UNIVERSITATEA TEHNICA A MOLDOVEI
SCOALA DOCTORALA

Cu titlu de manuscris
C.Z.U: 634.8:631.7:634.835

DUBCEAC MARCELA

BIOTEHNOLOGIA DE OBTINERE A CLONELOR SANATOASE
DE VITA-DE-VIE

411.09 Protectia plantelor

Rezumatul tezei de doctor in stiinte agricole

CHISINAU, 2026



Teza a fost elaboratd in cadrul Laboratorulut de Virusologic §i Control Fitosanitar a
Culturilor Horticole al Institutului Nagional de Cercetdri Aplicative in Agriculturd i
Medicind Veterinard (IP INCAAMYV), Chisindu, Republica Moldova.

Autor: Marcela DUBCEAC
Conducitor stiintific: Victor BONDARCIUC, dr,, conf. cercet., [P INCAAMV

Comisia de sustinere publici:

. Valerian BALAN, doctor habilitat, profesor universitar — presedinte, Universitatea
tehnic a Moldovei;

. Victor BONDARCIUC, doctor, conferentiar cercetitor — conducitor de doctorat,
membru, Institutul Nagional de Cercetdri Aplicative in Agriculturd §i Medicind
Veterinard;

. Olga SOLDATENCO, doctor habilitat, conferengiar cercetitor — membru, Institutul
National de Cercetiri Aplicative in Agriculturd i Medicind Veterinari;

. Leonid VOLOSCIUC, doctor habilitat, profesor cercetitor — referent, Universitatea de
Stat din Moldova, Institutul de Geneticd, Fiziologie §i Protectia Plantelor

. Nichita CROITORU, doctor, conferentiar universitar — referent, Universitatea Tehnicd
a Moldovei;

. Leonid PRODANIUC, doctor, conferentiar cercetiitor — referent, Institutul Nagional de
Cercetdri Aplicative in Agriculturd §i Medicind Veterinard,

Sustinerea publicl a tezei va avea loc la 30 ianuarie 2026, ora 14:00, in cadrul sedintei
Comisiei de sustinere publica din cadrul Universitdtii Tehnice a Moldovei (www.utm.md),
la adresa: mun. Chisindu, str, Strada Mircesti 42, blocul 14A, sala 100, MD 2049,

Teza de doctorat §i rezumatul acesteia pot fi consultate la biblioteca UTM

(repository.utm.md) si pe pagina web a ANACEC (www.anacec.md).
Autor: _— v
Marcela DUBCEAC (. @ YA s

v

Conducitor stiintific: /
> <ofiT /i 74
Victor BONDARCIUC, doctor in stiinte agricole, conferentiar cercetiitor %{’ _[’..—-

© Dubceac Marcels, Universitatex Tehnicit a Moldovei, 2026



CUPRINS

REPERELE CONCEPTUALE ALE LUCRARII
1 BOLILE CRONICE ALE VITEI-DE-VIE SI NOCIVITATEA ACESTORA
MATERIALE SI METODE DE CERCETARE

2.1
2.2
23
24
2.5

Evidentierea candidatilor in clone de vita-de-vie

Evaluarea starii fitosanitare a materialului viticol colectat

Metode de asanare a candidatilor in clone de vitd-de-vie

Cultura in vitro st multiplicarea acceleratd a clonelor de vita-de-vie

Evaluarea influentei spectrelor luminoase LED asupra dezvoltarii plantelor de
vita-de-vie 1n culturd in vitro

3 OBTINEREA CLONELOR ASANATE DE VITA-DE-VIE

3.1

3.2

33

3.4

3.5
3.6
3.7

Evaluarea infectiilor virale In materialul saditor de viti-de-vie din Republica

Moldova

Evaluarea cancerului bacterian in materialul saditor de vita-de-vie din

Republica Moldova

Obtinerea clonelor sanatoase de vita-de-vie prin metoda selectiei fitosanitare

3.3.1 Evidentierea candidatilor in clone de vitd-de-vie prin metoda de
observare vizuala

3.3.2 Diagnosticarea candidatilor in clone de vita-de-vie

Asanarea candidatilor in clone de vita-de-vie de infectii virale si cancer

bacterian

3.4.1 Asanarea candidatilor in clone de vita-de-vie prin metoda
termoterapiei cu apa fierbinte

3.4.2 Asanarea candidatilor in clone de vitd-de-vie impotriva infectiilor
virale

Multiplicarea accelerata a clonelor de vitd-de-vie prin metoda culturii in vitro

Infiintarea plantatiilor-mama de categorii biologice Prebazi si Bazi

Schema biotehnologicd pentru obtinerea si multiplicarea clonelor sandtoase

de vita-de-vie in conditiile Republicii Moldova

4 OPTIMIZAREA ELEMENTELOR TEHNOLOGICE DE PRODUCERE A
CLONELOR ASANATE DE VITA-DE-VIE

4.1  Evaluarea si implementarea metodelor moleculare de diagnostic al cancerului
bacterian la materialul viticol
4.2 Influenta spectrelor de lumina LED asupra dezvoltarii plantelor de vita-de-vie
in cultura in vitro
4.3  Selectarea mediilor nutritive pentru regenerarea si multiplicarea accelerata
in vitro $i aclimatizarea ex vitro
CONCLUZII GENERALE
RECOMANDARI PRACTICE

BIBLIOGRAFIE SELECTIVA
LISTA LUCRARILOR STIINTIFICE LA TEMA TEZEI
ADNOTARE

O 0 0 0 O\ B~

10
11

11

13
14

14
15

17

17
19

20
24

25
26
26
27
29
29
30
31

32
33



REPERELE CONCEPTUALE ALE CERCETARII

Actualitatea si importanta problemei cercetate. in domeniul viticulturii, aparitia unor
noi tipuri de boli cronice ale vitei-de-vie, imbundtétirea metodelor de diagnosticare si aplicarea
biotehnologiilor pentru obtinerea plantelor sdnatoase reprezinta directii de cercetare aflate intr-un
proces continuu de dezvoltare. Obiectivul principal in acest context este de a elabora clone de vita-
de-vie cu randament crescut de struguri de calitate superioara si lipsite de boli precum cele virale,
fitoplasmatice si cancerul bacterian, pentru a le putea introduce in plantatiile de productie cat mai
rapid posibil. In prezent la vita-de-vie au fost depistati mai multi de 100 de agenti infectiosi, printre
care se enumera virusuri, fitoplasme si bacterii, responsabili de boli sistemice si cronice [8].
In rezultat, tesuturile si plantele atacate riméan bolnave pe durata intregului ciclu vital, iar fiecare
organ al acestora devine un vector de infectie in procesul de inmultire vegetativa, rezultand in
obtinerea de material de plantare contaminat. Aceste boli se transmit prin intermediul materialului
de inmultire si saditor viticol, prin multiplicarea vegetativa de pe butucii infectati si prin procesul
de altoire al unor componente infectate de viti-de-vie [11]. Prin procesul de altoire, exista
posibilitatea combindrii mai multor virusuri sau boli, ale céror efecte sunt dificil de anticipat.
Importul de material saditor, schimbul de material saditor sau introducerea necontrolata a unor
soiuri noi si portaltoi poate mari considerabil numarul de boli, care in combinatie cu noile conditii
de mediu, pot avea consecinte grave.

In Republica Moldova, cercetirile fitosanitare efectuate in ultimii ani au evidentiat
prezenta a 11 virusuri care afecteaza vita-de-vie, precum si a Candidatus Phytoplasma solani
(Ca. P. solani'), agentul cauzal al bolii Innegrirea lemnului (Bois noir), si a bacteriei
Agrobacterium vitis (A. vitis), responsabila de cancerul bacterian [12]. Printre virusurile
identificate, cele mai frecvent intalnite sunt Grapevine leafroll-associated virus (GLRaV-1,
GLRaV-3), Grapevine fleck virus (GFkV) si Grapevine fanleaf virus (GFLV). Cele mai
ddundtoare virusuri pot duce la pierderi de 20-70% din toatd recolta. Raspandirea virusului
GLRaV-3 intr-o podgorie franceza, a provocat cresterea incidentei bolii asociate rasucirii frunzelor
de la 5% la 86% pe parcursul a opt ani [9]. De asemenea, au fost estimate pierderile economice 1n
statul California (SUA) cauzate de acelasi virus, care au constituit de peste 90 milioane de dolari
anual [1]. In cazul virusului GFLV, pierderile de recoltd pot atinge pana la 77%, iar daunele
economice sunt estimate la circa 16.600 USD/ha, ceea ce face ca aceasta viroza sa reprezinte o
amenintare majora pentru viile din intreaga lume [2].

Este cunoscut cd unele plante de vita-de-vie pot fi purtitoare de agenti patogeni intr-o
forma asimptomatica, ceea ce Inseamna cd acestea nu prezinta simptome evidente ale bolii. Acest
fenomen poate fi influentat de mai multi factori, cum ar fi concentratia scdzuta a agentului patogen,
conditiile climatice nefavorabile sau starea generala de sanatate a plantei. Cu toate acestea, chiar
si in absenta simptomelor vizibile, plantele asimptomatice pot reprezenta o sursa de infectie si pot
contribui la diseminarea bolilor cronice. Materialul saditor infectat (coarde altoi, coarde portaltoi,
butasi altoi, butasi portaltoi si butasi altoiti) contribuie la raspandirea acestor boli pe intregul areal
viticol al Republicii Moldova. Deoarece combaterea bolilor cronice prin aplicarea masurilor
agrotehnice sau chimice nu este eficientd, singura masurda de combatere a acestor boli este
obtinerea de clone sanatoase de vita-de-vie si cultivarea lor in conditii, care previn reinfectarea si
asigurd mentinerea starii fitosanitare a materialului biologic [10]. Selectia fitosanitara reprezinta o
metoda eficientd de prevenire a extinderii bolilor de etiologie virotica, fitoplasmatica si bacteriana,



prin eliminarea indivizilor afectati. Acest proces implica o serie de etape interconectate, avand ca
rezultat obtinerea de clone sandtoase, destinate infiintarii plantatiilor-mama de categorii biologice
superioare Prebaza si Baza.

Descrierea situatiei in domeniul de cercetare. La sfarsitul anilor '60, Uniunea Europeana
a coordonat eforturile tarilor membre pentru a standardiza selectia si certificarea materialului
saditor viticol printr-o directivd (68/193/CE din 1968), care reglementa comercializarea butasilor
de vita-de-vie. Actualmente, procesul de producere este guvernat de un cadru legislativ unitar
(Regulamentul (UE) 2016/2031, Directiva 2008/90/CE, Regulamentul (UE) 2017/625) si de
standardele EPPO (seria PM 4), care detaliaza modalitatile de mentinere si multiplicare a plantelor
testate negativ la principale boli ale vitei-de-vie. Pe parcursul anilor, legislatia Uniunii Europene
a fost actualizata, iar prin Regulamentul de punere in aplicare (UE) 2019/2072 al Comisiei a fost
instituita obligatia absentei totale (tolerantd zero) a unor virusuri reglementate in materialul viticol
destinat plantarii. Astfel, pentru virusurile GFLV, ArMV, GLRaV-1, GLRaV-3, precum si GFkV
(doar pentru portaltoi), nu este admisd prezenta acestora [7].

