenți patogeni pot produce semne, simptome și sindroame similare care 
pot duce în mod eronat la desemnarea organismului greșit ca agent etiologic (Kaya, 
Vega, 2012).
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Realizările biologiei moleculare au permis de a fi  lansat conceptul de „postulate 
Koch moleculare”. Postulatele moleculare ale lui Koch propuse de Falkow (2004) 
sunt folosite pentru a demonstra că o anumită genă sau un set de gene este factorul 
de virulență și inactivarea acestei gene(lor) duce la pierderea patogenității, fi ind 
formulate după cum urmează:

1. Fenotipul sau proprietatea cercetată trebuie să fi e asociată cu un microorga-
nism patogen din anumit gen sau tulpină din anumită specie.

2. Inactivarea specifi că sau deleția genei(lor) din genomul microorganismului 
ar trebui să ducă la pierderea funcției în clona respectivă;

3. Restaurarea patogenității ar trebui să aibă loc odată cu reintroducerea genei 
sălbatice în microorganism.

Satisfacerea postulatelor lui Koch pentru a confi rma prezența unui agent infecți-
os este pasul fi nal în procesul de diagnostic al infecției. Prepararea inoculului pentru 
astfel de teste poate necesita izolarea și cultivarea agentului patogen sau presupus 
patogen pe un mediu nutritiv. Atunci când acest lucru nu este posibil, de exemplu, 
în cazul patogenilor obligatori, se realizează izolarea inocului direct din gazdele 
colectate în câmp sau infectate în laborator. Uneori este necesară utilizarea unor 
gazde intermediare.

Atunci când este posibilă menținerea în cultură pe mediu artifi cial a unui agent 
patogen suspectat, asigurând producerea de propagule infecțioase, satisfacerea pos-
tulatelor lui Koch este un proces relativ simplu. Cu toate acestea, multe organisme 
sunt patogeni obligați (toate virusurile și rickettsiile, multe protozoare, unele ciu-
perci, nematode și bacterii). În aceste cazuri, agentul infecțios este produs in vivo 
și purifi cat. Patogenii obligați care necesită gazde intermediare (unele protozoare 
și fungi) pot fi  problematic de izolat în special în cazul în care gazda intermediară 
nu este încă cunoscută. De asemenea, stresul creat în timpul cultivării în condiții de 
laborator poate exagera virulența și exacerba susceptibilitatea gazdei la infecția cu 
organisme facultativ patogene.

2.2. Metode de izolare a fungilor entomopatogeni

2.2.1. Izolarea fungilor din exemplare fără semne de infecție fungică

Atunci când este necesar de obținut o probă necontaminată de țesut infectat 
pentru inocularea mediului sau injectarea în insecte sănătoase, este necesară sterili-
zarea suprafeței insectelor.

Etapele de bază ale sterilizării sunt (Inglis, Enkerli, Goettel, 2012):
1) plasarea insectei în alcool etilic de 70% pentru câteva secunde pentru a faci-

lita umectarea individului și a steriliza suprafața;
2) spălarea în apă distilată sterilă;
3) sterilizarea în hipoclorit de sodiu diluat (NaClO) pentru 1 min. (înălbitor 

obișnuit, 3-5% NaClO, diluat până la concentrația fi nală de 0,5-1% NaClO în func-
ție de mărimea și starea specimenului);

4) spălarea minuțioasă în apă sterilă (3 schimbări ale apei);
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5) uscarea pe hârtie de fi ltru sterilă.
Variațiile metodei de mai sus includ menținerea mai mult sau mai puțin timp în 

alcool, concentrație mai mare sau mai mică de NaClO sau mai puține clătiri în apă. 
Datorită naturii hidrofobe a cuticulei insectelor, adăugarea la NaOCI a unui agent activ 
de suprafață, cum ar fi  Tween 80, poate crește efi ciența (Inglis, Enkerli, Goettel, 2012).

Sterilizarea suprafeței insectelor foarte mici va ucide patogenul din interiorul 
gazdei (de exemplu, hemipterele infectate cu fungi entomopatogeni). În acest caz, 
specimenul urmează a fi  plasat în condiții de umiditate pentru a stimula sporularea, 
colectarea sporilor din vârfurile conidioforilor, fi ind realizată prin transferarea spo-
rilor mai distali pe o cantitate mică de mediu nutritiv steril plasat în vârful unui ac 
steril și apoi inocularea pe un mediu nutritiv corespunzător.

În cadrul cercetărilor realizate, efi cacitatea procedurii de sterilizare a fost con-
fi rmată prin agitarea insectei tratate în mediul nutritiv Nutrient Agar (NA) steril 
lichid (1L H2O dublu-distilată; 5g Tryptone, 3g extract de drojdii, 5g NaCl, pH 7,4) 
fi ind verifi cată prezența dezvoltării microorganismelor după 1-3 zile. La aplicarea 
acestei metode trebuie asigurată integritatea tegumentelor corpului insectei. 

Pentru izolarea fungilor entomopatogeni, corpurile insectelor sunt plasate în 
tuburi Ependorff  de 1,5 ml, conținând 800 μl de apă dublu-distilată sterilă și tritu-
rate intens cu ajutorul bețișoarelor sterile. Câte 100 μl de suspensie sunt aplicate pe 
suprafața cutiilor Petri cu medii nutritive potrivite.

Medii selective sunt frecvent utilizate pentru izolarea ciupercilor din ordi-
nul Hypocreales. Cele mai multe bacterii sunt inhibate de pH scăzut și, în gene-
ral, creșterea fungică va fi  favorizată pe medii unde pH-ul este mai mic de 5. În 
cele mai multe cazuri, totuși inhibarea dezvoltării bacteriilor se realizează prin 
suplimentarea mediului cu agenți antibacterieni. În mod frecvent sunt utilizați 
agenți antibacterieni cu spectru larg de acțiune precum cloramfenicol, tetraciclină 
și streptomicină. Acești agenți pot fi  utilizați singuri sau în combinație cu agenți 
cu o mai mare specifi citate de acțiune (de exemplu, penicilina, novobiocin și clo-
ramfenicol) (Inglis, Enkerli, Goettel, 2012). Agenții antimicrobieni trebuie să fi e 
utilizați cu precauție, deoarece pot inhiba anumite specii sau tulpini de fungi. În 
plus, trebuie să decontaminăm cu atenție toate materialele (de exemplu, prin au-
toclavare), pentru a ne asigura că bacteriile care au dezvoltat rezistență la agenții 
antimicrobieni nu vor fi  eliberate în mediul înconjurător.

Inhibarea dezvoltării ciupercilor de contaminare este mai problematică decât a 
bacteriilor, în special când se izolează fungi entomopatogeni din sol. Ciupercile din 
genurile Trichoderma, Mucor și Rhizopus se pot dezvolta rapid (circa 2-3 zile), inhi-
bând creșterea tulpinilor entomopatogene din ordinul Hypocreales făcând izolarea 
acestora aproape imposibilă.

Speciile de Penicillium și Aspergillus pot fi , de asemenea, o problemă, deoare-
ce acestea sunt înalt prolifi ce și sunt răspândite pe larg în sol. Fungii nedoriți pot fi  
inhibați prin suplimentarea mediului cu fungicide (Inglis, Enkerli, Goettel, 2012). 

Cutiile Petri sunt incubate timp de 2-3 zile la temperaturile 20 și 25°C (câte 
10 cutii respectiv). Ulterior coloniile fungice sunt selectate și reinoculate pe cutii 
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Petri cu medii nutritive potrivite, procedura este repetată respectiv până la obținerea 
culturilor pure (tabelul 2.2).

Tabelul 2.2. Denumirea și compoziția mediilor nutritive utilizate
pentru izolarea micromicetelor

Nr. 
d/o Denumirea Produ-

cător Compoziție chimică Condiții de 
preparare

1. PDA (Pota-
to Dextrose 
Agar) 

Merck 1L H2O dublu-distilată; 4 g infuzie 
din cartofi ; 20 g D-glucoză; 15 g 
Agar microbiologic; pH 5,6±0,2

autoclavare 
15 min., 121C, 
1,1 bar

2. PDA selectiv Merck 1L H2O dublu-distilată; 4g infuzie 
din cartofi ; 20 g D-glucoză; 15 g 
Agar microbiologic; pH 5,6±0,2; 
suplimentat cu 2 ml/L Ampicilină 
cu concentrația de 25 mg/ml

autoclavare 
15 min., 121C, 
1,1 bar

3. SAPF (Selec-
tiv Agar for 
Pathogenic 
Fungi)

Merck 1L H2O dublu-distilată; 10 g pep-
tonă din soia; 10 g D-glucoză; 
0,4 g Cicloheximidă; 0,05 g Clo-
ramfenicol; 12,5 g Agar microbio-
logic; pH 6,9±0,2

fi erbere până 
la dizolvarea 
completă

4. SAPF înalt 
selectiv

Merck 1L H2O dublu-distilată; 10 g pep-
tonă din soia; 10 g D-glucoză; 
0,4 g Cicloheximidă; 0,05 g Clo-
ramfenicol; 12,5 g Agar microbi-
ologic; pH 6,9±0,2; suplimentat cu 
5 ml/L dodine, 65 mg/L

fi erbere până 
la dizolvarea 
completă

O listă extinsă de medii nutritive este prezentată în Anexa I. Dacă identitatea 
ciupercii care se dorește a fi  izolată este cunoscută, este preferabil să se utilizeze 
un mediu selectiv pentru specia în cauză. Cu toate acestea, în cazul în care un 
mediu selectiv nu există sau dacă identitatea ciupercii nu este cunoscută, practic 
orice mediu utilizat pentru propagarea entomopatogenilor din ordinul Hypocre-
ales poate fi  utilizat (a se vedea Anexa I). În mod obișnuit se folosește mediul 
Sabouraud agar dextroză cu extract de drojdie (SDAY), suplimentat cu sulfat 
de streptomicină (0,08%) și penicilină (0,03%), mediul SAPF (Selective Agar 
for Pathogenic Fungi), suplimentat cu 5 ml/L dodine, 65 mg/L sau PDA (Potato 
Dextrose Agar), suplimentat cu 2 ml/L Ampicilină cu concentrația de 25 mg/ml 
(tabelul 2.2). 

După izolarea fungilor, este necesar de a se asigura că cultura obținută este 
lipsită de microorganisme contaminante și, dacă este posibil, că reprezintă un 
singur genotip. Majoritatea micromicetelor entomopatogene din ordinul Hypo-
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creales sporulează intens, de aceea este relativ ușor de dispersat spori pe supra-
fața unui mediu selectiv ce conține agenți antibacterieni. Ulterior pot fi  selectate 
colonii individuale fără contaminări pentru a fi  reinoculate cu obținerea unei cul-
turi pure.

Unităţile formatoare de colonii (UFC) nu provin neapărat dintr-o singură propa-
gulă și, prin urmare, pot fi  necesari pași suplimentari pentru a se asigura că o UFC 
reprezintă un singur genotip. Cele două metode uzuale folosite pentru obținerea unei 
culturi pure ce conține un singur genotip este de a izola conidii individuale sau frag-
mente de hife. Trebuie să fi m conștienți de faptul că ambele metode dscrise mai sus 
nu asigură 100% obținerea unui singur genotip. Câte 15 μl de suspensie de conidii 
cu concentrația de 104 conidii/ml sunt dispersate la suprafața mediului nutritiv solid 
PDA. Culturile sunt examinate în câmp luminos la obiectivul 10X al microscopului, 
în scurt timp după ce suspensia a fost absorbită de mediu. După ce a fost identifi cată 
o conidie izolată, zona respectivă cu diametrul de 4-5 mm este excizată aseptic și 
transferată într-o cutie Petri nouă cu mediul nutritiv steril.

Izolarea fragmentelor din vârful hifelor este mai ușor de realizat decât izolarea 
unei singure conidii, dar nu poate asigura izolarea în 100% cazuri a unei singure 
hife. Miceliul sau o suspensie de conidii se plasează central pe un mediu agarizat. 
Pentru a promova creșterea difuză a hifelor, care va facilita izolarea, mediul utili-
zat ar trebui să conțină cantități reduse de substanțe nutritive. Marginea coloniei ar 
trebui să fi e examinată la un microscop de disecție sau un microscop optic compus. 
Ulterior o secțiune de agar-agar care conține hife terminale este îndepărtată cu aju-
torul unei spatule, cuțit sau ac sterile și transferată aseptic pe un mediu solid potrivit 
(Inglis, Enkerli, Goettel, 2012).

2.2.2.  Izolarea fungilor din exemplare de insecte 
cu semne de infecție fungică

La atestarea prezenței, micromicetele sunt recoltate direct de pe suprafața cada-
vrelor de insecte cu semne vizibile de micoză. Dacă sporularea externă nu a apărut, 
ar putea fi  necesar de a induce inițial creșterea miceliului extern al ciupercii prin 
plasarea cadavrului într-un mediu cu umiditate relativă ridicată (de exemplu, pe 
un mediu agarizat umectat cu apă suplimentat cu agenți antibacterieni, pe hârtie de 
fi ltru sterilă umectată, sau pe bumbac umezit într-un recipient steril sigilat, cum ar fi  
un vas Petri sigilat cu parafi lm). Pentru insectele care au murit de micoze, creșterea 
vegetativă și/sau sporularea pe suprafața tegumentului, la temperatura de 20-25°C, 
are loc, de obicei, în decurs de câteva zile (Lacey, Solter, 2012). După 2-3 zile va fi  
observată creșterea pronunțată a fungilor la suprafața cadavrelor. Sporii distali sunt 
transferați în cutii Petri ce conțin mediu nutritiv steril, utilizând o cantitate mică de 
mediu nutritiv, plasat pe vârful unui ac steril.

În cazul în care pe cadavru se observă conidiogeneza, conidiile pot fi  scuturate 
direct pe un mediu agarizat, conidiosporii pot fi  suspendați în soluție tampon sau 
apă înainte de a fi  dispersați pe mediu. Poate fi  utilă adăugarea unui agent antimi-
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crobian, cum ar fi  chloromycetin (50 mg/ml), în soluția tampon/apa sterilă. Colonii 
relativ pure de micromicete entomopatogene pot fi  obținute prin atașarea cadavrului 
la capacul cutiei Petri cu un adeziv, cum ar fi  banda dublu adezivă. Conidiile elibe-
rate din cadavru ajunse pe mediu ar putea produce colonii miceliene relativ lipsite 
de contaminanți. De asemenea pentru izolarea primară a fungilor de pe suprafața 
cadavrului poate fi  utilizată metoda amprentelor.

2.2.3. Cultivarea și păstrarea tulpinilor fungice

Tulpinile de micromicete entomopatogene izolate în cultură pură sunt cultivate 
la suprafață pe un mediu de îmbogățire, de exemplu mediul PDA pentru întreținerea 
de rutină și producerea de conidiospori. Pentru a evita deshidratarea, cutiile Petri pot 
fi  sigilate cu parafi lm (fi gurile 2.6 și 2.7). 

Fig. 2.6. Tulpină de Beauveria 
bassiana, aspect macroscopic 

(Lucille K. Georg http://www.pu-
blicdomainfi les.com/show_fi le.

php?id=13518211215847)

Fig. 2.7. Tulpină de Isaria 
fumosoroseus, aspect macroscopic 

(F. Ihara http://www.naro.aff rc.go.jp/org/
fruit/epfdb/Deutte/Paecilo/fumo/P_

fumos.htm)

Reinocularea în serie pe medii artifi ciale urmează a fi  evitată, deoarece acest 
lucru duce la modifi cări genetice care pot afecta fenotipul (atenuarea virulenței). 
Sporularea se produce în decurs de 7-10 zile. Conidiile sunt recoltate direct de pe 
suprafața mediului cu ajutorul ansei microbiologice sterile. Conidiile și miceliul pot 
fi  depozitate la 4-5°C, timp de până la câteva săptămâni sau chiar luni.  Pentru păs-
trarea de lungă durată a genotipului inițial al tulpinilor izolate, acestea pot fi  plasate 
în soluție de glicerol 10% la temperatura de -80°C .



37FUNGII ENTOMOPATOGENI

2.3. Identifi carea tulpinilor fungice

2.3.1. Identifi carea fungilor în baza caracterelor morfologice

Tulpinile fungice izolate pot fi  identifi cate morfologic în baza examinării mi-
croscopice a conidiilor și celulelor conidiogene. Din mediul nutritiv sunt excizate 
blocuri mici (cu suprafața de cca 1cm2) care sunt plasate pe o lamă de sticlă sterilă. 
Blocul de mediu solid este inoculat cu țesut fungic și acoperit cu o lamelă sterilă. 
Capacul cutiei Petri este înlocuit cu unul steril, iar cultura incubată la temperatura 
de 25°C.

După 3 zile devine vizibilă creșterea vegetativă a micromicetei la suprafața la-
melei. După 4-5 zile, lamelele sunt scoase din blocul de agar, culturile pot fi  tratate 
cu diverși coloranți ex. lacto-fucsină, și examinate la microscopul optic în câmp 
luminos (metoda Brightfi eld). Pentru identifi care sunt folosite chei dihotomice de 
identifi care ( Humber, 2012).

 2.3.2. Identifi carea fungilor folosind metode molecular-genetice

Metodele molecular-genetice de cercetare oferă perspective valoroase în cu-
noașterea biologiei micromicetelor entomopatogene. Revizuirea informației taxo-
nomice, bazată pe relațiile fi logenetice, a transformat fundamental taxonomia fun-
gilor și a avut efecte profunde asupra multor grupuri taxonomice de micromicete 
entomopatogene.

Utilizarea metodelor molecular-genetice a devenit un lucru obișnuit în micro-
biologie, inclusiv pentru identifi carea fungilor entomopatogeni. Metodele biologiei 
moleculare reprezintă instrumente puternice care facilitează detectarea, identifi ca-
rea/caracterizarea și/sau cuantifi carea ciupercilor microscopice. Analizele molecu-
lar-genetice au, ca tehnologie de bază, reacția de polimerizare în lanț (PCR), precum 
și diferite etape analitice abordate în ciclu complet (Enkerli, Widmer, 2010).

Metodele molecular-genetice pot fi  împărțite în două categorii mari: (1) depen-
dente de cultivare și (2) metode independente de cultivare (Enkerli, Widmer, 2010). 
Pentru prima categorie, analizele moleculare sunt efectuate pe tulpini fungice izola-
te în cultură pură, obținute prin cultivare tradițională, în timp ce analizele molecula-
re independente de cultivare sunt realizate direct (adică fără cultivarea fungilor) pe 
ADN-ul extras din probe de mediu (de exemplu, cadavre de insecte, probe de sol). 
În analizele dependente de cultivare, se studiază două tipuri de bază de locusuri (1) 
gene sau regiuni ADN defi nite (de exemplu, genele ARN ribozomal și spacerii ce 
le fl anchează); și (2), locusuri anonime, regiuni nedefi nite sau gene distribuite în 
cadrul genomului. 

Locusurile anonime, de obicei, sunt amplifi cate simultan (de exemplu, RAPD 
și AFLP), folosind primeri PCR care hibridizează cu regiuni multiple, în timp ce 
pentru prima categorie se folosesc primerii specifi ci pentru fi ecare locus. În cazul 
metodelor independente de cultivare pot fi  folosite doar gene sau regiuni de ADN 
bine defi nite (extract de ADN metagenomic).
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Primerii utilizați pentru a amplifi ca locusuri anonime nu permit distincția ge-
nomurilor individuale prezente în astfel de probe și, prin urmare, nu este posibil 
să se determine originea unui produs PCR particular. Produsele PCR obținute prin 
metode dependente de cultivare, precum și independente de cultivare, sunt analizate 
ulterior, prin aplicarea mai multor proceduri analitice (de exemplu, analiza fragmen-
telor prin electroforeză, clonare sau secvențiere). Aceste proceduri permit detecta-
rea anumitor trăsături distinctive ale secvențelor de ADN, cum ar fi  polimorfi smul 
nucleotidelor sau variația lungimilor fragmentelor de ADN, care reprezintă infor-
mația de bază pentru discriminarea, identifi carea taxonomică și detectarea taxonilor 
fungici individuali (Inglis, Enkerli, Goettel, 2012).

Atât metodele dependente de cultivare, cât și metodele independente de cultiva-
re posedă punctele forte, precum și puncte slabe, și este important ca cercetătorul să 
fi e conștient de meritele relative ale fi ecărei abordări, precum și limitările lor. Este 
important să subliniem faptul că aceste două abordări pot fi  complementare, precum 
și pot fi  selectate în mod prioritar în funcție de problema științifi că la care trebuie să 
ofere răspuns. 

Analizele dependente de cultivare combină metodele moleculare cu metodele 
microbiologice tradiționale. Un avantaj major al analizei dependente de cultivare 
este că cercetătorul deține cultura vie, care este adesea necesară pentru experimente-
le ulterioare (de exemplu, evaluările virulenței). În plus, anumite metode moleculare 
necesită, de asemenea, o cultură viabilă (de exemplu, identifi carea / caracterizarea 
unei anumite tulpini). Aceste analize includ metodele de diagnostic PCR, identifi -
carea bazată pe secvențiere și genotiparea. Abordarea dependentă de cultivare se 
aplică, de asemenea, atunci când se efectuează caracterizarea genetică detaliată a 
fungilor, cum ar fi  analizele fi logenetice, secvențierea genomului și analize funcțio-
nale ale anumitor gene și proteine.

Metodele independente de cultivare pot fi  folosite pentru a detecta speciile și/
sau tulpinile în probele prelevate din mediul ambiant (PCR de diagnostic indepen-
dent de cultivare) și acestea pot fi  aplicate pentru analiza și compararea comunită-
ților fungice. De obicei, fungii se studiază la nivel de fi lum, clasă, de aceea meto-
dele respective nu sunt utilizate pe larg pentru fungii entomopatogeni. Informații 
suplimentare sunt incluse în lucrările Enkerli, Widmer (2010). Avantajul metodelor 
independente de cultivare este viteza sporită de lucru, obținută datorită lipsei necesi-
tății de a izola micromiceta în cultură pură, și, de asemenea, posibilitatea de a studia 
diversitatea fungică în ansamblu.

I. Extragerea ADN-ului genomic

Extragerea efi cientă a ADN-ului genomic este o condiție prealabilă pentru toate 
analizele moleculare ulterioare. Pot fi  folosite mai multe metode de extracție. Pentru 
toate etapele implicate, este esențial ca echipamentul și materialul utilizat (inclusiv 
plasticul și articolele din sticlă) să fi e sterilizate, să nu poarte contaminare cu ADN 
străin sau nucleaze. Acest lucru ar trebui să fi e asigurat de către producător sau, în 
cazul materialelor care sunt reutilizate, acestea trebuie să fi e tratate anterior pentru 
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a se asigura că acestea nu conțin ADN rezidual sau deoxiribonuclează activă. Meto-
dele pentru îndepărtarea ADN rezidual și inactivarea deoxiribonucleazei includ au-
toclavare, înmuierea în înălbitor de 10% (0,525% hipoclorit de sodiu) pentru 30 de 
minute, sau utilizarea unor substanțe disponibile comercial destinate acestui scop. 
Trebuie luate măsuri de precauție pentru a se asigura că materialele sunt bine clătite 
folosind apă purifi cată (Inglis, Enkerli, Goettel, 2012).

1. Omogenizarea. Primul pas în extragerea ADN-ului este omogenizarea celu-
lelor fungice (denumită și distrugere și/ sau liza celulară), folosind metode mecanice, 
chimice și/sau enzimatice pentru a elibera componentele citoplasmatice într-o soluție 
tampon adecvat. De regulă, cantități mari de ADN pot fi  extrase din celulele în faza 
exponențială de creștere, comparativ cu celulele coloniilor bătrâne, care conțin canti-
tăți de ADN redus. ADN-ul este relativ stabil în interiorul celulelor, astfel depozitarea 
pe termen mediu a biomasei fungice, fără impact negativ asupra calității ADN-ului, 
poate fi  realizată la -20°C, deși depozitarea la -80°C este preferabilă. Calitatea și can-
titatea de ADN necesare sunt dependente de metoda/metodele care trebuie aplicate. 
De exemplu, calitatea ADN-ului nu este o problemă pentru PCR de diagnostic, dar 
este o problemă pentru genotipare. Fungii din ordinul Hypocreales conțin cantități 
semnifi cative de chitină în componența peretelui celular. Din acest motiv pentru ex-
tragerea efi cientă a ADN-ului este necesar de utilizat liza mecanică a celulelor. Efi -
cacitatea acestei proceduri poate fi  îmbunătățită prin liofi lizarea prealabilă a biomasei 
fungice. Pot fi  utilizate mai multe metode de omogenizare mecanică (Inglis, Enkerli, 
Goettel 2012). În ceea ce privește acestea din urmă, o strategie frecvent utilizată este 
de a mojara țesutul în azot lichid. Biomasa este de obicei măcinată până la pulbere. 
Azotul lichid favorizează procesul de liză celulară și asigură reducerea acumulării 
căldurii la minimum care poate provoca fragmentarea ADN. Acumularea de căldură 
în timpul extracției este o problemă deosebită în cazul utilizării altor metode precum 
bile din sticlă sau oțel, adăugate în tubul cu biomasă și determinate să oscileze rapid. 
Pentru a evita aceste riscuri este necesar de redus timpul de oscilație și de menținut 
tuburile la temperaturi joase. Liza mecanică este adesea urmată sau combinată cu o 
liză chimică a celulelor. Această etapă presupune incubarea biomasei într-o soluție 
de lizare conținând reactivi, cum ar fi  dodecil sulfat de sodiu (SDS), bromură de 
cetiltrimetilamoniu (CTAB) sau fenol. Deseori, în multe protocoale sunt incluse me-
tode enzimatice (de exemplu, proteinaza K, chitinază) care facilitează liza celulară și 
eliberarea ADN-ului. Pentru a facilita extracția acizilor nucleici de înaltă calitate au 
fost folosiți protoplaști de fungi obținuți din miceliu tânăr (St Leger, Wang, 2009). 
Probele din mediu sunt omogenizate în prezența unei soluții tampon potrivite prin 
aplicarea procedurilor mecanice, chimice sau enzimatice în mod individual sau în 
combinație. Procedurile mecanice implică măcinare (de exemplu, folosind un mojar 
cu pistil), congelare/decongelare, și/sau sonicare. Solul are o compoziție chimică și 
fi zică extrem de complexă și protocoalele optimizate pentru un tip de sol pot să nu 
fi e efi ciente pentru extracția ADN-ului dintr-un alt tip de sol (Frostegard et al., 1999; 
Kabir et al., 2003). Pentru probele prelevate din mediu, la etapa de liză celulară 
trebuie să ținem cont de sursa din care vom extrage ADN (spori, miceliu) (Castrillo 
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et al., 2007). Efectuarea de extracții succesive din același eșantion poate fi , de ase-
menea, necesară, deoarece acest lucru poate duce la extracția ADN-ului mai efi cient 
(Feinstein, Sul, Blackwood, 2009; Inglis, Enkerli, Goettel, 2012). 

2. Purifi carea ADN. După terminarea etapei de omogenizare, ADN-ul trebuie 
să fi e purifi cat din extractul brut. În această etapă, fragmentele peretelui celular, li-
pidele și proteinele sunt eliminate prin aplicarea unor tehnici, cum ar fi  centrifugare, 
extracție cu fenol/cloroform, utilizarea unor coloane de purifi care și/sau precipita-
re (de exemplu, cu acetat de potasiu, etanol, izopropanol, și/sau polietilen glicol). 
ARN-ul poate fi  îndepărtat prin adăugarea ARN-azelor la extractul ADN brut sau 
purifi cat. Există kituri disponibile comercial care pot fi  folosite pentru a extrage 
ADN fungic (de exemplu, Qiagen DNeasy Plant Mini Kit, Qiagen Inc; NucleoSpin 
Plant II MacheryeNagel Inc).

Mulți cercetători aleg să utilizeze kituri comerciale din motive logistice (de 
exemplu, ușurință și consistență), precum și din cauza posibilității de adaptare a 
unor astfel de kituri de extracție la metodele automatizate. Dezavantajul principal 
al folosirii kiturilor comerciale este costul ridicat. Cu toate acestea, reducerea volu-
mului de lucru economisește timpul și compensează de multe ori costul mai ridicat 
al acestora. Odată ce ADN-ul a fost extras, se recomandă să fi e evaluat privind ca-
litatea și cantitatea.

Un nivel înalt de purifi care a ADN este necesar în cazul extragerii ADN din 
probele de mediu, deoarece realizarea reacției PCR folosind acest ADN poate fi  o 
provocare datorită prezenței substanțelor care pot inhiba reacția. În ADN-ul extras 
din probe de sol, în cazul unei purifi cări insufi ciente, apar frecvent compuși polife-
nolici, humici, fulvici și acizii tanici, precum și alte materiale inhibitoare. Pentru a 
evita aceste probleme, pot fi  folosite diverse strategii precum: 

1) diluția ADN,
2) proceduri de purifi care adițională,
3) reducerea la minimum a efectului inhibitorului în timpul PCR folosind adi-

tivi chimici. Cea mai simplă strategie utilizată este de a dilua ADN-ul (Arbeli, Fu-
entes, 2007). Cu toate acestea, strategia poate fi  folosită numai în cazurile în care 
concentrația țintă nu este limitativă. Diverse metode pot fi  folosite pentru a purifi ca 
ADN post-extracție. Acestea includ precipitarea ADN cu izopropanol sau polieti-
lenglicol 8000, urmată de îndepărtarea compușilor inhibitori rămași în faza lichidă. 
Alte metode includ purifi carea prin centrifugare în coloane, bazată pe microfi ltrare 
(Widmer et al., 1999), legarea ADN de membrane cu siliciu (Schneider et al., 2011) 
și alte metode (Inglis, Enkerli, Goettel, 2012). O varietate de sisteme de extragere a 
ADN în coloane sunt disponibile comercial, precum și o serie de kituri de extragere 
a ADN folosesc sistemul de purifi care pe coloane.

Extragerea acizilor nucleici din materialul experimental cu ajutorul kit-ului 
de extragere a ADN-ului genomic, DNeasy Plant Mini Kit (QIAGEN)

Pentru procedura de  extragere a ADN au fost utilizate tulpini fungice izolate 
din corpul insectelor S. lineatus, H. postica și P. apricans. Au fost utilizate 100 mg 
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de cultură fungică, fi ind omogenizate în mojar cu adăugare de azot lichid până la 
obținerea unei pulberi fi ne. Omogenizatul a fost transferat într-un tub Eppendorf 
de 2 ml pentru evaporarea azotului, evitând dezghețarea materialului biologic. La 
omogenizat au fost adăugate 400 μl AP1 Buff er și 4 μl ARN-aza A (100 mg/ml) și 
vortexate minuțios. Amestecul obținut a fost incubat la 65°C timp de 10 min., inver-
sând de 2-3 ori tuburile.

