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Inventia se referd la o tulpind autohtond de Beauveria bassiana, patogena pentru
gandacul din Colorado, izolata dintr-un focar epizootic natural.

Beauveria bassiana este o ciuperca entomopatogend, care are o arie largd de
raspandire, populand toate habitatele in care se gasesc insecte gazda sensibile la infectia
fungicd, in diferite stadii de dezvoltare, precum siin sol, unde insecte apartinand mai multor
ordine isi petrec viata permanent sau temporar. Lista insectelor gazdad ale ciupercii
Beauveria bassiana este cea mai cuprinzdtoare printre microorganismele entomopatogene,
majoritatea insectelor de interes economic fiind susceptibile la aceasta ciuperca (Vilcinskas
& Gotz, 1999).

Beauveria bassiana este studiata si utilizatd cu succes pentru combaterea biologica
a gandacului din Colorado (Jaros-Su et al., 1999). Argumentele care justifica preocupérile
legate de promovarea bioinsecticidului Beauveria bassiana sunt urmatoarele: poluarea
mediului ca urmare a utilizarii intensive si unilaterale a insecticidelor chimice, extinderea
culturilor de cartof in sistem ,organic" (Karalus, 1994), manifestarea fenomenului de
rezistentd a gandacului din Colorado (Olkowski et al., 1992; Tingey,1992; Tabashnik, B.E.,
1994).

Brevete US se referd la producerea, formularea entomopatogenilor (4401762,
5418164, 5955328), combaterea biologicd cu ciuperci entomopatogene (4925663),
compozitia biopesticidelor gi utilizarea acestora pentru combaterea insectelor ddundtoare
(5413784), activitatea insecticidd a ciupercii entomopatogene fata de orthoptere (56939065).
Documentul WO/2007/087813 se referd la o tulpind de Beauveria bassiana, izolatd in Egipt,
care manifestd virulenta ridicata fatd de Rhychoporus ferrugineus.

Brian Caldwell & colab., Resource Guide for Organic Insect and Disease
Management, pp. 75...80, oct. 2005, prezintd cateva produse comerciale care contin diferite
tulpini de Beauveria bassiana, cum ar fi tulpina GHA sau ATTC 74040, tulpini cu mare
eficacitate in combaterea gandacului din Colorado, cat si a altor insecte ddunétoare.

S. |. Todorova & colab., Pathogenity of Beauveria bassiana isolates toward
Leptinotarsa decemlineata... Phytoprotection, vol.1, nr. 1, pp. 15...22, 2000, prezintd un
studiu al efectului patogen a zece izolate de Beauveria bassiana, din diferite surse gi
proveniente geografice, asupra gandacului din Colorado (Leptinotarsa decemlineata) si
paduchelui verde al piersicului (Myzus persicae), cat si asupra inamicului lor natural
Coleomegilla maculata lengi. Patru dintre ele s-au dovedit interesante, deoarece au
prezentat o puternicd virulentd fatd de insectele ddunatoare, dar nu au cauzat decét o
mortalitate scazuta fatd de Coleomegilla maculata lengi .

Evaluarea incidentei naturale a ciupercii Beauveria bassiana reprezintd o etapa care
conditioneaza utilizarea cu succes a acestui microorganism entomopatogen in combaterea
biologicd, avand in vedere constatarea faptului cd insusirile biologice responsabile de
eficacitatea aplicarilor fungice depind de originea tulpinilor, adica de insecta gazda si de
habitatul din care au fost izolate. Practic, acest lucru se realizeaza prin izolarea ciupercii
Beauveria bassiana de pe diferite substraturi, organice sau anorganice, din focare naturale
de infectie.