Republica Moldova a facut pasi importanti spre integrarea in spatiul european si
international, adoptand un program national de certificare a materialului de Inmultire viticol, prin
care au fost stabilite standarde si proceduri stricte pentru a asigura ca materialul viticol destinat
multiplicarii este sandtos si lipsit de virusurile GLRaV, GFLV, GFkV, GRSPV [9]. Legislatia
nationala face referire si la prezenta unor boli de importanta fitosanitara majora, precum cancerul
bacterian si ingalbenirea aurie (Flavescence dorée). Conform sistemului national de certificare,
materialul este clasificat in urmatoarele categorii: Prebaza, Baza, Certificat si Standard, fiecare cu
cerinte specifice privind starea fitosanitara.

In prezent, productia de butasi altoiti se bazeaza pe vitele colectate din plantatiile
industriale, ceea ce face ca starea fitosanitara a materialului saditor cultivat sa reflecte starea
plantatiilor de vitd-de-vie din tara. O analiza recenta a plantatiilor viticole din Republica Moldova
a relevat prezenta bolii fitoplasmatice innegrirea lemnului in toate zonele de cultivare a vitei-de-
vie, cu o incidenta variind intre 1% si 100%.

Testdrile fitosanitare efectuate in Laboratorul de Virusologie si Control Fitosanitar
Culturilor Horticole (LVCFCH) au evidentiat o incidenta inalta a bolilor de etiologie virotica, ce
persistau in plante In forma latenta. Virusurile GLRaV-1 si GLRaV-3, au fost detectate in proportii
cu valori cuprinse intre 8-26% si 7-39% respectiv. Testarile efectuate au evidentiat o incidenta
considerabila a agentului patogen A. vitis, responsabil de cancerul bacterian al vitei-de-vie, cu rate
de infectie variind intre 26% si 44% [3].

Reiesind din cele expuse, pentru a asigura o productie viticold sustenabild si competitiva,
este necesar de infiintat plantatii-mama de categorii biologice superioare, care sa asigure baza
pentru obtinerea materialului sdditor certificat, in conformitate cu normele si standardele nationale
si europene. Aceastd abordare este esentiala pentru reducerea riscului de infectie in plantatiile
viticole, contribuind la sporirea productivitatii si longevitatii vitei-de-vie.

Scopul lucrarii este perfectionarea tehnologiei de obtinere a clonelor sanatoase de vita-de-
vie, in baza metodelor moderne de diagnostic, asanare si multiplicare, in scopul infiintarii
plantatiei-mama de categorie biologicd Baza.

Obiectivele propuse pentru realizarea scopului lucrarii au fost urmatoarele: determinarea
spectrului agentilor patogeni fitosanitari si a gradului de infectare a materialului saditor viticol in
conditiile Republicii Moldova; elaborarea regimurilor optime de termoterapie pentru asanarea



plantelor initiale infectate cu agenti patogeni ai bolilor cronice ale vitei-de-vie; perfectionarea
metodelor de diagnostic fitosanitar al cancerului bacterian la vita-de-vie; optimizarea conditiilor
de cultivare a vitei-de-vie in culturd in vitro pentru cresterea eficientei de multiplicare prin metoda
de microbutdsire; obtinerea si multiplicarea accelerata a clonelor initiale de vitd-de-vie pentru
plantarea plantatiei-mama de categoria biologica Baza.

Ipoteza stiintifica: aplicarea biotehnologiilor moderne va permite reducerea semnificativa
a perioadei necesare pentru obtinerea clonelor asanate de vita-de-vie, facilitind astfel infiintarea
rapida a plantatiilor-mama de categoria biologica Baza.

Metodologia cercetarilor stiintifice: cercetarile au fost realizate in baza unei metodologii
stiintifice complexe, structurate in etape succesive de planificare, organizare, desfasurare a
experimentelor si interpretare a rezultatelor, n conformitate cu obiectivele generale si specifice
ale lucrarii. Activitatea stiintificd s-a axat pe evaluarea starii fitosanitare a materialului saditor de
vita-de-vie si aplicarea biotehnologiilor pentru obtinerea si multiplicarea clonelor sdnatoase,
destinate infiintarii plantatiilor-mama de categorie biologica superioara.

Semnificatia teoretica: lucrarea contribuie la fundamentarea stiintificd a diagnosticului si
tratamentului bolilor virale si cancerului bacterian ale vitei-de-vie, oferind metode eficiente pentru
identificarea si eliminarea agentilor patogeni; de asemenea, dezvoltd baza teoretica aplicabila
pentru utilizarea culturii in vitro In multiplicarea accelerata a materialului asanat.

Valoarea aplicativa: clonele initiale obtinute au fost utilizate la infiintarea plantatiei-
mama de categorie biologicd Prebaza. Materialul obtinut din aceste plantatii serveste ca sursa
pentru fondarea plantatiilor de categorie Baza, asigurand producerea de material saditor certificat,
in conformitate cu standardele nationale.

Implementarea rezultatelor stiintifice: butasii de vitd altoi si portaltoi din plantatia-
mama de categorie biologicad Baza sunt livrati cétre pepinierele viticole din Republica Moldova
pentru producerea materialului saditor certificat si infiintarea plantatiilor viticole comerciale.

1 BOLILE CRONICE ALE VITEI-DE-VIE SI NOCIVITATEA ACESTORA

Bolile cronice ale vitei-de-vie, cum ar fi bolile virale, fitoplasmatice si cancerul bacterian,
afecteaza plantele Intr-un mod sistemic si persistent, ceea ce iInseamna ca tesuturile infectate raman
bolnave pe toata durata vietii plantei. Aceste boli impiedica vita-de-vie sa isi atinga potentialul
maxim al soiului, reducand rezistenta la factorii de mediu nefavorabili si crescand susceptibilitatea
la alti agenti patogeni. In plus, ele afecteaza calitatea altoilor si a portaltoiurilor, scad randamentul
si calitatea recoltei, precum si capacitatea de depozitare a acesteia [ 10]. Plantele infectate prezinta
modificari fiziologice complexe, cum ar fi: alterarea expresiei genelor, dezechilibre hormonale,
modificari in metabolismul carbohidratilor, scaderea potentialului fotosintetic, cresterea ratei
respiratiei si interferente in transportul electronilor in fotosistemele I si II. De asemenea, virusurile
determind reducerea nivelurilor de clorofilda, acumularea de zaharuri in frunze si dificultiti n
translocarea acestor zaharuri catre tesuturile de depozitare sau catre boabele de struguri. Deoarece
aceste boli sunt cronice si sistemice, Inmultirea vegetativa din butucii infectati duce la producerea
de material sdditor contaminat, favorizand astfel raspandirea virusurilor in plantatiile viticole.

Este cunoscut faptul ca virusurile, viroizii, fitoplasmele si bacteriile sunt principalii agenti
patogeni ai culturilor agricole in ansamblu, dar in special ai celor iInmultite vegetativ. Vita-de-vie,
fiind o cultura lemnoasa, gazduieste cel mai mare numar de astfel de agenti infectiosi intracelulari.



Acest material disemineaza patogenii si vectorii acestora, pe distante lungi astfel incat, atunci
cand este plantat in camp, serveste drept sursa de inocul pe locul nou pentru raspandirea secundara
mediatd de vectori. Pana in prezent, la vita-de-vie au fost identificati peste 100 de agenti patogeni
intracelulari, inclusiv 101 virusuri, 5 viroizi, 8 fitoplasme si diverse specii de bacterii. Acesta
reprezintd cel mai mare numar de astfel de patogeni raportat vreodata la o singura cultura [8].

1.1 Studiul bolilor virale si bacteriene ale vitei-de-vie in Republica Moldova.
Schema de producere a clonelor devirozate

Cercetarea virusurilor care afecteaza vita-de-vie In Republica Moldova a inceput in
perioada postbelicd. Prima boald virald identificatd a fost scurt-nodarea, descrisd de savantul
Verderevschii D.D. Ulterior, in anul 1973, Marinescu V.G. a studiat in detaliu izolatul
moldovenesc al acestui virus, determinand temperatura de inactivare in suc (50-52 °C). Utilizand
microscopul electronic, a observat particule virale de formd izometricd, cu diametrul de
aproximativ 28-30 nm, caracteristice virusului scurt-nodare. Pentru combaterea bolilor de
etiologie virotica si bacteriand, a fost aplicatd metoda termoterapiei cu apa fierbinte, utilizata de
Turcan 1.G. si Bondarciuc V.V. Iar la inceputul anilor 80, a fost elaborata o tehnologie pentru
producerea clonelor de vitd-de-vie libere de agenti patogeni de etiologie virotica (fig. 1.1).
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2 MATERIALE SI METODE DE CERCETARE

Cercetarile au fost realizate in perioada 2018-2025 in cadrul Laboratorului de Virusologie
si Control Fitosanitar a Culturilor Horticole (LVCFCH) al IP INCAAMYV (fostul IP ISPHTA).
Studiile au fost desfasurate in conditii de laborator, utilizand material vegetal provenit din plantatii
viticole, serd si camere termostate. Materialul biologic utilizat n studiu a inclus genotipuri de vita-
de-vie apartinand speciei Vitis vinifera L., din familia Vitaceae, ordinul Vitales. De asemenea, au
fost inclusi hibrizi interspecifici utilizati ca portaltoi.

2.1 Evidentierea candidatilor in clone de viti-de-vie

In scopul selectirii materialului biologic initial pentru obtinerea clonelor fitosanitare de
vitd-de-vie, au fost efectuate inspectii ale parcelor de selectie si ale plantatiilor viticole amplasate
in diferite regiuni ale Republicii Moldova. Lucrarile de evidentiere a candidatilor in clone s-au
realizat prin metoda inspectiei vizuale a parcelelor de selectie din cadrul [P INCAAMV, a
plantatiilor comerciale de soiuri europene si autohtone de vita-de-vie, precum si a plantatiilor-
mamd de portaltoi. Varsta plantatiilor evaluate a variat intre 30 si peste 40 de ani, acestea
reprezentand un material valoros pentru aprecierea potentialului genetic si fitosanitar al soiurilor.

In cadrul cercetarii au fost utilizate genotipuri de viti-de-vie din trei categorii de soiuri.
Soiuri autohtone: Busuioaca de Bohotin, Busuioaca de Moldova, Copceac, Feteasca alba,
Feteasca regald, Feteascad neagrd, Francusa, Negru de Causeni, Plavaie, Rard neagra, Telti Curuc,
Zghihara de Husi; soiuri de selectie noua: Apiren roz, Basarabia, Chismis lucistai, Codrinschii,
Legenda, Luminita, Meleag, Moldova, Muscat de laloveni, Onitcanschii beldi, Tudor;
soiuri europene: Pinot noir, Pinot gris, Chardonnay, Cabernet Sauvignon, Merlot. Evidentierea
candidatilor in clone din soiurile de portaltoi Berlandieri x Riparia SO4, Berlandieri x Riparia
Kober 5BB si Riparia x Rupestris 101-14 Mgt a fost efectuata in colectia de soiuri din cadrul IP
INCAAMYV. Soiul Maleque manifestd o combinatie favorabila de trasaturi: tolerantd la factori
abiotici, comportament bun in altoire si a provenit din plantatia de portaltoi din localitatea
Geamana, raionul Anenii Noi.