Această etapă asigură lizarea celulelor. La amestecul de lizare s-au adăugat 
130 μl AP2 Buff er cu incubare pe gheață timp de 5 min. Această procedură asigură 
precipitarea detergenților, a proteinelor și polizaharidelor. Lizatul a fost centrifugat 
timp de 5 min. la 14 mii rot./min. Supernatantul a fost transferat într-o coloană 
QIAshredder mini, plasată într-un tub de colectare de 2 ml și centrifugat timp de 
2 min. la 14 mii rot./min. pentru înlăturarea debrisului celular. Faza fi ltrată a fost 
transferată atent într-un tub nou. La această etapă, se obțin 450 μl de soluție ce 
conține ADN. Au fost adăugate 675 μl de Buff er AP3/E, amestecând prin pipetare. 
Ulterior, 650 μl de amestec au fost transferate într-o coloană DNeasy mini, plasată 
într-un tub de colectare și centrifugate la ≥ 8000 rot./min. Filtratul a fost înlăturat atent 
și procedura a fost reluată utilizând amestecul rămas. Ulterior, coloana DNeasy mini a 
fost plasată într-un tub de colectare nou, adăugând 500 μl Buff er AW și centrifugând 
timp de 1 min. la 8 mii rot./min. Filtratul a fost înlăturat atent, au fost adăugate din nou 
500 μl Buff er AW și amestecul a fost centrifugat timp de 2 min. la 14 mii rot./min.

ADN-ul purifi cat a fost eluat din coloana Dneasy, utilizând soluția AE Buff er 
sau apă sterilă deionizată. Rezultate optimale au fost înregistrate în cazul unei eluări 
repetate. Coloana DNeasy mini a fost transferată într-un tub de microcentrifugare 
și adăugate 100 μl AE Buff er (10 mM Tris·Cl; 0,5 mM EDTA; pH 9,0.) direct pe 
membrana Dneasy. Incubată timp de 5 min. la temperatura camerei (15-25°C) și 
centrifugată timp de 1 min. la 8000 rot./min. Volumul eluat a fost de 100 μl soluție 
ce conține ADN.

II. Verifi carea calității și cantității ADN

Acest lucru poate fi  realizat prin electroforeză într-un gel de agaroză, folosind 
Ladder și soluție tampon și colorarea ulterioară și vizualizarea ADN-ului. De obicei, 
pentru a vizualiza ADN se folosește bromura de etidiu, colorant de intercalare. Bro-
mura de etidiu este un mutagen puternic, de aceea metodele moderne propun folo-
sirea unor coloranți netoxici, cum ar fi  un marker potrivit (de exemplu, lambda-Hi-
ndIII ADN GelRed (Biotium, Inc.) sau SYBR Green (Molecular Probes, Invitrogen 
Life Science). ADN de înaltă calitate apare în gel ca o singură bandă genomică cu 
greutate moleculară mare, în timp ce ADN-ul fragmentat apare ca mai multe benzi 
de greutate moleculară mai mică. Cel mai des, cantitățile de ADN sunt estimate prin 
electroforeză în gel de agaroză. 

 În studiile realizate, cantitatea de ADN a fost estimată vizual prin electroforeză 
în gel de agaroză de 1,5% (1,5 g agaroză, 100 ml soluție tampon Tris-Acetat-EDTA 
TAE 1x, 3 μl bromură de etidiu) timp de 30 min., la 150 V, 100 A, 1x. Pentru pre-
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pararea 1 l de soluție tampon TAE 50x au fost necesare 242 g baza Tris 57, 10 ml 
acid acetic glacial, 100 ml 0,5M EDTA pH 8,0 şi H2O distilată până la 1 l. În calitate 
de colorant a fost folosit Loading Dye. Gelul a fost vizualizat sub UV la 264 nm, în 
camera de vizualizare.

Totuși există și alte metode de estimare a ADN. De exemplu, concentrația de 
ADN poate fi  estimată folosind un spectrofotometru sau fl uorometru (de exemplu, 
NanoDrop), sau prin utilizarea de electroforeză capilară (de exemplu, QIAxcel).

După extragere, ADN-ul ar trebui să fi e depozitat la -20°C, evitând cicluri re-
petate de îngheț-dezgheț. De obicei, concentrațiile mari de ADN sunt mai stabile la 
păstrare decât ADN diluat.

III. PCR

PCR este o metodă avansată care permite identifi carea și caracterizarea fungilor 
entomopatogeni. PCR de diagnostic reprezintă aplicarea PCR pentru a amplifi ca o 
secvență specifi că a ADN, caracteristică pentru taxonul în cauză (în așa fel că amp-
lifi carea ADN are loc doar în cazul extragerii ADN de la specia țintă. De obicei PCR 
de diagnostic este utilizat la nivelul speciei, dar detecția la nivel de subspecie (Entz, 
Johnson, Kawchuk 2005) sau subgen (Schneider et al. 2011) poate fi , de asemenea, 
posibilă.

Locusurile țintă pentru PCR de diagnostic fi e sunt locusuri unice pentru taxonul 
selectat (de exemplu, nu sunt prezente în taxonii non-țintă) sau, în majoritatea cazu-
rilor, sunt loci care sunt conservați la diferite niveluri între taxonii înrudiți sau chiar 
toate micromicetele. Pentru ca un locus conservat să fi e efi cient aplicat în cadrul 
PCR de diagnostic, acesta trebuie să conțină regiuni variabile în preajma regiunilor 
conservate, care permit discriminarea între taxonul țintă și taxonii non-țintă și care 
furnizează signaturi de secvențe de ADN taxon-specifi ce. Pentru PCR de diagnostic, 
primerii sunt proiectați astfel încât hibridizarea lor are loc doar la secvențe speci-
fi ce, permițând astfel amplifi carea taxon specifi că a locusului conservat. Genele 
ARN ribozomal și regiunile fl anchate (adică spacerii interni transcriși ITS și re-
giunile intergenice) sunt exemple de astfel de loci (fi gura 2.8). Pentru dezvolta-
rea PCR de diagnostic, descoperirea sau identifi carea secvențelor țintă este de o 
importanță majoră. Locusurile unice pot fi  identifi cate folosind tehnici, cum ar fi  
RAPD sau AFLP. O altă metodă frecvent utilizată pentru a identifi ca sau caracte-
riza fungii entomopatogeni este de a secvenția loci conservate (uneori, de aseme-
nea, denumite gene fi logenetice, din cauza utilizării lor în analizele fi logenetice), 
precum și pentru a compara secvențele obținute cu secvențe de referință. Locusu-
rile țintă ar trebui să conțină regiuni conservate, precum și regiuni variabile. Re-
giunile conservate pot fi  folosite ca „ancore” pentru alinierea secvențelor (pentru 
a garanta că secvențele omoloage sunt comparate), în timp ce regiunile variabile 
furnizează diferențe (polimorfi sm) care permit discriminarea taxonomică (Inglis, 
Enkerli, Goettel, 2012). Spre deosebire de PCR de diagnostic, primerii sunt pro-
iectați în așa fel încât să hibridizeze cu regiunea conservată a genei specifi ce, 
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permițând utilizarea acelorași primeri pentru a amplifi ca același locus la taxonii 
înrudiți. În urma amplifi cării, ampliconul poate fi  secvențiat folosind metoda San-
ger și un analizator genetic. În funcție de condițiile și reactivii chimic utilizați (de 
exemplu, tipul de polimer), pot fi  secvențiate fragmente de 800-1000 nucleotide. 
Astfel, regiunile amplifi cate în scopul identifi cării, în caz ideal, trebuie să fi e mai 
scurte de 800 de nucleotide în lungime, din motive practice (se cere numai o re-
acție de secvențiere și nu este necesar să se genereze secvențe consensus) (Inglis, 
Enkerli, Goettel, 2012). Dacă este necesar de secvențiat fragmente mai lungi, sunt 
necesare mai multe reacții de secvențiere decalate, iar cercetătorul trebuie să ge-
nereze ulterior un numărător (formează un set continuu de segmente de ADN din 
aceeași genă ce se suprapun), folosind un software adecvat, cum ar fi  Sequencher 
(Gene Codes Corporation) sau Geneious (Biomatters Ltd).

Genele ARNr și regiunile fl ancate sunt locusurile cel mai frecvent vizate pentru 
identifi carea fungilor entomopatogeni în baza secvențierii ADN. Cu toate acestea, 
pot fi  utilizați și alți loci precum gena pentru subunitatea mare a ARN polimerazei 
II (RPB1), a doua subunitate (RPB2), factorul de elongație 1-α (EF-1α) sau β-tu-
bulină. Odată ce secvența țintă a fost obținută, ea poate fi  comparată cu secvențele 
de referință pentru a permite identifi carea sau caracterizarea micromicetei (Inglis, 
Enkerli, Goettel, 2012). 

Odată cu secvențierea întregului genom al speciilor de ciuperci, este posibil 
de a identifi ca, de asemenea, astfel de locusuri folosind analiza comparativă ge-
nomică. Pentru a identifi ca locusurile conservate, trebuie de efectuat o analiză 
comparativă a mai multor taxoni. Prin urmare, este necesar de depus un efort con-
siderabil pentru extinderea aplicațiilor metodei PCR de diagnostic. De asemenea 
proiectarea unor primeri efi cienți este o etapă critică care necesită investigații su-
plimentare. Neajunsul metodei PCR de diagnostic este cerința absolută de a eva-
lua cât mai multe tulpini cât este posibil logistic, pentru a crea primeri specifi ci. 
La efectuarea PCR de diagnostic, se folosește proba martor pozitiv (amplifi carea 
utilizând ADN al unei tulpini identifi cate deja) și negativ (adică amestec de reac-
ție în care lipsește ADN). Sensibilitatea (adică limita de detecție) a PCR este, de 
asemenea, importantă, dar acest lucru nu este o problemă atât de mare pentru ana-
liza dependentă de cultivare, deoarece ADN matriță este de obicei disponibil în 
cantități sufi ciente. Optimizarea PCR trebuie să fi e abordată într-un mod metodic, 
verifi când fi ecare etapă (Inglis, Enkerli, Goettel, 2012). Pentru a reduce impactul 
substanțelor inhibatoare asupra reacției PCR în amestecul de reacție pot fi  adăuga-
te substanțe chimice. Frecvent utilizată în acest sens este albumina serică bovină 
(BSA, Comey et al., 1994), care încorporează substanțele inhibitoare și, astfel, 
reduce efectele substanțelor inhibitoare asupra ADN polimerazei. La extragerea 
ADN-ului din substraturile complexe este puțin probabil ca toți inhibitorii PCR 
să fi e complet eliminați. De aceea, este foarte important să evităm interpretarea 
unor rezultate fals negative, atunci când se aplică PCR de diagnostic, precum și 
să stabilim gradul de inhibare. Inhibarea poate fi  cuantifi cată prin qPCR și analize 
statistice (Schneider et al., 2011).



44 Anna MOLDOVAN, Natalia MUNTEANU-MOLOTIEVSKIY, Ion TODERAȘ

PCR de diagnostic independent de cultivare în etapele sale de bază este iden-
tic cu cel dependent de cultivare. Principala diferență între cele două abordări este 
aceea că, în PCR de diagnostic independent de cultivare, cantitatea de ADN țintă 
este mică și este o parte dintr-un extract de ADN complex, (extract de ADN meta-
genomic), în timp ce în PCR de diagnostic dependent de cultivare, ADN-ul matriță 
(obținut din cultura pură) nu este limitat. Pasul esențial este de a dezvolta un PCR de 
diagnostic dependent de cultivare, care ulterior este adaptat pentru diagnosticare in-
dependentă de cultivare. La elaborarea procedeelor de lucru urmează să se țină cont 
de complexitatea ADN extras (Inglis, Enkerli, Goettel, 2012; Landa et al., 2015). 
Acest lucru poate fi  realizat prin evaluarea și compararea produselor cationice ob-
ținute din probe de ADN (ADN metagenomic) conținând țintă și / sau cu mostre de 
ADN (ADN) metagenomic intercalat cu ADN a taxonului țintă. PCR-diagnostic 
independent de cultivare pentru detectarea taxonilor țintă în probele de mediu, cum 
ar fi  solul sau insectele, au fost dezvoltate pentru diverse micromicete entomopato-
gene. Acestea includ detectarea M. acridum și B. brongniartii la nivelul speciei, B. 
bassiana (Castrillo, Griggs, Vandenberg, 2008; Bell et al., 2009), M. acridum (Bell 
et al., 2009), și M. anisopliae var. anisopliae (Destefano et al., 2004), la nivel de 
sub-specii, și Metarhizium clade 1, care include cele șase specii M. majus, M. gui-
zhouense, M. pingshaense, M. anisopliae, M. robertsii și M. brunneum la nivel de 
subgen (Schneider et al., 2011).

 Protocolul de amplifi care a fragmentelor ADN polimorfi ce (PCR), utilizat în 
cercetare

Amplifi carea fragmentelor de ADN a fost realizată  cu utilizarea a două perechi 
de primeri (fi gura 2.8, tabelul 2.3).

Tabelul 2.3. Primerii utilizați pentru identifi carea tulpinilor fungice

Nr. 
d/o

Denu-
mire

primer

Succesiunea 
nucleotidică

Porțiunea de 
ADN amplifi cată

Lungimea 
fragmentu-
lui de ADN 
amplifi cat

Autor

 1. ITS4 5′ TCC TCC GCT TAT 
TGA TAT GC 3′

 spacer-ul tran-
scriptibil şi por-
țiunea de genă 
care codifi că 
ARNr 5,8S

570-590 pb  White 
et al. 
1990

ITS5 5′ CAA GGC ATC CAC 
CGT 3′

2. NS5 5′AAC TTA AAG GAA 
TTG ACG GAA G 3′

 gena ce codifi că 
ARNr 18S

310 pb White 
et al. 
1990NS6 5′ GCA TCA CAG ACC 

TGT TAT TGC CTC 3′
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Fig. 2.8. Reprezentarea schematică a cluster-ului genelor ARNr 
la fungii entomopatogeni din ordinul Hypocreales 

Acesta este format din genele ARNR 5.8S, 28S, 18S și spacerii interni trancsriși 
(ITS1 și ITS2) care fl anchează genele. De asemenea sunt reprezentate și situs-urile 
de aliniere a primerilor.

Amestecul de reacție pentru fi ecare probă (10 μl) a fost compus din:
o dd H2O   8,1 μl;
o PCR Buff er 10 x 1,0 μl;
o dNTP 5 mM  0,2 μl;
o Primer 1  0,05 μl;
o Primer 2  0,05 μl;
___________________________________
o RedHot polymerase 0,1 μl;
o ADN testat  0,5 μl (≈0,1μg/ml).

Amplifi carea ADN s-a realizat în a mplifi catorul automat T1 Plus Thermocycler 
Biometra în următoarele regimuri termice:

1. 94°C   pauză
2. 94°C   2:00 min.
3. 94°C   0:30 min.
4. 55°C   0:30 min.  }    34 de cicluri
5. 72°C   2:00 min.
6. 72°C   5:00 min.  1 ciclu
7. 4°C   pauză

După amplifi care, produsele PCR trebuie să fi e analizate prin electrofore-
ză sau secvențiere. Majoritatea laboratoarelor utilizează electroforeza în gel de 
agaroză (de exemplu, 1% TAE-agaroză) și ADN-ul colorat cu bromură de etidiu 
sau coloranți alternativi (SybrTM Green) pentru a vizualiza ADN-ul sub razele 
ultraviolete (UV).

Dimensiunea ampliconilor se constată în raport cu un marker corespunzător (de 
exemplu, Smart Ladder). Electroforeza capilară poate fi  o alternativă bună pentru 
electroforeză în gel de agaroză (de exemplu, QIAxcel). Această tehnică poate redu-
ce timpul și forța de muncă în timpul manipulării probelor multiple, livra imaginea 
ampliconilor automat, și de a salva datele într-un format electronic. Dacă PCR are 
ca rezultat o singură bandă, produsul PCR poate fi  purifi cat folosind un kit comercial 
(de exemplu, un kit de curățare PCR pentru a îndepărta excesul de primeri, nucleoti-
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de, ADN polimeraza și săruri) și secvențiat direct. În cazul în care rezultatul reacției 
PCR sunt mai multe benzi, banda de interes poate fi  excizată și purifi cată utilizând 
un kit comercial. Banda se taie folosind un bisturiu steril purifi cat de ADN și se pla-
sează într-un tub pentru microcentrifugare. Personalul trebuie să poarte echipament 
de protecție și o mască de protecție pentru această procedură. Ampliconii purifi cați 
pot fi  secvențiați direct sau indirect. În cazul metodelor indirecte, ADN este clonat 
folosind un vector plasmidic pentru transformarea E. coli, crescută apoi pe medii 
selective. ADN plasmidial este izolat și secvențiat.

IV. Purifi carea produsului PCR

P urifi carea produsului PCR este necesară pentru a asigura succesul etapei de 
secvențiere a acestuia. Purifi carea produsului PCR poate fi  efectuată cu diverse kit-
uri, de exemplu setul de reagenți Mini Elute PCR Purifi cation Kit (QIAGEN). La 1 
volum de produs PCR se adaugă 5 volume de soluție PB Buff er și se amestecă. Nu 
este necesar de a înlătura uleiul mineral sau petrolul lampant. Dacă soluția tampon 
PB conține indicator al pH -ului, se verifi că ca culoarea amestecului să fi e galbenă. 
În caz contrat adăugăm 10 μl de acetat de sodiu, 3M, pH 5,0. Pentru a lega ADN, 
amestecul obţinut a fost transferat într-o coloană MinElute, plasată într-un tub de 
colectare de 2 ml şi centrifugat timp de 1 min. Filtratul a fost înlăturat. Coloana Mi-
nElute a fost plasată în același tub de colectare, au fost adăugate 750 μl de PE Buff er 
şi tuburile au fost centrifugate timp de 1 min. pentru a spăla ADN. Filtratul a fost 
vărsat și tuburile au fost centrifugate adițional timp de 1 min. la viteză maximală. 
După centrifugare, coloana MiniElute a fost plasată într-un tub nou de microcentri-
fugare de 1,5 ml.

Pentru a elua ADN pe centrul membranei, au fost adăugate 10 μl de soluție 
EB Buff er (10 mM Tris·Cl, pH 8,5) sau apă deionizată, sterilă, tubul a fost lăsat 
în repaus timp de 1 min., apoi centrifugat timp de 1 min. Important este ca soluția 
de eluare să fi e picurată direct în centrul membranei. Eluarea maximă se obține 
la pH 7-8,5. ADN-ul poate fi  eluat de asemenea în soluție-tampon TE (10 mM 
Tris·Cl, 1 mM EDTA, pH 8,0), însă EDTA poate să inhibe reacțiile enzimatice 
ulterioare.

V. Secvențierea produselor PCR

S ecvențierea produselor PCR cel mai frecvent este realizată prin metoda dide-
oxi-terminală (metoda Sanger). Esenţa metodei dideoxi-terminale constă în introdu-
cerea în amestecul de reacție a unor dideoxi-nucleotide, incapabile de a forma legă-
turi fosfo-diesterice cu alte nucleotide. La inserarea acestor nucleotide în lanțul nou 
sintetizat de ADN, elongarea este stopată. În rezultat se obțin fragmente de ADN 
care diferă în lungime cu câte un nucleotid. La electroforeză cel mai scurt fragment 
care conține un dideoxi-nucleotid va migra primul. În continuare aparatele de detec-
ție înregistrează nucleotidul marcat ca primul din succesiunea fragmentului ADN. 
Metoda Dye-terminator constă în utilizarea dideoxi-nucleotidelor marcate fl uores-
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cent, care emit lumină de lungimi de undă diferite. Acest lucru permite secvențierea 
fragmentului de ADN într-o singură reacție, comparativ cu patru reacții necesare în 
cazul utilizării nucleotidelor marcate radioactiv. În cercetările prezentate secvenți-
erea a fost realizată utilizând kit-ul ABI PRISM TM Dye Terminator Cycle Ready 
Reaction, AmpliTaq® DNA Polymerase (Perkin-Elmer) şi analizatorul genetic ABI 
PRISM TM 3100 Genetic Analyser (Applied Biosystems). Secvențierea regiunilor 
ITS și a porțiunilor din gena ARNr 18S, amplifi cate și purifi cate, a fost realizată în 
SeqLab GmbH, Germania.

VI. Analiza succesiunilor nucleotidice

Cea mai simplă formă de analiză este de a aplica Local Alignment Search Tool 
pentru a compara secvențele de nucleotide (BLAST, Altschul et al., 1990, 1997) 
din bazele de date de secvențe, cum ar fi  GenBank (NCBI). Această analiză preia 
secvențele cele mai similare prezente în baza de date. Numele asociate cu aceste 
secvențe permit în mod ideal, identifi carea organismului care face obiectul anche-
tei sau pot furniza cel puțin numele speciilor înrudite. Cu toate acestea, succesul 
identifi cării depinde de acuratețea informațiilor prezente în baza de date, iar cer-
cetătorul trebuie să examineze întotdeauna atât informațiile din cadrul NCBI, cât 
și din alte baze de date genetice din perspectivă critică. Analizele mai informative 
implică aplicarea unor algoritmi fi logenetici pentru a obține gradul de înrudire (de 
exemplu, folosind PHYLIP, PAUP, Bionumerics etc.) între secvențele de referință 
selectate și secvența organismului investigat. Secvențele de referință pot fi  obținute 
din baza de date NCBI. Totodată, este de dorit de a crea propria bază de date de 
secvențe.

Prima etapă este alinierea secvențelor, folosind un algoritm adecvat (de exem-
plu, Clustal W), și apoi editarea manuală a alinierii (de exemplu, aplicații precum 
BioEdit, GeneDoc, CodonCode). Analizele fi logenetice pot fi  realizate utilizând di-
feriți algoritmi, cum ar fi  Maximum Parsimony, Maximum likelihood, Bayesian 
phylogenetic inference, și metodele bazate pe distanța dintre matrici. Această din 
urmă metodă (de exemplu, Neighbor-joining) este utilizată mai frecvent, deoare-
ce este computațional mai puțin complicată. Una dintre aplicațiile cu acces gratuit 
frecvent utilizate este MEGA (Kumar, Stecher, Tamura, 2016). Rezultatele acestor 
analize sunt reprezentate sub forma de arbori fi logenetici. Distanța dintre ramurile 
interne ale arborelui poate fi  obținută prin analiza bootstrap. În cele din urmă, este 
important ca secvența de date generată și verifi cată în astfel de analize să fi e pusă la 
dispoziția comunității științifi ce, și depozitată în baze de date internaționale. Crește-
rea cantității de informație în bazele de date reprezintă un pas crucial, deoarece baza 
de date se îmbunătățește în mod constant, facilitând proiectarea de primeri specifi ci 
pentru identifi carea și caracterizarea fungilor. 
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2.4 . Caracterizarea tulpinilor fungice
2.4.1. Estimarea susceptibilității insectelor țintă la infecția 

cu tulpinile fungice potențial patogene

Estimarea activității insecticide este de o importanță crucială pentru rezultatul de 
succes. Pasul inițial al oricărui experiment este de a stabili obiectivul(ele) și de a formu-
la ipoteze de testat (de exemplu, ipoteza nulă). Este important ca atributele concomiten-
te ale testului biologic (de exemplu, parametrii variabili ai mediului) să fi e pertinente și 
să fi e luate în considerare în raport cu obiectivele și designul experimentului. Odată ce 
ipotezele au fost formulate, tratamentele și un design adecvat sunt selectate pentru a răs-
punde la întrebările puse. Designul statistic folosit ar trebui să fi e cel mai simplu design 
care oferă un nivel acceptabil de precizie fără a compromite posibilitatea de a reprodu-
ce rezultatele. Randomizarea și replicarea corespunzătoare sunt fundamentale pentru 
proiectarea experimentală adecvată. Prin urmare, este de sarcina cercetătorului să se 
asigure că repetițiile reprezintă unități independente. Analiza varianței (ANOVA) este 
frecvent utilizată pentru a evalua impactul fungilor entomopatogeni asupra insectelor.

Pregătirea inoculului.  Pentru a pregăti inoculul, conidiile au fost recoltate de pe 
suprafața mediului și transferate cu ajutorul ansei microbiologice sterile într-un tub de 
1,5 ml ce conținea 0,5 ml de apă distilată sterilă. Masa de conidii a fost agitată ușor ma-
nual (prevenind eliberarea conidiilor în aer). Pentru a suspenda uniform conidiile hidro-
fobe în apă, au fost folosite metode de suspensie mecanică, fără a provoca deteriorarea 
celulelor. Ulterior, micropistilul a fost atașat la motor și suspensia a fost agitată viguros 
cu deplasarea pistilului pe verticală și orizontală timp de cca 30 s. La suspensia obținută 
au fost adăugat suplimentar 0,5 ml apă distilată sterilă. Conidiile recent recoltate din-
tr-un mediu agarizat pot fi  rehidratate prin plasare directă în apă cu luarea unor măsuri 
de precauție. Îmbibarea rapidă a apei de conidiile deshidratate poate deteriora mem-
branele celulare. Acest lucru poate fi  evitat prin utilizarea apei calde (33°C) sau prin 
rehidratarea prealabilă în condiții de umiditate ridicată (Inglis, Enkerli, Goettel, 2012).

Cuantifi carea conidiilor în inocul.  Cuantifi carea numărului de propagule per 
unitate de volum a fost realizată cu utilizarea hemocitometrului (camera Goreaev). 
Suspensia apoasă ce conține propagule a fost centrifugată și aproximativ 10 μl au 
fost transferate în camera hemocitometrului. Pentru a asigura sedimentarea conidiilor, 
hemocitometrul a fost plasat în poziție orizontală timp de aproximativ 5 min. evitând 
evaporarea excesivă a apei. Conidiile fungice au fost numărate în 5 pătrate mari, di-
vizate în 16 mici (total 80 pătrate mici) situate pe diagonală. Volumul unui pătrat mic 
este de 0,00025 mm3 (μl) = 1/4000 mm3 (μl). Pentru a evita numărarea dublă a conidi-
ilor unei celule i-au fost atribuite doar conidiile care intersectează sau ating laturile de 
sus și din stânga. Numărul de propagule a fost calculat conform formulei (2.1):

 
C =

 N × d × 4 × 106       ____________                                                 80                                         (2.1)

unde:  C este concentrația propagule/ml,
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 N – numărul de propagule în 80 de pătrate mici ale camerei Goreaev,
 d – diluția suspensiei.

A fost calculat numărul mediu de propagule per pătrat și deviația standard. 
Cuantifi carea a fost validată, dacă valoarea deviației standard a fost de maxim 10-
15% din valoarea medie.

Suspensia inițială a fost diluată pentru a obține concentrația dorită cu ajutorul 
formulei (2.2):

C1·V1 = C2·V2                                               (2.2)

unde: C1 este concentrația inițială,
 V1 – volumul necesar pentru diluarea suspensiei,
 C2 – concentrația dorită,
 V2 – volumul fi nal dorit.

Evaluarea viabilității conidiilor. Deoarece metoda hemocitometrului nu face 
distincție între conidiile viabile și non-viabile, pentru a ajusta dozele utilizate în tes-
te a fost determinată viabilitatea conidiilor. De asemenea a fost evaluată viabilitatea 
conidiilor după păstrarea timp de ~ 90 de zile a tulpinilor la diferite temperaturi, 
valori ale pH, salinitate ș.a. Rezultatele au fost obținute în termen de 24 de ore.

Astfel, 100 μl suspensie de conidii ce conținea 106 conidii a fost distribuită uni-
form pe suprafața cutiei Petri cu diametrul de 90 m ce conținea mediu PDA steril. 
Conidiile au fost incubate la întuneric, la temperatura de 25ºC timp de 24 h. Conidi-
ile au fost considerate viabile, dacă lungimea tubului germinativ a fost de două ori 
mai mare decât diametrul acestora. Pentru specia B. bassiana, umfl area vizibilă a 
conidiilor germinate a fost utilizată ca semn al viabilității. Au fost enumerate 200 de 
conidii. Viabilitatea conidiilor a fost determinată conform formulei (2.3):

R =
  N       __ × 100%                                     T                                               (2.3)

unde:  R este viabilitatea/rata de germinare,
 N – numărul de conidii ce au germinat,
 T – numărul total de conidii enumerate.

Metoda a fost reluată în 3 repetiții pentru fi ecare tulpină fungică. P entru a cal-
cula numărul de spori viabili per unitate de volum, cantitatea de conidii/ml determi-
nată cu ajutorul hemocitometrului a fost multiplicată cu valoarea ratei de germinare.

Testarea activității insecticide a tulpinilor fungice în condiții controlate.  În 
scopul cercetării susceptibilității dăunătorilor țintă la infecția cu tulpinile fungice 
cu potențial entomopatogen și selectării celei mai active tulpini au fost pregătite 
suspensii cu concentrația de 109 spori/ml din fi ecare tulpină fungică identifi cată ca 
aparținând genului Beauveria și Isaria. În experiențe au fost utilizate exemplare 
adulte din speciile Sitona lineatus, Hypera postica și Protapion apricans. Insectele 
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au fost inoculate indirect la suprafața tegumentului.  În calitate de martor a fost uti-
lizată soluţia de apă distilată sterilă. 1 ml de inocul a fost aplicat pe hârtie de fi ltru 
sterilă plasată în cutii Petri sterile. Ulterior în fi ecare cutie Petri au fost plasate câte 
10 exemplare din fi ecare specie de insectă. Insectele au fost lăsate să se deplaseze 
pe suprafața hârtiei de fi ltru timp de 1 h pentru a intra în contact cu sporii fungici 
(Watson et al., 1995). 

D upă inoculare, insectele au fost incubate câte 10 în cuști cu lucernă proaspătă, 
la temperatura camerei de 25±1ºC și durata zilei de 14 h. Verifi carea mortalității a 
fost efectuată fi ecare 24 de ore. Cadavrele insectelor au fost îndepărtate înainte ca 
micromiceta să sporuleze pentru a preveni transmiterea orizontală. Ulterior, cuștile 
au fost spălate, sterilizate, iar lucerna a fost schimbată. Pentru a confi rma că moartea 
insectelor a fost cauzată de infecția fungică, cadavrele au fost plasate în eprubete 
sterile cu dop de bumbac în condiții de umiditate sporită urmărind dezvoltarea mice-
liului. Pentru a urmări respectarea postulatelor lui Koch, fungii au fost inoculați pe 
mediu nutritiv PDA steril și confi rmată identitatea prin analiza microscopică.

M ortalitatea insectelor a fost calculată folosind formula lui Abbott (1925).  Mor-
talitatea insectelor cauzată de tulpina fungică (exprimată în procente) este (2.4):

   
R =

 C – T       ____ × 100%                                        C                                             (2.4)

unde:  P este procentul estimat al insectelor ucise doar de patogen,
 C – numărul de insectele vii în tratamentul de control,
 T – numărul insectelor care au supraviețuit după tratament.

2.4.2. Determinarea activității insecticide a tulpinilor selectate

În scopul stabilirii corelației doză-timp-mortalitate pentru tulpinile fungice care 
au demonstrat activitate insecticidă sporită, a fost pregătită o serie din cinci diluții 
ale culturii tulpinii în apă distilată sterilă cu pasul 10. În calitate de martor a fost uti-
lizată apa distilată sterilă. Insectele au fost inoculate conform metodei descrise mai 
sus. Pentru fi ecare concentrație au fost folosite câte 10 exemplare adulte din speciile 
Sitona lineatus și Hypera postica. Experiențele au fost realizate în 3 repetiții.