Problema tehnicd pe care o rezolva inventia consta in obtinerea unui microorganism
entomopatogen de interes biotehnologic, adaptat insectei gazda si habitatului de origine.
Utilizarea acestei noi tulpini de Beauveria bassiana, identificatd drept sursd de material
biologic, pentru obtinerea de bioinsecticide, asigurd cresterea specificitdtii de actiune a
bioinsecticidului si a inocuitdtii fatd de organismele netinta.
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Tulpina de ciupercd entomopatogena Beauveria bassiana, conform inventiei, (numita
in continuare BbS1.07) este depozitatd in Colectia Nationald de Microorganisme pentru
Industrie si Agriculturd, NCAIM, din Budapesta, Ungaria, cu numarul de acces P (F) 001353
si este patogena fatd de Leptinotarsa decemlineata (gandacul din Colorado), insecta
daundtoare culturilor de solanacee.

Avantajele inventiei prezentate:

- tulpina BbS1.07 are insusiri biologice si epizootiologice, care ii conferd capacitatea
de a supravietui, de a se multiplica si de a se rdspandi in sol;

- tulpina BbS1.07 poate fi utilizatd pentru combaterea unor daunatori de sol prin
lansari inoculative, pentru colonizarea in sol a patogenului si crearea de focare epizootice;

- tulpina BbS1.07 manifesta virulenta ridicatd fatd de gandacul din Colorado.

in continuare, se prezint4 exemple de realizare a inventiei.

Exemplul 1. Izolarea tulpinii de Beauveria bassiana s-a facut din sol, dintr-o culturd
de cartof infestatd cu Leptinotarsa decemliineata.

S-a procedat astfel: 1 g sol + 200 ml apa sterild s-au agitat 15 min; s-au lasat sa se
decanteze, inclinat la 45°, 10 min, pentru depunerea particulelor; operatia s-a repetat de 4
ori, dupa care particulele ramase s-au dispersat, in apa sterilizatd. S-au facut dilutii cuprinse
intre 1/1000 si 1/10.000, pentru a obtine aproximativ 25 colonii fungice dupa insamantare
pe mediu agarizat in cutii Petri. Pentru purificarea culturii fungice, s-au facut izolari
monosporale, pornind de la cultura fungicd sporulatd; cantitdti mici de conidii au fost
prelevate de pe mediul agarizat si suspendate in apa distilatd sterild, apoi insamantate in
striuri paralele, in cutii Petri. Dupa incubare 48 h, la 28°C, coloniile fungice au fost localizate
si transferate in eprubete, pe mediu agarizat.

Exemplul 2. Caracterizarea macroscopica a tulpinii de Beauveria bassiana s-a facut
pe mediu de culturd CGA (cartofi 200 g, glucozéd 10 g, CaCO, 0,2 g, agar 20 g, apa distilatd
1000 ml), dup& 6 zile de incubare la 28°C; s-au evidentiat colonii de culoare alb3, opacd, cu
revers alb-gdlbui, de forma circulara si constand dintr-un strat gros de hife (3,5 mm), cu
aspect plat, de pasla catifelatd; rata medie de crestere a miceliului a fost de 0,83 cm/24 h.

Pentru caracterizarea microscopicd, s-au facut preparate microscopice colorate cu
bleu cotton 0,1% in lactofenol; s-au evidentiat hife hialine, septate, cu contur regulat, purtand
celule bazale conidiogene din care se formeaza conidii unicelulare globuloase, conidiofori
lungi, formand lanturi sub forma de zig-zag.

Pentru caracterizarea fiziologica, s-au testat, in functie de obiectivul urmarit, fie culturi
lichide obtinute in conditii de agitare submersd, in mediul Goral (NaNO, 5 g, KH,PO, 5 g,
MgSO, 2 g, zaharoza 20 g, extract de porumb 0,8 g, apa distilatd 1000 ml), fie culturi
obtinute in conditii stationare, pe mediu de culturd cartof-glucozd-agar. Evolutia culturii de
Beauveria bassiana (tulpina BbS1.07) in conditii de agitare mecanica (300 rpm) este
prezentata in tabelul urmator:

Crestere miceliana (unitati de Germinare conidii
turbiditate nefelometrica)
24 h 48 h 72 h
29,1 80,1 4779 100 (%)
sporulare sporulare sporulare Metoda: determinarea numarului de unitati formatoare
5..10% 50...70% 90...100% de colonii, dupa insamantarea culturii fungice pe
mediu agarizat la dilutia 1/100
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Utilizarea aerobd a unor surse de carbon si azot (in mediul cartof-agar) si a unor
substraturi nutritive naturale este prezentata in tabelul urméator.