2.2 Evaluarea starii fitosanitare a materialului viticol colectat

Pentru realizarea evaluarii fitosanitare a materialului saditor viticol, a fost analizat un
esantion format din 383.350 de butasi altoiti de vita-de-vie, proveniti din 26 de loturi comerciale,
colectate din pepiniere viticole amplasate in diferite regiuni ale Republicii Moldova. Testarile au
vizat identificarea principalilor agenti patogeni de etiologie virotica si bacteriana: virusul scurt-
nodarii (GFLV), virusul rasucirii frunzelor tip 1 (GLRaV-1), virusul rasucirii frunzelor tip 3
(GLRaV-3), precum si bacteriile patogene din complexul Agrobacterium spp. Repartitia
esantionului analizat, in functie de categoria biologicd a soiurilor, a fost urmédtoarea: soiuri
autohtone — 118.400 buc.; soiuri de selectie noud — 62.100 buc.; soiuri europene — 202.850 buc.

Evaluarea starii fitosanitare a candidatilor in clone a fost realizata in doud etape distincte,
desfasurate pe parcursul perioadei de vegetatie. Prima etapd de monitorizare a fost efectuata in
faza de inflorire a vitei-de-vie. In aceasti perioada, au fost exclusi butucii care prezentau simptome
de boli: scurt-nodarea vitei-de-vie, mozaicul galben, mozaicul nervurilor, boala fleck si enatiunea.



In a doua etapa, au fost eliminati candidatii care manifestau simptomele bolilor: rasucirea frunzelor
mozaicul galben, ingalbenirea aurie, strierea lemnului si cancerul bacterian al vitei-de-vie.

Pregatirea probelor pentru testare. Coardele de vitd-de-vie prelevate au fost fragmentate
mecanic, iar rumegusul rezultat a fost repartizat in doua recipiente separate. In primul recipient s-
au adiugat 5 ml de solutie tampon extractiva Liske (utilizatd pentru izolarea agentului 4. vitis). In
cel de-al doilea recipient a fost introdusa solutia tampon PBST-Tween (Phosphate buffered saline
cu Tween 20), destinata extractiei antigenului viral.

Testarea pentru virusuri. Testarea materialului biologic pentru prezenta virusurilor a fost
realizatd prin metoda serologicd ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay), conform
protocolului dezvoltat de Clark si Adams , cu utilizarea seturilor comerciale de diagnostic Agritest.
Virusurile analizate au inclus: GFLV (Grapevine fanleaf virus — virusul scurt-nodarii), GLRaV-1
si GLRaV-3 (Grapevine leafroll — associated viruses — virusurile rasucirii frunzelor), GFkV
(Grapevine fleck virus — virusul marmorarii), GVA (Grapevine virus A).

Testarea pentru cancer bacterian prin metoda microbiologica a fost realizatd in scopul
identificarii formelor latente ale cancerului bacterian, cauzat de bacteriile din complexul
Agrobacterium spp., in special A. vitis si A. tumefaciens. Pentru prepararea probelor, portiuni
lignificate de coarda au fost fragmentate mecanic, iar rumegusul obtinut a fost impartit in
recipiente sterile. In fiecare recipient s-au adaugat 5 ml de mediu nutritiv lichid Liske care a servit
drept mediu potrivit pentru multiplicarea bacteriilor patogene prezente in probe. Probele au fost
incubate timp de 24 ore la temperatura de 27 °C intr-un termostat de tip Boeco SI-22.

Dupa perioada de incubare, 100 pl din suspensia obtinutd au fost insdmantati pe mediu
semiselectiv Roy si Sasser utilizat pentru izolarea bacteriilor Agrobacterium spp. Placile Petri au
fost incubate la 27 °C timp de 7 zile intr-un termostat de tip Boeco SI-22 (Germania). Examinarea
coloniilor a fost realizatd vizual si cu ajutorul unei lupe, pentru identificarea trasaturilor
morfologice caracteristice tulpinilor Agrobacterium spp.: aspect alb, convex, lucios, cu margini
regulate si centru pigmentat rosu.

Testarea la prezenta cancerului bacterian prin metoda PCR. Diagnosticul molecular a
fost realizat cu ajutorul kitului comercial ,,PCR Agrobacterium vitis”, dezvoltat de compania
Qualiplante. Reactia PCR a fost efectuata cu utilizarea markerilor moleculari pentru genele pehA,
virD si virF, care permit diferentierea intre tulpinile patogene si nepatogene ale genurilor
A. vitis s1 A. tumefaciens. Pentru analiza produselor PCR s-au utilizat markeri de greutate
moleculard de 100 bp, 200 bp si 1 kb, precum si colorantul intercalant bromura de etidiu. Fiecare
proba a fost testatd in dublu, iar reactiile PCR au fost repetate pentru confirmarea rezultatelor.

2.3 Metode de asanare a candidatilor in clone de viti-de-vie

Tratamentul termic cu apa fierbinte. Pentru aplicarea acestei metode, a fost utilizat un
termostat de laborator LP-516, model 1387, echipat cu sistem de reglare a temperaturii si agitator
integrat, care a asigurat mentinerea uniforma a regimului termic in masa de apa. Studiul viabilitatii
mugurilor dupa tratament termic cu apa fierbinte, a fost efectuat pe soiurile Aligote si Pinot blanc.
Materialul biologic utilizat pentru asanare fost soiul Meleag (cifrul T2-19-25), reprezentat de
coarde de vitd-de-vie, prelevate de la plante testate pozitiv pentru prezenta bacteriilor din
complexul Agrobacterium spp. Coardele au fost fragmentate in segmente de cate 2 ochi, etichetate
si grupate corespunzdtor, apoi scufundate in apa la temperatura de 50+1 °C timp de 45 minute.



Conditiile de tratament au fost stabilite in conformitate cu fisa tehnicd a proiectului
WINETWORK si cu recomandarile metodologice internationale EPPO si OIV privind tratamentul
cu apa fierbinte al materialului viticol.

Tratamentul cu aer fierbinte. Termoterapia cu aer fierbinte a fost aplicata candidatilor in
clone ai soiului Codrinschii (cifrele 1-9-7-4 si [-9-8-1). Tratamentul a fost realizat in camere de
termoterapie de tip KK 500 TOP+FIT, dotate cu sistem de convectie fortata a aerului si control
digital al temperaturii, care asigura mentinerea constanta a parametrilor de tratament. Conditiile
aplicate au constat in expunerea materialului la o temperaturda de 37-38 °C, in conformitate cu
principiile fitosanitare de asanare recomandate de OIV si EPPO.

2.4 Cultura in vitro si multiplicarea accelerata clonelor initiale de vita-de-vie

Prepararea mediilor nutritive. Pentru initierea, multiplicarea si aclimatizarea culturilor
in vitro de vitd-de-vie au fost utilizate doua tipuri principale de medii nutritive: mediu nutritiv
solid pe baza de agar pentru faza de inoculare si mediu artificial ,,Biona-311” pentru etapele de
micropropagare si adaptare la conditiile ex vitro. La etapa de inoculare a fost utilizat mediu nutritiv
Murashige si Skoog (1962) modificat cu o concentratie de la /2 a concentratiei standard a sdrurilor
anorganice, IAA la o concentratie de 1 mg/L, 2iP la o concentratie de 0,5 mg/L, pH reglat la 6.2
cu pH-metru Hanna HI 5522, si agar cu o concentratie de 4,5 g/L. In plus, mediul a fost suplimentat
cu mio-inositol 100 mg/L si FEEDTA 56 mg/L. Substantele chimice au fost dizolvate in apa
distilata si completate pana la volumul final cu cilindru cotat.

Multiplicarea accelerati. Plantele regenerate de vita-de-vie au fost multiplicate prin
metoda culturii in vitro, in conditii aseptice, sub hota cu flux laminar, utilizdnd containere de
plastic. Pentru sustinerea cresterii si dezvoltarii microbutasilor, a fost utilizat substrat nutritiv
,»Biona-311”, imbogatit cu macro- si microelemente, conform compozitiei elaborate de savantul
Soldatov V. Regenerarea si functionarea substraturilor ionitice a fost desfasuratd prin includerea
unui continut specific de saruri minerale, dupad cum urmeaza (mg/L): K* — 0,27; NH4" — 0,03;
Ca* — 1,47; Mg* — 0,73; Fe** — 0,05; NOs™ — 0,69; SO+* — 0,48; H2PO4™ — 0,054; Na* — 0,07;
CI" - 0,025. Compozitia a fost completatd cu microelemente esentiale: Mn — 0,22; Cu— 0,064; Zn
—0,057; Co—0,015; Mo — 0,044. Gradul de regenerare al mediului nutritiv a fost monitorizat prin
masurarea conductivitatii electrice, utilizand ionometru Hanna HI 5522.

2.5 Evaluarea influentei spectrelor luminoase LED asupra dezvoltarii plantelor de
vita-de-vie in cultura in vitro

Pentru evaluarea influentei factorilor de iluminare asupra proceselor morfogenetice si
fotosintetice ale plantelor de vitd-de-vie in cultura in vitro, a fost organizat un experiment dedicat
compararii diferitelor spectre de lumind LED. Studiul a fost realizat pe soiul Feteasca regala,
utilizand trei tipuri de surse de iluminare LED cu spectru complet (400—700 nm). Sursa de lumina
»alb-rece” (5950 + 50 K), cu PPFD max de 63 pmol-s™'*m2 si DLI max de 4,05 mol'm™2-zi’;
Sursa de lumina ,,alb-cald” (3200 + 50 K), cu PPFD max de 30 umol-s™"*m™ si DLI max de
2,04 mol-m2-zi"'; Sursa de lumina ,,Fito” (<1700 K), cu PPFD max de 25 umol-s™-m™ si DLI
max de 1,64 mol-m2-zi!. Fiecare raft de cultura a fost iluminat cu trei bare LED, instalate la o
distantd de 40 cm deasupra vitroplantelor. Spectrele de emisie ale lampii au fost inregistrate cu
ajutorul monocromatorului MDR-23, conectat la amplificatorul lock-in UNIPAN RS-232 si la un
convertor analog-digital (ADC). Luxmetria a fost efectuata cu luxmetru CEM DT-1308.
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3 OBTINEREA CLONELOR ASANATE DE VITA-DE-VIE

3.1 Evaluarea infectiilor virale in materialul saditor de viti-de-vie din Republica
Moldova

La momentul actual in Republica Moldova nu exista plantatii-mama altoi de vita-de-vie.
Coardele destinate producerii butasilor altoiti sunt recoltate din plantatii industriale existente,
astfel Incat starea fitosanitara a materialului saditor cultivat corespunde starii plantatiilor viticole.
Probele au fost colectate din loturi de butasi crescuti in pepinierele din Republica Moldova, in
cantitdti de la 5000 de bucati sau mai multe, din soiuri de vita-de-vie pentru masa si tehnice, astfel
incat sa reflecte obiectiv starea fitosanitara a intregului lot (tabelul 3.1). Pentru testare, au fost
prelevate mostre de material vegetal in forma de butasi altoiti si inradacinati de un an.

Tabelul 3.1 Evaluarea infectiilor virale in materialul saditor
de vita-de-vie din soiuri autohtone din Republica Moldova (2018-2023)

Nr. Cantitatea lotului |Cantitatea Probe testate pozitiv virale /% Total probe
crt. Soi/portaltoi (buc.) testata GFLV GLRV-1 | GLRV-3 infectate/%
(buc.)
Feteasca Neagra/ 12000 10 4/40 3/30 2/20 9/90
1 BxR Kober 5SBB
Feteasca Regala/ 9000 10 1/10 1/10 0 2/20
2 BxR Kober 5SBB
Feteasca Regala/ 9400 10 5/50 4/40 2/20 11/100
3 BXR SO4
Feteasca Neagra/ 31000 30 0 0 0 0
4 BxR SO4
Rara Neagra/ 29600 20 0 0 0 0
5 BxR Kober 5SBB
Feteasca Neagra/ 27400 25 0 0 0 0
6 BxR Kober SBB
10 8 4 22
Total: 118400 105 /19,5% /7,6% /3,8% /20,9%

In aceeasi perioada, a fost realizata testarea infectiilor virale si Tn materialul sdditor
provenit din soiuri de selectie noud, iar datele respective sunt prezentate in tabelul 3.2.