A ctivitatea biologică a tulpinilor exprimată în LC50 a fost calculată după for-
mula lui Spearman-Karber în valorile concentrației de spori în diluții ale culturilor 
fungice (Rath 2011) (2.5):

  log 10LC50 = log 10Cm – δ(ΣL-0,5)                                                         (2.5)

unde: Cm este concentrația maximală, δ – logaritm zecimal din raportul dintre con-
centrația precedentă și concentrația următoare testată, (2.6)

 
L =

 (ρ0 – ρk)       _______                                      (1 – ρk)                                                 (2.6)
unde: ρ0 este raportul de insecte moarte în lotul experimental,
 ρk – raportul de insecte moarte în lotul martor.
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2.4.3. Caracterizarea particularităților de creștere și dezvoltare a 
tulpinilor fungice cu activitate insecticidă sporită în diferite 
condiții ale mediului ambiant

P entru a caracteriza tulpinile fungice care au demonstrat potențial insecticid 
maximal în condiții de laborator și a prezice efi ciența contra speciilor de insecte 
testate în condiții de câmp, au fost întreprinse un șir de studii suplimentare.

I. Studierea efectului temperaturii asupra creșterii și dezvoltării tulpinii 
fungice

Temperatura este un factor important ce determină rata de germinare, creștere 
și sporulare a tulpinilor fungice.

În scopul determinării infl uenței temperaturii asupra creșterii vegetative au 
fost pregătite suspensii de conidii în apă distilată sterilă, cu concentrația de 105 

conidii/ml. Câte 100 μl suspensie au fost distribuite uniform la suprafața mediului 
nutritiv PDA steril cu ajutorul spatulelor Drigalski sterile și cultivate timp de 3 
zile la temperatura de 25°C. Din aceste culturi fungice în faza activă de creștere 
au fost excizate discuri de miceliu cu diametrul de 5 mm fără semne de sporulare. 
Câte un disc a fost transferat în condiții aseptice în centrul unei noi cutii Petri 
cu mediu PDA steril. Cutiile Petri însămânțate au fost plasate la temperaturile 
de 15, 20, 25, 30 și 35°C. Pentru fi ecare temperatură și fi ecare tulpină fungică 
investigată au fost folosite câte 4 cutii Petri. Cutiile fungice au fost sigilate cu 
parafi lm și plasate în termostat pentru o perioadă de două săptămâni. Creșterea 
radială a micromicetei a fost înregistrată zilnic cu ajutorul riglei prin efectuarea 
a două măsurări reciproc perpendiculare. Creșterea radială a majorității fungilor 
entomopatogeni din ziua a 3-a până în a 12-a urmează un model linear. Luând în 
considerare acest lucru, viteza de creștere (în mm/zi) a fost utilizată ca parametru 
de bază pentru caracterizarea infl uenței temperaturii asupra creșterii vegetative a 
tulpinilor investigate (Fargues et al., 1997).

Pentru determinarea infl uenței temperaturii asupra sporulării și viabilității co-
nidiilor, o porțiune de miceliu cu diametrul de 5 mm a fost excizată din culturile 
fungice menținute timp de 30 de zile la temperaturile 15, 20, 25, 30 și 35°C. Pentru 
fi ecare temperatură au fost luate câte 4 discuri cu diametrul de 5 mm și plasate în 
tuburi Eppendorf de 1,5 ml ce conțineau 1000 μl de apă distilată sterilă. Conținutul 
eprubetelor a fost vortexat la viteza 1000 rot/min. Din fi ecare eprubetă au fost luate 
câte 100 μl suspensie și transferate în eprubete noi ce conțineau 300 μl de apă dis-
tilată sterilă (diluând suspensia de 4 ori). Conținutul a fost amestecat prin vortexare 
la viteza 1000 rot./min. Cantitatea de conidii a fost cuantifi cată folosind hemoci-
tometrul conform metodei descrise mai sus. Numărul de conidii a fost raportat la 
suprafața discurilor. Viabilitatea conidiilor a fost evaluată conform metodei descrise 
mai sus.
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II. Studierea efectului luminii solare asupra creșterii și dezvoltării tulpini-
lor fungice

Lumina solară este unul din factorii de bază care afectează rata de supravie-
țuire a conidiilor în câmp, razele UV-B (295-320 nm) fi ind cele mai distructive. 
Totodată, iradierea cu raze UV activează procesul de reparare prin fotoreactivare. 
Pentru a estima efectul luminii solare asupra conidiilor au fost pregătite suspensii 
ce conțineau 106 conidii în apă distilată sterilă și expuse radiațiilor UV cu lungi-
mea de undă 312 nm cu maxima la 300-310 nm timp de 10, 20, 30 și 40 (Mustafa, 
G urvinder, 2008, cu unele modifi cări). În calitate de martor au servit propagulele 
neiradiate plasate în condiții similare. După expunere la razele UV, câte 100 μl 
suspensii conidiale au fost inoculate la suprafața cutiilor Petri cu mediu PDA ste-
ril și plasate pentru creștere la temperatura de 25°C. După 24 h de la inoculare a 
fost determinată rata de germinare conform metodei descrise mai sus. Viabilitatea 
conidiilor iradiate a fost comparată cu viabilitatea conidiilor neiradiate, folosind 
formula (2.7):

R =
  N       __ × 100%                                     T                                               (2.7)

unde: R reprezintă viabilitatea conidiilor iradiate,
 N – numărul de conidii iradiate ce au germinat,
 T– numărul de conidii germinate în proba martor.

Din aceste culturi fungice în faza activă de creștere au fost excizate discuri 
de miceliu cu diametrul de 5 mm fără semne de sporulare. Câte un disc a fost 
transferat în condiții aseptice în centrul unei noi cutii Petri cu mediu PDA steril. 
Cutiile Petri însămânțate au fost plasate la temperatura de 25°C. Pentru fi ecare 
durată de expunere la UV și fi ecare tulpină fungică investigată au fost folosite 
câte 4 cutii Petri. Cutiile fungice au fost sigilate cu parafi lm și plasate în ter-
mostat. Datele privind creșterea radială au fost înregistrate zilnic timp de două 
săptămâni.

III. Studierea infl uenței pH-ului mediului nutritiv asupra creșterii vegeta-
tive, sporulării și viabilității conidiilor

Au fost pregătite 5 variante de mediu nutritiv PDA cu diferit pH, după cum 
urmează 5.0, 6.0, 7.0, 8.0 și 9.0, utilizând NaOH (cristalin) și 1M HCl. Mediul 
nutritiv PDA cu pH 5.6 a fost folosit în calitate de martor. Discuri de miceliu ex-
cizate din culturi proaspete în faza activă de creștere au fost transferate pe cutiile 
Petri respective și incubate la temperatura de 25℃. Pentru fi ecare variantă de 
mediu nutritiv au fost folosite câte 4 cutii Petri. Viteza de creștere radială, spo-
rularea și viabilitatea conidiilor au fost determinate conform metodelor descrise 
mai sus.



53FUNGII ENTOMOPATOGENI

IV. Studierea infl uenței salinității mediului nutritiv asupra creșterii vege-
tative, sporulării și viabilității conidiilor

Au fost pregătite 6 variante de mediu nutritiv PDA cu diferite concentrații 
de sare, după cum urmează 1, 2, 3, 5, 7 și 9% de NaCl. Mediul nutritiv PDA fără 
adăugare de NaCl a fost folosit în calitate de martor (Mert, Dizbay 1977). Discuri 
de miceliu excizate din culturi proaspete în faza activă de creștere au fost transfe-
rate pe cutiile Petri respective și incubate la temperatura de 25°C. Pentru fi ecare 
concentrație de sare au fost folosite câte 4 cutii Petri. Viteza de creștere radială, 
sporularea și viabilitatea conidiilor au fost determinate conform metodelor descri-
se mai sus.

V. Studierea infl uenței presiunii osmotice asupra viabilității tulpinii, creș-
terii și dezvoltării 

Au fost pregătire suspensii ce conțineau 106 conidii/ml în câte 1 ml soluție de 
NaCl cu următoarele concentrații: 0,006 M, 0,06 M și 0,6 M în 4 repetiții. Coni-
diile au fost menținute în soluțiile respective timp de 24 h la temperatura 25°C. 
Suspensiile de conidii menținute în apă distilată sterilă au fost folosite în calitate 
de martor (Piatkowski, Krzyzewska, 2007, cu unele modifi cări). După 24 de ore 
a fost evaluată rata de germinare a conidiilor. Ulterior câte 100 μl suspensie au 
fost distribuite uniform la suprafața mediului nutritiv PDA cu ajutorul spatulelor 
Drigalski sterile. Pentru fi ecare concentrație de NaCl testată au fost utilizate câte 
4 cutii Petri. După 72 h de la inoculare, din mediul nutritiv au fost excizate discuri 
de miceliu cu d = 5 mm și transferate pe mediu nutritiv PDA steril. Viteza de creș-
tere radială, sporularea și rata de germinare au fost înregistrate conform metodelor 
descrise mai sus.
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PREMISE DE UTILIZARE A AGENȚILOR 
FUNGICI ÎN CONTROLUL BIOLOGIC
AL COLEOPTERELOR

3.1. Coleopterele curculionoide, dăunători ai culturilor agricole

Productivitatea culturilor agricole este compromisă de un număr mare de factori, 
inclusiv organismele dăunătoare. Printre acestea insectele provoacă daune conside-
rabile, distrugând anual aproximativ 20% din producția agricolă mondială chiar dacă 
sunt aplicate măsuri de protecție a plantelor (Voloșciuc, 2015; Moldovan, 2019).

Reprezentanții suprafamiliei Curculionoidea (Coleoptera) sunt unii dintre cei 
mai periculoși dăunători ai plantelor de cultură în lume (Perju, 1995; Ghizdavu, 
1997; Keskin, Ozkaya, 2015; Carcamo, 2015; Urban, 2015), numărând mai mult de 
200 mii specii. În cadrul acestei suprafamilii, cea mai numeroasă familie este Cur-
culionidae, cu aproximativ 51 mii de specii descrise din 4600 de genuri cunoscute 
în întreaga lume (Oberprieler, 2014; Shin, 2017).

Primele mențiuni despre coleopterele curculionoide din Republica Moldova 
aparțin secolului al XVIII-lea. Astfel, Dimitrie Cantemir în lucrarea sa „Descri-
erea Moldovei” menționează dauna gândacilor cari (Coleoptera, Curculionidae, 
Scolytinae), provocată stejarului. Cercetările orientate au demarat la sfârșitul sec. 
XIX – începutul sec. ХХ, în legătură cu necesitatea cunoașterii biologiei unor 
dăunători periculoși ai plantelor și căutării metodelor de combatere a lor (Reka-
lo, 1888; Zabrinskiy, 1890; Bezval, 1912; Vitkovskiy, 1913; Krasilshchik, 1916; 
Vereshchagin, 1968 ș.a.). Informații despre răspândirea unor specii de curculionoi-
de pe teritoriul Republicii Moldova sunt prezentate şi în alte lucrări fundamenta-
le: „Vrediteli lesa” (Lukyanovich, Ter-Minasyan, 1955), „Opredelitel” nasekomyh 
evropejskoj chasti SSSR” (Arnoldi, Zaslavskiy, Ter-Minasyan, 1965) şi în unele 
publicaţii cu subiect specifi c (Petrukha, 1969; Dieckmann, 1982; Korotyaev, 1990; 
Poiras, 2006). În fauna coleopterelor curculionoide a Republicii Moldova până în 
prezent au fost evidențiate 683 de specii din 212 genuri, cea mai numeroasă fi ind 
familia Curculionidae (521 specii, ceea ce reprezintă 76,3% din numărul total de 
specii), urmată de familia Apionidae (88 de specii, 12,9%) (Poiras, 2006).

Majoritatea speciilor de curculionoide sunt fi tofagi, preponderent oligofagi sau 
monofagi, având un spectru trofi c extrem de divers și unic. De obicei, reprezentanții 
acestui grup se hrănesc cu diverse organe ale plantelor, inclusiv mugurii, frunzele, 
semințele, fructele, tulpina, rădăcina și de asemenea scoarța și lemnul. Cel mai mare 
număr de specii a fost observat pe plantele din familiile Fabaceae, Rosaceae, Aster-
aceae, Fagaceae, Brassicaceae și Salicaceae (Poiras, 2006). 

Leguminoasele (Fabaceae sau Leguminosae) se clasează pe locul doi după fa-
milia Poaceae privind importanța economică. Un număr mare de plante leguminoa-
se, astfel ca mazărea (Pisum), fasolea (Phaseolus), bobul (Vicia), fasolița (Vigna), 

3
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soia (Glycine), lintea (Lens), constituie o sursă semnifi cativă de proteine de origine 
vegetală. Soia (Glycine) este de asemenea sursă de grăsimi. În calitate de plante 
furajere sunt cultivate trifoiul (Trifolium) și lucerna (Medicago). De asemenea re-
prezentanții acestor genuri sunt cultivați și în calitate de fertilizanți naturali. Repre-
zentanții leguminoaselor sunt utilizați de asemenea ca sursă de fi bre, condimente 
și în calitate de plante decorative (Bennett, 2011). Leguminoasele înregistrează o 
tendință pozitivă: din 2013, producția aproape s-a triplat în Uniunea Europeană 
și a ajuns la 6 milioane de tone (2,6 mil. ha) în 2018. Principalele leguminoase 
sunt mazărea de câmp și bobul, în timp ce lintea și năutul sunt cultivate doar pe 
suprafețe limitate. Franța, Spania și Lituania sunt principalii producători de mazăre 
de câmp. În Republica Moldova, conform datelor prezentate de Biroul Național 
de Statistică, în perioada anilor 2008-2018, suprafața terenurilor agricole cultivate 
cu leguminoase pentru boabe a oscilat între 28-41 mii ha, iar suprafața terenurilor 
ocupate de plante de nutreț între 71-54 mii ha. De asemenea, se observă o creștere 
pozitivă a recoltei medii a leguminoaselor pentru boabe de la 1,3 t/ha în 2008 până 
la 2 t/ha în 2017 cu o scădere la 1,2 t/ha în 2018 (Anuarul Statistic al Republicii 
Moldova, 2019).

Printre leguminoase, genul Pisum cuprinde specii de plante ierboase anuale 
de origine asiatică și nord-africană. Genul conține cinci specii, printre acestea 
mazărea (Pisum sativum L.) este cultivată pentru boabe și semințe. Boabele de 
mazăre, fi ind bogate în proteină (20-35%) şi amidon (30-50%), sunt folosite în 
hrana oamenilor în stare verde sau conservate, dar şi ca boabe uscate. Paiele de 
mazăre, bogate în proteină (6-10%), se folosesc la furajarea oilor. Cultura de ma-
zăre lasă solul bogat în azot (80-100 kg/ha), eliberând terenul devreme. Având ră-
dăcină pivotantă ce pătrunde adânc în sol (100 cm) şi cu capacitate de solubilizare 
a compușilor greu solubili de fosfor şi calciu, ea poate valorifi ca apa şi nutrienții 
dintr-un volum mare de sol şi aduce la suprafață compuși de fosfor şi calciu ne-
cesari culturilor post-mergătoare (Starodub, 2008). Din suprafața totală cultivată 
cu mazăre (atât pentru consum în stare proaspătă, cât și uscată), 4,5 mil. ha revin 
Asiei cu recolta medie de 9,3 t/ha mazăre verde și 1,13 t/ha mazăre uscată; urmată 
de Europa cu 3,0 mil. ha, recolta medie 5,3 tone/ha mazăre verde și 1,38 tone/ha 
mazăre uscată (dintre care 2,2 mil. ha sunt cultivate în Europa de Est, cu o recoltă 
medie de 4,3 t/ha mazăre verde și 1,14 t/ha mazăre uscată) și America de Nord cu 
1,8 mil. ha, recolta medie 4,8 t/ha mazăre verde, 1,36 t/ha mazăre uscată (1,4 mil. 
ha fi ind cultivate în Canada) (FAO, FAOSTAT, 2019).

Producțiile medii de mazăre obținute în România sunt în jur de 1,5 t/ha, dar în 
condițiile aplicării unor tehnologii corespunzătoare se pot obține 2-4 t/ha. În Franța 
se realizează curent producții medii pe țară de peste 4 t/ha. Din producția totală a 
plantelor, boabele reprezintă 35-50%. În Republica Moldova, suprafața însămânțată 
cu mazăre verde a scăzut de la 3,1 mii la 2,2 mii ha în anii 2010-2018, pe când pro-
ductivitatea a crescut de la 2,7 la 3,96 t/h cu o scădere în 2018 la 2,23 t/ha. Suprafața 
totală de leguminoase pentru boabe în perioada respectivă este în creștere, datele 
nefi ind dezagregate după culturi (Anuarul Statistic al Republicii Moldova, 2019).
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Genul Medicago cuprinde specii de plante anuale și perene, utilizate în calitate 
de furaje atât în zonele temperate, cât și tropicale. Printre acestea, lucerna (Medicago 
sativa L.) este o specie perenă cultivată în multe țări ca cel mai important furaj pentru 
perioada de iarnă (Chandra, 2009), cu suprafața anuală de cultivare de aproximativ 
30 mil. ha (Kechang, Ping, Cash, 2009; Tohidfar et al., 2013). Lucerna este o cultură 
avantajoasă fi ind o leguminoasă perenă, se exploatează 3-5 ani, realizează producții 
mari de furaj (14-20 t substanță uscată la hectar, în sistem intensiv), are un conținut 
ridicat de proteină brută (19-20% P .B. din S.U.). Lucerna are un rol important în 
asolament ca solă amelioratoare, lăsând în sol cantități importante de azot fi xat pe 
cale simbiotică (Schitea 2010). Această cultură este bine cunoscută pentru producția 
de biomasă bogată în nutrienți. Este o sursă alimentară importantă pentru animale, 
deoarece este îmbogățită cu proteine, calciu, fosfor și vitamine (A, B și D) (Sharma, 
Kumar, Bhatnagar, 2011). Consumul mondial anual de biomasă de lucernă în 2018 a 
constituit în jur de 197,8 mil. tone (Mordor Intelligence. Alfalfa hay market - growth, 
trends, and forecast, 2020-2025). Din suprafața totală cultivată cu lucernă, 41% 
(11,9 mil. ha) au revenit Americii de Nord, alte 25% (7,12 mil. ha) au revenit Euro-
pei, 23% – Americii de Sud (7 mil. ha) și 8% – Asiei (2,23 mil. ha), restul suprafeței 
a revenit Africii şi Oceaniei. Conform datelor ultimilor ani, cel mai mare producător 
de lucernă a fost SUA, suprafața cultivată fi ind de aproximativ 6,9 mil. ha, urmată de 
China (4,7 mil. ha și producție de 1,4 mil. t), Canada (3,7 mil. ha) (Gardner, Putam, 
2018), Australia (3-3,5 mil. ha) (Humphries et al., 2018), Argentina (3,2 mil. ha) 
(Basigalup et al., 2018). În Franța, lucerna se cultivă pe aproximativ 600 mii ha, cu 
recolta medie de 12 t/ha (Beguier et al., 2018). În România, lucerna este principala 
plantă furajeră, suprafața ocupată cu această cultură, în perioada 2012-2018, a oscilat 
între 337,8-408,7 mii ha (Anuarul statistic al României, 2019). În Republica Moldo-
va, în perioada anilor 2008-2018, suprafața terenurilor ocupate de plante de nutreț a 
oscilat între 71-54 mii ha (Anuarul Statistic al Republicii Moldova, 2019).

Genul Trifolium conține aproximativ 300 de specii cu răspândire cosmopolită 
și cu cea mai mare diversitate în zonele temperate; pot fi  plante anuale, bienale sau 
perene. Valoroase din punct de vedere economic sunt considerate trifoiul-roşu (Tri-
folium pratense L.) și trifoiul-alb (Trifolium repens L.). În prezent, trifoiul-roşu se 
cultivă pe toate continentele chiar dacă are o plasticitate ecologică inferioară lucer-
nei, ocupând o suprafaţă de circa 15 mil. ha, din care aproximativ o treime în SUA. 
Trifoiul roşu se foloseşte în hrana animalelor sub formă de masă verde, fân, făină 
de fân sau nutreț însilozat. Recoltat la înfl orire, fânul de trifoi conține circa 14,5% 
proteină brută, 20,4% celuloză brută, 22-26 mg caroten/kg furaj și cantități însemna-
te de vitamine. În Republica Cehă, trifoiul-roșu este una dintre cele mai răspândite 
culturi furajere. Aceasta este cultivată pentru producția de furaje verzi și material 
săditor (Kolarik, Rotrekl, 2013). Trifoiul-roşu prezintă importanţă deosebită şi în 
ameliorarea unor însușiri ale solului, acțiunea de refacere a structurii solului fi ind 
mai mare decât la lucernă.

Pierderile anuale în recolta leguminoaselor cauzate de boli, dăunători și buru-
ieni constituie aproximativ 37%, dintre acestea 10-15% sunt provocate de insectele 



57FUNGII ENTOMOPATOGENI

dăunătoare, datele fi ind incomplete, deoarece problema calității furajului nu este 
luată în considerație (Cristea, 2002).

Plantele leguminoase sunt gazde pentru diverse specii de artropode. Conform 
unor studii, în SUA peste 1000 specii de artropode sunt trofi c atașate de fabacee. 
Dintre acestea, 100-150 specii cauzează daune economice și doar câteva dintre ele, 
pot fi  considerate dăunători cheie, restul fi ind de importanță locală sau sporadică, 
fi tofagi accidentali, entomofagi (parazitoizi și prădători) sau polenizatori. Insectele 
provoacă daune nu doar părților aeriene ale plantelor și semințelor, dar afectează, 
de asemenea, persistența și longevitatea câmpurilor. Dăunătorii cheie ai fabacee-
lor în SUA sunt Hypera postica (Gyll.) (Coleoptera, Curculionidae), precum și un 
complex de dăunători hemipteri (Hemiptera) precum: Empoasca fabae (Harris), 
Therioaphis maculata (Buckton), Acyrthosiphon pisum Harris, A. kondoi Shinji., 
Spissistilus festinus (Say), Philaneus spumarius (L.). În producția de semințe, pier-
deri importante pot fi  cauzate de Lygus hesperus (Knight) și L. elisus Van Duzee 
(Hemiptera), Bruchophagus roddi Gussakovskiy (Hymenoptera) și Otiorhynchus 
ligustici L. (Coleoptera, Curculionidae). În Europa, leguminoasele sunt atacate de 
un spectru larg de dăunători, printre care menționăm speciile: Otiorrhynchus ligus-
tici, Phytonomus transsylvatiicus Petri, Tychius fl avus Beck. precum speciile din 
genul Sitona spp. (Coleoptera, Curculionidae), Aphis craccivoru Koch. Therioaphis 
trifolii Mon, Adelphocoris lineolatus Goeze, (Hemiptera), Contarinia medicaginis 
Kieff . (Diptera), Bruchophagus roddi Guss (Hymenoptera), Chloridea viriplaca 
Hfn. (Lepidoptera) ș.a. Cercetările efectuate în câmpurile de lucernă pe teritoriul 
Republicii Moldova au evidențiat faptul că curculionidele reprezintă cea mai nu-
meroasă familie de dăunători, fi ind identifi cate 22 de specii aparținând la 12 genuri 
(Munteanu et al. 2014a). Speciile Sitona lineatus L., Hypera postica (Gyll.) și 
Protapion apricans (Hbst.) au fost atestate drept dăunători semnifi cativi ai cultu-
rilor de Fabaceae (Munteanu et al., 2012, Hotărârea Guvernului Republicii Mol-
dova nr. 123 din 02.02.2018). 

S peciile Sitona lineatus, Hypera postica și Protapion apricans sunt de origine 
Palearctică, iar potențialul expansiv al acestora a crescut remarcabil în ultimii ani 
(Botha, Hardie, Casella, 2004). În America de Nord, specia S. lineatus a fost pentru 
prima dată identifi cată în 1936 în statele Victoria, Columbia Britanică și Canada 
(Downes 1938). Ulterior specia s-a răspândit spre Sud şi s-a stabilit în Washington, 
Oregon, California de Nord, Idaho de Nord-Vest şi alte regiuni din Nord-Vestul 
SUA (Hoebeke, Wheeler, 1985). De asemenea specia și-a extins arealul de răspân-
dire în Africa de Nord și Orientul Apropiat (Turcia, Georgia, Armenia, Azerbaidjan, 
Liban, Siria, Israel, Iordan, Peninsula Sinai, Peninsula Arabă, Iran și Irak) (F auna 
Europaea, Sitona lineatus). Cât privește specia Hypera postica, aceasta a fost intro-
dusă în Nearctica la începutul anilor 1900 (Zahiri et al., 2014). Insecta s-a răspândit 
în părțile de vest și de sud ale Asiei, Africa de Nord, (Hsiao, 1993) și Japonia (Oku-
mura, Shiraishi 2002). Deși au fost raportați numeroși factori biotici de mortalitate 
pentru această specie, ea persistă în plantațiile de lucernă în majoritatea țărilor în 
care această plantă este cultivată (Khanjani, 2005; Zahiri et al., 2014). Specia Pro-
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tapion apricans este răspândită pe o parte semnifi cativă din regiunea Palearctică, cu 
excepția tundrei și deșerturilor din Finlanda. Specia s-a răspândit în Orientul Apro-
piat (Turcia asiatică, Republicile Ruse din Caucaz, Georgia, Armenia, Azerbaidjan, 
Lebanon, Siria, Israel, Iordan, Peninsula Sinai (Egipt), Peninsula Arabă, Iran și Irak) 
(Fauna Europaea, Protapion apricans).

Sitona lineatus. Hrănirea insectelor adulte cu frunze primăvara poate distruge 
materialul săditor şi plantele tinere. Forma „U” caracteristică a crestăturilor este 
rezultatul hrănirii adulților, iar în cazul infestărilor severe, mugurii de creștere pot 
fi  distruși complet (Jackson, 1920). Hrănirea adulților limitează capacitatea foto-
sintetică a leguminoaselor, în consecință se reduce capacitatea de a produce organe 
reproductive sau nodozitățile rădăcinii de sprijin (Havlickova, 1982; Williams, Sc-
hotzko, O’Keeff e, 1995). Gradul de deteriorare a plantelor gazdă primare în timpul 
hrănirii adulţilor primăvara depinde de momentul de atac şi de densitatea insectelor 
(Williams, Schotzko, O’Keeff e, 1995, 1998). Reducerea suprafeței fotosintetizante, 
datorită defolierii, constituie 50% în momentul de răsărire a plantelor şi 35% atunci 
când defolierea începe cu o săptămână mai târziu. În lipsa compensării nutrienților, 
defolierea poate reduce numărul de păstăi pe plantă (Williams, Schotzko, O’Keeff e, 
1995, 1998). Prejudiciul adus de către adulți plantelor gazdă nu se limitează doar la 
defoliere. Astfel, S. lineatus a fost identifi cată ca vector al ofi lirii bacteriene (Cla-
vibacter michiganensis ssp. insidiosus) la cultura de lucernă (Kudela, Havlickova, 
Vacke, 1984). Larvele au un habitat criptic și deteriorează semnifi cativ nodozitățile 
rădăcinii (Jackson, 1920; George, 1962; Bardner, Fletcher, 1979). Rata maximală 
de distrugere a nodozităților coincide cu faza de înfl orire (Jackson, 1920). În studiile 
întreprinse, larvele au deteriorat între 40 şi 98% dintre nodozități, în special cele de 
pe rădăcina principală (Verkleij, van Amelsvoort, Smits, 1992; Carcamo, Vankos-
vky, 2011). Prin distrugerea nodozităților larvele cauzează pierderi economice mult 
mai mari decât defolierea cauzată de adulți (Hunter, 2001; Corre-Hellou, Crozat, 
2005). Deteriorarea rădăcinii poate face plantele mai sensibile la infecțiile secun-
dare şi modifi că echilibrul de azot dintre rădăcini şi structurile supraterane (Hunter, 
2001). Distrugerea nodozităților rădăcinii induce pierderea cantității de azot din se-
mințe și reduce cantitatea de azot care ajunge în sol, în special dacă momentul de 
atac coincide cu fazele inițiale de înfl orire (Dore, Meynard 1995, Corre-Hellou, 
Crozat, 2005; Carcamo, Herle, Lupwayi, 2015; Carcamo et al., 2018). Atunci când 
daunele cauzate de S. lineatus cresc, cantitatea de azot provenită prin fi xarea aces-
tuia scade (Corre-Hellou, Crozat 2005), ceea ce contribuie la scăderea cantității de 
azot disponibil în sol pentru culturile ulterioare (Dore, Meynard, 1995; Carcamo, 
Herle, Lupwayi, 2015). Pragul economic de dăunare recomandat constituie de la 0,3 
până la 1 adult per plantulă (Antonelli et al., 1985). Dacă numărul mediu de plan-
tule cu frunzele din vârf deteriorate depășește 30%, dăunătorul prezintă risc pentru 
recoltă și este necesar de a interveni cu măsuri de control (Carcamo, Vankovsky, 
2011; Carcamo et al., 2018).

Hypera postica. Atât larvele, cât și adulți speciei H. postica provoacă daune 
considerabile părților vegetative ale leguminoaselor. Câmpurile puternic infestate 
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par argintii sau chiar albe, din cauza defolierii severe. Adulții și larvele în număr 
mare pot deteriora tulpinile, frunzele și mugurii împiedicând regenerarea (Fick, 
1976; Reddy et al., 2018; Yucel et al., 2018, Nikolova, 2018). Efectele reziduale ale 
leziunilor severe provocate de dăunător pot reduce creșterea plantei, drept rezultat 
scade randamentul recoltelor ulterioare (Fick, Liu, 1976; Radcliff e, Flanders, 1998). 
Cele mai grave vătămări au loc la prima recoltă de lucernă (Fick, Liu, 1976; Nikolo-
va 2018). Cu toate acestea, din cauza infestărilor severe, a doua recoltă de asemenea 
poate fi  afectată de hrănirea larvelor și adulților din miriște (Fick, 1976; Nikolova, 
2018). Prejudiciile provocate de specia H. postica pot duce la scăderea masei verzi a 
plantei și randamentului calității furajelor. Severitatea distrugerii culturii depinde de 
densitatea dăunătorilor și stadiul de dezvoltare a plantelor, în momentul de infestare 
(Koehler, Pimentel, 1973; Koehler, Rosenthal, 1975; Shade, Hintz, 1983). Cu cât 
mai devreme planta este atacată, cu atât mai mare este impactul produs de larve în 
timpul hrănirii. Odată cu dezvoltarea sufi cientă a plantei, aceasta poate tolera defo-
lierea, iar nivelul scăzut al populației dăunătorului (< 3 larve pe plantă) poate avea 
chiar un efect pozitiv asupra culturii prin stimularea creșterii vegetative (Weaver, 
Balasko, Townsend, 1993). Prin urmare, nivelurile de prejudiciu economic pentru 
lucernă provocate de H. postica sunt difi cil de calculat și se bazează în principal 
pe înălțimea tulpinii plantei în momentul infestării (Koehler, Pimentel, 1973; Koe-
hler, Rosenthal, 1975; Kuhar, Youngman, Laub, 2000). Conform unor studii, pragul 
economic de dăunare pentru specia H. postica constituie 1,5 până la 3 larve per 
tulpină sau 20 larve per plantă. Cu toate acestea, pragurile economice reale pot fi  
mai mici sau mai mari decât aceste valori, fi ind util de a le estima în baza costurilor 
suportate pentru produsele de uz fi tosanitar și prețul lucernei pe piață (Pellissier, 
Nelson, Jabbour 2017). Specia H. postica este considerată un dăunător considerabil 
al plantelor de cultură și a dus la pierderi economice semnifi cative în întreaga lume. 
Daunele cauzate de acest dăunător în prima recoltă pot atinge 50-70% (Khanjani, 
2005). Pe de altă parte, lipsesc programele de creare a soiurilor de lucernă rezistente 
la dăunătorul H. postica, din cauza variației genetice insufi ciente a plantei și lipsei 
datelor privind genele responsabile de rezistență (Tesfaye, Samac, Lamb, 2009; To-
hidfar et al., 2013). În cazul speciei H. postica, preferința pentru lucernă este atât de 
mare încât culturile gazdă secundare nu vor fi  vătămate, atât timp cât lucerna este 
cultivată alături de acestea în câmp (Campbell et al., 1975). 