Surse de carbon si azot Numdr conidii (x 10°cm’’
Melasa 377,6
Amidon 342
Zaharoza 288,6
Glucoza 2656
Fructoza 159
Maltoza 298
Arabinoza 237.,8
Celuloza 7,04
Lactoza 323,6
Melasa 377,6
Amidon 342
Peptona 263,7
Srot soia 2119
Extract porumb 2465
Extract drojdie 199
Srotde in 2289
Substraturi nutritive naturale autoclavate
Porumb (boabe) 5,11 x10"/g
Arpacasg 10,01 x 10%g
Orez 7,12 x10%g

Exemplul 3. S-a testat interactiunea in vivo dintre tulpina de Beauveria bassiana
(BbS1.07) si alte microorganisme coabitante in sol (ciuperci entomopatogene si antagoniste).
Schema experimentald a cuprins inocularea decalata si simultand a acestor ciuperci,
comparativ cu culturi fungice martor, pe mediul cartof-glucozd-agar. Analiza rezultatelor s-a
facut conform metodologiei clasice, recomandate pentru identificarea tipului de relatii biotice
dintre micromicete apartinadnd unor categorii diferite din punct de vedere ecologic si care
presupune utilizarea unei scale cu 9 grade de interactiuni (Bajan, 1978). in continuare, se
prezintd tipurile de interactiuni identificate:

- rezultatul asocierii dintre Beauveria bassiana (BbS1.07) si Paecilomyces farinosus
este benefic, interactiunea dintre cele doua ciuperci putand fi clasificatd "pozitivd"; cultivarea
lor simultana a avut efect pozitiv asupra cresterii miceliene;

- fatd de cresterea miceliand a ciupercii Verticillium lecanii, Beauveria bassiana
(BbS1.07) a manifestat un usor efect inhibitor. intre cele dou# ciuperci nu s-au evidentiat
zone de antagonism; s-a apreciat un grad de expansiune ugor mai ridicat pentru Beauveria
bassiana (BbS1.07);
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- ciuperca Metarhizium anisopliae a manifestat slab efect inhibitor asupra tulpinii
BbS1.07, care a inregistrat o viteza mai micad de crestere pe mediul de culturg;

- Trichoderma viride a manifestat grad mai mare de expansiune, a inhibat cresterea
coloniei de Beauveria bassiana (BbS1.07), pe care a acoperit-o complet. Pe mediul de
culturd agarizat, nu s-au evidentiat zone de antagonism.

Exemplul 4. S-a testat patogenitatea tulpinii BbS1.07 fata de insecta test Plodia
interpunctella, crescutd in conditii controlate, de laborator, pe mediul Hydak (malai 4 parti,
faind 2 parti, lapte praf 2 parti, drojdie uscata 1 parte, tarate 2 parti, miere + glicerind 1/1 v/v).
S-au facut observatii privind mortalitatea larvarad indusa de Beauveria bassiana (BbS1.07),
la diferite temperaturi.

Conidii (pudrd) obtinute pe mediu agarizat s-au amestecat cu tarate de grau, cu care
s-a acoperit mediul de crestere Hydak. Variantele experimentale sunt prezentate in tabelul
urmator.