Tabelul 3.2 Evaluarea infectiilor virale in materialul saditor de viti-de-vie din soiuri de selectie
noud din Republica Moldova (2018-2023)

Nr. Cantitatea Cantitatea Probe testate pozitiv la infectii T
. . . 8 . ) otal probe
crt. Soi/portaltoi | lotului (buc.) |[testatd (buc.) virale /% infectate/%
GFLV | GLRV-1 | GLRV-3 °
Moldova/
1 BxR Kober 5BB 5000 15 0 2/13,33 0 2/13,33
Viorica/
) BxR SO4 cl.5 23400 20 6/30 2/20 2/10 10/50
Moldova/
BxR Kober 5BB 5000 10 1/10 0 3/30 4/40
Riton/
4 BxR SO4 5500 10 0 0 1/10 1/10
Codreanca/
5 BxR Kober SBB 10000 10 0 0 1/10 1/10
Bianca/
6 BxR SO4 13200 10 1/10 0 1/10 2/20
Viorica/
7 BxR SO4 15000 15 0 4/26,7 0 4/26,7
8 8 8 24
Total: 62100 75 /10,7% /10,7% /10,7% /132%
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Rezultate prezentate in tabelul 3.2 indica faptul ca, materialul saditor din soiuri de selectie
noud prezintd un grad de infectie mai ridicat comparativ cu cel din soiurile autohtone si infectiile
virale persista in toate loturile studiate.

Al treilea esantion testat include butasi de vita-de-vie, crescuti in pepinierele viticole din
Republica Moldova din soiuri europene. Rezultatele testarii sunt prezentate in tabelul 3.3.

Tabelul 3.3 Evaluarea infectiilor virale in materialul saditor de viti-de-vie din soiuri europene din
Republica Moldova (2018-2023)

Nr. Cantitatg 2 | Cantitatea Probe testate pozitiv /% Total probe
crt. Soi/portaltoi l(%tllll(l:u; testatd (buc.) | GFLV GLRV-1 GLRV-3 infectate/%
. Isgﬁrggi 9000 10 3/30 2/20 1/10 6/60

5 g;ﬁcﬁtoggr";% 12000 10 110 1/10 1/10 3/30
e e I R R R
. g{;}?(g&m/ 6000 10 0 0 0 0

5 lsgi‘gisggzn/ 8700 10 0 4/40 2/20 6/70

6 ET?S%LS / 35900 30 3/10 0 3/10 6/20

7 Eﬁ:rg&/ 25500 20 0 2/10 0 2/10

8 gi‘gﬁgg‘;ﬁ SBB 12500 10 0 2/20 1/10 3/30

9 gff{l‘gg A 22500 20 0 0 0 0

10 g}ljlg{"gé ber SBB 5000 10 1/10 1/10 1/10 3/30

11 ggff;}tgzgl‘ggggsgBB 10000 10 0 0 3/30 3/30

12 | ey 20000 20 0 0 0 0

13 gillf"sngzsau"ignon/ 23750 20 0 0 0 0

Total: 202850 190 /4,3% /6}32% /6}32% /16?824%

Analiza datelor din tabelele 3.1, 3.2 si 3.3 evidentiaza diferente semnificative intre
materialul saditor de vita-de-vie din soiurile autohtone, selectie noud si soiurile europene din
Republica Moldova, in ceea ce priveste infectiile virale. Cea mai mare ratd medie de infectie a fost
observati la soiurile de selectie noud, unde a fost inregistrat un procent de 32%. In aceste loturi,
virusurile GFLV, GLRaV-1 si GLRaV-3 au fost depistate in proportii de cate 10,66% fiecare. Iar
soiurile autohtone prezinta un nivel scazut de infectie virala comparativ cu cele de selectie noua
sau cu soiurile europene. De exemplu, virusul GLRaV-3 a fost depistat la 3,8% din probele testate
in materialul saditor autohton, ceea ce indicd o incidenta relativ scdzutd a acestui patogen. Aceasta
situatie poate fi explicata prin faptul ca soiurile autohtone au inceput sa fie propagate pe scara
larga abia in ultimii ani, pe fondul interesului tot mai crescut al viticultorilor pentru valorificarea
resurselor genetice locale. In schimb, soiurile de selectie noud, promovate mai intens in cadrul
programelor de innoire a plantatiilor, au fost utilizate frecvent ca material de Tnmultire, ceea ce ar
putea explica rata mai 1naltd de infectie virala identificata in loturile respective.

Evaluarea a fost realizatd pe baza unui esantion format din 26 de loturi, in cantitate de
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383 350 de butasi de vita-de-vie. Dintre acestia, 370 au fost testati, iar 78 s-au dovedit a fi infectati,
ceea ce corespunde unei rate de infectie de 21%, respectiv fiecare al cincilea butas de vitd-de-vie
fiind purtator al uneia sau mai multor infectii virale. Rezultatele testarii au evidentiat rate variabile
de infectie In functie de natura virusului. Astfel, virusul GFLV a inregistrat o ratd de infectie de la
0% pana la 50%; virusul GLRaV-1 a variat intre 0% si 40%; virusul GLRV-3 a fost depistat in
intervalul 0% - 30%. Cele mai frecvente virusuri identificate au fost GLRV-1 si GFLV cu o rata
medie de 8,2% si respectiv 8,1%, iar cel mai rar GLRV-3 diagnosticat in medie la 6,9%. Este
important de mentionat, ca virusul GFLV nu a fost detectat niciodata de unul singur, dar este
prezent intotdeauna in combinatie cu alte virusuri, fiind cel mai frecvent asociat cu GLRV-3.

3.2 Evaluarea cancerului bacterian in materialul siaditor de viti-de-vie din
Republica Moldova
In perioada 2018-2023, in cadrul LVCFCH, a fost testat materialul siditor provenit din
gospodariile viticole la prezenta A. vitis. Rezultatele testarii prezentei cancerului bacterian in
materialul saditor de vita-de vie din soiuri autohtone sunt prezentate in tabelul 3.4.
Tabelul 3.4 Evaluarea A. vitis in materialul saditor de viti-de-vie din soiuri autohtone din
Republica Moldova (2018-2023)

Nr. Cantitatea lotului Cantitatea testatda Total prcl)qbeviirtliiectate cu
crt. Soi/portaltoi (buc.) (buc.) bucati - %
1| BR Kober sBB. 12000 10 3 30
sy | o z N
s |bxnsos o 31000 30 9 30
5 Bk Ilizligas/BB 29600 20 12 60
6 gitﬁalicjble\lreggg/ 27400 25 15 60
Total: 118400 105 41 39%

Urmatorul esantion testat a fost cel din soiuri de selectie noud, format din 7 loturi si 5 soiuri
de vitd-de-vie, iar rezultatele examinarii privind prezenta infectiilor cu cancer bacterian in
materialul saditor de vita-de-vie sunt prezentate in tabelul 3.5.

Tabelul 3.5 Evaluarea A. vitis in materialul saditor de viti-de-vie din soiuri de
selectie noua din Republica Moldova (2018-2023)

Nr. Soi/portaltoi Cant.itatea Cantitatea Total probe infectate cu 4. vitis
crt. lotului (buc.) [testatd (buc.) bucati %
1 Moldova/ BxR Kober SBB 5000 15 0 0
2 Viorica/ BxR SO4 cl.5 23400 20 0 0
3 Moldova/ BxR Kober 5SBB 5000 10 2 20
4 Riton/ B x R SO4 5500 10 4 40
5 Codreanca/ BxR Kober 5SBB 10000 10 0 0
6 Bianca/ BxR SO4 13200 10 3 30
7 Viorica/ BxR SO4 15000 15 3 30
Total: 62100 75 24 32%
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In contextul evaluirii prezentei bacteriei 4. vitis in materialul siditor de viti-de-vie din
soiuri europene, au fost examinate loturi din pepinierele viticole din Republica Moldova, iar
rezultatele sunt prezentate in tabelul 3.6. Esantionul studiat a inclus 202.850 de butasi, din care
190 au fost testati, iar 41 s-au dovedit infectati, ceea ce prezinta o ratd medie de infectie de 21,6%.

Tabelul 3.6 Evaluarea A. vitis in materialul saditor de vita-de-vie din soiuri
europene din Republica Moldova (2018-2023)

Soi/ Cantitatea Cantitat Total probe
Ne portaltoi lotului (buc) ea infectate
testata buc. %
(buc)
1 Saperavi/ BxR SO4 9000 10 2 20
2 Muscat Ottonel/ BxR Kober 5SBB 12000 10 1 10
3 Cabernet-Sauvignon/BxR Kober 5SBB 12000 10 1 10
4 Merlot cl.348/BxR SO4 6000 10 1 10
5 Sauvignon/ BxR SO4 8700 10 2 20
6 Pinot Gris / BxR SO4 35900 30 0 0
7 Saperavi / BxR SO4 25500 20 6 30
8 Sauvignon/ BxR Kober 5SBB 12500 10 2 20
9 Merlot/BxR SO4 22500 20 10 50
10 | Aligote/ BxR Kober 5SBB 5000 10 1 10
11 | Muscat de Hamburg/ BxR Kober5BB 10000 10 3 30
12 | Cardinal/ BxR 101-14 20000 20 8 40
13 | Cabernet Sauvignon/BxR SO4 23750 20 4 20
Total: 202850 190 41 21,6%

Conform datelor din tabelele 3.1- 3.6 concluzioniam, ca materialul saditor viticol crescut in
pepinierele din Republica Moldova este afectat de diverse boli virale si de cancer bacterian.
Infectiile virale pot fi prezente de una singur, fie in combinatii cu doua sau trei virusuri. Gradul de
afectare al materialului saditor de aceste boli virale variaza intre 0 si 40%, 1ar in cazul infectiilor
combinate, procentul de afectare este considerabil mai mare, ajungand pana la 100% (ex. Feteasca
Regali/BxR SO4). In plus, butasii de viti-de-vie sunt infectati si cu cancer bacterian in forma
latenta, cu un grad de infectie care variazd intre 0 si 60%. Prezenta bolilor virale si a cancerului
bacterian 1n materialul saditor reprezintd o amenintare serioasd pentru viticulturd, deoarece
plantatiile sunt initial infiintate cu butasi infectati, afectand astfel cresterea si dezvoltarea vitei-de-
vie, productivitatea si calitatea recoltei, precum si durabilitatea butucilor. In acest context, este
necesar de obtinut clone sanatoase de vita-de-vie, pentru a asigura tranzitia sectorului pepinierist
din Republica Moldova citre producerea unui material saditor de categoria biologica Certificat.