Protapion apricans. În cazul speciei Protapion apricans, cele mai mari daune 
sunt de asemenea provocate de larve. Acestea vătămează mugurii foliari, cei fl orali, 
semințele și distrug ovarele fl orilor. Pe parcursul dezvoltării sale, larva consumă în 
jur de 5-11 ovare. Pierderile de fl ori de trifoi-roșu pot ajunge la 80%, iar pierderile 
de semințe 50%. Primăvara, înainte de depunerea pontei, insectele adulte se hrănesc 
cu frunze și mugurii auxiliari. Larvele care se dezvoltă pot provoca daune serioase 
prin roaderea galeriilor în tulpini. Pragul economic de dăunare pentru trifoiul-roșu 
variază între 4-10 adulți pe m2. O densitate a insectei egală cu 2-3,5 indivizi per 
plantă implică necesitatea de a interveni cu măsuri fi tosanitare de control (Kolarik, 
Rotrekl, 2013).
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Din păcate, în sistemele agricole de producție a leguminoaselor, dăunătorilor 
le este acordată o atenție nesemnifi cativă. Studiile întreprinse în anii 2014- 2016 au 
arătat că neglijarea problemei în cauză a condus la creșterea considerabilă a popu-
lațiilor speciilor de insecte dăunătoare (Munteanu et al., 2014a; Munteanu Molotie-
vskiy, Bacal, Moldovan, 2015).

3.2 . M etode utilizate în combaterea coleopterelor
curculionoide dăunătoare

Dovezile științifi ce demonstrează faptul că insectele au existat pe Pământ cu 
mult înainte de apariția speciei umane. Odată cu dezvoltarea agriculturii, o preo-
cupare tot mai mare a devenit de a proteja plantele de dăunători. În acest scop au 
fost dezvoltate diverse metode de combatere printre care evidențiem metodele fi zi-
co-mecanice, agrotehnice, genetice, chimice și biologice.

Utilizarea insecticidelor chimice rămâne a fi  cea mai practicată metodă de com-
batere a insectelor dăunătoare, fi ind avantajoasă datorită costurilor reduse și spectru-
lui larg de dăunători afectați. Pe parcursul timpului, împotriva speciei Sitona linea-
tus au fost utilizate numeroase insecticide chimice din grupurile: organofosfaților 
(forat), carbamaților (aldicarb, carbofuran, carbosulfan, ben-furacarb, bendiocarb, 
furatiocarb), piretroizilor (lambda-cihalotrin, permetrin, beta-cifl utrin) și neonico-
tinoidelor (imidacloprid, tiametoxam, clotianidin) (Horak, Buryskova, 1980; King, 
1981; Bardner, Fletcher, Griffi  ths, 1983; Griffi  ths, Bardner, Bater, 1986; Ester, 
Jeuring, 1992; Steene et al., 1999; Rotrekl, Cejtchaml, 2008; Vankosky, Carcamo, 
Dosdall, 2009-2011). Investigarea produselor chimice cu potențial de a fi  utilizate în 
controlul speciei S. lineatus s-a axat pe identifi carea celor mai efi ciente insecticide 
şi proceduri de aplicare. Insecticidele foliare pot reduce numărul de adulţi şi proteja 
roada (Bardner, Fletcher, Griffi  ths, 1983). Aplicațiile foliare nu au efecte directe 
asupra larvelor, dar aplicarea în timp util poate scădea populațiile de adulți, pro-
ducția de ouă și populațiile eventuale ale larvelor (Steene et al., 1999). Spray-urile 
foliare trebuie să fi e aplicate cât mai rapid după detectarea insectelor, în scopul de 
a controla populațiile larvare, deoarece adulții reușesc să se împerecheze şi feme-
lele depun ouă la scurt timp după sosire. Dacă sunt aplicate prea târziu, depunerea 
pontei nu este împiedicată, iar eforturile de control nu vor avea impact asupra popu-
lațiilor larvare (Bardner, Fletcher, Griffi  ths, 1983; Ester, Jeuring, 1992). Utilizarea 
tratamentelor insecticide ale semințelor pentru a proteja rădăcinile leguminoaselor 
anuale şi de a furniza o protecție sistemică a frunzișului au avut un anumit succes 
(Seidenglanz et al., 2010; Carcamo, Vankovsky, 2011). Controlul speciei S. lineatus 
poate fi  realizat prin aplicarea tratamentelor semincere, însă benefi ciile pot fi  scăzu-
te, deoarece semințele au tendința de a se aglomera, reducând rata de însămânțare. 
Actualmente se recomandă aplicarea combinată a tratamentelor semincere cu pul-
verizarea foliară (Wanner, 2016).

Împotriva speciei Hypera postica sunt efi ciente următoarele insecticide: Imidan 
(fosmet), malation, Coragen 20 SC (clorantraniliprol), Cygon 480 CE/Lagon 480 
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E (dimetoat), Matador/Bug, Silencer 120 EC (lambda-cihalotrin). Larvele și adulții 
speciei pot fi  controlați bine cu insecticide organofosforice, inclusiv carbamați și 
piretroizi. Cu toate acestea, apariția unor insecticide organofosforice în apele de 
suprafață, în special clorpirifos (Lorsban ®), care coincide cu perioada aplicării 
insecticidelor contra dăunătorului, pune accent pe găsirea mijloacelor alternative în 
gestionarea speciei H. postica (Long et al., 2002). Mai mult de atât, insecticidele 
piretroide au dezavantajul de a fi  non-selective. Studiile recente pun în evidență 
efi cacitatea produsului fi pronil (Solitaire WG 80%) care posedă spectru larg de ac-
țiune, dar este considerat mai puțin periculos, deoarece este slab miscibil cu apa, 
ceea ce ar putea reduce pătrunderea acestuia în apele subterane (Mohammadpour, 
Jafarlu, Soltani, 2018).

Adulții speciei Protapion apricans perforează frunzele, iar larvele distrug ova-
rele trifoiului. Astfel, pentru controlul speciei, pe piață sunt disponibile produse chi-
mice precum: Fastac 10 EC (alfa-cipermetrin), Decis 2.5 EC (delta-metrin), Polytrin 
200 CE (cipermetrin), Karate 5 EC (lambda-cihalotrin), Cypermetrin 200CE, Fury 
10 EC (zeta-cipermetrin), Sumialpha 5 CE (esfenvalerat), Bulldock 0.25 EC (be-
ta-cifl utrin), Regent 200 CE (fi pronil), Alphaguard 10 CE (alfa-metrin) care pro-
voacă mortalitate de 91-100% în cazul adulților și 69-91% fi ind aplicate împotriva 
larvelor (Bucurean, 2008). În intenția de a identifi ca produse chimice mai puțin 
toxice pentru mediu au fost investigate astfel de produse ca Biscaya 240 (tiacloprid) 
și Mospilan 20 SP (acetamiprid) care au demonstrat efi ciență înaltă contra speciei P. 
apricans în condiții de teren (Kolarik, Rotrekl, 2013).

Este cunoscut faptul că majoritatea compușilor chimici utilizați posedă un nivel 
înalt de toxicitate și prezintă un risc considerabil pentru sănătatea omului, în urma 
contactului direct în timpul aplicării și prezenței reziduurilor de pesticide în produ-
sele alimentare și sursele de apă potabilă. Drept rezultat al consumului de produse 
alimentare nesănătoase se reduce randamentul muncii, apar dizabilității prelungite 
cu repercusiuni grave. De asemenea, pesticidele au un impact negativ atât asupra 
mediului, cât și asupra biodiversității (van der Werf, 1996; Wilson, Tisdell, 2001; 
Maroni, Fanetti, Metruccio, 2006; Berny, 2007; Pimentel, 2005; Damalas, Elefthe-
rohorinos, 2011). Mai mult de 98% din insecticidele utilizate în afara speciei țintă 
atacă un spectru larg de organisme benefi ce (Miller, 2004). Aplicarea insecticidelor 
chimice are efect negativ prin distrugerea populațiilor speciilor benefi ce precum 
inamicii naturali ai dăunătorilor sau polenizatorii și creșterea probabilității de dez-
voltare a rezistenței dăunătorilor la produsul utilizat (Damalas, Eleftherohorinos, 
2011). Din cauza efectelor adverse, unele din aceste produse (dre exemplu forat, 
aldicarb, carbofuran, carbosulfan ș.a) deja sunt interzise spre utilizare în mai multe 
state (A nexa III, Convenția de la Rotterdam). Drept rezultat au apărut noi tipuri de 
pesticide chimice, mai specifi ce și mai puțin persistente. În plan global, totuși se 
constată o tendință de creștere a cantităților de pesticide chimice utilizate, inclusiv 
cele interzise (Lamberth, Jeanmart, Luksch, 2013; Nishimoto, 2019).

N ecesitatea identifi cării unei alternative insecticidelor chimice a stimulat inte-
resul pentru elaborarea unor metode de control al dăunătorilor inofensive pentru om 
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și mediu, readucând în atenția cercetătorilor metodele fi zico-chimice, agrotehnice, 
genetice și biologice de control al dăunătorilor și plasând un accent tot mai mare pe 
elaborarea strategiilor de management integrat al dăunătorilor.

Monitorizarea regulată a culturilor agricole, pentru identifi carea potențialilor 
dăunători, este indispensabilă unui management efi cient al organismelor dăunătoa-
re. Cea mai răspândită metodă de monitorizare este examinarea câmpului pe un 
traseu zigzag sau sub forma literei M. Pentru a monitoriza insectele, de asemenea 
pot fi  utilizate capcane. Acestea sunt utilizate, în special, pentru detectarea prezenței 
insectelor care se deplasează rapid. Monitorizarea permite de a interveni la momen-
tul oportun și de a preveni o daună considerabilă. Cercetările efectuate au sugerat 
faptul că capcanele cu feromoni de agregare ar putea fi  efi ciente pentru monitoriza-
rea populaţiilor de densitate mică (Nielsen, Jensen, 1993). În testările întreprinse, 
capcanele feromonale au asigurat monitorizarea efi cientă a populaţiilor de insecte 
(Quinn et al., 1999). Studiile recente subliniază faptul că tipul capcanei, tipul recipi-
entului pentru feromoni și locul amplasării capcanelor infl uențează efi ciența meto-
dei (Reddy et al., 2018). Utilizarea capcanelor cu feromoni poate facilita aplicarea 
mai efi cientă a insecticidelor foliare.

Un management efi cient al organismelor dăunătoare presupune mai multe ac-
tivități care se completează reciproc. Majoritatea practicilor de management sunt 
activități de lungă durată care au drept scop principal prevenirea impactului nega-
tiv prin menținerea populațiilor de organisme dăunătoare sub pragul economic de 
dăunare. Practicile de control, pe de altă parte, sunt activități de scurtă durată care 
urmăresc nimicirea organismelor dăunătoare. Metodele preventive sunt considerate 
prioritare comparativ cu metodele de control direct. Accentul urmează a fi  plasat 
pe încurajarea proceselor biologice și a mecanismelor naturale de protecție. Soluția 
pentru problema dăunătorilor sunt metodele non-toxice, care pot asigura sănătatea 
omului, în particular, și a mediului în ansamblu.

Managementul sustenabil al dăunătorilor presupune parcurgerea a trei etape:
1) asigurarea condițiilor bune de creștere și dezvoltare pentru culturi în scopul 

sporirii rezistenței acestora;
2) încurajarea mecanismelor naturale de control prin promovarea inamicilor 

naturali ai dăunătorilor;
3) aplicarea măsurilor de control direct pentru a distruge dăunătorii cu impact 

negativ minim asupra ecosistemului.
Scopul acestei abordări este optimizarea măsurilor utilizate la etapele 1 și 2, 

încurajând mecanismele de autocontrol natural și minimizarea utilizării măsurilor 
de control direct (etapa 3). Acest lucru reduce cheltuielile și previne impactul ne-
gativ al metodelor de control direct asupra agroecosistemului. E xperiența practică 
a fermierilor și rezultatele științifi ce confi rmă că utilizarea combinată a metodelor 
preventive și directe de control a organismelor dăunătoare este cea mai efi cientă 
(Moldovan, 2018).

Etapa 1. Urmează a fi  selectate acele varietăți/soiuri care sunt bine adaptate 
la condițiile locale de mediu (temperatură, aportul de nutrienți, buruieni, dăună-
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tori și boli), fi ind mai rezistente la atacul dăunătorilor. Este necesar ca semințele 
să fi e neinfectate, cu energie germinativă maximă, provenite din surse demne de 
încredere. Majoritatea dăunătorilor atacă planta la un anumit stadiu de viață. Este 
important ca acest stadiu de viață să nu corespundă cu perioada densității înalte a 
dăunătorului. Alegerea corectă a perioadei de semănat și plantat permite de a evita 
invazia în procesul de migrare, depunere a ouălor sau introducerea bolilor de către 
insectele vectori. De asemenea, permite de a sincroniza atacul cu inamicii naturali 
ai acestora, condițiile de mediu nefavorabile pentru dezvoltare sau prezența gazde-
lor alternative. Alegerea perioadei optime de semănat/plantat necesită cunoașterea 
ciclului de viață al organismelor dăunătoare. Astfel, o tactică efi cientă de control 
al dăunătorilor lucernei este recoltarea culturii primăvara devreme (Cassagrande, 
Stehr, 1973), înainte de depunerea pontelor cu asigurarea unei recolte calitative. 
Recoltarea târzie de toamnă, de asemenea, poate ajuta la reducerea populațiilor de 
curculionoide dăunătoare (Hilburn, 1985). Pășunatul de iarnă poate avea un efect 
similar ca recoltarea târzie. Introducerea materiei organice în sol poate ajuta la 
controlul dăunătorilor prin suplinirea solului cu microorganisme patogene pentru 
insecte și activarea rezistenței plantelor la dăunători de către substanțele nutritive 
din compost. Aplicarea mulciului organic poate reduce dăunătorii prin crearea 
confuziei olfactive sau prin mascarea locurilor preferate pentru depunerea ouă-
lor. Utilizarea sistemelor de culturi limitează presiunea organismelor dăunătoare, 
acestea având puține plante gazdă. Diversitatea plantelor oferă un habitat favora-
bil pentru insectele benefi ce. Speciile de plante înrudite pot, vizual și chimic, să 
interfereze cu organismele dăunătoare, făcând habitatul mai puțin favorabil pentru 
ele. Culturile capcană sunt mai atractive pentru dăunător decât cultura principală, 
fi e în calitate de hrană, fi e pentru depunerea ouălor. În majoritatea cazurilor, cul-
turile capcană sunt distruse la o infecție severă sau la fi nisarea ciclului de viață al 
plantelor pentru a evita migrarea dăunătorului în cultura principală. O altă strate-
gie este intercalarea culturilor repelente pentru dăunători între rândurile culturii 
principale. În acest sistem, cultura intercalată maschează cultura principală, care 
nu este recunoscută de către insectă, fi e datorită substanțelor chimice produse, 
fi e din cauza diferențelor fi zice dintre planta respectivă și planta gazdă. Culturile 
de acoperire protejează solul de eroziune, sporesc activitatea biologică în sol și 
pot favoriza prezența organismelor folositoare. Insectele dăunătoare nu vor găsi 
cultura din cauza confuziei olfactive (Pelissier et al., 2017; Moldovan, 2018; Car-
camo et al., 2018).

Etapa 2. Inamicii naturali ai dăunătorilor sunt alte organisme (virusuri, bacterii, 
fungi, prădători și parazitoizi), care contribuie la controlul organismelor dăunătoa-
re. Practicile au drept scop de a stimula dezvoltarea inamicilor naturali în cultura 
principală și în apropierea ei, prin asigurarea unui habitat favorabil acestora. Pentru 
îmbunătățirea habitatelor trebuie alese doar plante care nu sunt gazde pentru orga-
nismele dăunătoare. Aceasta presupune acceptarea existenței unui număr redus de 
dăunători în câmp, care vor servi ca hrană sau gazdă pentru inamicii naturali și in-
cluderea în sistemul de culturi a plantelor care vor constitui hrană sau adăpost pentru 
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inamicii naturali. Gardurile vii atrag prădătorii și parazitoizii, oferind nectar, polen, 
gazde alternative și/sau pradă. Zonele de refugiu pentru coleoptere constituie fâșiile 
de iarbă din vecinătatea câmpurilor de cultură care oferă habitat pentru inamicii 
dăunătorilor, cum ar fi  carabidele, stafi linidele și păianjenii. Măsurile de protecție a 
culturilor leguminoase de asemenea presupun crearea zonelor tampon de protecție 
(Hossain et al., 2002; Landis, Wratten, Gurr, 2000; Philips, Rogers, Kuhar, 2014; 
Pellisier, Nelson, Jabour, 2017). După prima tăiere, este necesar să se păstreze o 
mică parte a zonei tampon, în care dăunătorul poate depune ouăle; după sfârșitul 
înfl oririi, această zonă tampon poate fi  cosită, iar furajul recoltat distrus, astfel încât 
dăunătorii în curs de dezvoltare să fi e, de asemenea, distruși. În plus, zonele tampon 
înfl orite pot atrage insectele polenizatoare, care, după tăiere, pot continua să vizite-
ze și polenizeze fl orile din a doua creștere (Kolarik, Rotrekl, 2013). Fâșiile cu fl ori 
presupun plantarea plantelor cu fl ori locale pentru a atrage prădătorii, parazitoizii 
și polenizatorii. Plantele companion din cadrul culturii principale de asemenea pot 
atrage inamicii naturali ai dăunătorilor și polenizatorii.

Etapa 3. În cazul invaziilor devastatoare a dăunătorilor sau patogenilor vor fi  
necesare măsuri directe, pentru a minimiza pierderile. Controlul direct este utilizat 
ca ultimă opțiune în cazul când celelalte metode au eșuat. Practicile de control direct 
includ: controlul fi zico-mecanic și controlul biologic. Dintre metodele fi zico-me-
canice evidențiem utilizarea capcanelor pentru capturarea insectelor. Capcanele nu 
trebuie plasate la hotarul câmpului sau în apropierea zonelor de refugiu pentru in-
sectele benefi ce. Capcanele cu feromoni sunt utilizate de obicei pentru monitori-
zarea dăunătorilor, dar pot fi  utilizate și pentru capturarea în masă (Bacal, Cocîrță, 
Munteanu, 2014; Moldovan, 2018).

Controlul biologic reprezintă un complex de metode bazate pe utilizarea altor 
organisme în reducerea efectivului numeric al organismelor dăunătoare sub pragul 
economic de dăunare, valorifi când mecanismele naturale precum prădătorismul, pa-
razitismul, competiția ș.a. Insectele, ca și celelalte organisme vii, prezintă un număr 
larg de inamici naturali, care pot fi  utilizați în calitate de agenți de control biologic. 
Controlul biologic este o parte extrem de importantă a strategiilor de Management 
Integrat al Organismelor Dăunătoare (IPM) care pot asigura sustenabilitatea agri-
culturii, siguranța economică și alimentară (Tanada, Kaya, 1993).

3.3. Istoricul cercetărilor privind controlul biologic al dăunătorilor

Dezvoltarea metodelor de control biologic al dăunătorilor a avut la bază faptul 
că organismele dăunătoare, la rândul său, sunt atacate de alte organisme vii, numite 
inamici naturali (Sweetman, 1936). Putem spune că conceptul își are originea în 
perioada timpurie a dezvoltării apiculturii și sericiculturii, când au început să fi e 
observate unele anomalii la albini și viermii de mătase. O listă detaliată a eveni-
mentelor centrale este prezentată în lucrarea „Microbial control-the emergence of 
an idea. A brief history of insect pathology through the nineteenth century” (Con-
trolul microbiologic, apariția unei idei. Un scurt istoric al patologiei insectelor în 
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timpul sec. al XIX-lea) (1956), autor Edward Steinhaus și în Capitolul 2 al lucrării 
„Insect Pathology”, Ediția a II-a (2012, autor E. Davidson, ed. F. Vega, H. Kaya).

În istoria cercetărilor privind controlul biologic pot fi  evidențiate trei etape:
I. Etapa preliminară, în care agenții de control biologic erau utilizați fără o fun-

damentare științifi că (anii 200-1887);
II. Perioada intermediară în care au fost puse bazele cercetărilor în acest dome-

niu (1888-1955);
III. Etapa modernă, caracterizată prin cercetări complexe fundamentate teoretic 

și metodologic (1956 – prezent).
Primele date privind utilizarea metodelor de control biologic sunt menționate în 

China, în secolul al III-lea. Acestea se referă la utilizarea furnicilor din specia Oeco-
phylla smaragdina Fabricius (Hymenoptera) pentru controlul dăunătorului citricelor 
Tesseratoma papillosa (Hemiptera). Fenomenul de parazitism la insecte (parazitoizi) 
este pentru prima dată interpretat de Van Leeuwenhoek în 1701 și Vallisnieri în anul 
1706 (Godfray, 1994). Primul patogen al insectelor de origine microbiană a fost evi-
dențiat de entomologul Reaumur de Geer în anul 1726 (Ainsworth, 1976). La sfâr-
șitul secolului al XVIII-lea, păsările erau transportate la distanțe mari pentru a fi  
utilizate pentru controlul insectelor. La începutul secolului al XIX-lea, Darwin a pus 
în evidență importanța reprezentanților familiei Ichneumonidae ca factor de control 
natural al lepidopterelor, dăunători ai verzei. Deja în anul 1827, Hartig (Germania) 
sugera producerea în masă a parazitoizilor din larve parazitate pentru a fi  utilizate în 
masă (Ecologically based pest management: new solutions for a new century, 1996). 
În anul 1835, entomologul Agostino Bassi (1773-1856) a descoperit că boala mus-
cardină a viermilor de mătase a fost cauzată de un organism viu, foarte mic, parazit, 
o micromicetă care va fi  numită în cele din urmă Beauveria bassiana în onoarea sa.

Un alt cercetător entomolog, Vincenz Kollar (Austria), a propus conceptul de 
„control natural” în anul 1837. În perioada anilor 1850-1887 s-au intensifi cat cer-
cetările privind aplicarea metodelor de control biologic al dăunătorilor în Statele 
Unite ale Americii. Acest lucru a devenit necesar din cauza cultivării pe scară largă 
a culturilor agricole de origine europeană. Odată cu introducerea acestora, au deve-
nit importați și dăunătorii acestora. Lipsa inamicilor naturali a fost cauza creșterii 
numericului populațiilor de insecte dăunătoare provocând invazii în masă. Prima 
aplicare cu succes a parazitoizilor pentru controlul speciei Conotrachelus nenuphar 
(Curculionidae) în SUA a fost realizată în anul 1870. Speciile din genul Tricho-
gramma spp. (paraziți ai ouălor) (Trichogrammatidae) au fost aplicate în Canada, 
în anul 1882, pentru controlul lepidopterelor dăunătoare. Cercetătorul microbiolog 
Louis Pasteur (1822-1895) a fost cel care, prin realizările sale generalizate în lucra-
rea „Etudes sur la mala, die des vers a soie”, (Studii în boala viermilor de mătase), 
publicată în anul 1970, a contribuit semnifi cativ la salvarea sericiculturii franceze. 
Pasteur a acordat atenție deosebită patologiilor cauzate de bacterii și protozoare 
(Steinhaus 1956). Odată cu disponibilitatea crescândă a microscoapelor, oamenii de 
știință au avansat în cunoașterea agenților patogeni. Cercetările infecțiilor fungice 
lansate de Bassi au fost continuate de o serie de alți cercetători astfel ca: Robin 
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(1847, 1853), Fresenius (1856, 1858), Gray (1858), Tulasnes (1863-1865), Bre-
feld (1870,1877), Cohn (1870), Zopf (1890), Cooke (1892), Massee (1895), Giard 
(1896), și Thaxter (1888, 1896-1931) (Steinhaus 1956, 1975). Ideea utilizării agen-
ților patogeni pentru a controla insectele dăunătoare este strâns legată de numele 
savanților precum John Eatton LeConte (1825-1883) și Hermann August Hagen 
(1817-1893) în spațiul american și Ilya Ilyich Mechnikov (1845-1916) în Rusia. 
În legătură cu cercetările sale privind controlul cărăbușelului cerealelor Aniso-
plia austriaca (Coleoptera, Scarabaeidae), I.I. Mechnikov a descoperit bacteria 
Bacillus salutarium și micromiceta Metarhizium anisopliae, care sunt patogene 
pentru acest dăunător, și a dezvoltat metode de cultivare a agenților de control 
biologic pentru utilizare practică. În anul 1879 a fost publicat raportul său, în care 
I.I. Mechnikov a apreciat semnifi cația epizootiilor naturale în reducerea populați-
ilor de insecte, a promovat utilizarea practică de către om a agenților patogeni, în 
special de natură fungică, în controlul insectelor, demonstrând această posibilitate 
experimental. Această idee și-a găsit adepți energici în persoana altor oameni de 
știință, astfel ca I.M. Krasilshik şi L.S. Tsenkovski. Cu toate acestea, experimen-
tele lui I.M. Krasilshik privind „producția în masă” de culturi entomopatogene 
nu au primit în acel moment și în anii următori valorifi carea așteptată în practica 
agricolă. Motivul pentru aceasta, conform lui, cercetătorului I. Rubtzov (1948), a 
fost faptul că I.M. Krasilshik „a subestimat factorul de variabilitate al agenților 
patogeni bacterieni și scăderea inevitabilă a virulenței în condiții artifi ciale”. Este 
foarte probabil ca motivul să fi e și mai larg în natură: pentru a provoca o boa-
lă distructivă a uneia sau altei insecte dăunătoare prin introducerea artifi cială a 
culturilor de microorganisme patogene, este necesar să se creeze toate condițiile 
necesare pentru evoluția progresivă a bolii pe acel teritoriu, dar pentru aceasta este 
necesar să se cunoască bine toate tiparele care determină dezvoltarea patologiei 
în condiții naturale (Steinhaus, 1956). Alți cercetători europeni au sugerat folo-
sirea fungilor împotriva muștelor, lăcustelor și altor insecte dăunătoare (Tanada, 
Kaya, 1993; Davidson, 2012). Cercetările în acest domeniu au fost continuate de 
cercetătorii din SUA și Franța. Odată cu lucrările lui Picard (1913), s-a trecut la 
extinderea cercetărilor, abordându-se atât aspectele fundamentale, cât și aplicati-
ve (taxonomie, morfologie, epizootologie, tehnici de multiplicare și aplicare etc.) 
(Mihalache, Pârvescu, 1980).

În anul 1898, savantul japonez Sigetane Ishiwata (1868-1941) (A izawa 2001) 
descoperă bacteria, pe care o numește Bacillus sotto, agent cauzal al morții lar-
velor viermelui de mătase (I shiwata 1901, 1905). În 1909, cercetătorul german 
Ernst Berliner descoperă o bacterie entomopatogenă, pe care o numește Bacillus 
thuringiensis (Berliner, 1915). Acest nume a fost păstrat pentru această specie 
până în prezent și include B. sotto și anumite tulpini, numite inițial Bacillus cereus 
(Beegle, Yamamoto, 1992).

Primele observații privind legătura dintre prezența poliedrelor virale și mani-
festarea bolii la insecte aparține autorilor Emilio Cornalia (1856) și Angelo Maestri 
(1856). Cercetările privind agenții virali ai bolilor la insecte iau avânt la începu-
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tul sec. al XX-lea (von Prowazek, 1907, 1912; Escherich, Miyajima, 1911; Glaser, 
Chapman, 1913), atunci când patologiile de natură virală sunt clar delimitate de cele 
cauzate de bacterii. Cercetările anilor 1905-1911 s-au axat pe controlul biologic al 
speciei Lymantria dispar (L.) (Lepidoptera, Erebidae). Termenul de „control biolo-
gic” a fost pentru prima dată utilizat de Harry Scott Smith în anul 1919. Termenul a 
fost introdus în uz prin intermediul lucrărilor științifi ce ale renumitului savant Paul 
H. DeBach (1914-1993). Cercetările lansate de Berliner în 1909 au fost continuate 
(M attes, 1927), fapt care a dus în cele din urmă la apariția primului produs comercial 
în 1938 (Beegle, Yamamoto 1992; M ilner, 1994) (Davidson, 2012). Perioada anilor 
1930-1940 a fost caracterizată de un avânt în cercetarea agenților de control biologic 
(Mihalache, Pîrvescu 1980). Prezența granulovirusurilor în larve este pentru prima 
dată atestată de către Andre Paillot, fapt consemnat în lucrarea sa „L’infection chez 
les insectes” (Infecția la insecte) (1933). Odată cu dezvoltarea metodelor microsco-
pice și în special a microscopului electronic în anii 1940 și 1950, Gernot Bergold 
(1947) a publicat primele micrografi i electronice ale baculovirusurilor (NPV) și a 
dezvoltat noi tehnici pentru a purifi ca virusurile (Benz, 1986; Arif, 2005). Un al trei-
lea tip de virus al insectelor, acum cunoscut sub numele de cypovirus, a fost descris 
de Ishimori (1934) şi mai târziu de Smith şi Wyckoff  (1950). Alte descrieri timpurii 
ale semnelor și simptomelor bolii probabil cauzate de viruși sunt cronicizate de 
Steinhaus (1975). 