Varianta (x 3 repetitii) Numarul de conidii/g Doza-test de inocul patogen
produs (conidii/g mediu de crestere)
I 1,4 x 10" 1x 10"
I 7 x 10" 5x10°
1l 3,5x 10" 2,5x10°
v 1,7 x 10° 1,2 x10°
Vv 8 x 10° 6 x 10°

Pentru testarea conidiilor in suspensie apoasd, s-a folosit agentul de umectare
Tween 80 (0,1%), care a asigurat dispersia uniforma a aglomerarilor de spori hidrofobi,
precum si adeziunea mai bund a conidiilor la cuticula insectelor; suspensia conidind s-a
aplicat prin pulverizare pe mediul Hydak. Variantele experimentale sunt prezentate in tabelul
urmator.

Varianta Titrul suspensiei conidiene Doza-test de inocul patogen
(x 3 repetitii) (numar conidii/ml) (numar conidii/lg mediu de crestere)
[ 4,8 x10* 1,8 x10°
I 2,4 x10* 9x 102
i 1,2x10* 4,5 x10?
v 6 x10° 2,2x10°
\Y 3x10° 1,1 x10?

Evidentierea mortalitdtii larvare induse de tulpina BbS1.07, la diferite valori de
temperaturd, s-a facut prin metoda «camerei umede». Pentru stabilirea procentului de
mortalitate. s-au luatin calcul numailarvele de P. interpunctella, care au prezentat, in decurs
de 48...72 h, simptomele caracteristice micozei provocate de Beauveria bassiana.

Testele desfdsurate la temperatura de 20°C au condus la inducerea mortalitaii
larvare dupa 72 h de la aplicarea tratamentului fungic, cu exceptia larvelor de varsta a IV-a,
la care prima larvd a fost imbolndvitd dup& 48 h. in intervalul de 72 h, procentul de
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mortalitate larvard a fost de 8%, pentru larvele de vérsta a lll-a si a IV-a, respectiv, de 12%,
la larvele de varsta a ll-a. S-au inregistrat urmatoarele procente de micozare: 75%, pentru
larvele de varsta a IV-a, 62,5%, pentru larvele de varsta a lll-a, si de 52,3%, pentru larve de
varsta a ll-a. Dupd 4 zile de la aplicarea tratamentului, larvele de varsta a IV-a nu au mai
manifestat susceptibilitate fata de infectia fungicd, mortalitatea de 3% inregistrata la acest
interval, nefiind indus& de Beauveria bassiana. In cazul larvelor de varsta a ll-a si alll-a,
procentelor de mortalitate de 15, respectiv, de 9%, le corespund procente de micozare de
43,33%, respectiv, 77,77%. Incepand cu a 5-a zi, s-a declansat procesul de impupare a
larvelor de varsta a IV-a, invelisul matdsos in care are loc impuparea reprezentand o barierd
in caleainfectiei cu Beauveria bassiana; pupele incubate in camere umede nu au manifestat
simptome de contaminare fungica la niciuna dintre variantele experimentate. La celelalte
varste larvare, procentul de mortalitate a continuat sa creasca panain a 7-a zi, la larvele de
varsta a ll-a (49% mortalitate), respectiv, pand in a 6-a zi, la larvele de varsta a lll-a (50%
mortalitate); infectia fungica, drept cauza a mortalitatii larvare, a fost evidentd numai pana
la intervalul de 5 zile, atét la larvele de varsta a ll-a (88%), cat si la cele de varsta a lll-a
(58%). Raportul mortalitate/micozare a avut valori diferite la cele doud varste larvare: in cazul
larvelor de varsta a lll-a, dupa 4 zile de la aplicarea tratamentului fungic, unui procent de
mortalitate de 30%, i-a corespuns un procent de micozare de 60%; cazul larvelor de varsta
a ll-a, dupa 5 zile de la aplicarea tratamentului fungic, unui procent de mortalitate de 50%,
i-a corespuns un procent de micozare de 88%.