3.3 Obtinerea clonelor sanatoase de viti-de-vie prin metoda selectiei fitosanitare

3.3.1 Evidentierea candidatilor in clone de viti-de-vie prin metoda de observare
vizuala
In studiu au fost inclusi doar butuci lipsite de simptome de boli de etiologie virotica,
fitoplasmatica si cancer bacterian. Au fost identificati si marcati un total de 109 butuci de vita-de-
vie proveniti dintr-o varietate de soiuri, inclusiv 11 soiuri de selectie noud, 12 soiuri autohtone, 6
soiuri europene si 4 soiuri portaltoi (tabelul 3.7).
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Tabelul 3.7 Clasificarea soiurilor de viti-de-vie luate in cercetare

Nr. | Categoria de soiuri . .
. Denumirea soiurilor
crt. de struguri
1 Soiuri de selectie Apiren roz, Basarabia, Chismis lucistai, Codrinschii, Legenda, Luminita,
noua Meleag, Moldova, Muscat de Ialoveni, Onitcanschii beldi, Tudor;
Copceac, Plavaie, Telti Curuc, Negru de Causeni, Feteasca regala,
2 | Soiuri autohtone Feteasca alba, Feteasca Neagra, Busuioaca de Bohotin , Busuioaca de
Moldova, Rara neagra, Francusa, Zghihara.
3 | Soiuri europene Sauvignon, Merlot, Pinot nior, Chardonnay, Pinot gris, Cabernet
4 | Soiuri portaltoi BxR Kober 5 BB, BxR SO4, RxR 101-14, Maleque.

La finalul perioadei de vegetatie vitei-de-vie, dupd caderea frunzelor, au fost prelevate
coarde de pe butucii marcati, iar plantele care nu prezentau simptome de boala au fost transferate
spre etapa de testare.

3.3.2 Diagnosticarea candidatilor in clone de vita-de-vie

Analiza infectiilor la candidatii in clone de viti-de-vie din soiuri de selectie noua.
Pentru a identifica prezenta infectiilor la candidatii in clone de vita-de-vie, au fost analizate 39 de
plante provenite din 11 soiuri de selectie noud. Dintre acestea, 11 plante apartin la 3 soiuri de
struguri de selectie noua cu bobul alb: Luminita — 4 plante, Muscat de laloveni — 2 plante si
Onitcanschii belai — 5 plante. Alte 31 de plante provenite din 8 soiuri de struguri de selectie noua
cu bobul roz sau rosu: Apiren roz — 1 plantd, Basarabia — 4 plante, Chigsmis lucistai — 1 planta,
Codrinschii — 6 plante, Legenda — 1 planta, Meleag — 3 plante, Codrinschii — 6 plante,
Meleag — 3 plante, Moldova — 11 plante si Tudor — 4 plante.

Testarea candidatilor in clone din soiuri de selectie noua de vitd-de-vie a ardtat ca 9 probe
din 42 analizate (21,4%) sunt complet libere de infectii virale si cancer bacterian. Printre probele
sdndtoase se numard urmatoarele: Luminita (T2-3-40), Onitcanschii belai (T2-9-16 si TI-9-1-4),
Apiren roz (40-42), Basarabia (A-36 (33), Chismis lucistai (5-8-1), Legenda (2-13-6),
Moldova (13-1-2) si Tudor (56-3-6), confirmate prin testdri repetate in conditii de laborator.

Analiza infectiilor la candidatii in clone de viti-de-vie din soiuri autohtone a fost
evaluata 1n 32 de probe din 11 soiuri de vitd-de-vie, dintre care 5 soiuri de struguri cu bobul alb :
Francusa — 4 plante, Feteasca albd — 1, Feteasca regala — 3 plante; si 6 soiuri cu bobul rosu:
Busuioaca de Bohotin — 5 plante, Busuioaca de Moldova — 2 plante, Copceac — 7 plante,
Negru de Causeni — 1 planta, Rard Neagra — 1 planta, Zghihara de Husi — 3 plante.

Analiza rezultatelor testarii candidatilor in clone din soiuri autohtone de vita-de-vie releva
insa cd plantele din soiuri cu bob alb au prezentat o frecventd mai mare a infectiilor virale
comparativ cu cele cu bob rosu, In timp ce incidenta infectiilor bacteriene a fost relativ similara
intre cele doud categorii, Inregistrand 30,8% la soiurile cu bob alb si 33,3% la cele cu bob rosu.
Dintre virusurile identificate, GLRaV-1 a fost identificat cu o frecventd mai mare la soiurile
autohtone cu bob alb (30,8%) fatd de cele cu bob rosu (5,2%). Infectiile cu virusul GLRaV-3 au
fost depistate in proportie de 23% la plantele de vita-de-vie cu bob alb si 10,5% in randul celor cu
bob rosu. Virusul GFkV a fost diagnosticat in 23% din probele provenite din soiuri cu bob alb,
comparativ cu 13,3% in probele din soiuri cu bob rosu. Un aspect important il constituie faptul ca
virusul GVA a fost depistat exclusiv in esantioanele provenite din soiuri autohtone cu bob alb
(23%), fiind absent in probele din soiuri autohtone cu bob rosu, precum si in cele din soiuri de
selectie noud. Virusul GFLV nu a fost identificat in probele testate din soiurile autohtone.
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Analiza infectiilor la candidatii in clone de viti-de-vie din soiuri europene. Din soiurile
europene au fost testate 35 de plante din 6 soiuri de vitd-de-vie, dintre care 3 soiuri cu bobul alb
Chardonnay — 5 plante, Pinot gris — 6 plante, Sauvignon — 2 plante si alte 3 soiuri cu bobul rosu-
Merlot — 3 plante, Pinot Noir — 7 plante, Cabernet Sauvignon — 12 plante.

Analizand rezultatele testarii candidatilor in clone din soiuri europene de vita-de-vie cu
bob alb si cu bob rosu, se observa ca soiurile cu bob alb prezinta o incidentd usor mai redusa a
infectiilor bacteriene (15,4%) comparativ cu cele cu bob rosu (18,2%), ceea ce indica o distributie
similard a infectiilor bacteriene intre cele doua categorii. Bacteria A. vitis a fost depistata in
principal la soiurile Pinot Gris, Cabernet Sauvignon si Pinot Noir.

In ceea ce priveste infectiile virale, exista diferente mai evidente. In soiurile cu bobul alb,
virusul GFkV a fost cel mai frecvent intalnit (30,7%), iar la soiurile cu bobul rosu, GLRaV-3 a
fost predominant (40,9%). Aceasta diferenta indica o infectare mai mare a soiurilor cu bobul rosu
cu infectiile cu GLRaV-3, in timp ce soiurile cu bobul alb sunt mai afectate de GFkV. De
asemenea, virusul GLRaV-1 a fost detectat doar la soiurile cu bobul alb (7,7%), fiind absent in
probele din soiurile cu bobul rosu. Candidatii in clone testati din soiurile europene nu a prezentat
infectii cu virusurile GFLV si GVA, ce reflecta o situatie fitosanitard favorabila in acest context.

Testarea candidatilor in clone din cele 6 soiuri europene a aratat cd 14 probe (40%) din 35
testate au fost sanatoase, fara prezenta infectiilor virale sau bacteriene. Printre acestea se numara:
Chardonnay (1-15-5-1, 1-15-5-5, 1-15-3-4, 1-16-2-2), Pinot gris (1-65-5-4, 1-65-2-2), Sauvignon
(BII-10-9-1), Cabernet Sauvignon (2-1-1, 2-1-2), Pinot Noir (1-27-11-5, 1-28-1-4, 1-27-6-3,
12-4-4) si Merlot (BS-14-4-1).

Rezultatele testdrii candidatilor in clone din cele trei grupuri de soiuri de vitd-de-vie
(selectie noud, autohtone si europene) au evidentiat diferente notabile la prezenta virusurilor si a
bacteriei 4. vitis, atat in functie de categoria soiurilor, cat si de culoarea boabelor (tabelul 3.8 ).

Tabelul 3.8 Distributia agentilor patogeni in candidatii in clone de viti-de-vie din
soiuri de selectie noua, autohtone si europene (2018-2023)

RSP ; o
Nr | Soiul de Candidati 1n clone infectati (%)

ort.  struguri Soiuri de selectie noud Soiuri autohtone Soiuri europene
Bob alb Bob rosu Bob alb Bob rosu Bob alb Bob rosu
1 | A vitis 63,6 29 30,8 33,3 15,4 18,2
2 | GFLV 0 12,9 0 0 0 0
3 | GLRaV-1 0 16,1 30,8 52 15,4 9
4 | GLRaV-3 9 12,9 7,7 10,5 0 40,9
5 | GFkV 9 64,5 23 15,7 30,7 27,2
6 | GVA 0 0 23 0 0 0
7 | Material 27,3 19,3 38,5 31,6 53,8 31,8
neinfectat

Din totalul de 109 probe de struguri din 25 de soiuri de vitd-de-vie, au fost identificate 31
de plante sdnatoase din 23 soiuri, iar din fiecare soi a fost selectatd o planta, care a fost ulterior
transferata 1n calitate clona-initiala (planta-initiala).

Cu toate acestea, In cazul unor soiuri precum Meleag, Muscat de Ialoveni si Codrinschii,
toate plantele testate au prezentat infectii. In aceste situatii, s-a recurs la selectarea variantelor care
prezentau agenti patogeni mai usor de eradicat, aplicind metode corespunzdtoare de asanare.
Aceastd etapd este importantad pentru a asigura obtinerea plantelor sandtoase pentru soiurile de
interes economic sau stiintific, la care nu au putut fi selectate plante libere de infectii.
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3.4 Asanarea candidatilor in clone de viti-de-vie de infectii virale si cancer
bacterian

In urma testirilor efectuate, au fost obtinute date care demonstreazi ca plantele aparent
sandtoase la o inspectie vizuald pot fi purtdtoare de boli cronice in forma latenta (tabelul 3.9).
Pentru soiul de struguri Codrinschii Pleseni, toate plantele au fost diagnosticate pozitiv la prezenta
cel putin a unui agent patogen. Din cele 6 variante studiate, toate au prezentat infectie cu virusul
GFkV, fie de unul singur, fie in combinatie cu virusurile GFLV s-au GLRaV-1 (Codrinschii
Pleseni 1-9-1-3 si respectiv I-10-7-5), sau cu bacteria 4. vitis (I-11-6-1). Astfel, varianta 1-9-8-1
a fost confirmata ca fiind infectatd doar cu GFkV. Plantele din soiul Meleag, identificate cu cifrul
T2-19-25 si T2-19-9, au fost testate pozitiv pentru doua virusuri: GFLV si GFkV. lar candidatul
cu cifrul T2-19-7, a fost diagnosticata cu o infectie de A. vitis. Pentru soiul de struguri Muscat de
[aloveni, 1n variantele T1-11-6 a fost diagnosticata o infectie latentd de cancer bacterian, iar la
varianta T1-11-25 a fost depistata infectia cu 4. vitis si a virusului GFkV.

Tabelul 3.9 Evaluarea candidatilor in clone de vita-de-vie din soiuri cu toate probele testate
pozitiv la A. vitis si/sau virusuri (2018-2023)

Nr. Soiul de struguri  |Identificator Bacterii Virusuri
crt. A. vitis | GLRaV-1 | GLRaV-3 | GFLV | GFkV | GVA
1 | Meleag T2-19-25 - - - + + -
2 | Meleag T2-19-9 - - - + + -
3 | Meleag T2-19-7 + - - - - -
4 | Muscat de laloveni | T1-11-25 + - - - + -
5 | Muscat de laloveni | T1-11-6 + - - - - -
6 | Codrinschii Pleseni | 1-9-1-3 - - - + + -
7 | Codrinschii Pleseni | [-9-7-4 - - - + + -
8 | Codrinschii Pleseni | 1-9-8-1 - - - - + -
9 | Codrinschii Pleseni | I-11-6-1 + - - - + -
10 | Codrinschii Pleseni | I-10-7-5 - + - - + -

Nota: (+) — prezenta infectiei; (-) — lipsa infectie

Pentru obtinerea plantelor initiale sdndtoase din aceste soiuri, se recomanda doua directii
de actiune. Prima consta in selectarea de noi candidati in clone in sezonul urmator — o metoda
clasica de selectie, care insa necesitd o perioada suplimentard de cel putin un an si resurse
considerabile de timp si materiale, fard a garanta ca plantele selectate vor fi complet sanatoase,
intrucat infectiile pot persista in forma latenta. A doua optiune o reprezinta aplicarea procedurilor
de asanare a materialului viticol infectat. Cele mai eficiente metode utilizate pentru eliminarea
virusurilor si a bacteriei A. vitis la vita-de-vie sunt termoterapia cu apa fierbinte si termoterapia cu
aer fierbinte, aplicate in combinatie cu cultura in vitro, ceea ce permite obtinerea de plante complet
sandtoase, pastrand integritatea genetica a genotipurilor valoroase.