În perioada 1937-1963 au fost publicate peste 1200 de lucrări științifi ce în pro-
blema fungilor entomopatogeni (Muller-Kogler, 1965, citat în Mihalache; Pîrvescu, 
1980). Mecanizarea, industrializarea și chimizarea agriculturii, elaborarea pe scară 
largă a pesticidelor de sinteză relativ accesibile pentru fermieri și constatarea efec-
telor adverse ale acestor practici accelerează cercetările fundamentale și aplicative 
în domeniul controlului biologic. Sunt înfi ințate institute și laboratoare specializa-
te în cercetarea patologiei insectelor în SUA (Universitatea Berkeley, California), 
Canada (Stațiunea de Combatere Biologică Sault Sainte, Ontario), Franța (Stați-
unea de Combatere Biologică La Miniere, Versailles), URSS (Institutul Unional 
de Cercetări Științifi ce în Protecția Plantelor) ș.a. În teritoriul actual al Republicii 
Moldova, în anul 1969 a fost fondat Institutul Unional de Cercetări Ştiinţifi ce în Do-
meniul Metodelor Biologice de Protecţie a Plantelor, care a devenit centrul principal 
de coordonare a cercetărilor în domeniul protecției biologice a plantelor în fosta 
URSS. Pe parcursul celor peste patruzeci de ani, instituția a suferit câteva restruc-
turări, trecând prin denumirile următoare: Institutul Unional de Cercetări Științifi ce 
în domeniul Metodelor Biologice de Protecție a Plantelor (1969-1992), Institutul de 
Protecţie Biologică a Plantelor al AŞM (1992-1999), Institutul de Cercetări pentru 
Protecția Plantelor al MAIA (1999-2005), actualmente încadrat în Institutul de Ge-
netică, Fiziologie și Protecție a Plantelor. Un moment important în evoluția cercetă-
rilor este instituirea, în anul 1955, a Comisiei Internaționale pentru Controlul Bio-
logic împotriva Inamicilor Culturilor Agricole (Commission Internationale de Lutte 
Biologique contre les Enemis des Cultures – CILB), cunoscută actualmente ca In-
ternational Organization for Biological Control (IOBC). În continuare au fost puse 
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bazele conceptului de prag economic de dăunare (Stern et al., 1959). Cercetările în 
domeniul microorganismelor entomopatogene au cunoscut un nou avânt după anul 
1962, odată cu publicarea cărții cercetătoarei Rachel Carson „Silent Spring”. Au 
fost puse bazele dezvoltării conceptului de Management Integrat al Organismelor 
Dăunătoare, controlul biologic fi ind considerat component cheie al acestui concept. 
În anul 1967 este fondată Societatea de Patologie a Nevertebratelor (Society for In-
vertebrate Pathology, SIP). Începând cu anii 1970, au fost puse bazele metodelor 
de control biologic al dăunătorilor în cultura de bumbac, lucernă, citrice, soia etc. 
(Sweeteman, 1936; Stern et al., 1959; Doutt, 1964; Hagen, Franz, 1973; DeBach, 
1974; Simmonds, Franz, Sailer, 1976; van den Bosch, Messenger, Gutierrez, 
1982; Bondarenco, 1986; van Driesche, Bellows, 1996; Abrol, Shankar, 2012; 
Davidson, 2012). În URSS, doar în perioada anilor 1970-1983, cercetările realizate 
au dus la creșterea cotei parte a produselor biologice de protecție a plantelor la 
30% din toate produsele de uz fi tosanitar (Bondarenco, 1986). Au fost dezvoltate 
preparate precum Boverin, Entobacterin, Dendrobacilin, Bitoxibacilin, Lepidocid, 
asociate cu numele savanților V. P. Pospelov, O. I. Shvetsova, A. R. Zurabova, 
E. V. Talalaev, N. V. Candîbin, ș.a. (Shternshis et al., 2001). Cu toate acestea, 
utilizarea insecticidelor chimice rămâne a fi  cea mai practicată metodă de com-
batere a insectelor dăunătoare, fi ind utilizate extensiv, ignorând informațiile cu 
privire la riscurile majore asociate acestora. Drept consecință, în legislația unor 
țări au fost introduse prevederi ce țin de excluderea din uz sau reducerea utilizării 
substanțelor toxice pentru om și biodiversitate (Regulamentul 1107/2009 privind 
introducerea pe piață a produselor fi tosanitare, Directiva 2009/127/CE privind 
echipamentele tehnice de aplicare a pesticidelor și Directiva 2009/128/CE privind 
utilizarea durabilă a pesticidelor). Necesitatea identifi cării unei alternative insec-
ticidelor chimice a stimulat interesul pentru elaborarea unor metode inofensive 
pentru om și mediu, intensifi când cercetările științifi ce privind metodele de con-
trol biologic pentru cei mai periculoși dăunători agricoli. În Republica Moldova 
au fost aprobate Programul național de protecție integrată a plantelor pentru anii 
2018-2027 și Planul de acțiuni privind implementarea acestuia (Hotărârea Guver-
nului Republicii Moldova nr. 123 din 02.02.2018), care pun accent pe utilizarea 
metodelor biologice de combatere a insectelor dăunătoare.

3.3.1. Agenții de control biologic aplicați împotriva 
coleopterelor curculionoide

Prădătorii. Investigarea impactului coleopterelor Carabidae asupra popula-
țiilor de Sitona lineatus sugerează că adulții emergenți din pupe sunt mai sus-
ceptibili la atac (2,6-23,8% mortalitate) decât larvele (0,6-10,5% mortalitate) 
(Aeschlimann, 1980; Hamon et al., 1990). Coleopterele carabide sunt mai active 
la suprafața solului, prin urmare, larvele pot evita pericolul, datorită habitatului 
subteran (Hunter, 2001). Perioadele de activitate maximă a carabidelor corespund 
cu momentul de vârf al apariției insectelor adulte noi, la sfârșitul lunii iulie – mij-



69FUNGII ENTOMOPATOGENI

locul lunii august (Hamon et al., 1990). În câmpurile din Marea Britanie infestate 
cu S. lineatus au fost identifi cate densități mari ale mai multor specii de coleop-
tere carabide, printre care Pterostichus madidus F., Pt. melanarius Ill., Harpalus 
rufi pes DeG. şi Agonum dorsale Pontoppidian (Hamon et al. 1990). În Polonia, 
Pterostichus cupreus L. a fost activ în perioada de ovipoziţie a dăunătorului S. li-
neatus, în timp ce Bembidion properans Steph. (Coleoptera, Carabidae) a fost mai 
activ în iunie, fi ind un prădător atât al ouălor, cât și al larvelor emergente (Ropek, 
Jaworska, 1994). Prădători ai larvelor speciei Hypera postica sunt coccinelidele, 
ploșnițele din familia Nabidae, unele specii din familia Chrysopidae (Neuroptera) 
și de asemenea unii păianjeni (Ouayogode, Davis, 1981). În studiile efectuate în 
Iowa, SUA, au fost atestate densități sporite ale adulților speciei Coleomegilla 
maculata De Geer (Coleoptera, Coccinellidae) în câmpurile infestate cu specia 
H. postica (Giles, Obrycki, Degooyer, 1994). Experiențele realizate în laborator, 
folosind coleoptere carabide, au stabilit că un gândac ar putea consuma în medie 
20 de insecte adulte pe zi, deși în condiții de câmp, doar una sau două insecte se 
așteaptă să fi e consumate zilnic. Conform unor estimări, coleopterele carabide ar 
reduce populațiile speciei S. lineatus cu 30% și mai mult (Hamon et al., 1990). 
Studiile din ultimii ani au atestat faptul că, în condiții de laborator, specia Pteros-
ticus melanarius Ill. (Coleoptera, Carabidae) consumă preferențial adulți din spe-
cia S. lineatus, iar specia Bembidion quadrimaculatum L. (Coleoptera, Carabidae) 
consumă ouăle (Vankosky, Carcamo, Dosdall, 2011). În Republica Moldova, în 
câmpurile de lucernă, populate de specia Sitona lineatus, au fost atestate densități 
crescute ale prădătorilor Harpalus distinguendus (Duftschmid) și H. rufi pes (De 
Geer) (Coleoptera, Carabidae) (Munteanu et al., 2014a).

Parazitoizii. Mai multe specii de parazitoizi pot avea un impact în controlul 
populaţiilor speciei Sitona lineatus în Europa şi Africa de Nord, inclusiv Allurus 
muricatus Hal., Microctonus aethiopoides Loan, Perilitus rutilus Nees şi Pygosto-
lus falcatus Nees (Hymenoptera, Braconidae) (Aeschlimann, 1980). Parazitul ouă-
lor Patasson lameerei Deb. (Hymenoptera, Mymaridae), răspândit în sudul Europei 
(Aeschlimann, 1980), atacă ouăle nemelanizate expuse pe suprafața solului (Sc-
hotzko, O’Keeff e, 1986b). Ouăle şi adulţii sunt obiectivele principale ale parazi-
toizilor himenoptere, deoarece larvele sunt adăpostite de nodozitățile rădăcinilor 
(Aeschlimann, 1980; Hamon et al., 1990).  Specia Hypera postica este parazitată de 
Microctonus aethiopoides, Bathyplectes anurus (Thomson) (Ichneumonidae), B. 
curculionis (Thomson) și Oomyzus incertus Ratzeburg (Eulophidae). În Germania, 
în câmpurile de trifoi cu densități sporite ale speciei Protapion apricans, cea mai 
răspândită specie de parazitoid a fost Spintherus dubius Nees (Hymenoptera, Ptero-
malidae) (Kruess, Tscharntke, 1994). În Suedia, cele mai numeroase au fost specii-
le de parazitoizi Spintherus dubius Nees, Triaspis caudata Nees și Triaspis obsure-
lla Nees (Lundin et al., 2012). Cercetările în acest domeniu din Republica Moldova 
au identifi cat că pe Sitona spp., Anthnomus pomorum (L.), Byctiscus betulae (L.), 
Stereonychus fraxini (Deg.), Hypera postica (Gyll.) şi Lignyodes bischoffi   (Bl.) 
(Coleoptera, Curculionidae) parazitează reprezentați ai familiilor: Ichneumonidae 
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(19 genuri), Eulophidae (16), Braconidae (10), Pteromalidae (5), Eupelmidae (2), 
Tachinidae (2) și câte o specie din familiile Eurytomidae, Encyrtidae, Torymidae și 
Mymaridae. Adulții dăunătorului Sitona lineatus sunt parazitați de speciile Pygos-
tolus falcatus, Perilitus rutilus (Hymenoptera, Braconidae), iar ouăle acestuia sunt 
parazitate de Anaphes diana (Mymaridae). Din larvele speciei Hypera postica au 
fost izolați ectoparazitul solitar Bathyplectes curculionis Thomson (Hymenoptera, 
Ichneumonidae) și endoparazitul Tetrastichus incertus Ratzeburg (Hymenoptera, 
Eulophidae), iar adulții sunt parazitați de speciile Microctonus aethiopoides Loan, 
Perilitus rutilus (Braconidae), Campogaster exiqua Meigen (Diptera, Tachinidae) 
(Poiras, 2006).

Nematozii. În Europa au avut succes studiile privind combaterea speciei Sitona 
lineatus, folosind nematozi entomopatogeni. După expunerea timp de șase zile la 
Steinernema carpocapsae Weiser, Steinernema feltiae Filipjev (Rhabditida, Stei-
nernematidae) sau Heterorhabditis bacteriophora Poinar (Rhabditida, Heterorhab-
ditidae), mortalitatea a atins 100% (Jaworska, 1998). Expunerea insectelor adulte la 
H. bacteriophora, cu o rată de 300 de nematozi pe insectă, a determinat o mortalitate 
de 50% după șase zile și 100% după 14 zile (Wiech, Jaworska, 1990). Indivizii 
juvenili ai speciei H. bacteriophora pot penetra cuticula gazdelor (Bedding, Moly-
neux, 1982), explicând succesul speciei în infectarea insectelor adulte. S-a remarcat 
faptul că insectele hrănite cu V. faba au fost mai puțin predispuse la infecții decât 
cele hrănite cu P. sativum. Mortalitatea larvelor terțiare hrănite cu Pisum sativum a 
atins 100%, în patru zile (Jaworska, Ropek, 1994). Reproducerea nematodului a fost 
mai intensă în cazul hrănirii insectelor cu fasole. Studiile au evidențiat că speciile 
Steinernema carpocapsae, S. feltiae și H. bacteriophora sunt efi ciente în controlul 
biologic al dăunătorului Sitona lineatus (Jaworska, 1998), iar S. carpocapsae și H. 
indica sunt efi ciente în cazul speciei Hypera postica (Shah, Azmi, Tyagi, 2011; 
Poinar, Grewal, 2012).

Programele de control biologic, bazate pe utilizarea inamicilor naturali precum 
prădătorii, parazitoizii sau nematozii, sunt limitate de condițiile abiotice, de aceea  
mai mulți factori precum umiditatea relativă a aerului, umiditatea solului și tipul 
de sol trebuie luați în considerație pentru un program de control biologic efi cient 
(Georgis, Gaugler, 1991; Bilgrami, Gaugler, 2007). Alți factori limitativi în utiliza-
rea acestor inamici naturali sunt producerea și distribuția mai difi cilă, perioada de 
depozitare fi ind limitată la doar câteva săptămâni. Un alt obstacol este cel comercial, 
și anume lipsa posibilității de a fi  brevetate.

Insecticidele microbiene sau biopesticidele pe bază de virusuri bacterii sau ciu-
perci microscopice sunt o alternativă utilizării inamicilor naturali prezentați mai sus, 
combinând avantajele atât ale metodelor de control biologic, cât și ale celor chimice. 
Asemănător pesticidelor chimice, acestea sunt ușor de produs la un preț redus, ușor 
de formulat și au o perioadă de valabilitate lungă. De asemenea, acestea pot fi  apli-
cate cu ușurință, folosind echipamentul standard. Contrar insecticidelor chimice, 
care posedă un spectru larg de acțiune, virusurile, tulpinile bacteriene și fungice sunt 
selective. Respectiv, impactul negativ asupra mediului este minim.
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Virusurile. Printre virusurile cel mai frecvent utilizate ca agenți pentru com-
baterea insectelor evidențiem Virusul Poliedrozei Nucleare (VPN) (Federici, 1993). 
Majoritatea VPN infectează lepidopterele, dar au fost izolate, de asemenea, din re-
prezentanții ordinelor Coleoptera, Diptera, Hymenoptera ș.a. Utilizarea biopesti-
cidelor virale este limitată de acțiunea lentă, lipsa semnelor externe ale larvelor în 
primele etape de propagare ale virusului și costul preparatelor, deoarece acestea se 
înmulțesc numai în celulele vii. În Republica Moldova, preparatele virale elaborate  
de asemenea, sunt orientate spre controlul populațiilor de lepidoptere dăunătoare. 
Recent a fost elaborată biotehnologia producerii și aplicării preparatului baculoviral 
Virin-HSP pentru combaterea dăunătorului Helicoverpa armigera. Au fost elabora-
te procedeele tehnologice de producere şi aplicare a preparatelor microbiologice și 
înaintată documentația tehnologică pentru înregistrarea de stat (regulamentele teh-
nologice de producere, indicațiile tehnice și recomandările metodice de aplicare) a 
preparatelor biologice: în baza virusurilor entomopatogene – preparatul baculoviral 
Virin-HS-P, în baza virusului poliedrozei nucleare, pentru combaterea dăunătorului 
buha fructifi cațiilor (H. armigera), ceea ce permite combaterea organismelor dăună-
toare în sistemele de agricultură ecologică şi intensivă (Voloșciuc, 2015; Voloșciuc, 
Josu, 2016, 2017).

Bacteriille. Conform unor studii, proteina Cry6B (BGSC-4D8) manifestă ac-
tivitate insecticidă semnifi cativă (LC50 280 ng/l și LC90 630 ng/l) împotriva dăună-
torului Hypera postica. Vătămările minore, atestate pe frunzele tratate cu soluție 
de toxină Cry6B, indică faptul că larvele încep hrănirea pe frunze, dar pier în scurt 
timp de la ingerare. Rezultate promițătoare au fost înregistrate în cazul evaluării ac-
tivității insecticide a preparatelor microbiene Lepidocide P și SP Bankole împotriva 
speciei Protapion apricans (Balandina, 2007). Tulpina autohtonă de Bacillus cereus 
a prezentat activitate insecticidă sporită, cauzând o mortalitate de 93%, fi ind testată 
pe specia S. squalidus, 90% pentru B. betulae și 83% pentru T. aequatus, după 5 
zile de la aplicare (Munteanu et al., 2014b). Tulpina autohtonă de bacterii Bacillus 
thuringiensis, CNMN-BB03, posedă o activitate insecticidă pronunțată asupra cole-
opterelor curculionide Neocoenorhinidius pauxillus, Phyllobius oblongus şi Sitona 
lineatus, cauzând o mortalitate de 80,0%, 73,3% și 66,6% respectiv (Munteanu et 
al., 2011; Munteanu et al., 2013). De asemenea, se efectuează cercetări ample pri-
vind activitatea insecticidă a tulpinilor de Bt contra diferitor dăunători (Moldovan, 
Toderas, Munteanu-Molotievskiy, 2017; Moldovan, Munteanu-Molotievskiy, To-
deraș, 2018; Moldovan, 2019), inclusiv specii de curculionide, însă datele privind 
activitatea insecticidă a tulpinilor native de Bt, asupra speciilor incluse în studiul de 
față, sunt limitate. Pe lângă o serie de avantaje obținute prin folosirea biopesticide-
lor bacteriene, există și unele dezavantaje, precum lipsa acțiunii asupra insectelor 
care au un mod de viață criptic și lipsa persistenței cristalelor proteice la acțiunea 
factorilor climatici.

Patogeni recombinați genetic. Au fost întreprinse încercări de a controla 
populațiile speciei Sitona lineatus prin modifi carea genetică a Rhizobium legu-
minosarum, introducând gene ale Bt subsp. tenebrionis, care exprimă endotoxi-
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ne cu activitate insecticidă (Bezdicek et al., 1994; Skot, Timms, Mytton, 1994; 
Quinn, Bezdicek, 1996). Exprimarea genei Cry3 în R. leguminosarum a cauzat 
mortalitatea dăunătorului S. lineatus, scăderea ratei de dezvoltare a insectelor şi 
a redus distrugerea nodozităților (Bezdicek et al., 1994; Quinn, Bezdicek, 1996). 
Competitivitatea tulpinilor de Rhizobium spp. ce conțin gene Cry3, comparativ cu 
tulpinile de Rhizobium spp. nemodifi cate, precum şi efectul general al nodozită-
ților modifi cate asupra biomasei plantelor, poate limita utilizarea inserțiilor genei 
Cry3 în programele de combatere a gărgăriței frunzelor de mazăre. S-a constatat 
că, la introducerea în sol a bacteriilor Rhizobium modifi cate, acestea au ocupat 
de la 40 la 97% din nodozităţile rădăcinilor, sugerând că tulpinile modifi cate sunt 
competitive (Bezdicek et al., 1994). Distrugerea nodozităţilor plantelor de larvele 
speciei S. lineatus a scăzut în prezența bacteriilor modifi cate, însă biomasa totală 
a plantelor a fost semnifi cativ mai crescută atunci când plantele au fost inoculate 
cu tulpina de tip sălbatic (Bezdicek et al., 1994). Prin urmare, folosirea pe scară 
largă a acestei strategii de management necesită investigații suplimentare pentru 
a înțelege mai bine natura relației simbiotice între R. leguminosarum modifi cată 
şi plantele gazdă. Pentru a crea soiuri de lucernă rezistente la Hypera postica, trei 
genotipuri comerciale de lucernă, Km-27, KK 14 și Syn 18, au fost transforma-
te cu tulpinile de Agrobacterium GV101, LBA4404 și AGL01. Toate tulpinile 
conțineau plasmide recombinate, având integrate gena Cry3A, promotorul CaM-
V35S, precum și gena marker npt77. Rezultatele obținute au indicat integrarea 
cu succes a genei țintă în genomul liniilor transgenice primare. Liniile de lucernă 
transgenică au manifestat rezistența la atacul larvelor (73-90% mortalitate) (To-
hidfar et al., 2013).

Fungii. Mai multe specii fungice prezintă potențial de a fi  utilizate în controlul 
populațiilor de Sitona lineatus inclusiv Metarhizium fl avoviride Metschn., M. ani-
sopliae Metschn. (Hypocreales, Clavicipitaceae), Beauveria bassiana Vuilleman, 
Paecilomyces farinosus Holmsk. şi P. fumosoroseus Wize. (Eurotiales, Cordyci-
pitaceae) (Hans, 1959; Muller-Kogler, Stein, 1970; Poprawski, Marchal, Robert, 
1985). Efi cacitatea micromicetelor entomopatogene variază în funcție de virulența 
tulpinii fungice, concentrația acesteia în sol și stadiul insectei în momentul de atac 
(Poprawski, Marchal, Robert, 1985; Verkleij, van Amelsvoort, Smits, 1992). Stu-
diile întreprinse privind activitatea insecticidă a cinci specii de fungi (Metarhizium 
anisopliae, M. fl avoviride, Beauveria bassiana, Paecilomyces farinosus şi P. fumo-
soroseus) asupra ouălor, larvelor şi pupelor de Sitona lineatus au atestat că ouăle au 
fost sensibile doar la aplicarea în concentraţii mari a speciei M. fl avoviride. Larvele 
nou eclozate au fost sensibile la toate cele cinci specii fungice (Poprawski, Marchal, 
Robert, 1985). Într-un studiu privind efi cacitatea micromicetei Beauveria bassiana 
în Europa Centrală, s-a constatat că, la inocularea solului cu 107 cm3 de conidii, 
numărul de adulţi emergenți a fost cu 48% mai mic decât numărul de insecte emer-
gente în lotul de control. Longevitatea adulților infectați cu B. bassiana a scăzut cu 
creșterea severității infecției, iar aproximativ 50% dintre adulții infectați au murit în 
termen de 10 zile de la infecție (Muller-Kogler, Stein, 1970). Aceste rezultate suge-
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rează faptul că prezența ciupercilor microscopice entomopatogene în momentul de 
incubaţie poate reduce în mod semnifi cativ populaţiile speciei Sitona lineatus. Un 
studiu mai recent menționează tulpina Вeauveria bassiana 238, activă împotriva 
speciei S. lineatus (Riedel, Steenberg, 1998).

Pentru controlul biologic al speciilor din genul Hypera pot fi  folosite speci-
ile de micromicete Beauveria bassiana (Hypocreales) (Hedlund, Pass, 1968) și 
Zoophthora phytonomi (diviziunea Zygomycotina), raportată pentru prima dată 
în America de Nord în 1973, în Ontario, Canada (Harcourt et al., 1974). O specie 
similară cu Z. phytonomi a fost identifi cată în populațiile de H. postica din Euro-
pa. Într-un studiu din anul 2014 a fost evaluată activitatea insecticidă a 5 specii 
de micromicete Beauveria bassiana Vuilleman, Metarhizium anisopliae Met-
schn. (Hypocreales, Clavicipitaceae), Clonostachys rosea (Link) Schroers, Samu-
els, Seifert & W. Gams (Hypocreales, Bionectriaceae) și Lecanicillium lecanii 
(Zimm.) Zare & W. Gams împotriva exemplarelor adulte din specia H. postica. 
Tulpina de B. bassiana a manifestat cea mai înaltă activitate insecticidă (Mustafa, 
Lazgeen, Abdullah, 2014). De asemenea, într-un studiu recent au fost izolate 7 
tulpini de Beauveria bassiana și 1 tulpină de B. pseduobassiana S.A. Rehner și 
R.A. Humber (Hypocreales, Cordycipitaceae). Tulpinile au cauzat între 81-97% 
mortalitate, fi ind testate pe larve și 36-92% atunci când au fost testate pe adulți 
(Yucel et al., 2018). 

Ținând cont de cele expuse mai sus privind preferințele trofi ce, habitatul crip-
tic al larvelor, daunele provocate de speciile S. lineatus, H. postica și P. apricans, 
agenții potențiali de control biologic al acestor dăunători și mecanismele particulare 
de acțiune, putem concluziona că ciupercile microscopice entomopatogene prezintă 
perspective promițătoare de aplicare în calitate de agenți de control biologic, deoa-
rece ele sunt capabile de a infecta adulții, astfel împiedicând depunerea ouălor și 
daunele provocate de larve. Pe lângă aceasta, ciupercile microscopice entomopato-
gene prezintă un șir de avantaje și anume: efi ciența înaltă, siguranța pentru sănătatea 
omului, minimizarea reziduurilor de pesticide în produsele alimentare, siguranța 
pentru speciile nevizate, astfel promovând biodiversitatea, managementul rezisten-
ței dăunătorilor, potențialul antibacterian și antifungic.

3.4.  B iotehnologia producerii și aplicării preparatelor 
entomopatogene fungice

Pe parcursul a mii de ani, co-evoluția insectelor și ciupercilor microscopi-
ce a favorizat apariția speciilor de entomopatogeni fungici. Atenția crescândă a 
societății umane pentru riscurile utilizării pesticidelor de sinteză, apariția unui 
număr mare de specii rezistente au constituit premisa pentru reorientarea cercetă-
rilor științifi ce spre valorifi carea mecanismelor naturale de control al dăunătorilor. 
Studiile care vizează utilizarea preparatelor entomopatogene pe bază de ciuperci 
microscopice pentru controlul biologic al dăunătorilor confi rmă aplicabilitatea și 
importanța acestui grup de microorganisme (Singh, Rainab, Singha, 2017). Pen-
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tru a elabora agenți de control biologic pe baza micromicetelor entomopatogene, 
este necesar de a înțelege biologia și mecanismul de acțiune ale tulpinilor fungice 
izolate. De asemenea urmează a fi  luate în calcul efi ciența și costul pentru a le 
compara cu pesticidele chimice.

Strategia optimă este de a utiliza entomopatogenii fungici în scopul reduce-
rii efectivului numeric al populației de dăunători sub pragul economic de dăunare. 
Aceasta va reduce cantitatea de spori introduși în mediul ambiant, va scădea costul 
unei aplicări și va maximiza benefi ciile. Cunoașterea biologiei dăunătorilor permite 
de a planifi ca perioadele de aplicare și numărul de aplicări necesare, astfel oferind 
date necesare pentru analiza cost-efi ciență (Kiewnick, 2007).

 Pentru elaborarea formulei preparatului este important de a cunoaște care tip de 
spori posedă infectivitate maximă, conidiile sau blastosporii și de a decide care va 
fi  tipul de cultivare, la suprafață sau în profunzime. P reparatele pot fi  formulate pe 
mai multe căi (Seaman, 1990; Mollet, Grubenmann, 2001; Gasic, Tanovic, 2013) 
(fi gura 3.1).

Fig. 3.1. Principalele tipuri de formule ale preparatelor 
entomopatogene fungice

Etapa de formulare ține cont de datele privind creșterea și dezvoltarea tulpinii 
în diferite condiții ale mediului ambiant și presupune selectarea aditivilor care vor 
fi  adăugați la sporii fungici, asigurând stabilitatea produsului pe durata păstrării, 
protecția tulpinii de acțiunea factorilor nefavorabili ai mediului, sporirea efi cacității 
produsului prin favorizarea interacțiunii sporilor cu cuticula insectelor, aplicarea 
simplifi cată a produsului cu utilizarea echipamentelor standard.

Tabelul 3.1 prezintă f ormulele biopesticidelor cel mai des aplicate și disponi-
bile pe piață, ingredientele utilizate, avantajele și dezavantajele acestora (Tadros, 
2005; Knowles, 2008).
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Tabelul 3.1. Formulele biopesticidelor

Nr. 
d/o

Tipul de 
formulare Ingrediente Mod de 

aplicare Avantaje Dezavantaje 

1. Praf (DP) 1. agent de control 
(10%),
2. pulbere minerală 
solidă (talc, argilă 
etc.) măcinată fi n, cu 
dimensiuni ale parti-
culelor cuprinse între 
50-100 μm,
3. agenți UV protec-
tori și materii adezive

direct către 
țintă, me-
canic sau 
manual

ușor de pro-
dus

risc de inha-
lare 

2. Prafuri pen-
tru tratarea 
semințelor 
(DS)

1. agent activ,
2. purtător, pulbere,
3. factorul de ade-
ziune

aplicat se-
mințelor 
prin ames-
tecare 

protecția 
agentului de 
control

risc de inha-
lare în timpul 
păstrării

3. Granule 
(GR)
(100-1000 
μm, sau 
microgra-
nule 100-
600 μm)

1. agent activ 
5-20%,
2. materiale minera-
le (caolin, silicagel, 
amidon, polimeri, 
îngrășăminte uscate 
și reziduuri de plan-
te măcinate)

aplicate pe 
sol pentru 
a controla 
insectele 
care trăiesc 
în sol sau 
pentru ab-
sorbția de 
plante prin 
rădăcină

ușor de pro-
dus, elibe-
rează treptat 
agentul de 
control

este nevoie de 
umiditate sufi -
cientă în sol

4. Prafuri 
umectabile 
(WP)

1. ingredient activ,
2. agent tensioactiv,
3. agenți de umecta-
re și dispersie,
4. umpluturi inerte

aplicat după 
suspen-
sia în apă 
utilizând 
echipament 
standard

stabilitatea 
îndelungată, 
buna ames-
tecare cu apa 
și aplicarea 
convenabilă 
folosind echi-
pamente de 
pulverizare

pot ridica pro-
bleme grave 
de sănătate și 
siguranță pen-
tru producători 
din cauza po-
luării, inhalării 
iritație a pielii 
și a ochilor.