Testele desfasurate la 25°C au evidentiat faptul c8 la aceasta valoare a temperaturii,
procesul de contaminare fungica a fost stimulat; s-a inregistrat mortalitate larvard dupa 48 h
de la aplicarea tratamentului $i procentele de micozare de 100% la larvele de varsta a Il-a
si a lll-a, respectiv, de 83,3%, la larvele de varsta a IV-a. Comparativ cu rezultatele
corespunzatoare temperaturii de 20°C, la temperatura de 25°C, s-au inregistrat procente de
mortalitate de aproapede 2 ori mai mari, in intervalul 3...5 zile de la aplicarea tratamentului
(procente de micozare >90%), incepand cu primul interval de observatie, corespunzator unei
durate de contact insectad-patogen de 48 h.

Testele desfasurate la 28°C au evidentiat faptul cd si la aceastd temperatura, tulpina
BbS1.07 induce mortalitate larvard dupa 48 h de la aplicarea tratamentului, micozarea fiind
de 70%, pentru larvele de varsta a Il-a, respectiv, de 100%, pentru larvele de varsta a lll-a
si larvele de varsta a IV-a. Pe baza rezultatelor prezentate, apreciem ca la aceasta
temperaturd interactiunea insecta-patogen nu este favorabild din punct de vedere al activitafii
de biotestare.

Rezultatele testelor demonstreaza patogenitatea tulpinii BbS1.07 fatd de lepidopterul
P. interpunctella, utilizat in mod curent pentru testarea biologica in conditii de laborator.

Exemplul 5. Tulpina BbS1.07 a fost cultivatd in conditii submerse in mediul Goral.
Testele s-au realizat in conditii de camp, in cultura de cartof in faza de post inflorit, cand pe
plante s-a gasit un numar mare de larve ale gandacului din Colorado, in diferite stadii de
dezvoltare. Modul de aranjare a experientei a fost blocuri randomizate, fiecare varianta (x
4 repetitii) avand suprafata de 100 mp; marimea parcelei a fost de 25 mp; produsul chimic
standard utilizat a fost CALYPSO 480 SC (0,08 I/ha). Cultura fungicd a fost aplicata cu
pompa de spate, cu pulverizare pneumatica, asigurandu-se o cantitate de 300 | solutie/ha,
corespunzator unei cantitéti de substantd activé de 2,4 x 10" conidii/ha. S-au facut observatii
de mortalitate la 3, 5, 10 si 15 zile. Parametrii urmariti au fost: numarul larvelor vii, inainte de
aplicarea tratamentului, mortalitatea larvelor (L,-L, i L;-L,) dupa efectuarea tratamentului,
la diferite intervale de timp, perioada de actiune a culturii fungice asupra gandacului din
Colorado. Conditile meteorologice in perioada aplicarii si evaludrii eficacitatii biologice au
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fost urmatoarele: temperatura maxima: 28,5°C, temperatura minima: 11°C, precipitatii: 0. S-a
calculat eficacitatea biologicd a culturii fungice (formula Haenderson - Tilton). Tulpina
BbS1.07 aplicatd sub forma de suspensie conidiand a manifestat virulenta ridicatd fata de
L. decemlineata, asigurand o buna eficacitate in combaterea acestui daunator. Rezultatele
experimentale sunt prezentate in tabelul urmator.

Varianta Doza /ha Numéarul Mortalitate larvard dupd tratament (%)
larve vii
fnainte de 3 zile 5 zile 10 zile 15 zile
tratament
L- | Lo | L= | L | L | L& | L | L | Li- | L
L, L, L, L, L, L, L, L, L, L,
Beauveria 2,4x10" | 151 138 | 925 | 805 | 950 | 82,5 | 100 | 925 | 100 | 90,0
bassiana conidii
BbS1.07
CALYPSO 480 SC 0,081 609 | 503 | 100 | 97,2 | 100 | 994 | 100 | 99,4 | 100 | 99,4
Martor netratat 408 | 452 | 400 | 470 | 391 485 | 345 | 490 | 320 | 499