3.4.1 Asanarea candidatilor in clone de vitd-de-vie prin metoda termoterapiei cu
apa fierbinte

Pentru a studia influenta maririi duratei tratamentului pana la 45 de minute la o temperatura
a apei de 50-52 °C asupra viabilitdtii mugurilor de vitd-de-vie, a fost utilizatd termoterapia
butasilor a doud soiuri de viti-de-vie. In cadrul studiului au fost folositi butasi de viti-de-vie cu
un singur mugure. Butasii martor au fost tinuti timp de 45 de minute in apad la temperatura de
20-22 °C. Dupa tratament, butasii studiati si cei martor au fost mentinuti la temperatura 20-22 °C
timp de 14 zile. La sfarsitul acestei perioade a fost evaluat numarul de muguri viabili (tabelul 3.10).
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Tabelul 3.10 Impactul tratamentului cu apa fierbinte asupra viabilitatii mugurilor la
materialul viticol de inmultire

Temperaturi . .
Nr. . . Cantitatea de | de tratare cu Durata” Car.ltlt;.lt.e a devmugun
Soiul de struguri . < . expunerii viabili dupd TAF
crt. butasi (buc.) apa fierbinte .
o (minute)
O buc. %
1 | Aligote 333 50 45 300 90,1
2 | Aligote 333 51 45 302 90,7
3 | Aligote 333 52 45 104 33,5
4 | Pinot blank 310 50 45 252 81,3
5 | Pinot blank 370 51 45 330 89,2
6 | Pinot blank 320 52 45 111 34,7
7 | Martor Aligote 100 - - - 94
8 | Martor Pinot blank 100 - - - 93

Datele obtinute in cadrul studiului au evidentiat cd temperatura optima pentru mentinerea
viabilitatii mugurilor este in intervalul de 50+1 °C, cu o duratd de tratare de 45 de minute. La
aceasta temperaturd, viabilitatea mugurilor a fost ridicatd pentru ambele soiuri testate, Aligote si
Pinot Blanc, variind intre 89,2% si 90,7%. In schimb, cresterea temperaturii apei la 52 °C a dus la
o scadere semnificativa a viabilitatii mugurilor, pana la 33,5-34,7%.

Candidatii in clone din soiurile Meleag T2-19-7 si Muscat de laloveni T1-11-6, infectate
cu forma latenta a cancerului bacterian al vitei-de-vie, au fost supuse tratamentului prin terapia cu
apa fierbinte [6]. Inainte de tratament, butasii au fost pastrati intr-o incipere frigorifici la
temperatura de 4 °C, iar ulterior au fost aclimatizati intr-un spatiu controlat de laborator la
temperatura de 2022 °C timp de 24 de ore. Dupd aclimatizare, butasii au fost taiati in segmente
de cate doi muguri, etichetati si scufundati intr-un rezervor cu apa la 24 °C, timp de 24 de ore.

Tratarea propriu-zisd a avut loc intr-un termostat de laborator de tip LP-516, unde butasii
au fost mentinuti la o temperatura de 50+1 °C, timp de 45 de minute (fig. 3.1). Dupa tratament,
butasii au fost pastrati la temperatura 20-22 °C timp de 24 de ore.

Eficienta tratamentului termic a fost verificatd
prin teste microbiologice. Dupa 5-7 zile, nu au fost
observat colonii de agrobacterii, ceea ce indica faptul
ca agentul patogen A. vitis, a fost inactivat In butasii
tratati. In urma tratamentelor efectuate, plantele din
soiurile Meleag T2-19-7 si Muscat de laloveni T1-11-6
au fost confirmate ca fiind libere de infectii virale si de
cancer bacterian si transferate la etapa urméatoare, avand
statutul de clona initiald, pentru a continua procesul de
inmultire accelerata.

In cadrul studiului realizat, a fost analizati . L .
Fig. 3.1 Tratarea butasilor de vita-de-vie

eficienta tratamentului termic cu apa fierbinte pentru R
in termostat de laborator

combaterea agentului patogeni A. vitis si impactul
acestui tratament asupra viabilitdtii materialului viticol, in special asupra mugurilor. Desi in
practica globala tratamentul standard pentru eradicarea 4. vitis presupune aplicarea tratamentului
cu apa fierbinte la o temperaturd de 50 °C timp de 30 de minute, in cadrul cercetarii date, a fost
propusa utilizarea temperaturii de 50+1 °C pentru 45 de minute, pentru a asigura eliminarea si a
fitoplasmelor, in special a fitoplasmei asociate cu boala Bois Noir.
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3.4.2 Asanarea candidatilor in clone de vitd-de-vie impotriva infectiilor virale

In urma testarii candidatilor in clone de viti-de-vie, toate plantele din soiul Codrinschii
Pleseni au fost confirmate ca infectate cu agenti patogeni de etiologie virala si bacteriand. Planta
Codrinschii Pleseni [-9-7-4 | infectata cu virusurile GFLV si GFkV, a fost transferata la etapa de
asanare prin aplicarea tratamentului cu aer fierbinte [6]. Coardele plantelor au fost taiate in butasi
cu doi muguri si plasate in apa la temperatura camerei timp de 24 de ore. Dupa inmuiere, sectiunile
superioare ale butasilor au fost sigilate cu parafind si plantate in ghivece de 5 litri cu substrat de
turba, fiind apoi transferati in camere climatice cu sistem fitotronic KK 500 FIT pentru
inradacinare (fig. 3.2). In timpul inradacinarii butasilor plantati, temperatura camerei a fost
mentinuta la 25 °C, cu un regim de iluminare de 16 ore pe zi, la o intensitate a luminii de 4000 de
lucsi. Cand butasii s-au inrddacinat si lastarii au ajuns la 4-5 internoduri, varfurile lastarilor au fost
ciupite pentru a stimula cresterea lastarilor laterali si pentru a obtine mai multe varfuri. Dupa
aparitia lastarilor laterali, temperatura In camera climatica a fost marita treptat pana la 38 °C, cu o
crestere de 3 °C la fiecare trei zile pentru a evita socurile termice. Cu scopul de a proteja sistemul
radicular de supraincalzire, ghivecele au fost acoperite cu o folie protectoare (fig. 3.2).

Fig. 3.2 Ghivece cu folie protectoare cu butasi de viti-de-vie in camera climatica

Dupa 30 de zile de tratament cu aer fierbinte la 38 °C, au fost selectate varfuri apicale
pentru introducerea in cultura in vitro. Au fost prelevate 24 explante, cu dimensiuni cuprinse intre
0,5-0,8 mm, care au fost sterilizate intr-o solutie de 15% hipoclorit de calciu si inoculate intr-un
mediu agarizat, in eprubete cu diametru de 40 mm si indltime de 150 mm. Dupd 40 de zile de
tratament, a fost realizatd o a doua prelevare, formata din 24 varfuri apicale, care au fost transferate
in cultura in vitro pentru dezvoltarea ulterioara.

Cresterea explantelor a fost realizatd in camera de culturd, la o temperatura de 26+1 °C, cu
o umiditate a aerului de 85% si un regim de iluminare de 16 ore zilnic. Dupa 40 de zile de cultura
in vitro explantele au fost dezvoltate in plante cu 6-8 internoduri. In aceasta perioada, plantele au
prezentat o dezvoltare uniforma si o activitate meristematica intensa, caracterizata prin formarea
de lastari vigurosi. La finalul acestei perioade, plantele regenerate au fost supuse testdrii pentru a
verifica rezultatele aplicarii termoterapiei cu aer fierbinte (tabelul 3.11).
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Tabelul 3.11 Rezultatele testarii materialului viticol asanat prin termoterapia cu aer
fierbinte la 30 si 40 de zile dupa tratament

Soiul de Identificatorul Durata Repetarea Nr. probe Virusuri
struguri tratamentului P testate GFLV GFkV
8 - -
30 zile 2 8 - +
3 8 - -
Total 24 - 1 (4,2%
Codrinschii o (4.2%)
. 1-9-7-4 1 8 - -
Pleseni
40 zile 2 8 - -
3 8 - -
Total 24 - -

Nota: (+) — prezenta infectiei; (-) — lipsa infectie

Plantele tratate cu termoterapie in camere climatice timp de 40 de zile au dat rezultate
100% negative pentru ambele virusuri. Aceste rezultate sugereaza ca tratamentul termic de 30 de
zile cu aer fierbinte este eficient in eliminarea virusului GFLV, dar nu garanteaza o eliminare
completd a virusului GFkV, care a prezentat o incidentd de 4,2%. Prelungirea tratamentului pana
la 40 de zile a demonstrat o eliminare completd a ambelor virusuri.

Studiul realizat a demonstrat, cd eficienta tratamentului termic pentru eliminarea
virusurilor depinde in mare masurd de durata expunerii la temperaturi ridicate, dar si de
combinarea acestuia cu cultura in vitro. Prelungirea tratamentului la 40 de zile este esentiala pentru
a obtine eliminarea virusurilor GFLV si GFkV, in timp ce perioadele mai scurte de tratament nu
garanteaza asanare completd. Candidatul in clona din soiul Codrinschii 1-9-7-4 a fost supus
termoterapiei cu aer fierbinte la 37 °C timp de 40 de zile, fiind ulterior transferat in statut de clona
si transferat la etapa de multiplicare rapida prin cultura in vitro.

3.5 Multiplicarea accelerata a clonelor de vita-de-vie prin metoda culturii in vitro

Clonele obtinute prin selectia fitosanitara si asanate prin metode termo-terapeutice au fost
transferate la etapa de multiplicare acceleratd. Coardele testate negativ pentru virusuri si cancer
bacterian au fost fragmentate in butasi cu cate doi ochi si tratate termic cu apa fierbinte, pentru a
suprima posibilele infectii de etiologie fitoplasmaticd, bacteriand si fungicd. Dupd tratament,
butasii au fost plantati in ghivece cu substrat de turba si plasati in camere climatice. Aceasta etapa
a permis obtinerea materialului biologic viguros necesar pentru initierea culturii in vitro.

Dupa 30 de zile, cand plantele au intrat intr-o faza activa de crestere, a fost efectuatd prima
prelevare a partilor apicale pentru introducerea in vitro. In acest timp, lastarii verzi au fost scurtati
pana la nivelul celei de-a patra sau a cincea frunza reald. Aceasta operatiune se realizeaza pentru
a induce cresterea lastarilor laterali si pentru a mari cantitatea de varfuri pentru introducerea
ulterioara in cultura in vitro.