5. Granule 
dispersa-
bile în apă 
(WG)
(alternativa 
prafurilor)

1. ingredient activ,
2. agent tensioactiv,
3. agenți de umecta-
re și de dispersie,
4. umpluturi inerte

aplicat după 
suspen-
sia în apă 
utilizând 
echipament 
standard

nu generează 
praf și cu o 
stabilitate 
bună la de-
pozitare,
utilizatori 

de obicei, sunt 
mai scumpe 
decât tipurile 
mai vechi de 
formulări (pra-
furi, pulberi 
umede)
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Nr. 
d/o

Tipul de 
formulare Ingrediente Mod de 

aplicare Avantaje Dezavantaje 

6. Emulsii
(faza dis-
persă 
0.1-10 μm, 
apă în ulei 
sau ulei în 
apă)

1. agent activ,
2. emulsifi ant

conceput 
pentru a fi  
amestecat cu 
apă înainte 
de utilizare, 
poate fi  apli-
cat folosind 
echipament 
de pulveri-
zare 

protejează 
agentul ac-
tiv, ajută la 
aderarea la 
suprafața 
cuticulei 

stabilitatea 
inferioară și 
fi totoxicitate 
ocazionale

7. Suspensie 
concentra-
tă (SC)
(ingredient 
solid activ, 
1-10 μm, 
dispersat în 
faza lichi-
dă)

1. agent activ,
2. agent de umecta-
re/dispersare,
3. agent de con-
centrare, în timpul 
procesului de măci-
nare, ingredientele 
inerte adsorbite pe 
suprafețele parti-
culelor împiedică 
reagregarea parti-
culelor mici

poate fi  
aplicat fo-
losind echi-
pament de 
pulverizare

bazate pe 
apă, 
pot fi  ușor 
manipulate, 
sunt sigure 
pentru mediu 
și operator 

8. Dispersii 
în ulei 
(OD)

1. agent activ,
2. ulei vegetal

urmează a fi  
diluat, poa-
te fi  aplicat 
cu utilizarea 
echipamen-
telor stan-
dard prin 
pulverizare

oferă posi-
bilitatea de 
a formula 
ingrediente 
active sensi-
bile la apă și 
o capacitate 
de a utiliza 
un fl uid adju-
vant în loc 
de apă, care 
poate spori 
efi cacitatea 
controlului 
dăunătorilor. 

ingredientul 
urmează a fi  
selectat rigu-
ros 
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Nr. 
d/o

Tipul de 
formulare Ingrediente Mod de 

aplicare Avantaje Dezavantaje 

9. Suspo-
emulsii 
(SE) 
(amestec de 
concentrat 
de suspensie 
și emulsie)

1. agent activ,
2. agent de dispe-
rare,
3. agent de emulsi-
fi ere

poate fi  pul-
verizat

combină 
avantajele 
suspensiilor 
și aplicării 
uleiurilor

este extrem de 
complicat de 
formulat

10. Capsule în 
suspensie 
(CS)
Agent activ 
microin-
capsulat în 
suspensie 
apoasă

1. ingredient activ,
2. capsulă din gelati-
nă, amidon, celuloză 
și alți polimeri
3. agenți tensioac-
tivi,
4. agenți de îngro-
șare

urmează a 
fi  diluat și 
poate fi  pul-
verizat

agentul de 
control este 
protejat de 
condițiile 
extreme de 
mediu (radi-
ații uv, tem-
peratură), iar 
stabilitatea 
reziduală a 
acestuia este 
îmbunătățită 
datorită eli-
berării lente 
(controlate)

cost ridicat, 
complexitate 
de formulare

11. Lichide cu 
volum mic 
(UL)

1. concentrații înalte 
ale agentului 
de control,
2. agenți tensioactivi,
3. agenți de control 
ai drift-ului

ușor de 
transportat și 
aplicat

nu pot fi  dilu-
ate, urmează 
a fi  produse în 
cantități mari

(Surse: Knowles, 2005, 2006; Gasic, Tanovic, 2013)
 
Cele mai frecvent utilizate formule pentru preparatele entomopatogene fungice 

sunt prezentate în tabelul de mai jos (tabelul 3.2).
După ce formula preparatului este elaborată, aceasta urmează a fi  testată în câmp 

pentru a confi rma efi cacitatea. Impactul tulpinii fungice asupra speciilor non-țintă este 
deseori o consecință negativă, imposibil de a fi  prognozat, determinată doar după apli-
carea preparatului în condiții de teren agricol. Studiile întreprinse până la moment 
au constatat foarte puține cazuri de afectare a speciilor non-țintă. Dacă efi cacitatea 
preparatului este confi rmată, urmează producția în masă. La această etapă se studiază 
posibilitatea de a reduce costurile de producție asociate multiplicării microorganis-
melor sau aditivilor utilizați în formula preparatului. Sunt publicate numeroase studii 
cu privire la producerea fungilor pe substraturi solide (Singh, Rainab, Singha, 2017).
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Tabelul 3.2. Biopesticide fungice

Nr. Specia fungică Produs For-
mulă

Durata de 
păstrare

1. Beauveria bassiana BotaniGard, Naturalis-L, Myco-
trol, Bio-Power, Beauverin, Bo-
verol, Proecol

WP, 
SC

1 an (≤20°C)

2. Beauveria brongniartii Betel, Schweizer Beauveria WP 1 an (≤2°C)

3. Lecanicillium lecani Mycotal, Bio-Catch, Vertalec WP 0,5 an (≤4°C)

4. Metharizium anisopliae Bio-Catch -M WD 1 an (≤4°C)
Green Muscle, BioCane G

5. Metarhizium fl avoviri-
de var. fl avoviride

BioGreen WP 0,5 an (≤4°C)

6. Isaria fumosorosea Preferal, Priority, Futureco, No-
Fly

WP, 
WDG

0,5 an (≤4°C)

(Sursa: Skinner, Parker, Kim, 2014)

Fungii persistă în mediul înconjurător sub formă de spori, focarele de boli fi ind 
declanșate de condiții speciale de temperatură, umiditate și densitatea populației de 
insecte. Populațiile de dăunători depășesc, în general, pragul economic de daună 
până la apariția în mod natural a unui focar de boală. În consecință, obiectivul intro-
ducerii agenților patogeni ai insectelor în populațiile de dăunători este de a induce 
focarele de boli înainte ca populația să atingă un prag economic de daună. Există pa-
tru tactici diferite de utilizare a agenților patogeni în controlul insectelor: controlul 
biologic clasic, introducerea augmentativă, introducerea inundativă și manipularea 
de mediu.

În controlul biologic clasic, un agent patogen (de obicei local) este introdus în 
populația dăunătorilor în una sau câteva locații geografi ce. Agentul patogen se re-
produce în populația țintă a dăunătorilor și devine endemic în câțiva ani, reducând 
permanent nivelul de infestare a dăunătorilor la un prag inferior pragului economic 
de daună și apoi având drept scop menținerea acestui nivel.

O a doua tactică este augmentatarea inoculativă. În acest caz, agenții patogeni 
sunt introduși periodic în populațiile în care aceștia deja există pentru a spori nive-
lul de infecție. Drept rezultat, focarul de boală apare mai devreme decât în condiții 
obișnuite, reducând astfel mărimea populației dăunătorilor sub pragul economic. 
Cu această abordare, o singură introducere nu poate constitui o măsură de control al 
dăunătorilor, fi ind necesară introducerea repetată a patogenului, la diferite intervale 
de timp (câțiva ani, anual sau sezonier).

Cea mai frecvent utilizată tactică pentru controlul insectelor cu agenți patogeni 
este augmentarea inundativă a agentului patogen în populația de dăunători, cauzând 
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niveluri înalte ale mortalități. În acest caz este vorba de utilizarea termenului de 
insecticid microbian. Agentul patogen se aplică după necesitate pentru a menține 
populația dăunătorilor sub pragul economic de daună. De obicei, această tactică 
necesită mai puține aplicații decât un pesticid chimic cu spectru larg de acțiune, 
deoarece agentul patogen este mult mai specifi c decât majoritatea substanțelor chi-
mice și, prin urmare, nu afectează alți inamici naturali ai dăunătorului. Insecticidele 
microbiene au primit cea mai mare atenție din partea cercetătorilor, deoarece s-a 
dovedit a fi  cea mai de succes strategie pentru combaterea dăunătorilor și pentru 
asigurarea profi tului economic.

Managementul mediului reprezintă o tactică, în care este îmbunătățită efi ciența 
inamicilor naturali ai insectelor deja existenți în ecosistem, prin ameliorarea factori-
lor de mediu favorabili dezvoltării acestora. Această abordare este mai des utilizată 
în cadrul agriculturii ecologice și agriculturii sustenabile, decât în sistemele agricole 
intensive. Cu toate acestea, practicile agricole (de irigare, recoltare, cultivare) pot 
infl uența efi ciența metodei (Federici, 1996).
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CERCETĂRI PRIVIND DEZVOLTAREA 
AGENȚILOR FUNGICI DE CONTROL BIOLOGIC 
AL COLEOPTERELOR DĂUNĂTOARE

4.1. Izolarea și identifi carea noilor tulpini fungice
Cercetările prezentate în acest subcapitol au urmărit caracterizarea microfl orei 

fungice a coleopterelor curculionoide incluse în studiu. Au fost investigate modali-
tățile de izolare și identifi care a tulpinilor native de micromicete cu potențial ento-
mopatogen și optimizarea procedurilor de obținere a agenților de control biologic. 
În acest scop au fost utilizate două metode de izolare a micromicetelor:

1) izolarea fungilor din exemplare de insecte fără semne de infecție fungică;
2) izolarea directă a fungilor din exemplare de insecte cu semne de infecție 

fungică. 
În total au fost izolate 55 de tulpini fungice dintre care 42 de tulpini fungice au fost 

izolate din exemplare fără semne de micoză, iar 13 tulpini fungice au fost izolate prin 
recoltare directă din exemplare cu semne de micoză. Tulpinile de micromicete izolate 
din exemplare de insecte vii au fost identifi cate folosind metodele molecular-genetice 
iar cele izolate din exemplare cu semne de infecție au fost identifi cate morfologic.

Studiile comparative ale secvenţierilor genelor ARNr oferă posibilitatea de a 
evidenția relațiile fi logenetice ale diferitor grupuri taxonomice (Woese, Olsen, 1986; 
Medlin et al., 1988; Jorgensen, Cluster, 1989). Genele ce codifi că ARNr a subuni-
tăților mici ribozomale (ARNr 18S) sunt conservative şi evoluează relativ lent, fi ind 
utile în studiul organismelor îndepărtate fi logenetic. Regiunile ITS (Internal Tran-
scribed Spacer – Spațiator Intern Transcris) evoluează mult mai rapid şi pot varia în 
cadrul speciilor unui gen sau în cadrul populațiilor (White et al., 1990). În ultimii 15 
ani, regiunea ITS a ADN-ului nuclear a fost utilizată pentru analiza diversității fun-
gice în probele din mediu. Recent, regiunea ITS a fost selectată în calitate de marker 
ofi cial pentru barcodarea ADN-ului fungic (Deliberation of 37 mycologists from 
12 countries at the Smithsonian's Conservation and Research Centre, Front Royal, 
Virginia, 2007) (Bellemain et al., 2010). Identifi carea exactă a agenților de control 
biologic este un pas important pentru elaborarea programelor de control biologic al 
dăunătorilor. Ca urmare a studiilor fi logenetice moleculare, au fost realizate modifi -
cări considerabile în clasifi carea fungilor. Utilizarea metodelor molecular-genetice 
a permis de a reuni formele sexuate (teleomorfe) de formele asexuate (anamorfe) 
ale aceleași specii, care mult timp au fost considerate specii diferite și a permis re-
clasifi carea speciilor de micromicete entomopatogene în încrengătura Ascomycota. 
Studiul fi logenetic este de asemenea important, deoarece permite de a prezice trăsă-
turile comune ale speciilor înrudite, inclusiv spectrul de gazde.

Identifi carea tulpinilor de fungi în baza succesiunilor nucleotidice. În re-
zultatul analizei BLAST a succesiunilor nucleotidice parțiale ale genei ARNr 18S 
(NCBI GenBank) și reconstituirii arborelui fi logenetic în microfl ora fungică a spe-

4
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ciilor Sitona lineatus, Hypera postica și Protapion apricans, au fost identifi caţi 17 
reprezentanţi din clasa Dothideomycetes, 3 din ordinul Dothideales, 5 din ordinul 
Capnodiales și 9 din ordinul Pleosporales; 12 reprezentanți din clasa Sordariomyce-
tes, 1 din ordinul Sordariales, 1 din ordinul Xylariales și 10 din ordinul Hypocreales; 
5 reprezentanți din clasa Eurotiomycetes, ordinul Eurotiales, 4 reprezentanți din 
clasa Saccharomycetes, ordinul Saccharomycetales, doi reprezentanți din ordinul 
Mucorales și câte 1 reprezentant din ordinele Sporidiobolales și Tremellales.

Ca rezultat al analizei BLAST și analizei fi logenetice în baza succesiunii nu-
cleotidice a regiunii ITS,  trei tulpini (izolate din corpul insectei S. lineatus) au fost 
identifi cate ca Beauveria bassiana prezentând 100% omologie în secvența nucleo-
tidică a regiunii ITS (fi gura 4.1). Ca rezultat al analizei fi logenetice, tulpina L5/6 a 
fost identifi cată ca Isaria fumosorosea cu o similaritate de 99% (fi gura 4.2).

Fig. 4.1. Relațiile fi logenetice ale tulpinilor B, N și L1/6 
(B. bassiana) (orig.) 

Fig. 4.2. Arborele fi logenetic reconstruit al tulpinii L5/6 
(I. fumosorosea) (orig.)

Identifi carea tulpinilor fungice în baza caracterelor morfologice.  În urma 
izolării tulpinilor fungice din corpul insectelor cu semne vizibile de micoză, au fost 
evidențiate 12 tulpini morfologic similare cu Beauveria spp. și o tulpină similară cu 
Isaria sp. (fi gurile 4.3 și 4.4). 
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a b

Fig. 4.3. Exemplare de insecte cu semne de micoză (orig. A. Moldovan)
a - H. postica, b - S. lineatus 

Ulterior, tulpinile fungice izolate au fost reinoculate în cultură pură și au fost 
identifi cate folosind chei dihotomice de determinare ca Beauveria spp. și Isaria sp.

Următoarele caracteristici morfologice au fost folosite pentru identifi care 
(Humber, 2012):

1. sporii, hifele și alte structuri fungice sunt vizibile la suprafața insectei gazdă;   (2)
2. pe suprafața corpului insectei gazdă se observă structuri lungi macroscopice;  (3)
3. pe miceliul aerian dezvoltat la suprafața corpului insectei gazdă se formează 

conidii;                         (4)
4. Conidiile se formează în lanțuri scurte sau lungi;      (5)
4a. Conidiile sunt produse câte una, pe denticule separate, aparte pe fi ecare 

celulă condiogenă, sau produse pe multe denticule separate pe fi ecare celulă conidi-
ogenă sau, în grupuri mici;                                   (7)

5. celulele conidiogene au baza umfl ată și gâtul lung, se formează câte una sau 
în grupuri, lanțurile de conidii deseori sunt lungi și divergente (atunci când se for-
mează pe grupuri de celule conidiogene);         

Paecilomyces (Isaria)
7a. celulele conidiogene produc câteva sau mai multe conidii, fi ecare formată 

pe denticule separate;                        (8)
8. celulele conidiogene au un apex denticulat extins, (apexul în creștere, formea-

ză în mod repetat conidii și se ramifi că, sau crește la baza conidiei nou formate).  
               Beauveria

Pentru comparație au fost utilizate tulpinile de Brauveria bassiana L1/6, B și 
N, și Isaria fumosorosea L5/6 identifi cate anterior, folosind metodele molecular-ge-
netice.

Șapte dintre tulpini au fost izolate din corpul insectelor din specia S. lineatus, 
iar șase din corpul insectelor din specia H. postica (tabelul 4.1). Cercetările ulte-
rioare vor viza virulența acestor tulpini. Acele tulpini care vor prezenta activitate 
insecticidă promițătoare pentru a fi  aplicate în calitate de agenți de control biologic 
vor fi  identifi cate la nivel de specie cu utilizarea metodelor molecular-genetice.
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Tabelul 4.1. Tulpinile de fungi izolate direct de pe insecte,                         
cu semne vizibile de infecție fungică

Nr. 
d/o Insecta gazdă Tulpina fungică Identifi care 

morfologică
 1 Sitona lineatus Cg1

Beauveria spp.

2 Cg6
3 Cg7
4 Cg10
5 Cg11
6 Cg12
7 Cg13
8 Hypera postica Hp1Cg
9 Hp2Cg
10 Hp3Cg
11 Hp4Cg
12 Hp8Cg
13 Hp5Cg Isaria sp.

4.2. Caracteristica și importanța practică ale tulpinilor  
entomopatogene identifi cate

 În microbiota indivizilor din speciile Sitona lineatus și Hypera postica au fost 
evidenţiate micromicetele Beauveria bassiana (3 tulpini), Beauveria spp. (12 tul-
pini), Isaria fumosorosea (1 tulpină) și Isaria sp. (1 tulpină), cu potenţial în contro-
lul biologic al diferitor specii de insecte dăunătoare.

Genul Beauveria Vuill., 1912,
B. bassiana (Bals.-Criv.) Vuill., 1912
Poziția taxonomică și caracteristica morfologică. Beauveria bassiana (Bal-

samo-Crivelli) Vuillemin (1912) (Hypocreales, Cordycipitaceae) (=Botrytis bas-
siana Bals.-Criv., Linnaea 10: 611 (1835), Spicaria bassiana (Bals.-Criv.) Vuill. 
(1910), Penicillium bassianum (Bals.-Criv.) Biourge, La Cellule 33: 101 (1923), 
Sporotrichum densum Link (1809), Sporotrichum larvatum Peck (1879), Sporo-
trichum globuliferum Speg. (1880), Sporotrichum minimum Speg. (1882), Botrytis 
bassiana subsp. tenella Sacc. (1882), Botrytis brongniartii subsp. delacroixii Sacc. 
(1892), Isaria vexans R.H. Pettit (1895), Isaria citrinula Speg. (1911), Sporotric-
hum epigaeum var. terrestre Dasz. (1912), Botrytis necans Massee (1914), Botrytis 
stephanoderis Bally (1923), Sporotrichum sulfurescens J.F.H. Beyma (1928), Isa-
ria shiotae Kuru (1932), Beauveria doryphorae R. Poiss. & Patay (1935), Tricho-
derma minima (Speg.) Gunth. Müller (1965)) (de Hoog, 1972). Actualmente, genul 



84 Anna MOLDOVAN, Natalia MUNTEANU-MOLOTIEVSKIY, Ion TODERAȘ

Beauveria include 26 de specii descrise (Rehner et al., 2011; Sanjuan et al., 2014; 
Kepler et al., 2017; Chen et al., 2018; Bustamante et al., 2019).

Ciupercile microscopice din genul Beauveria pot fi  identifi cate până la ni-
vel de gen, folosind caracterele mor-
fologice. Conidioforii sunt formați 
din grupuri dense de celule conidi-
ogene, hialine, cu pereții netezi, ce-
lulele simpodiale, scurte, globoase, 
cu rahis apical denticulat sub formă 
de zigzag, formând o succesiune de 
conidii sesile unicelulare (de Hoog, 
1972; Rehner, Buckley, 2005). In 
vitro, speciile din genul Beauveria 
cresc de obicei încet, au aspect lânos, 
de culoare albă, gălbui sau roz (fi gu-
ra 4.4). Coloniile vechi au aspect de 
praf datorită unui număr mare de co-
nidii produse de diferite forme sferi-
ce, subsferice, elipsodiale (de Hoog, 
1972; Rehner et al., 2011). În plus, 
unele specii sau tulpini pot produce 
pigmenți de culoare roșie (de Hoog, 
1972). Caracterele morfologice nu sunt sufi ciente pentru a identifi ca cu exactitate 
reprezentanții genului Beauveria până la nivel de specie (Robene-Soustrade et al., 
2015;  Imoulan et. al., 2017).

Tulpinile de B. bassiana, fi ind cultivate in vitro, formează colonii cu diametrul 
de 6-23 mm în 8 zile (de Hoog, 1972), 15-32 mm timp de 10 zile la 23°C (Rehner 
et al. 2011) au aspect lânos, catifelat, de pudră, cu înălțimea de până la 5 mm, la 
început alb, după care gălbui sau roz. Rar formează exsudat, mirosul lipsește (fi gura 
4.4). Hifele submerse cu pereții netezi, 1,5-3 μm. Hifele miceliului aerian hialine, cu 
pereții netezi, 1-2 μm, târâtoare sau ascendente care poartă grupuri de celule laterale 
umfl ate, de cele mai multe ori de 3-6 × 3-5 μm, care, prin ramifi care ulterioară, dau 
naștere la celule mai mici umfl ate sau 1-5 celule conidiogene. La tulpinile proaspăt 
izolate, conidiile sunt strâns grupate; la tulpinile mai vechi, ramifi carea devine mai 
puțin strânsă, celulele conidiogene apar în grupuri mici sau solitar pe celule laterale 
elipsoidale până la subcilindrice (până la 15 × 6 μm), sau apar direct din hife. Ce-
lulele conidiogene sunt formate dintr-o parte bazală, uneori alungită globuloasă, în 
formă de balon, de cele mai multe ori cu dimensiunile 3-6 × 2,5-3,5/6 μm (de Hoog 
1972, Rehner et al., 2011), celule terminale mai subțiri cu un rahis bine dezvoltat, 
cu lungimea de aproximativ 20 μm lungime și lățimea de 1 μm, geniculat sau îndoit 
neregulat, denticulat, denticulele cu lățimea și lungimea de 1 μm. Conidiile sunt 
hialine sau rar gălbui, netezi, sferice până la elipsoidale, uneori cu o bază apiculată, 
(1,5-) 2-3 (-4) × (1,5-) 2-2,5 (-3) μm (de Hoog, 1972; Rehner et al., 2011). Nu au 

Fig. 4.4. Tulpină fungică din genul 
Beauveria izolată din corpul speciei 
Sitona lineatus (orig. A. Moldovan)
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fost observați clamidospori. Miceliul pe substrat natural formează de obicei o pâslă 
deasă, granular-pulverulentă, gălbuie, rar roșiatică. Partea bazală a celulelor coni-
diogene sferică, sub-sferică, cu dimensiunile de 2,5-4 × 2-3 μm (de Hoog, 1972).

Particularitățile ciclului vital. Tulpinile de micromicete din specia B. bas-
siana sunt răspândite în sol. Deși se pot nutri saprofi t, fi ind cu ușurință cultivate 
in vitro pe medii nutritive, acestea în ciclul său vital au nevoie de insecte pentru a 
produce cantități semnifi cative de spori care vor asigura supraviețuirea și răspândi-
rea speciilor. Speciile de fungi din ordinul Hypocreales sunt concurenți slabi pentru 
substanțele organice din sol, comparativ cu micromicetele saprofi te oportuniste care 
sunt omniprezente în soluri (Meyling, Eilenberg, 2007). Conidiile prezente în sol, 
fi ind hidrofobe, se atașează la stratul ceros/suprafața chitinoasă a gazdei. Are loc 
recunoașterea receptorilor de la suprafața acestora (Holder, Keyhani, 2005; Mora 
et al., 2017). Conidiile germinează. Cu formarea tubului germinativ, acesta crește 
la suprafața cuticulei și o penetrează prin rupturi mecanice și digestie enzimatică 
(Vega et al., 2012; Mora et al., 2017). Ulterior, micromiceta ajunge în hemolim-
fă și produce blastospori. Aceștia se reproduc prin înmugurire, ocolind răspunsul 
imun al gazdei (Lord, Stanley, 2012; Saranraj, Jayaprakash, 2017). După epuizarea 
resurselor, blastosporii produc hife care cresc spre exteriorul gazdei, producând la 
suprafața insectei cantități impunătoare de conidii. Pe parcursul perioadei de vegeta-
ție sunt înregistrate focare de infecție în populațiile de insecte. Intensitatea focarelor 
depinde de mai mulți factori abiotici și biotici (Inglis et al., 2001; Meyling, Eilen-
berg, 2007; Jaronski, 2010). Conidiile sunt răspândite prin intermediul vântului, al 
ploii și al insectelor. Din numărul total de conidii produse, doar o cantitate mică va 
reuși să infecteze noi gazde (Meyling, Eilenberg, 2007).

Relațiile trofi ce. B. bassiana este o specie cosmopolită care poate fi  izolată din 
sol, insecte, fi losferă și ocazional din țesuturile vii ale plantelor. Beauveria bassia-
na (Bb) este un agent patogen fungic comun, dar puțin înțeles al multor grupuri de 
insecte, fi ind cunoscută pentru capacitatea de a infecta mai mult de 700 de specii de 
insecte din majoritatea ordinelor (Goettel et al., 1990; Inglis et al., 2001; Meyling, 
Eilenberg, 2007; Rohrlich et al., 2018). Cu toate acestea, tulpinile individuale de B. 
bassiana izolate de pe anumite specii de insecte, pot prezenta un spectru îngust de 
acțiune (Rohrlich et al., 2018). Spectrul trofi c în condiții de câmp este de obicei mai 
îngust decât în condiții de laborator, fi ind infl uențat de componenta spațio-tempo-
rală, planta-gazdă și de factorii abiotici. Specifi citatea față de gazdă a tulpinilor de 
B. bassiana este încă insufi cient studiată, fi ind necesare studii minuțioase (Rohrlich 
et al., 2018).

De asemenea tulpinile de B. bassiana pot exista în calitate de endofi ți ai plan-
telor de cultură precum: porumbul (Zea mays L.) (Wagner, Lewis, 2000), sorgul 
(Sorghum spp.) (Tefera, Vidal, 2009), fasolea (Phaseolus vulgaris L.) (Parsa, Or-
tiz, Vega, 2013; Afandhi, Widjayanti, Emi, 2019), bumbacul (Gossypium hirsu-
tum L.)  (Lopez, Sword, 2015), ardeiul dulce (Capsicum annum L.) (Jaber, Ala-
nanbeh, 2018) fără a produce daune plantelor, asigurând protecția acestora față de 
dăunători și patogeni.
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Genul Isaria Persoon, 1794
I. fumosorosea Wize 1904
Poziția taxonomică și caracteristica morfologică. Isaria fumosorosea Wize  

(1904) (Hypocreales, Cordycipitaceae) (=Paecilomyces fumosoroseus (Wize) 
A.H.S. Brown & G. Smith, (1957), Spicaria fumosorosea (Wize) Vassiljevsky  
(1929), Cordyceps fumosorosea (Wize) Kepler, B. Shrestha & Spatafora (2017), 
Spicaria aphodii Vuill. (1910), Monilia aquatilis Malguth (1928), Paecilomyces 
hibernicus Kennelly & Grimes (1930), Paecilomyces isarioides N. Inagaki (1962)). 
Conform studiilor recente de reconstrucție a relațiilor fi logenetice cu utilizarea me-
todelor molecular genetice (Kepler et al., 2017), genul este redenumit în Cordyceps, 
aparținând familiei Cordycipitaceae.

Coloniile au o rată de creștere moderată, ating 3-4 cm în diametru timp de 
10 zile. Coloniile tinere au aspect pulverulent, sporulează activ. Unele tulpini pot 
produce coremii (numite și sinemate) distinctive, culturile sunt albe la început, 
culturile bătrâne au aspect de fulgi, zonele conidiale pot dezvolta lent nuanțe de 
roz (fi gura 4.5).

De obicei, exsudatul este absent, 
unele tulpini produc picături incolore 
mici. Mirosul lipsește. Miceliul cu pe-
reți netezi, hialini, 1,0-3,2 μm lățime. 
Conidioforii provin preponderent din 
miceliu cufundat în substrat, având 
lungimea de până la 60 μm lungime, 
2,0-3,0 μm lățime, cu pereți netezi, 
ramifi cați neregulat, sau care poartă 
verticile dispuse câte 2-5 pe ramuri 
divergente; ramuri cilindrice scurte, 
4-10 × 2,3-3,5 um, purtând frecvent 
ramuri secundare. Conidioforii și ra-
murile acestora se termină cu fi alide 
dispuse în grup de 1-6 (de obicei 2-4). 
La culturile mai vechi, conidioforii 
apar de obicei ca ramuri laterale scur-
te pe miceliu aerian, cu lungimea de 
7-28 μm, puțin ramifi cate, frecvent monoverticilate, sau cu fi alide solitare sau ver-
ticile de fi alide dispuse neregulat pe miceliu. Pe conidioforii complecși, fi alidele 
sunt relativ scurte, 5-9 × 2,5-3,3 μm, elipsoidale în partea inferioară, îngustându-se 
brusc într-un gât scurt de aproximativ 1 μm lățime; fi alidele solitare și fi alidele 
de pe conidiofori simpli au 8-30 × 1,5-2,5 μm, alungite sau ușor umfl ate la bază, 
trecând treptat într-un gât relativ lung. Conidiile sunt hialine, cu pereți netezi, cu 
forma elipsoidală spre alungite, cu vârful rotund sau ascuțit, 2,5-4,0 × 1,4-2,2 μm 
(în medie 3,6 × 1,7 μm), conidiile ocazionale până la 5,0 × 2,6 μm; în lanțuri scurte 
(Brown, Smith, 1957).

Fig. 4.5. Tulpină fungică din genul 
Isaria, izolată din corpul insectei 

Hypera postica (orig. A. Moldovan)
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Particularitățile ciclului vital. Ciclul vital al speciei este similar cu cel al altor 
specii de fungi entomopatogeni din ordinul Hypocreales. Conidiile de I. fumosoro-
sea care intră în contact cu cuticula gazdei produc enzime capabile de a o penetra. 
Are loc formarea tubului germinativ (inclusiv a apresoriului) care penetrează cu-
ticula și pătrunde în hemocel. Micromiceta poate de asemenea să pătrundă în cor-
pul insectei prin orifi ciul bucal sau anal. Miceliul se dezvoltă în interiorul insectei 
și ulterior crește spre exterior producând conidii. Insecta piere din cauza lipsei de 
substanțe nutritive, distrugerii țesuturilor și din cauza toxinelor produse de fungi 
(Castellanos-Moguel, 2013).

Relațiile trofi ce. Specia prezintă un spectru relativ mare de gazde cu răspândire 
largă pe glob. Este întâlnită în sol, pe plante, în aer (Zimmermann, 2008). A fost 
izolată din aproximativ 40 de specii de artropode din 10 ordine de insecte, mai frec-
vent fi ind izolată din lepidoptere (Smith, 1993; Hoy, Raghuwinder, Rogers, 2010; 
Majeed et al., 2017; Jessica et al., 2018; Usanmaz-Bozhuyuk et al., 2018). Tulpinile 
de I. fumosorosea sunt considerate non-toxice pentru om și au efect minim asupra 
speciilor nevizate, dacă sunt aplicate corect ( Osborne, Landa, 2002; Copping, 2004; 
Zimmerman, 2008). Unele tulpini au spectru îngust de acțiune, pe când altele spec-
tru larg de acțiune (Zimmerman, 2008). Există puține date privind ecologia și bio-
logia acestei specii, fi ind necesare studii extensive. Tulpinile de I. fumosorosea de 
asemenea sunt obiectul cercetărilor privind existența în calitate de endofi ți ai plan-
telor de cultură, fi ind date privind potențialul de a coloniza grâul (Triticum aestivum 
L.) (Werner, Saar, Stephan, 2015; Koch et al., 2018).

Studiile ulterioare trebuie să vizeze virulenţa tulpinilor izolate și acţiunea 
lor asupra speciilor S. lineatus, H. postica, P. apricans și asupra artropodelor 
nevizate. Necesită investigații ulterioare infl uenţa tulpinii asupra altor insecte 
din genul Sitona, ținând cont de faptul că, alături de Sitona lineatus, în Republica 
Moldova au fost identifi cați încă 18 reprezentanți ai acestui gen (Poiras, 2006). 
De asemenea, un interes deosebit prezintă tulpina identifi cată ca Isaria fumoso-
rosea, deoarece nu au fost raportate efecte negative ale acesteia asupra albinelor 
şi artropodelor nevizate. Beauveria bassiana este utilizată ca insecticid biologic 
în controlul unui spectru larg de dăunători, fi ind activă de asemenea împotriva 
speciei Sitona lineatus L. (Steenberg, Ravn, 1996; Riedel, Steenberg, 1998) și 
Hypera postica (Yucel et al., 2018). Specia fungică rareori infectează oamenii 
sau animalele, fi ind considerată un insecticid sigur. Totuși a fost raportat cel 
puțin un caz de infecție umană a unei persoane cu imunodefi ciență (Tucker et 
al., 2004). În plus, ca orice praf, sporii pot determina difi cultăți ale respirației. 
A fost constatată capacitatea micromicetei B. bassiana de a crește ca endofi t al 
plantelor de cultură și avantajele pentru controlul biologic al dăunătorilor (Vi-
dal, Jaber, 2015, McKinnon et al., 2017). Specia B. bassiana produce un șir 
de substanțe biologic active printre care enzime proteolitice, lipolitice, amilaza, 
chitinaza, cu ajutorul cărora penetrează integumentele, alcaloizi, toxina beau-
vericina, un ciclodepsipeptid care, alături de alte toxine, are efect antibacterial 
(Patocka, 2016). De asemenea, specia posedă efect antagonist împotriva fungilor 
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fi topatogeni (Yun et al., 2017).   Isaria fumosorosea este o specie cosmopolită cu 
o gamă largă de gazde, care include insecte din peste douăzeci şi cinci de familii 
(inclusiv suprafamilia Curculionoidae) și specii de acarieni. Micromiceta este 
folosită pentru controlul biologic al insectelor, dăunători ai plantelor decorative, 
plantelor leguminoase, porumbului, bumbacului, orezului și a altor culturi. De 
asemenea, I. fumosorosea reduce dezvoltarea și răspândirea făinării castraveţilor, 
Sphaerotheca fuliginea (Schltdl.) Pollacci (Ascomycota, Erysiphaceae) (Kavko-
va, Curn, 2005). Tulpinile de I. fumosorosea produc numeroși metaboliți, inclu-
siv proteaze, chitinaze, lipaze, beauvericină, implicate în procesul de patogeneză 
la insecte (Luangsa-Ard et al., 2009; Ali, Huang, Ren, 2010).