Exemplul 6. Avand in vedere faptul cd, in cazul infectilor microbiene mixte,
fenomenele de antagonism sau sinergism joaca un rol important, s-a urmérit interactiunea
dintre tulpina BbS1.07 si bacteria entomopatogena Bacillus thuringiensis var. tenebrionis,
utilizatd la scard comerciald, pentru protectia culturilor de cartof. Testul s-a efectuat in
conditii de camp experimental, in culturd de cartof infestatd cu larvele gandacului din
Colorado. Pentru tratament, s-a utilizat insecticidul biologic NOVODOR de B. thuringiensis
si cultur lichidd de Beauveria bassiana (BbS1.07), avand titrul de 10,2 x 10° conidii\ml,
aplicate singure sau in amestec, comparativ cu un martor chimic Fastac 10 CE si un martor
netratat. Tratamentul s-a efectuat la generatia | a gandacului din Colorado (L,-L,), cu
aparatul SOLO 4586, prin stropirea completa a tufelor de cartofi inainte de inflorire, in doza
de 450 h\ha (5,6 x 10" conidii BbS1.07\ha). Modul de aranjare a variantelor (x 4 repetitii) a
fost patrat latin, suprafata parcelei a fost de 9 m? (5 randuri x 0,70 m; 7 cuiburi\rand x 0,50
m). S-au facut observatii inainte de tratament, precum si dupa 3 si 6 zile de la tratament, prin
inregistrarea numarului de larve inainte si dupd tratament, in variantele martor si in
variantele tratate. Conditiile meteorologice au fost favorabile aplicarii tratamentelor.

Eficacitatea s-a calculat dupd formula Haenderson-Tilton. in tabelul urmétor, se
prezintd eficacitatea tratamentelor biologice, aplicate singure si in amestec, comparativ cu
un standard chimic.

Preparat biologic Numar mediu de larve Eficacitate (%)
Novodor + culturd fungica (B. Inainte de Dupa 3 zile | Dupa 6 zile 3 zile 6 zile
thuringiensis + BbS1.07) tratament de la de la
tratament tratament

Il Culturd fungicé (BbS1.07) 183 8 2 95,62 98,97
Il | Novodor (B. thuringiensis) 487 128 44 73,43 90,88
IV | Fastac 10 CE 439 42 34 90,36 92,18
\ Martor netratat 321 1 2 98,10 99,47
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Rezultatele testului demonstreaza faptul ca bioinsecticidele microbiene, utilizate in
amestec, au avut eficacitate mai buna decét in cazul utilizarii lor separate. Eficacitatea
superioara, obtinuta prin aplicarea celor doud microorganisme in amestec, nu este rezultatul
unui sinergism de actiune intre tulpina BbS1.07 si B. thuringiensis, ci a faptului ca asupra
daundtorului s-a intervenit simultan, cu tratament de contact (fungic) si de ingestie
(bacterian). Interactiunea de tip neutru, dintre bacterie si ciuperca, a facut posibild coabitarea
aceluiasi microhabitat, larvele gandacului din Colorado, de pe care a fost posibila reizolarea
celor doud microorganisme. Observatiile privind consumul zilnic de hrana (cantitate de frunze
de cartof consumate/variantd) au dovedit ca, desi procentul maxim de mortalitate s-a
inregistrat la toate variantele tratate cu biopreparate, dupd 6 zile de la aplicarea
tratamentului, consumul de hrani a fost cel mai redus in varianta I.

Rezultatele prezentate conduc la concluzia ca tulpina BbS1.07 poate fi utilizatd ca
sursa de material biologic, pentru obtinerea de biopreparate pentru protectia culturilor de
solanacee fatd de atacul gandacului din Colorado.
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Revendicare

Tulpind de ciuperca entomopatogenad apartinand genului Beauveria bassiana,
caracterizatd prin aceea cd este depozitatd in Colectia Nationald de Microorganisme pentru
Industrie si Agriculturd, NCAIM, din Budapesta, Ungaria, cu numarul de acces P (F) 001353
si este patogena fatd de Leptinotarsa decemlineata (géndacul din Colorado), insecta
daundtoare culturilor de solanacee.
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