Plantarea explantatelor, cu dimensiuni de 0,8-1,0 cm, a fost realizatd pe un mediu nutritiv
solidificat cu agar, bazat pe mediu MS, cu un continut redus de macroelemente (jumatate din
concentratia standard), suplimentat cu zaharoza (20 g/L) si agar (5,5 g/L). Procesul de autoclavare
a fost realizat la temperatura de 121 °C timp de 20 de minute. Fiecare eprubeta a fost etichetata cu
soiul si data plantarii, dupd care au fost transferate in camera de cultura (fig. 3.3).
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Fig. 3.3 Camera de cultura in vitro pentru multiplicarea vitei-de-vie

Aplicand tehnologia indicata, la soiuri precum: Moldova, Floricica, Feteasca Neagra,
Plavai si Copceac, formarea radacinilor a inceput in 7-9 zile, iar in 30-35 de zile plantele din
eprubete au atins dezvoltarea necesarad pentru multiplicare. Soiurile apirene de struguri: Chismis
moldovenesc, Chismis lucistai si Apiren roz au format radacini in 14-15 zile si au ajuns la
dimensiuni de 6-8 internoduri in 45-50 de zile. Astfel, a fost stabilitd specificitatea soiului, unde
perioada de dezvoltare a plantelor variaza de la 30 la 50 de zile.

Plantele de vitd-de-vie regenerate au fost multiplicate accelerat prin metoda de
microbutdsire in vitro, care constd In fragmentarea vitroplantelor in microbutasi de mici
dimensiuni, utilizdnd segmente nodale sau apicale (fig. 3.4 A). Fiecare planta regenerata a fost
multiplicatd in 5—7 microbutasi si inoculati in containere pe substrat ,,Biona-311” (fig. 3.4 B).
Multiplicarea plantelor dintr-un soi a continuat pana la obtinerea cantitatii suficiente. Cand
plantele cultivate in containere cu substratul ,,Biona-311"" au crescut pana la limita superioara a
recipientului, acesta a fost indepartat, ceea ce a permis plantelor sd continue dezvoltarea in acelasi
mediu de crestere, dar n conditii ex vitro (fig. 3.4 C).

Fig. 3.4 Micropropagarea vitei-de-vie pe substratul ,,Biona-311”. A — multiplicarea plantei
regenerate; B — dezvoltarea microbutasilor in conditii in vitro in containere.

Pe masura ce plantele cresteau, acestea au depasit limitele containerului, iar frunzele au
inceput sa manifeste trasaturile morfologice caracteristice soiului. Dupa indepartarea capacului,
substratul din container a fost umezit periodic cu apa sterild, pentru a mentine conditiile optime de
crestere. Adaptarea plantelor la substratul pe baza de ioniti s-a desfasurat pe o perioadd de
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7-14 zile, cu o rata de supravietuire de 93—98%, in functie de soi. Dupd aclimatizare, plantele au
fost transplantate in containere multicelulare cu substrat de turba. In aceasti etapa s-a observat o
crestere echilibrata a sistemului radicular si o buna adaptare morfofiziologica a plantelor, indicand
un proces de aclimatizare reusit si pregatirea lor pentru transferul in camera e vegetatie (fig. 3.5).

Fig. 3.5 Plante de viti-de-vie in faza de aclimatizare in containere multicelulare in camera
de vegetatie
Parametrii esentiali In camera e vegetatie, precum temperatura (25+1 °C), umiditatea si

fotoperioada de 16 ore de lumina au fost pastrati constanti, asigurand continuitatea procesului de
dezvoltare. Aceasta abordare a avut rolul de a preveni aparitia socului fiziologic, facilitand trecerea
plantelor la noile conditii de crestere fara a compromite ritmul de dezvoltare. Conditiile favorabile
din camera de culturd au facilitat inrddacinarea eficientd a plantelor in substratul de turba,
asigurand o dezvoltare buna si o crestere viguroasa. Dupd o perioada de 2-3 saptdmani, cand
plantele au atins o stare de crestere optima, au fost transferate in serd pentru a continua dezvoltarea.
Aceastd etapd a permis trecerea treptatd a plantelor in conditii semi-controlate, pregatindu-le
pentru adaptarea la mediul exterior.

In cazul transplantirii efectuate in perioada de primavara—vara, plantele au fost transferate
in sera imediat dupd formarea unui sistem radicular bine dezvoltat in substratul de turba, iar cand
transplantarea avea loc in perioada toamna—iarna, plantele au fost mentinute in camera de vegetatie
pana la inceputul primaverii, pentru a evita expunerea la conditii nefavorabile.

Sera in care au fost transferate plantele de vita-de-vie din camera de vegetatie a fost echipata
pentru intretinerea plantelor pe tot parcursul anului si pentru cultivarea butasilor vegetativi,
potriviti pentru plantarea in plantatia-mama. Pe durata iernii, sera a fost incalzitd pentru a mentine
conditii optime de crestere. Temperatura minima a fost reglata la +5 °C pe timpul noptii si Intre
+10 si +15 °C in timpul zilei, asigurand astfel maturarea corespunzatoare a vitei si favorizand
procesul natural de cddere a frunzelor. Mentinerea unui regim termic constant si a unei bune
circulatii a aerului in serd a contribuit la dezvoltarea echilibrata a plantelor si la reducerea riscului
aparitiei bolilor fiziologice. In luna februarie, plantele de viti-de-vie au fost tiiate la 2-3 ochi
pentru a obtine un lastar bine dezvoltat.

Pe intreaga perioada de primdvara-vara, sera a fost acoperitd cu o plasa de protectie solara
si echipata cu sistem de ventilatie fortatd cu functionare automata, ceea ce a influentat pozitiv
mentinerea temperaturii si umiditdtii aerului din interior. Periodic, au fost aplicate tratamente
chimice preventive pentru controlul bolilor fungice, precum si fertilizari foliare si radiculare
echilibrate, pentru a asigura sdnatatea si dezvoltarea optima a plantelor. Etapa de crestere in sera
a asigurat consolidarea fiziologica a plantelor obtinute prin micropropagare si pregatirea acestora
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pentru plantarea in cdmp. Conditiile create au permis obtinerea unui material vegetativ viguros,
uniform si apt pentru utilizare la infiintarea plantatiilor-mama de categorie biologicd superioara.

Multiplicarea prin metoda in vitro aplicatd in complexele culturale si in conditii de sera a
permis obtinerea plantelor, provenite din 23 soiuri de struguri si patru portaltoi. In urma acestui
proces, au fost produse in total 7179 de plante de origine clonala, destinate infiintarii plantatiilor-
mama de categoria biologica Prebaza.

Tabelul 3.12 Lista soiurilor de vita-de-vie si a clonelor multiplicate prin metoda
microbutasirii in vitro

Nr. crt. Soiul de struguri Clona Cantitatea. buc.
1 Copceac clLINVV18-2 426
2 Legenda cL.INVV21-36 325
3 Pinot noir clLINVV 12-44 418
4 Plavaie cl.INVV21-22 355
5 Telti Curuc cl.INVV 11-55 400
6 Moldova cl.INVV13-12 450
7 Apiren Roz cLLINVV 40-42 393
8 Merlot cl.INVV 14-41 103
9 Negru de Causeni cLINVV21-1 207
10 Feteasca regala c.LINVV10-71 379
11 Feteasca alba cLINVV13-11 214
12 Sauvignon c.INVV10-91 342
13 Chismis lucistai clINVV5-81 399
14 Tudor cl.INVV56-36 364
15 Luminita cl.INVV3-40 74
16 Busuioacd de Moldova cLINVV19-57THR 163
17 Busuiocéd de Bohotin cl.INVV 18-67HR 157
18 Codrinschii cL.INVV 9-81 121
19 Codrinschii cl.INVV9-74 65

20 Onitcanschii belai cl.INVV9-14 200
21 Chardonnay clINVV15-55 147
22 Pinot gris cl.INVV65-64 129
23 Meleag cLINVV 19-7 87
24 BxR Kober 5 BB cl.INVV3-21 174
25 BxR SO4 cl.INVV6-42 246
26 RxR 101-14 cLINVV11-32 291
27 Maleque cl.INVVOIMD 550
Total plante: 7179

Asa cum se poate observa din tabelul 3.12, multiplicarea prin metoda in vitro a asigurat o
productie variatd de soiuri altoi si portaltoi de viti-de-vie. In comparatie cu metodele traditionale
de multiplicare, precum altoirea In verde sau butasirea In uscat, metoda in vitro prezinta o serie de
avantaje. Conform studiilor realizate in Italia, a fost explorat impactul culturii in vitro asupra
fenotipului plantelor de vita-de-vie. Principalele descoperiri indica faptul ca, desi majoritatea
parametrilor analizati nu au prezentat diferente semnificative, plantele obtinute prin
micropropagare au avut un randament superior comparativ cu plantele crescute din butasi lemnosi.
Aceste rezultate sunt in concordantd cu datele obtinute in cadrul studiului dat, unde aplicarea
metodei in vitro a permis obtinerea unui numar mare de plante intr-un interval scurt de timp,
pastrand totodata calitatea fitosanitara. Comparativ cu metodele traditionale, metoda in vitro s-a
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dovedit a fi mai eficientd in producerea materialului siditor de inaltd calitate, reducand timpul
necesar pentru multiplicare si asigurand producerea plantelor de vitd-de-vie libere de virusuri,
fitoplasme si cancer bacterian.

3.6 Infiintarea plantatiilor-mamai de categorii biologice Prebazi si Bazi

Pentru a reduce riscul de infectii si a crea conditii optime pentru dezvoltarea plantelor
asanate, plantatia-mama Prebaza a fost infiintatd pe un teren pe care nu a fost cultivatd vita-de-vie
timp de 20 de ani. Aceasta masura preventiva contribuie la diminuarea pericolului de contaminare

cu agenti patogeni persistenti in sol, ca exemplu Xiphinema index.

Butasii vegetanti de vita-de-vie utilizati pentru Infiintarea plantatiei-mama Prebaza au fost
plantati la o distantd de 3 metri intre randuri si 1,4 metri intre plantele din rand (fig. 3.6). Aceasta
configuratie de spatiere a fost aleasd pentru a permite dezvoltarea optima a vitelor, facilitind
totodata lucrarile ulterioare de Ingrijire. Metoda data contribuie la circulatia aerului si la expunerea
uniforma la lumina, factori esentiali pentru cresterea sanatoasa a vitelor.

Fig. 3.6 Butasi de viti-de-vie in stadiu de vegetatie, obtinuti prin metoda de butasire
microclonala in vitro. A — plante in substrat de turba, crescute in sera laboratorului;
B — plante cultivate in plantatia-mama de categorie biologica Prebaza.

Astfel, butasii vegetanti de vitd-de-vie crescuti si fortificati in sera, au fost plantati in
plantatia-mama de categoria biologica Prebaza unde in prezent, cresc clone din 23 de soiuri altoi
si 4 soiuri portaltoi pe o suprafatd de 3,05 ha [3]. Coardele de vitd-de-vie crescute in plantatia-
mama Prebaza au fost folosite ulterior pentru producerea butasilor altoiti, cu care a fost infiintata
plantatia-mama de categoria biologica Baza. Aceasta se intinde pe o suprafatd de 12 hectare si
cuprinde clone din 29 de soiuri de vitd-de-vie, atit pentru producerea vinurilor, cat si pentru
consum in stare proaspata. Anual, sortimentul plantatiilor-mama este completat cu noi soiuri de
masa si tehnice, care raspund cerintelor actuale din domeniul viticulturii si vinificatiei.