4.3 . Evaluarea activității insecticide 
a tulpinilor fungice entomopatogene

 În scopul evaluării preliminare a patogenității tulpinilor fungice izolate, iden-
tifi cate ca Beauveria spp. și Isaria fumosorosea, au fost pregătite suspensii cu con-
centrația de ~109 spori/ml din cultura de 7 zile. A fost evaluată viabilitatea conidiilor 
și cantitatea de inocul aplicată a fost ajustată astfel încât cantitatea de conidii capa-
bile de a infecta gazda să fi e aceeași. Datele privind mortalitatea înregistrată la 7-a 
zi sunt prezentate în tabelul 4.2.

Tabelul 4.2. Evaluarea preliminară a activității insecticide 
a tulpinilor fungice

Nr. 
d/o

Tulpina fungică 
testată

Viabilita-
tea, %

Canti-
tatea de 
inocul 
aplica-
tă, ml

Mortalitatea (Abbot, 1925) 
la a 7-a zi de la tratament, 

%

S. lineatus H. postica P. apricans

1. B. bassiana, L1/6 94,0±4,50 1,064 100 70 40

2. B. bassiana, B 90,0±3,97 1,111 70 30 0

3. B. bassiana, N 86,0±1,50 1,163 60 10 10

4. Beauveria sp., Cg7 90,0±3,12 1,111 70 50 0

5. Beauveria sp., Cg10 87,0±2,00 1,149 80 30 0

6. Beauveria sp., Cg11 82,0±1,80 1,220 60 30 0

7. Beauveria sp., Cg12 87,0±3,12 1,149 90 50 20

8. Beauveria sp., Cg13 93,0±2,18 1,075 50 20 0

9. I. fumosorosea, L5/6 91,5±4,82 1,093 40 0 0

10. Martor, H2Odist. sterilă 1 0 0 0
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 Specia Sitona lineatus a fost susceptibilă la infecția cu toate tulpinile fungice 
testate, iar specia Hypera postica a fost susceptibilă la infecția doar cu tulpinile fun-
gice din genul Beauveria. În cazul speciei Protapion apricans, au fost înregistrate 
cele mai mici valori ale mortalității, fi ind capabile de a cauza mortalitate doar 3 din 
cele 9 tulpini entomopatogene investigate. Ca rezultat al estimării susceptibilității 
insectelor țintă la infecția cu tulpinile fungice potențial entomopatogene pentru de-
terminarea activității insecticide, a fost selectată tulpina L1/6 care a prezentat valori 
sporite ale mortalității.

Evaluarea activității insecticide a tulpinii Beauveria bassiana L1/6 (CN-
MN-FE-01)

Cuantifi carea inoculului a fost realizată folosind Camera Goreaev. Pentru tulpi-
na L1/6, concentrația de spori recoltată a constituit 1,02 × 107 conidii/ml. Deviația 
standard a constituit 3,962, ceea ce reprezintă 9,72% din valoarea medie a număru-
lui de spori în 16 pătrate mici. Per cutie Petri, au fost aplicate câte 1 ml suspensie 
spori. Au fost folosite cutii Petri cu diametrul de 90 mm, suprafața fi ind egală cu 
63,617 cm2. 

Evaluarea viabilității conidiilor 
Au fost numărate conidiile care au germinat per număr total de 200 de conidii. 

Experiența a fost efectuată în trei repetiții. Deviația standard calculată a constituit 
6,245, ceea ce reprezintă 3,287% din valoarea medie a numărului de spori germi-
nați.

Viabilitatea sporilor a constituit 95% după păstrare în frigider timp de 2 ani, 
la temperatura de 4°C. În cazul păstrării tulpinii în glicerol de 10%, la temperatura 
de -80°C, viabilitatea conidiilor a constituit 96%.

Cantitatea de conidii viabile în inocul

C = 1,02 × 107 spori/ml × 0,95 = 0,969 × 107 spori/ml.

 Concentrația de spori, per unitate de suprafață la concentrația maximală testată, 
este de:

C =
  C     0,969 × 107   

     
 1,523 × 105 spori/cm2

        __ = __________                                                                           .                   63,617       =        S                                         

 Activitatea insecticidă a tulpinii Beauveria bassiana L1/6 a fost testată pe in-
sectele adulte sănătoase, provenite din populația naturală a speciilor Sitona lineatus 
și Hypera postica. Insectele au fost lăsate să se deplaseze pe suprafața hârtiei de 
fi ltru pentru a intra în contact cu sporii ciupercii (fi gura 4.6). După inoculare, insec-
tele au fost incubate câte 10 în cuști, cu lucernă proaspătă în condiții controlate, la 
temperatura camerei de 25±1 ºC și durata zilei de 14 h (fi gurile 4.6 și 4.7).
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Fig. 4.6. Inocularea speciilor de dăunători 
cu suspensii conidiale din cultura tulpinii 

B. bassiana L1/6

Fig. 4.7. Transferarea 
insectelor în cuști 

cu lucernă proaspătă

Fiecare 24 de ore au fost înregistrate datele cu privire la numărul de exemplare 
moarte. Au fost observate schimbări în comportamentul trofi c al insectelor. Aces-
tea, devenind pasive, începând cu ziua a doua de la inoculare, a scăzut numărul de 
crestături specifi ce pe frunzele de lucernă (fi gura 4.8).

a b
Fig. 4.8. Verifi carea mortalității insectelor după inocularea 

cu tulpinile fungice: a - verifi carea mortalității, b - înregistrarea datelor

Cadavrele insectelor au fost îndepărtate înainte ca micromiceta să sporuleze 
pentru a preveni transmiterea orizontală. Au fost remarcate deplasarea insectelor 
spre vârful plantei și fi xarea înainte de moarte (fi gura 4.9). Ulterior, cuștile au fost 
spălate, sterilizate, iar lucerna a fost schimbată.
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a b
Fig. 4.9. Verifi carea mortalității și transferarea indivizilor (orig. A. Moldovan):

a - exemplare moarte fi xate la baza frunzelor,
b - transferarea indivizilor în eprubete

Faptul că mortalitatea insectelor a fost cauzată de infecția fungică a fost confi r-
mat prin apariția miceliului aerian caracteristic pe cadavrele plasate în condiții de 
umiditate sporită și lipsa dezvoltării acestuia în proba martor (fi gura 4.10).

a b
Fig. 4.10. Insecte cu miceliu aerian dezvoltat la exterior (orig. A. Moldovan):

a - specimenii cu sporulare externă, b - Sitona lineatus

  Cea mai efectivă dintre concentrațiile testate ale tulpinii L1/6, pentru Sitona 
lineatus L., a fost  0,969 × 106 spori/ml cauzând o mortalitate de 100% la a 5-a zi de 
la tratament (fi gura 4.11).
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Fig. 4.11. Rata medie a mortalității indivizilor din specia S. lineatus 
după aplicarea suspensiei din conidii ale tulpinii L1/6

1 - 0,969 × 107 conidii/ml, 2 - 0,969 × 106 conidii/ml, 3 - 0,969 × 105 conidii/ml, 
4 - 0,969 × 104 conidii/ml, 5 - 0,969 × 104 conidii/ml, 

martor – apă distilată sterilă

 Activitatea biologică a tulpinii exprimată în valorile LC50, calculată după for-
mula lui Spearman-Karber, a constituit 1,127 × 104 spori/ml. Astfel, o reducere 
cu 50% a efectivului dăunătorului Sitona lineatus L. poate fi  obținută la aplicarea 
culturii fungice Beauveria bassiana L1/6, în concentrație de 1,127 × 104 spori/ml, 
în apă distilată.

Datele denotă că tulpina de fungi propusă, Beauveria bassiana L1/6, posedă o 
activitate insecticidă mai pronunțată asupra speciei S. lineatus, comparativ cu datele 
din literatura de specialitate, și poate fi  utilizată în calitate de agent biologic în con-
trolul efectivului lor numeric (tabelul 4.3).

Tabelul 4.3. Rata mortalității dăunătorului Sitona lineatus L. 
după aplicarea suspensiei de spori din cultura fungică a tulpinilor 

de Beauveria bassiana

Nr. Tulpina
Cantitatea 

sporilor per 
individ

Mortalitatea,
nr. exemplare

moarte/nr. total

Mortali-
tatea,

%

1. Beauveria bassiana L1/6 0,969 × 105 30/30 100

2. Beauveria bassiana 238 
(Riedel, 1998) 1 × 107 17/20 85

 Tulpina este ecologic inofensivă, deoarece a fost extrasă din mediul natural, nu 
este patogenă pentru plante şi organismele homeoterme. În natură nu sunt introduse 
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organisme noi, ceea ce exclude deteriorarea ecosistemelor, cum se observă în cazul 
utilizării altor patogeni şi preparate. Tulpina Beauveria bassiana L1/6 a fost depozi-
tată în Colecția Națională de Microorganisme Nepatogene a Institutului de Microbio-
logie și Biotehnologie sub numărul CNMN-FE-01 și în baza ei a fost obținut brevetul 
de invenție nr. MD 4560 (Moldovan, Munteanu-Molotievskiy, Toderaş, 2018).

Izolarea tulpinilor locale de Beauveria bassiana, cu activitate insecticidă spori-
tă și o viteză sporită de acțiune, reprezintă o etapă importantă în dezvoltarea progra-
melor de control biologic bazate de preparate entomopatogene fungice în Republica 
Moldova. 

Din punctul de vedere al costurilor, producția locală de biopesticide este mai 
avantajoasă pentru fermieri. Ulterior se cere de a evalua virulența tulpinilor izolate 
asupra unei game mai largi de artropode, în special cele nevizate. Pentru a evita 
epuizarea resurselor naturale este necesar de a investiga aplicarea concomitentă a 
mai multor metode și agenți de control al dăunătorilor ceea ce va a oferi strategii de 
management integrat viabile și efi ciente.

4.4. Proprietățile fi ziologice ale tulpinii de fungi 
Beauveria bassiana CNMN-FE-01

 Majoritatea micromicetelor pot fi  cultivate cu succes în condiții de laborator. 
Cercetările actuale ale savanților sunt orientate spre selectarea tulpinilor fungice 
capabile de a crește pe medii nutritive accesibile, producând, totodată, o cantitate ri-
dicată de spori. De asemenea sunt realizate investigații științifi ce care au drept scop 
caracterizarea metaboliților produși de tulpinile fungice pentru a identifi ca acele 
substanțe care au un rol important în procesul de patogeneză. Însă aceste date nu 
sunt cele mai importante pentru elaborarea preparatelor entomopatogene. Pentru a 
produce biopreparate efi ciente în baza tulpinilor fungice, sunt necesare date privind 
răspunsul tulpinilor fungice la acțiunea diferitor factori fi zici și chimici. Formarea 
sporilor, germinarea, viabilitatea acestora, creșterea vegetativă a tulpinilor fungice 
în condiții de câmp sunt afectate de temperatură, umiditate, radiațiile cu diferite 
lungimi de undă, salinitate ș.a. (Jaronski, 2010; Vega et al., 2012). Cercetările din 
ultimii ani au scos în evidență faptul că răspunsul tulpinilor fungice la acțiunea 
factorilor de mediu depinde de specie, ecotip și au elucidat faptul că activitatea 
insecticidă depinde de anotimp.  Este cunoscut faptul că factorii fi zici au o infl uență 
semnifi cativă asupra creșterii și dezvoltării tulpinilor fungice în condițiile naturale.
Totuși puține dintre studiile realizate în ultimii ani au urmărit caracterizarea particu-
larităților fi ziologice ale agenților de control biologic din această perspectivă. Ma-
joritatea studiilor s-au axat pe selectarea mediilor nutritive optime pentru maximi-
zarea producției de spori în condiții de laborator (Piatkowski, Krzyzewska, 2007). 
Studierea efectului diferitor factori fi zici asupra creșterii și dezvoltării tulpinilor 
fungice cu potențial insecticid înalt este esențială pentru prognozarea efi cacității 
tulpinii selectate în condiții de câmp, pentru elaborarea formulei biopreparatului și 
a recomandărilor de aplicare și ajustare a dozelor utilizate.
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4.4.1 . Infl uența temperaturii asupra creșterii și dezvoltării tulpinii 
de fungi Beauveria bassiana CNMN-FE-01

Un factor limitativ care acționează asupra creșterii și dezvoltării tulpinilor este 
temperatura. De asemenea, acest factor infl uențează direct capacitatea de a infecta 
insecta gazdă (Mietkiewski et al., 1994; Mishra, Kumar, Malik, 2015; Athanassiou 
et al., 2017). Temperatura înaltă afectează direct sporularea, iar temperaturile extre-
me pot inhiba complet producerea de spori (Piatkowski, Krzyzewska, 2007; Mwam-
buri, Laing, Miller, 2015). De asemenea este cunoscut faptul că la temperaturi mai 
mari de 45°C se induce sinteza de proteine de șoc termic (Xavier, Khachatourians, 
1996). Toleranța termică este un element cheie pentru stabilitatea și efi ciența prepa-
ratului pe bază de condii fungice în condiții de câmp (Tong, Feng, 2020).

Ca rezultat al analizei datelor obținute în prezenta lucrare, a fost stabilit faptul 
că creșterea radială a tulpinii Beauveria bassiana CNMN-FE-01 urmează un model 
liniar (fi gura 4.12).

Durata cultivării, zile
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 Fig. 4.12. Grafi cul care exprimă dependența dinamicii de creștere 
a coloniilor tulpinii B. bassiana CNMN-FE-01 (mm) de temperatură

Viteza de creștere radială a tulpinii de fungi diferă semnifi cativ din punct de 
vedere statistic la temperaturile testate (F(3,52) = 6,073, p = 0,001). Din ecuația 
dreptei a fost dedusă viteza medie de creștere radială care este egală cu panta drep-
tei. Ca rezultat al analizei datelor privind viteza medie de creștere radială, a fost 
determinat faptul că temperatura optimă de creștere este de 25°C. Creșterea tulpi-
nii se stopează la temperatura de 35°C (fi gura 4.13, Moldovan Munteanu-Molo-
tievskiy, Toderaș, 2022). 



95FUNGII ENTOMOPATOGENI

Fig. 4.13. Viteza medie de creștere radială a tulpinii de fungi B. bassiana 
CNMN-FE-01 pe mediul nutritiv PDA la diferite temperaturi, mm/zi

Studiile anterioare privind temperatura optimă pentru creșterea vegetativă a 
entomopatogenilor fungi au constatat faptul că aceasta variază semnifi cativ între 
diferite specii și în cadrul speciilor. Conform datelor din literatura de specialitate 
pentru mai multe specii de fungi, inclusiv din genurile Beauveria, Metarhizium 
și Paecilomyces, temperatura optimă pentru creștere și dezvoltare este situată în 
intervalul 24 și 27°C (Hallsworth, Naresh, 1999). Fiind studiate 65 de tulpini de 
B. bassiana, a fost constatat că, în majoritatea cazurilor, temperatura optimă de 
creștere a variat în limitele 25-28°C. Unele tulpini au avut temperatura optimă 
de 20°C și 30°C ( Fargues et al., 1997). Ulterior fi ind studiate mai multe tulpini 
de B. bassiana și M. anisopliae, a fost evidențiată o viteză de creștere lineară la 
temperatura de 30ºC. Din cele 98 de tulpini cercetate, doar 3 au fost capabile de 
a crește la 35ºC (Rodriguez, Gerding, France, 2009). Există date privind izola-
rea tulpinilor de M. anisopliae capabile de a crește bine la temperaturi egale și 
mai mari de 35°C (Teja, Rahman, 2016). Ca rezultat al analizei datelor obținute, 
a fost stabilit că  sporularea și rata de germinare sunt maxime în cazul cultivării 
la temperatura de 25°C (fi gurile 4.14, 4.15, Moldovan, Munteanu-Molotievskiy, 
Toderaș, 2022).

 Lipsa creșterii și germinării la temperaturi apropiate de temperatura corpului 
uman prezintă un avantaj semnifi cativ pentru înregistrarea preparatelor entomo-
patogene fungice (Butt, 2002). Totodată, temperatura poate avea un efect negativ 
semnifi cativ asupra procesului de patogeneză în cazul creșterii semnifi cative a 
temperaturii la suprafața solului (Arthurs et al., 2001, Rangel et al., 2005; Vega 
et al., 2012).
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Temperatura, °C
Fig. 4.14. Cantitatea de spori/cm2 produși de tulpina 
B. bassiana CNMN-FE-01, în funcție de temperatură

Temperatura, °C

Fig. 4.15. Viabilitatea conidiilor tulpinii B. bassiana CNMN-FE-01 
după menținerea îndelungată la diferite temperaturi 

A fost stabilit că, la temperatura de 25°C, timp de 90 de zile, tulpina fungică 
își menține viabilitatea sporilor în proporție de 86% (fi gura 4.15). Temperaturi-
le mai mari de 25°C reduc semnifi cativ viabilitatea sporilor. Inhibarea creșterii 
tulpinii Beauveria bassiana CNMN-FE-01 la temperaturi mai mari 30°C și re-
ducerii considerabile a viabilității sporilor după expunerea îndelungată la tempe-
raturi mai mari de 30°C denotă necesitatea aplicării repetate ale tulpinii fungice 
Beauveria bassiana CNMN-FE-01 în cazul utilizării în calitate de agent de con-
trol biologic al coleopterelor curculionoide (Moldovan, Munteanu-Molotievskiy, 
Toderaș, 2022).
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4.4.2 . Infl uența radiațiilor UV asupra creșterii și dezvoltării tulpinii 
de fungi Beauveria bassiana CNMN-FE-01

A fost cercetată microscopic germinarea conidiilor tulpinii B. bassiana 
CNMN-FE-01 după iradiere cu radiații UV, λ = 312 nm (fi gurile 4.16, 4.17).

a b

c d

e f

Fig. 4.16. Germinarea conidiilor după expunerea la raze UV, examinare 
microscopică: a - după 24 h, martor; b - după 30 h, martor; c - 24 h, 10 min. 

expunere UV; d - 30 h, 10 min. UV; e - 24 h, 20 min. UV; f - 30 h, 20 min. UV
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g h

i j
Fig. 4.16 (continuare). Germinarea conidiilor după expunerea la raze UV, 

examinare microscopică: g - 24 h, 30 min. UV; h - 30 h, 30 min. UV; 
i - 24 h, 40 min. UV; j - după 30 h, 40 min. UV

  Este cunoscut faptul că radiațiile UV sunt un factor limitativ pentru creșterea 
și dezvoltarea tulpinilor fungice în condiții de câmp. Conidiile sunt extrem de sen-
sibile la radiațiile UVB. Acestea cauzează deteriorări la nivelul acizilor nucleici, 
al proteinelor, lipidelor și membranelor (Tevini, 1993;  Vega et al., 2012). Expu-
nerea subletală la radiațiile UV poate determina alterări fi ziologice sau genetice, 
contribuind la reducerea virulenței prin faptul că întârzie sau inhibă germinarea 
(Vega et al., 2012). O expunere cu durata de 5 minute poate reduce rata de germi-
nare a conidiilor de B. bassiana de la 94 la 52% (Wenzel Rodrigues et al., 2016). 
A fost stabilit faptul că expunerea de scurtă durată la razele UV cu λ = 312 nm 
inhibă puternic germinarea sporilor (fi gura 4.17).

Prezintă interes faptul că rata de germinare crește în timp. Studiile ulterioare 
vor avea drept scop de a extinde durata de expunere a conidiilor la raze UV pentru a 
determina efectul expunerilor de durată mai lungă (Moldovan et al., 2022).
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Durata expunerii la raze UV, min.

rata de germinare după 30 h,

rata de germinare după 24 h,

Fig. 4.17. Germinarea conidiilor tulpinii B. bassiana CNMN-FE-01 
după iradierea cu raze UV timp de 10, 20, 30, 40 min.

Ulterior a fost cercetată viteza de creștere radială a tulpinii fungice după iradiere 
(fi gurile 4.18, 4.19).
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 Fig. 4.18. Grafi cul care exprimă dependența dinamicii de creștere 
a coloniilor tulpinii B. bassiana CNMN-FE-01 (mm) 

de durata de expunere la UV

 Viteza de creștere radială nu este afectată semnifi cativ de expunerea la raze UV 
(λ = 312 nm) (F(4,65) = 0,037, p = 0,827)). Din ecuația dreptei a fost dedusă viteza 
medie de creștere radială care este egală cu panta dreptei (fi gura 4.19).
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Durata de expunere UV, min.

Fig. 4.19. Viteza medie de creștere radială a tulpinii de fungi B. bassiana 
CNMN-FE-01 pe mediu nutritiv PDA după expunere la UV, mm/zi

 Pentru a evita efectele negative ale expunerii conidiilor la radiații UV, sunt 
întreprinse studii ample care vizează utilizarea ecranelor de protecție (de exemplu 
Tinopal) sau absorbanți UVA/UVB (coloranți ca, de exemplu, Congo roșu). Există 
numeroase studii privind efi ciența ecranelor de protecție contra UV în formulele 
apoase sau pe bază de ulei a speciei B. bassiana, testate în laborator și în teren des-
chis (Vega et al., 2012; Posadas et al., 2012; Wenzel Rodrigues et al., 2016). Pig-
menții naturali care se conțin în uleiurile vegetale de asemenea pot proteja conidiile 
de radiația UV (Braga et al., 2001). Stresul la nivel subletal (nutrițional, osmotic  
etc.) poate stimula toleranța conidiilor față de radiațiile UV ( Rangel, Anderson, Ro-
berts, 2008; Vega et al., 2012).

4.4.3 . Infl uența pH-ului mediului ambiant asupra creșterii 
și dezvoltării tulpinii de fungi Beauveria bassiana CNMN-FE-01

 Valoarea pH a solului este un factor abiotic important care poate infl uența per-
sistența și virulența agenților de control fungici în condiții de câmp (Inglis et al., 
2001). Deci pH-ul solului poate infl uența germinarea conidiilor.  În procesul de in-
fecție, tulpinile entomopatogene produc proteaze și hidrolaze capabile de a degrada 
cuticula gazdei. Există date care confi rmă faptul că acest proces poate fi  afectat de 
valorile pH la suprafața cuticulei. Producția de toxine în cazul speciei B. bassiana 
este optimă la pH acid ( Sharma, Agarwal, Rajak, 1992; St. Leger, Joshi, Roberts, 
1998; Dias et al., 2008).

Toleranța tulpinilor de B. bassiana față de diferite valori ale pH-ului a con-
stituit obiectul investigațiilor ștințifi ce (Sharma et al., 1992; Padmavathi, Devi, 
Rao, 2003; Karthikeyan, Shanthi, Nagasathya, 2008). Fiind studiate toleranța și 
intervalele optime ale pH pentru 29 de tulpini de B. bassiana, a fost stabilit faptul 
că un pH = 3 a inhibat creșterea tuturor tulpinilor. Toate tulpinile au tolerat un 
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pH de 5-13, unele tulpini prezentând un interval optim la larg, pe când altele mai 
restrâns (Padmavathi, Uma Devi, Uma Maheswara Rao, 2003).  În linii generale, 
tulpinile de Beuveria bassiana pot crește vegetativ într-un interval larg de valori 
ale pH = 4-14, fi ind constatate valori optime la pH = 6-7. Rezultate similare au 
fost constatate pentru tulpina B. bassiana CNMN-FE-01.  Ca rezultat al analizei 
datelor privind viteza de creștere radială a fost determinat faptul că nu există di-
ferențe din punct de vedere statistic dintre vitezele de creștere radială a tulpinii B. 
bassiana CNMN-FE-01 la pH 6, 7 și 8 (F(2,42) = 0,049, p = 0,951). În intervalul 
de valori ale pH 5-9, tulpina prezintă diferențe semnifi cative din punct de vedere 
statistic ale vitezei de creștere radială (F(4,65) = 4,33, p = 0,004), tulpina prezen-
tând valori minime ale vitezei de creștere la pH = 5 (Moldovan, Munteanu-Molo-
tievskiy, Toderaş, 2021).

De asemenea a fost evaluată cantitatea de spori produsă per unitate de suprafață 
și rata de germinare a tulpinii fungice după cultivare pe mediul nutritiv PDA cu 
valori diferite ale pH, timp de 90 de zile, la temperatura de 25°C.  A fost constatat 
că, la valori ale pH mai mari de 6, se reduc cantitatea de spori produsă și viabilitatea 
sporilor (Moldovan, Munteanu-Molotievskiy, Toderaş, 2021).

Conform datelor obținute, viabilitatea conidiilor tulpinii B. bassiana CN-
MN-FE-01 scade cu aproximativ 150% la schimbarea valorii pH de la 6 la 7. Ulte-
rior, rata de germinare crește la pH = 9 constituind 66% din rata de germinare la un 
pH = 5. Dacă multiplicăm concentrația conidiilor produse cu viabilitatea acestora, 
vom obține mai multe conidii viabile produse la pH = 6, chiar dacă viabilitatea to-
tală este mai mică la valoarea pH = 6, comparativ cu viabilitatea la pH = 5. Astfel, 
pentru obținerea unui număr maxim de conidii viabile este recomandabil de a ajusta 
pH-ul mediului la valoarea 6.  Cele mai răspândite tipuri de sol în Republica Moldo-
va până la adâncimea de 40 cm au valori ale pH mai mari de 6, ceea ce presupune 
necesitatea ajustării dozelor de preparat aplicate de la caz la caz, în funcție de tipul 
de sol predominant. De asemenea, toleranța tulpinilor entomopatogene la diferite 
valori ale pH este importantă în cazul aplicării concomitente a preparatelor biologi-
ce cu preparatele chimice de control în scopul atingerii unui efect sinergic (Inglis et 
al., 2001). Hemocelul insectelor expuse la pesticide chimice devine alcalin, astfel 
încât tulpinile de microorganisme entomopatogene utilizate trebuie să fi e tolerante 
la aceste valori ale pH (Ferro, 1978).

4.4.4.  Infl uența salinității și a presiunii osmotice asupra creșterii 
și dezvoltării tulpinii de fungi Beauveria bassiana CNMN-FE-01

 Salinitatea solului poate avea efecte asupra efi cacității agenților de control fun-
gici, infl uențând rata de germinare și implicit procesul de patogeneză (Mert, Dizbay, 
1997). Aspectul extern al coloniilor tulpinii fungice B. bassiana CNMN-FE-01, la a 
5-a zi de la inoculare pe mediul nutritiv PDA, cu diferite concentrații de NaCl, este 
prezentat în imaginile de mai jos (fi gura 4.20).
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a b
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Fig. 4.20. Infl uența concentrației de NaCl asupra creșterii radiale a tulpinii 
fungice B. bassiana CNMN-FE-01, la a 5-a zi de la inoculare: a - 1% NaCl; 

b - 2% NaCl; c - 3% NaCl; d - 5% NaCl; e - 7% NaCl; f - 9% NaCl
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Din imaginile prezentate (fi gura 4.20) poate fi  observat efectul inhibitor al 
concentrațiilor de NaCl ≥ 3%, asupra creșterii vegetative a tulpinii fungice B. 
bassiana CNMN-FE-01. Acest efect se manifestă prin reducerea razei colonii-
lor tulpinii de fungi, odată cu creșterea concentrației de NaCl în mediul nutritiv. 
Analiza datelor a relevat faptul că creșterea radială a tulpinii fungice B. bassiana 
CNMN-FE-01 la diferite concentrații ale NaCl în mediul nutritiv urmează un mo-
del liniar. Nu există diferențe din punct de vedere statistic dintre valorile medii ale 
razei coloniei tulpinii CNMN-FE-01 la concentrațiile de 1-3% NaCl, comparativ 
cu martorul (F (3,52) = 0,310, p = 0,818).

 Totodată, există diferențe semnifi cative din punct de vedere statistic dintre va-
lorile medii ale razei coloniei tulpinii investigate în intervalul 0-9% NaCl în mediul 
de cultură (F (6,91) = 7,307, p = 2,16 × 10-6). Ca rezultat al analizei datelor privind 
viteza medie de creștere radială, a fost determinat faptul că, odată cu creșterea salini-
tății mediului, viteza medie de creștere radială a tulpinii B. bassiana CNMN-FE-01 
scade liniar.

 Cultivarea timp de 90 de zile a tulpinii fungice pe medii nutritive cu concentrații 
1-9% de NaCl a contribuit la reducerea cantității de conidii produse per unitate de 
suprafață, comparativ cu martorul .  Soluția de 0,006M sporește cu 66% cantitatea 
de conidii produse și cu 29% viabilitatea acestora față de martor. Soluțiile de NaCl, 
cu concentrațiile de 0,06M și 0,6 M, reduc cantitatea de conidii produse și viabi-
litatea acestora față de martor. Însă viabilitatea sporilor este mai mică, comparativ 
cu celelalte cercetări efectuate în care conidiile au fost inoculate fără a fi  menținute 
preventiv în soluții apoase timp de 24 h.

4.5. Dezvoltarea preparatelor insecticide pe baza tulpinilor 
autohtone de fungi entomopatogeni 

Elaborarea și implementarea unor strategii alternative de combatere a insecte-
lor dăunătoare constituie una dintre problemele stringente ale agriculturii contem-
porane și una din sarcinile majore înaintate biotehnologiilor verzi. Insecticidele 
chimice sunt aplicate extensiv, fi ind cauza unor probleme semnifi cative ce țin de 
sănătatea umană, de poluarea mediului ambiant și reducerea biodiversității. Inves-
tigarea tulpinilor autohtone de micromicete entomopatogene în calitate de agenți 
de control biologic reprezintă o necesitate, în contextul dezvoltării sustenabile a 
agriculturii în Republica Moldova. Lista produselor de uz fi tosanitar înregistrate in 
Republica Moldova include câteva preparate entomopatogene, de exemplu, Foray 
48 B în baza bacteriei Bacillus thuringiensis, destinat pentru controlul lepidopte-
relor dăunătoare și produse autohtone de origine virală (VIRIN-KS, Virin-ABB-3, 
VIRIN-CP ș.a.) (Registrul de Stat al Produselor de Uz Fitosanitar și Fertilizan-
ților). Chiar dacă se observă o tendință pozitivă, agenții microbieni de control 
biologic rămân o resursă insufi cient utilizată pentru gestionarea dăunătorilor în 
Republica Moldova. Tulpinile autohtone de microorganisme, obținute din mediul 
natural, cu proprietăți fi ziologice și biochimice avantajoase, pot reduce semnifi -
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cativ costurile pentru a obține bioinsecticide și a asigura micșorarea gradului de 
poluare al mediului ambiant. De asemenea, utilizarea tulpinilor autohtone va con-
tribui la reducerea riscurilor ecologice, asociate cu introducerea unor organisme 
străine în ecosisteme și dereglarea funcționării acestora. Din punctul de vedere al 
costurilor, producția locală de biopesticide este semnifi cativ mai efi cientă pentru 
fermieri, decât importul de preparate, deoarece prețurile de pe piața internațională 
depășesc capacitatea de cumpărare a acestora.

În scopul dezvoltării agenților de control în baza tulpinilor autohtone de micro-
organisme entomopatogene, a fost elaborată și aplicată următoarea strategie experi-
mentală (fi gura 4.21).

O etapă semnifi cativă care reprezintă baza oricărui program de control biologic 
al dăunătorilor pe bază de microorganisme este studiul aprofundat al agroecosis-
temului, biocenozei și biotopului, obținerea datelor cu privire la: fenologia dăună-
torului, densitatea numerică maximă, pragul economic de dăunare, relațiile trofi ce 
existente, potențialii agenți naturali de control biologic, scopul fi ind de a construi 
sinergii dintre biodiversitatea ecosistemului și tulpina de microorganisme aplicată 
în calitate de agent de control biologic (fi gura 4.21).

După defi nirea problemei, identifi carea grupului de organisme, care pot fi  uti-
lizate cu succes în controlul biologic al dăunătorului, urmează etapa de obținere a 
agentului de control. Metodele de izolare a tulpinilor fungice trebuie să vizeze nu 
doar izolarea selectivă a entomopatogenilor, ci și caracterizarea complexelor de ciu-
perci din microfl ora fungică. Rezultatele obținute în cadrul cercetărilor din prezenta 
lucrare au demonstrat că o tulpină cu virulență maximă poate fi  izolată în urma 
evidențierii spectrului deplin de fungi prezenți în microfl ora dăunătorului. Studiile 
recente au demonstrat că identifi carea molecular-genetică este extrem de importan-
tă pentru înțelegerea și valorifi carea interacțiunilor gazdă-parazit. Multe specii de 
fungi prezintă caracteristici criptice, identifi carea clasică nefi ind capabilă de a face 
diferența dintre acestea (Vega et al., 2012). 

De la primele studii cu privire la izolarea și caracterizarea agenților fungici de 
control biologic până în prezent, în literatura de specialitate pot fi  găsite date cu pri-
vire la izolarea tulpinilor de fungi entomopatogeni, identifi carea acestora, informații 
cu privire la efectul insecticid, cerințele nutritive ale tulpinilor, persistența, efi caci-
tatea în condiții de câmp. Însă puține dintre aceste tulpini au fost dezvoltate într-un 
preparat entomopatogen. Puține dintre studiile realizate la moment au o abordare 
holistică, multidisciplinară, orientată spre dezvoltarea unui agent de control biologic 
care poate fi  aplicat cu succes. Scopul cercetărilor expuse în prezenta lucrare este 
de a depăși aceste impedimente, de a cerceta toate aspectele cheie în elaborarea 
unui preparat entomopatogen care și-ar păstra proprietățile insecticide în condiții 
de câmp.
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F ig. 4.21. S trategia experimentală

Pentru elaborarea preparatelor sunt necesare următoarele acțiuni: de a selecta 
tulpinile de micromicete potențial entomopatogene, de a efectua testarea prelimi-
nară a susceptibilității dăunătorilor țintă la infecția cu aceste tulpini și identifi ca-
rea tulpinilor cu activitate insecticidă maximă. Tulpinile selectate sunt caracterizate 
morfo-cultural, genotipic, fi ziologic și biochimic, este determinată virulența acesto-
ra. Evaluarea activității insecticide în condiții de laborator permite de a determina 
momentul de aplicare, numărul de aplicări și doza necesară de a fi  aplicată în condi-
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ții de câmp pentru atingerea unui rezultat maxim. Astfel, ca rezultat al acestei etape, 
tulpinile sunt descrise și este caracterizat spectrul potențial de gazde.

Una dintre problemele majore ale aplicării entomopatogenilor este atenuarea 
virulenței drept rezultat al cultivării succesive in vitro (Butt, Goettel, 2000; Butt et 
al., 2006). A stfel, o etapă importantă în obținerea preparatelor constă în elaborarea 
metodelor de cultivare, păstrare, multiplicare care să asigure menținerea proprietă-
ților biotehnologice valoroase în timp. 

De asemenea este important de a menține viabilitatea sporilor pe parcursul eta-
pei de formulare, păstrare și aplicare a produsului fi nal (Seaman, 1990; Boyetchko 
et al., 1998; Lopez-Perez et al., 2015; Muniz-Paredes et al., 2017; Lee et al., 2019). 
La etapele inițiale de dezvoltare a preparatelor entomopatogene, atenție maximă în 
schema tehnologică se acorda etapelor de izolare, identifi care și caracterizare a ento-
mopatogenilor din perspectiva producerii în masă a sporilor capabili de infecție. În 
funcție de tipul de spori (blastospori sau conidii) care posedă infectivitate maximă, 
se alege tipul de cultivare (la suprafață) sau în profunzime.

Odată ce tulpina este selectată și caracterizată, în baza ei este obținut un bre-
vet de invenție (Kiewnick et al., 2007). Datorită avansării științei în înțelegerea 
mecanismelor implicate și responsabile de activitatea microorganismelor în cali-
tate de agenți de control biologic, la momentul actual, selectarea producentului se 
bazează nu doar pe virulență, ci și pe anume trăsături care asigură supraviețuirea și 
infectivitatea în condiții de câmp (Kiewnick et al., 2007; Lopez-Perez et al., 2015; 
Muniz-Paredes et al., 2017; Lee et al., 2019). Caracterizarea tulpinilor urmează a 
fi  realizată din perspectiva mediului în care acestea vor fi  introduse, fi ind selectate 
acele tulpini care pot supraviețui factorilor abiotici de stres și pot iniția procesul de 
patogeneză în condițiile respective. Selectarea producentului cu luarea în calcul a 
acestor particularități sporește semnifi cativ succesul etapelor ulterioare și simplifi că 
procedura de formulare, astfel scăzând din costul produsului. Această etapă per-
mite de a identifi ca factorii care pot limita efi ciența agentului de control biologic 
în condiții de câmp și de a selecta aditivii necesari de a fi  adăugați la sporii fungici 
pentru a asigura stabilitatea produsului, protecția producentului, sporind efi cacitatea 
produsului (Kiewnick et al., 2007; Lopez-Perez et al., 2015; Muniz-Paredes et al., 
2017; Lee et al., 2019). Astfel, biotehnologia nu doar oferă oportunitatea de a aplica 
entomopatogenii în calitate de agenți de control biologic, dar, de asemenea, oferă 
posibilități valoroase de a demonstra mecanismele de patogenitate, de a anticipa 
comportamentul agentului de control biologic în condiții de câmp deschis și de a 
oferi strategii de control al dăunătorilor efi ciente și viabile.

Pentru a elabora tehnologia de producere și aplicare a preparatelor entomopato-
gene naturale pe bază de tulpini fungice autohtone, destinate controlului biologic al 
coleopterelor curculionoide, au fost parcurse următoarele etape:

- a fost estimată susceptibilitatea insectelor țintă la infecția cu tulpinile fungi-
ce selectate;

- a fost evaluată activitatea insecticidă a tulpinii de fungi care a demonstrat 
proprietăți insecticide superioare;
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- tulpina de fungi cu activitate insecticidă maximă a fost depusă în Colecția 
Națională de Microorganisme Nepatogene a Institutului de Microbiologie şi 
Biotehnologie în baza ei fi ind obținut brevet de invenție;

- a fost evidențiată infl uența temperaturii asupra creșterii și dezvoltării tulpinii 
de fungi inclusiv infl uența asupra creșterii vegetative, infl uența temperaturii 
asupra sporulării și viabilității conidiilor după păstrare îndelungată;

- a fost caracterizată infl uența radiațiilor UV, pH-ului mediului, salinității și 
presiunii osmotice a mediului ambiant asupra creșterii și dezvoltării tulpinii 
de fungi selectate, inclusiv după păstrare îndelungată;

- a fost elaborată schema care sintetizează procedeul de producere și aplicare 
a agenților fungici de control biologic al coleopterelor curculionoide;

- au fost elaborate recomandări de aplicare a tulpinii de fungi în scopul con-
trolului biologic al dăunătorilor.

S unt cunoscute peste 750 de specii de micromicete entomopatogene, dar valori-
fi cate în scopuri industriale sunt de obicei câteva specii și de multe ori câteva tulpini. 
Marile companii producătoare de biopesticide preferă să recurgă la metodele de 
recombinare genetică pentru a crea tulpini cu spectru extins de acțiune și virulență 
sporită. La un pol este profi tul companiilor, la celălalt pol sunt bunăstarea și sigu-
ranța fi nanciară a fermierilor. În contextul celor menționate, selectarea tulpinilor 
autohtone virulente și producția locală de biopesticide reprezintă soluția orientată 
spre consumator care poate asigura o agricultură sustenabilă.

R ezultatele cercetărilor prezentate în această lucrare pot fi  integrate într-un fl ux 
complex de proiectare, elaborare și producere a agenților fungici de control biologic 
al coleopterelor curculionoide. Primul pas a constat în realizarea cercetărilor știin-
țifi ce care au permis de a trece tulpina de fungi Beauveria bassiana CNMN-FE-01 
din potențial producător în producător confi rmat (fi gura 4.22), iar al doilea pas a 
contribuit la elaborarea tehnologiei de producere a preparatului insecticid pe baza 
tulpinii B. bassiana CNMN-FE-01 (fi gura 4.22).

Selectarea tulpinii producător din componența preparatului bioinsecticid 
a presupus:

-  screening-ul colecției de microorganisme entomopatogene privind activita-
tea insecticidă împotriva dăunătorilor S. lineatus, H. postica și P. apricans, 
în concentrație de 1 09 conidii/ml în intenția de a identifi ca tulpina potențial 
producătoare;

-  c onfi rmarea virulenței înalte în condiții controlate, valori ale parametru-
lui LC50 mai mici, comparativ cu alte tulpini (LC50 = 1,127 × 104 spori/
ml), cantitatea de conidii/per individ mai redusă, comparativ cu alte tulpini 

 (0,969 × 105 conidii față de 1 × 107 conidii/per), viteza sporită de acțiune 
(atingerea valorii de 100% mortalitate la a 5-a zi, manifestarea simptomelor 
de patogeneză prin afectarea comportamentului trofi c, încetarea hrănirii în-
cepând cu a doua zi din momentul aplicării suspensiei conidiale);

-  depunerea tulpinii de fungi în Colecția Națională de Microorganisme Nepa-
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togene a Institutului de Microbiologie şi Biotehnologie și obținerea brevetu-
lui de invenție;

-  elucidarea infl uenței temperaturii în scopul stabilirii necesității de utilizare 
în calitate de aditivi a agenților de umectare, absorbanților, stabilirea tempe-
raturii optime de cultivare pentru maximizarea producției de conidii, elabo-
rarea recomandărilor de aplicare în teren deschis;

-  elucidarea infl uenței radiațiilor UV în scopul stabilirii necesității utilizării agen-
ților UV protectori, elaborarea recomandărilor de aplicare în teren deschis;

-  elucidarea infl uenței valorii pH a mediului ambiant pentru identifi carea pH-
ului optim de cultivare pentru maximizarea producției de conidii, elaborarea 
recomandărilor de aplicare în teren deschis pe diferite tipuri de sol, în com-
binație cu pesticidele chimice;

-  elucidarea infl uența salinității și osmolarității în scopul stabilirii regimului 
optim de cultivare, recomandări de aplicare în condiții de salinitate sporită a 
mediului ambiant;

-  elucidarea condițiilor optime de păstrare și menținerea virulenței. 
Rezultatele obținute au permis de a c onfi rma tulpina de fungi B. bassiana CN-

MN-FE-01 în calitate de tulpină producător.
C aracteristica producătorului: Tulpina de fungi Beauveria bassiana (Bals.-

Criv.) Vuill., 1912, CNMN-FE-01 prezintă colonii albe cu aspectul exterior lânos-fl o-
cos sau catifelat spre pulverulent. Coloniile cu vârsta pot deveni de culoare gălbuie, 
uneori roșcate. Rareori produce exudat fără miros. Hifele submerse sunt hialine cu 
pereții netezi de aproximativ 1,5-3 μm lăţime. Hifele miceliului aerian sunt, de ase-
menea, hialine cu pereţii netezi de aproximativ 1-2 μm lăţime, târâtoare sau ascen-
dente. Hifele poartă grupuri laterale de celule umfl ate cel mai des de 3-6 x 3-5 μm, 
care ulterior formează ramifi caţii şi dau naştere altor celule umfl ate mai mici sau 1-5 
celule conidiogene. În cazul culturilor tinere, conidiile sunt strâns grupate, la culturi-
le mai bătrâne ramurile devin mai răzleţe, celulele conidiogene apar în grupuri mici 
sau solitar pe celulele laterale elipsoidale sau cilindrice (de aproximativ 15 x 6 μm) 
sau direct din hife. Celulele conidiogene sunt globulare uneori alungite bazal 
(3-6 x 2,5-3,5 μm); celulele terminale cel mai des sunt subţiri cu axul central bine 
dezvoltat, de până la 20 μm lungime, geniculat sau neregulat îndoit, zimțat. Co-
nidiile hialine uneori de culoare gălbuie, netede, globulare spre elipsoide uneori 
cu o bază apicală (1,5 -) 2 - 3 (- 4) x (1,5 -) 2 - 2,5 (- 3) μm. Clamidospori nu au 
fost observaţi. Poate fi  cultivată pe mediul cartof-glucoză-agar. Coloniile timp de 
8 zile ating diametrul de 3,05 ± 0,14 cm.

Caracteristica mediului nutritiv: Pentru cultivarea tulpinii este cu succes 
aplicat mediul PDA (cartof-glucoză-agar) care permite a produce o cantitate sem-
nifi cativă de conidii. Temperatura optimă de cultivare este 25°C, valoarea optimă 
pH = 6. Ajustarea pH-ului mediului nutritiv permite de a spori cu 14% cantitatea 
de conidii viabile recoltate (de la 0,846 × 108 la 0, 962 × 108 conidii/cm2). Deoarece 
conidiile (forma cu infectivitate maximă) se produc aerian, tulpina B. bassiana CN-
MN-FE-01 urmează a fi  cultivată pe mediu solid.
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 Fig. 4.22. Etapele procesului de selectare a tulpinii producător
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Condiții de păstrare și menținere a virulenței: este obținută și menținu-
tă cultura pură fungică provenită dintr-un singur spor, astfel garantând existența 
unui singur genotip virulent și nu a unei comunități de tulpini din aceeași specie. 
Tu lpina B. bassiana CNMN-FE-01 poate fi  cu succes păstrată fără a-și pierde 
virulența și viabilititatea, în eprubete de 2-5 ml cu glicerol, 10%, timp de 5 ani, la 
t° = -80°C. Cu ltura starter poate fi  menținută în frigider la t° = 4°C, evitând rei-
nocularea repetată timp de 2 ani, cu menținerea virulenței și viabilității. Pentru a 
menține virulența, o dată la 2-3 reinoculări este efectuat pasajul prin corpul gazdei 
și recuperarea tulpinii.

Pe ntru a optimiza procesul de producție și a reduce costurile asociate urmează 
a fi  evaluată producerea de conidii pe mediul nutritiv cartof-glucoză-agar, pre-
parat din ingredientele inițiale de sinestătător sau substraturi solide precum, orz, 
orez, mazăre, grâu etc. După sporularea completă are loc deshidratarea mediului 
și recoltarea conidiilor. Pentru speciile din genul Beauveria, cultivarea pe substrat 
durează în medie 10 zile, se recoltează cu o spatulă și se separă de miceliu prin 
cernere (Wenzel Rodrigues et al., 2016; Jaronski, Mascarin, 2017). Micromicetele 
entomopatogene cel mai des se produc sub formă de praf umectabil (WP), care 
conține 50-80% agent bioactiv, 15-45% agent de umplere, 1-10% agent dispersie 
și 3-5% surfactant (Burges, 1998). Acest tip de formulă se amestecă cu apa și 
poate fi  aplicat cu ajutorul unor pulverizatoare standard sau pompe hidraulice. De 
asemenea, preparatul poate fi  aplicat direct pe sol (Burges, 1998). Ținând cont de 
infl uența temperaturii și umidității asupra viabilității conidiilor în formula prepa-
ratului, urmează a fi  introdus un absorbant (e.g. clorură de calciu, silicagel, sulfat 
de magneziu, cărbune alb, sulfat de sodiu). Conform datelor din literatura de spe-
cialitate, dintre toate materialele testate efi ciență maximă posedă cărbunele alb, 
care asigură menținerea viabilității conidiilor la temperatura camerei timp de 60 
de zile (Skinner, Parker, Kim, 2014). Astfel, cea mai simplă formulă a preparatu-
lui entomopatogen pe baza tulpinii locale de B. bassiana CNMN-FE-01 ar putea 
presupune utilizarea silicagelului sau cărbunelui alb în calitate de aditiv. Pentru a 
spori efi cacitatea formulei poate fi  cercetată în continuare posibilitatea adăugării 
uleiului vegetal, care va prelungi termenul de păstrare, va spori efi cacitatea prin 
favorizarea aderării conidiilor la cuticula insectei și stimularea germinării (Bate-
man et al., 1993). Acest lucru poate fi  obținut prin simpla adăugare a uleiurilor ve-
getale, uleiului de parafi nă sau uleiului mineral la praful umectabil (Moore et al., 
1995; Morley-Davis, Moore, Prior, 1995; Skinner, Parker, Kim, 2014; de Oliveira 
et al., 2018). De exemplu, biopesticidele Naturalis-L ® (B. bassiana) și Green 
Muscle ® (M. anisopliae) utilizează uleiul de soia în acest sens (McClatchie et al., 
1994). Uscarea conidiilor de B. bassiana prin adăugarea silicagelului la formula 
în ulei, sporește toleranța față de temperaturile înalte și termenul de valabilitate 
a produselor pe bază de ulei (Shimizu, Mitani, 2000; Lopes, Faria, 2019). A fost 
de asemenea studiată utilizarea metiloleatului în calitate de agent de umectare 
și emulsifi ere și a uleiurilor de porumb, bumbac și parafi nă în calitate de aditivi 
(Kim et al., 2011b; Skinner, Parker, Kim, 2014).
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Recomandări de aplicare a preparatului entomopatogen pe baza tulpinii 
de fungi B. bassiana CNMN-FE-01 

Metoda de aplicare utilizată infl uențează efi ciența tratamentului. Trebuie luați 
în considerare mai mulți factori, inclusiv distribuția sporilor și acoperirea pentru a se 
asigura că dăunătorul vine în contact cu ciuperca și condițiile de mediu favorizează 
supraviețuirea și germinarea micromicetei înainte, în timpul și după aplicare. Prin-
cipalele metode de aplicare sunt pulverizarea foliară, tratarea solului și scufundarea 
plantei sau rădăcinilor. Pulverizarea este metoda mai des utilizată pentru aplicarea 
bioinsecticidelor microbiene, deoarece presupune utilizarea echipamentului stan-
dard și este familiară pentru fermieri. În cazul aplicării preparatului în teren deschis, 
se va recomanda de a efectua pulverizarea dimineața devreme, benefi ciind de umidi-
tatea sporită, pentru a favoriza infecția, a proteja tulpina de razele UV și temperatura 
excesivă și de a asigura faptul că insectele în procesul deplasării vor intra în contact 
cu conidiile. 

Studiile ulterioare vor urmări testarea diferitor formule ale preparatului ento-
mopatogen în condiții de teren deschis, argumentarea detaliată a prețului de cost 
care va include cheltuielile legate de menținerea culturii, multiplicarea ei și costurile 
asociate aditivilor din formula preparatului. De asemenea vor fi  elaborate recoman-
dări detaliate privind aplicarea în diverse culturi agricole afectate de speciile de 
curculionoide incluse în studiu.
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CONCLUZII

Problemele de mediu și cele legate de sănătatea umană, asociate cu utilizarea la 
scară largă a insecticidelor chimice, pot fi  soluționate prin orientarea spre metodele 
biologice de combatere a dăunătorilor. Unul dintre grupurile de agenți biologici de 
control al insectelor dăunătoare, afl at în vizorul cercetătorilor, sunt fungii entomo-
patogeni. Crearea unor colecții locale de tulpini fungice reprezintă una dintre etapele 
esențiale pentru asigurarea fermierilor cu preparate biologice de uz fi tosanitar. Tul-
pina nouă de fungi Beauveria bassiana CNMN-FE-01 posedă activitate insecticidă 
și virulență sporită asupra dăunătorului Sitona lineatus. La mortalitatea de 100%, 
cantitatea de conidii aplicată este de 100 de ori mai mică, iar viteza de acțiune mai 
mare, comparativ cu cea mai apropiată soluție, ceea ce ar permite reducerea prețului 
preparatului entomopatogen și minimizarea inputurilor în agroecosistem.

Cercetările urmează a fi  continuate pentru a izola noi tulpini cu virulență 
sporită. Identifi carea acestora, folosind metode molecular-genetice de analiză, va 
permite de a cunoaște identitatea exactă a producătorului și de a proteja ulterior 
drepturile de autor prin brevetare. Un pas important este determinarea spectrului 
fi ziologic și ecologic de gazde pentru evaluarea benefi ciilor și riscurilor asociate 
cu introducerea biopesticidelor în agroecosisteme, oferind fermierilor soluții vi-
abile pe termen lung. Tulpinile producător urmează a fi  caracterizate din prisma 
mediului potențial receptor, studiind proprietățile fi ziologice ale acestora, dezvol-
tând strategii adecvate de aplicare în diverse condiții abiotice. Cercetările expuse 
în prezenta lucrare reprezintă o foaie de parcurs spre valorifi carea potențialului 
fungilor entomopatogeni în asigurarea unei agriculturi sustenabile. Tulpina Beau-
veria bassiana CNMN-FE-01 posedă proprietăți tehnologice avantajoase precum: 
păstrarea virulenței în timp, păstrarea viabilității în timp în diverse condiții ale 
mediului ambiant, servind drept bază pentru elaborarea procedeului de obținere și 
a recomandărilor de aplicare a preparatului insecticid, destinat controlului biolo-
gic al coleopterelor curculionoide.
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ANEXA I

Medii nutritive utilizate pentru izolarea și cultivarea 
fungilor entomopatogeni

(Inglis, Enkerliy, Goettel, 2012)

a. Medii selective pentru speciile din genurile Beauveria 

Chase et al., 1986
2% infuzie din ovăs
2% agar
550 mg/ml dodine (N-dodecylguanidine monoacetate)
5 mg/ml chlortetracycline
10 mg/ml crystal violet

Shimazu și Sato, 1996
0,3% bactopeptone
1,5% agar
0,2 mg/ml CuCl2
2 mg/ml crystal violet
Notă: pH 10.

Rangel et al., 2010
Soluție stock: 1.5% Dodine (2.3 g Cyprex/Syllitt 65 w la 97.7 ml H2O, or 

95-100% etanol
PDA + 1g/l yeast extract
Adăugăm 10 ml soluție stock la 990 ml mediu

mediu selectiv pentru B. brongniartii (Strasser et al., 1996)
10% peptonă
20% glucoze
12% agar
600 mg/ml streptomycin
50 mg/ml tetracycline
100 mg/ml dodine (N-dodecylguanidine monoacetate)
50 mg/ml cycloheximide (actidione)
Notă: pH 6.3 ajustat folosind 1M HCl.
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b. Medii selective pentru speciile din genurile Metarhizium

Veen, Ferron, 1966; Liu et al., 1993
1% glucoză
1% peptonă
1,5% oxgall
3,5% agar
10 mg/ml dodine (n-dodecilguanidin monoacetate)
250 mg/ml cicloheximidă (actidione)
500 mg/ml cloramfenicol

mediu selectiv pentru M. acridum (Fernandes et al., 2010)
PDA suplementat cu:
o0,5 g/l cholamphenicol g/l thiabendazole
o0,25 g/l cycloheximide

c.  Mediu selectiv pentru Paecilomyces lilacinus (Mitchell et al., 1987)
3,9% potato dextrose agar
1-3% NaCl
0,1% Tergitol
500 mg/ml pentachloronitrobenzene
500 mg/ml benomyl
100 mg/ml streptomycin sulphate
50 mg/ml chlortetracycline hydrochloride

d. Mediu selectiv pentru speciile din genul Lecanicillium (Kope et al., 2006)
2 g L-sorbose
2 g L-aparagine
1 g K2HPO4
1 g KCl
0,5 g MgSO4 × 7H2O
0,01g FeNaEDTA
20 g agar
l litru apă
0,3 g streptomycin SO4
0,05 g chlorotetracycline HCl
0,8 g pentachloronitrobenzene
1 g NaB4O7 · 10H2O
Notă: pH 4,0 ajustat cu 10% H3PO4.
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ANEXA II

Metode de izolare a fungilor entomopatogeni din sol
(Inglis, Enkerliy, Goettel, 2012)

Fungii entomopatogeni sunt de obicei distribuiți heterogen în sol, prezumtiv 
în sau lângă cadavrele de insecte. Astfel, combinarea probelor de sol, de obicei, 
crește frecvența de izolare. Solul poate fi  colectat cu diferite instrumente, dar son-
da de sol este utilizată cel mai frecvent, deoarece permite prelevarea unui volum 
determinat de sol. Adâncimea este de obicei limitată la stratul superior organic 
de 10-15 cm și/sau la orizontul A al profi lului de sol. Instrumentul de colectare 
trebuie să fi e sterilizat pentru colectarea eșantioanelor ca să se evite cross-con-
taminarea. După colectare, probele de sol sunt de obicei plasate într-un mediu 
rece (5°C). Deși fungii entomopatogeni pot rămâne viabili în sol pentru perioade 
relativ lungi, se recomandă ca probele să fi e prelucrate cât mai repede posibil, de 
obicei, în termen de 5 zile de la colectare. Metodele descrise mai jos favorizează 
izolarea propagulelor. Pentru a izola ciuperci prezente în sol ca stadiu de creștere 
activă sau sub formă de hife latente, au fost concepute o serie de metode (de exem-
plu, izolarea hifală directă și metodele de spălare succesivă). Pentru un rezumat al 
acestora, a se vedea Parkinson (1994).

a. Metoda diluției și însămânțării pe cutii Petri
Fungii entomopatogeni din ordinul Hypocreales sunt considerați a fi  concurenți 

slabi în sol în raport cu alte micromicete de sol. Astfel, izolarea directă a ciupercilor 
entomopatogene din sol se bazează de obicei pe utilizarea unui mediu selectiv. Cea 
mai populară metodă de izolare este metoda diluției și însămânțării pe cutii Petri. 
O procedură frecvent utilizată este de a plasa 10 g de sol în 90 ml de apă sterilă sau 
soluție tampon (de obicei pH 6-7). Proba este apoi omogenizată pentru a elibera 
propagulele din matricea solului. Tehnica preferată este de a utiliza un mixer comer-
cial, sau suspensia poate fi  agitată cu o bară de agitare magnetică sau pe un agitator 
mecanic timp de 20-60 min. În urma omogenizării, alicotele de 100-200 μl sunt dis-
tribuite pe un mediu potrivit. În cazul în care densitatea ciupercilor entomopatogene 
în sol este mare, poate fi  necesar de a dilua succesiv omogenatul obținut.

Totuși densitatea ciupercilor entomopatogene în sol este de obicei scăzută, de 
aceea pot fi  utilizate volume mai mari (1 ml) ale probei inițiale care se transferă pe 
mediul nutritiv agarizat, folosind o mișcare de rotație sub unghi a cutiei Petri; o con-
centrație de agar 2-3% poate facilita absorbția soluției în mediu. Când propagulele 
sunt asociate cu particulele de sol, poate fi  necesar de a crește viscozitatea soluției. 
Creșterea vâscozității va prelungi sedimentarea particulelor care vor reduce variația 
numărului de particule transferate. Pot fi  utilizate diverse substanțe, dar cel mai des 
folosită și ușor de preparat este o concentrație scăzută de agar (0,2%). Îndată ce 
omogenatul s-a răspândit pe mediu, culturile sunt incubate la o temperatură adecva-
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tă (20-25°C pentru majoritatea taxonilor) pentru 3-7 zile. Coloniile individuale pot 
fi  apoi transferate pe un mediu nutritiv potrivit. Pentru tulpinile ce sporulează intens, 
dacă este posibil, transferurile se efectuează înainte de a se produce sporularea.

b. Însămânțarea directă pe cutii Petri
În unele cazuri, poate fi  necesar de aplicat solul direct pe mediul nutritiv, me-

todă mai rapidă decât prin diluare și însămânțare. Cea mai simplă metodă este de a 
împrăștia particulele de sol pe suprafața unui mediu agarizat, lăsând hifele fungice 
să se dezvolte din particulele de sol. Cu excepția cazului în care se utilizează un 
mediu selectiv, acest lucru nu asigură o izolare calitativă a fungilor entomopatogeni 
din cauza dezvoltării abundente a ciupercilor de contaminare.

O strategie mai bună este de a încorpora particulele într-un mediu agarizat 
(Warcup, 1950). Pentru această tehnică, 5-15 g de sol se plasează într-o cutie Petri 
sterilă. Solul poate fi  cernut înainte de plasarea acestuia în cutia Petri sau agregatele 
mari de sol pot fi  fărâmițate. Aproximativ 15 ml de mediu topit (50°C) se toarnă 
în cutia Petri și particulele de sol sunt dispersate printr-o mișcare turbionară. După 
incubarea culturilor (de obicei la t° de 20-25°C), tulpinile izolate pot fi  transferate 
pe un mediu special. Dezavantajul metodei constă în faptul că coloniile încorporate 
în mediu pot fi  difi cil de transferat și este relativ difi cil de a dilua proba originală 
cu sol steril sau nisip în cazul unor densități înalte ale unităților viabile ce formează 
colonii (CFU) în sol.

c. Utilizarea insectelor ca momeală
Insectele pot fi  utilizate ca momeală pentru a izola indirect ciupercile din sol. 

În general, fungii entomopatogeni din ordinul Hypocreales sunt considerați saprofi ți 
slabi, având capacitatea de a infecta insectele vii, aceștia au acces la insecte fără a 
avea concurenți serioși. Cel mai frecvent ca momeală se folosesc larvele speciei 
Galleria mellonella. De asemenea pot fi  utilizate și larvele altor insecte, cum ar 
fi , de exemplu, Tribolium destructor și Acanthocinus aedilis (Zimmermann 1986). 
Klingen et al. (2002) au constatat că utilizarea larvelor speciei Delia fl oralis permite 
de a izola tulpini de T. cylindrosporum mai frecvent decât utilizând G. mellonella.

Probele de sol sunt plasate în containere, solul este umezit, larvele se plasează 
pe sol și se incubează pentru 14 zile, în condiții care favorizează dezvoltarea ciuper-
cii țintă. Deși cantitatea de sol poate limita densitatea larvelor, de obicei, sunt folosi-
te 5-15 larve per container. Larvele sunt amplasate pe suprafața solului, iar solul este 
agitat sau containerele sunt inversate sau agitate periodic pentru a se asigura contac-
tul continuu al larvelor cu solul. Larvele moarte sunt colectate la intervale egale de 
timp și se utilizează pentru a izola microfl ora fungică internă a acestora. Insectele 
care nu populează solul (de exemplu, G. mellonella), sunt foarte sensibile la infecția 
cu entomopatogenii din sol, fapt care crește sensibilitatea acestei metode. În anul 
1998, Zimmermann a recomandat de a usca solul prin aerisire înainte de reumezire, 
pentru a preveni infecțiile produse de nematozii entomopatogeni.



Com.  
Întreprinderea de Stat Firma Editorială Poligrafi că

„Tipografi a Centrală”
MD-2068, Chișinău, str. Florilor, 1
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