Fertilizarea solului s-a efectuat periodic, cu Ingrasdminte organice si minerale, pe baza
recomandarilor agrochimice, pentru mentinerea echilibrului nutritional. Pentru asigurarea starii
fitosanitare a plantatiilor, s-au aplicat tratamente preventive impotriva bolilor criptogamice si
bacteriene, utilizdnd produse omologate.

Implementarea acestor lucrari a contribuit la dezvoltarea armonioasa a vitelor, la
mentinerea vigorii constante a clonelor, asigurdnd uniformitatea cresterii, maturarea completa a
lemnului si formarea unui aparat foliar sanatos si functional.
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3.7 Schema biotehnologica pentru obtinerea si multiplicarea clonelor sanitoase de
vita-de-vie in conditiile Republicii Moldova

Avand in vedere situatia fitosanitard actuald, caracterizata printr-un grad inalt de infectare
cu virusurile asociate cu rasucirea frunzelor (GLRaV-1, GLRaV-3), scurt-nodarea vitei-de-vie
(GFLV) si marmorarea frunzelor (GFkV), cu A.vitis, precum si cu ‘Ca. P. solani’ — fitoplasma
responsabila de boala innegrirea lemnului, se propune aplicarea unei biotehnologii integrate de
obtinere a clonelor asanate (fig. 3.7).
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Fig. 3.7 Biotehnologia dezvoltata de obtinere a clonelor asanate de vita-de-vie

Schema biotehnologica prezentatda evidentiazd succesiunea logicd a etapelor de selectie,
diagnostic, asanare si multiplicare, aplicate in procesul de obtinere a clonelor sanatoase de vita-
de-vie. Comparatia dintre metoda clasica si biotehnologia propusa in cadrul prezentei lucrari este
prezentata in figura 3.8.

Metoda traditionald, dezvoltata in anii 1980, presupunea o succesiune de etape indelungate:
selectia vizuald a candidatilor in clone, testarea biologica prin indexare (pana la 3 ani), asanarea
termica si multiplicarea vegetativi pe o perioadi totali de 9—10 ani. In contrast, metoda propusi
utilizeazd metode moderne de diagnostic, care reduc perioada de testare la 2—10 zile, iar
multiplicarea prin cultura in vitro permit finalizarea ciclului complet de obtinere a clonelor
sandtoase Tn numai 3 ani.
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Selectarea candidatilor in clone prin metoda Selectarea candidatilor in clone prin metoda

vizuali 1 an vizuald 1 an
Testarea prin metoda de indexare 3ani Testarea ELISA, PCR 2-10 zile
A Asanarea 40 zile B Asanarea 40 zile
Test serologic pentru boli virale

(nepovirusuri) Multiplicarea in vitro 1 an

Inmultirea vegetativi 4-5 ani Crestere si fortificare in serd 1 an

O 9-10 ani 2t

Fig. 3.8 Compararea tehnologiilor de obtinere a vitelor vegetante de viti-de-vie destinate
infiintarii plantatiei-mama de categoria biologica Prebaza: A — metoda aplicatd in anii 1980;
B — biotehnologia modernizata, dezvoltata in cadrul prezentei lucrari.

Astfel, pentru prima datd in Republica Moldova a fost elaborata si testatd o biotehnologie
complexa, bazatd pe metode moderne de diagnostic, asanare si multiplicare accelerata prin cultura
in vitro, care permite obtinerea clonelor initiale de vita-de-vie si Infiintarea plantatiilor-mama de
categoriile Prebaza si Baza intr-un interval de timp considerabil redus.

4 OPTIMIZAREA ELEMENTELOR TEHNOLOGICE DE PRODUCERE A
CLONELOR ASANATE DE VITA-DE-VIE

4.1 Evaluarea si implementarea metodelor moleculare de diagnostic al cancerului
bacterian la materialul viticol

In Republica Moldova, identificarea bacteriilor patogene din complexul Agrobacterium a
fost realizat pana nu demult prin metode microbiologice clasice si bioteste pe plante indicatoare.
Aceste metode necesita intre 5—7 zile pentru identificarea genului si pana la 3—5 saptamani pentru
confirmarea patogenitatii. Metodele date nu doar ca sunt de lungé durata, dar pot fi si ineficiente,
avand un grad fnalt de interpretare subiectiva. In prezent, la nivel mondial, se aplici metode
moleculare, cum ar fi reactia in lant a polimerazei, care oferd o sensibilitate si specificitate
superioare comparativ cu tehnicile traditionale.

In acest context, au fost selectate 6 butuci din soiuri si elite de viti-de-vie din plantatiile
experimentale de soiuri ale [P INCAAMYV, cu o varsta de peste 30 de ani. De la plante aparent
sandtoase, fara semne externe de tumori sau deformadri ale tesuturilor, au fost prelevate vite in
varstd de un an. Sectiunile prelevate au fost curatate de scoarta, fragmentate In segmente de
3-5 mm. Dupa insdmantare, izolatele bacteriene au fost incubate timp de 7 zile la 27 °C, pentru
evaluarea prezentei coloniilor caracteristice de Agrobacterium spp.

Coloniile au prezentat o dezvoltare uniforma pe intreaga suprafatd a mediului, fard formarea
de zone de inhibitie sau contaminare, prezentand morfologia caracteristicd bacteriilor din
complexul Agrobacterium spp., cu aspect alb, convex, lucios si cu centru pigmentat rosu.

Pentru analiza detaliatd a agrobacteriilor izolate din materialul saditor, a fost aplicata metoda
Triplex PCR (end-point), care permite identificarea simultana a genului si evaluarea potentialului
patogen al tulpinilor [5]. In cadrul acestei metode, au fost vizati trei markeri moleculari esentiali:
gena pehA — utilizatd ca marker specific pentru identificarea speciei 4. vitis, diferentiind-o de

26



A. tumefaciens, printr-un fragment specific de ADN de 466 pb; gena virF’ — care codificd sinteza
opinei de tip nopaline si octopine, asociata cu plasmidele Ti implicate in inducerea tumorilor;
fragmentul specific detectat prin PCR are 382 pb; gena virD — marker pentru producerea vitopinei,
un alt compus caracteristic plasmidelor Ti,
asociat cu  patogenitatea  tulpinilor;
fragmentul amplificat are 320 pb. Aplicarea
acestui sistem de detectie permite nu doar

2 [ 3 [s| e[ mMm[ImMm[m]+] = Tbp

confirmarea speciei Allorhizobium vitis sau
Agrobacterium tumefaciens, ci si
identificarea tipului de plasmida Ti prezenta
in izolat (figura 4.1)

Toate izolatele au prezentat o banda de
466 pb, ceea ce confirma cd apartin speciei
Allorhizobium vitis. Rezultatele obtinute in
urma testdrii plantelor studiate prin metoda

000
1500

1000

00

Aok

PCR confirma faptul, ca aceastd tehnicd |
moleculard permite o diagnosticare  Fig. 4.1 Electroforegrama obtinuti in urma reactiei
rapiddi si fiabila a patogenititii PCR pentru identificarea tulpinilor de A. vitis si A.

agrobacteriilor din genurile tumefaciens. M — marker de greutate moleculara
Allorhizobium vitis si  Agrobacterium (1 kb, 200 pb, 100 pb); * — control pozitiv pentru
tumefaciens prin detectia directd a fragmentul pehA (466 pb).

plasmidei pTi.

4.2 Influenta spectrelor de lumina LED asupra dezvoltarii plantelor de vita-de-vie
in cultura in vitro

Studiul dat a urmarit evaluarea efectului spectrelor de lumina LED asupra proceselor de
regenerare si dezvoltare a vitei-de-vie in cultura in vitro, in vederea identificarii conditiilor optime
pentru multiplicarea acceleratd a clonelor asanate, pe baza rezultatelor obtinute si publicate
anterior [4]. Studiul a fost axat pe analizarea performantei plantelor cultivate sub influenta a trei
tipuri de corpuri de iluminat cu spectre diferite, in conditii de laborator (tabelul 4.1).

Tabelul 4.3 Rezultatele masurarilor fotometrice a surselor de iluminare utilizate

Nr.crt. | Sursa de iluminare T masurat, K PPFD max, pmol-s™!-m ™ DLI max, mol'm 2-d”!
1 ,,alb-rece” 5950+50K 63 4.05
2 ,,alb-cald” 3200+50K 30 2.04
3 ,,Fito” <1700 K 25 1.64

Analiza spectrelor de emisie ale corpurilor de iluminat utilizate In experiment a evidentiat
particularitati importante ale compozitiei radiatiei fotosintetic active (PAR, 400-700 nm),
responsabild de activarea proceselor fotochimice esentiale pentru dezvoltarea plantelor. Acestea
absorb Tn mod eficient componentele spectrale din zona albastrd (430—470 nm) si din zona rosie
(630-680 nm), unde pigmentii fotosintetici, in special clorofilele, prezinta activitate maxima de
absorbtie. Desi clorofila absoarbe predominant in regiunea violet-albastra, procesele asociate
fixarii carbonului in cadrul fotosintezei ating eficientd maxima in prezenta luminii rosii.
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In cadrul studiului, spectrele de emisie ale surselor de lumina utilizate au fost determinate
prin masuratori fotometrice, In conditiile specifice laboratorului (fig. 4.2). Analiza distributiei
radiatiei fotosintetic active la nivelul suprafetei de culturd a evidentiat o repartitie neuniforma a
valorilor in functie de distanta fatd de sursa. Acest fenomen este explicabil prin legea patratului
invers, conform cdreia intensitatea radiatiei scade proportional cu patratul distantei. Spectrele de
emisie obtinute pentru cele trei corpuri de iluminat utilizate sunt prezentate in figura 4.2.
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Fig. 4.2 Spectrele de emisie a corpurilor de iluminat utilizate. A — spectrul corespunde

corpului de iluminat ,,alb-cald”; B — spectrul corespunde corpului de iluminat ,,alb-rece”; C —
spectrul corespunde corpului de iluminat cu nuanta ,,Fito”.

La sursa de lumina ,,alb-cald”, se observa un maxim de emisie in zona albastra a spectrului,
la o0 lungime de unda de aproximativ 465 nm (fig. 4.3 A). Restul componentelor spectrale — verde,
galben, portocaliu si rosu (intervalul 480—675 nm) — sunt prezente, dar cu o intensitate mult mai
redusa, reprezentand circa 20-25% din nivelul maxim. Aceasta distributie indicd o predominanta
clara a radiatiei albastre, ceea ce poate influenta pozitiv procesele fiziologice implicate in
regenerarea initiald a vitroplantelor.

Spectrul sursei de lumina ,,alb-rece”, prezinta un profil similar, cu un varf in zona albastra
la 460 nm. Intensitatea luminii in intervalul verde-galben (550—-600 nm) este si mai redusa
comparativ cu sursa ,,alb-cald”, ceea ce indica o distributie spectrala mai limitata in acea zona (fig.
4.3 B). Corpul de iluminat ,,Fito”, evidentiazi un spectru complet diferit (fig. 4.3 C). In acest caz,
lipsesc complet componentele luminoase din intervalul 500-575 nm, corespunzatoare luminii
verde si galbene. Spectrul este dominat de doua regiuni: un maxim in zona albastrd (A = 465 nm)
si al doilea, mai redus, in zona rosie (A = 650 nm), cu o extindere pana la limitei spectrului vizibil.

Desi corpurile de iluminat cu spectru ,,alb-rece” si ,,alb-cald” au prezentat cele mai ridicate
valori pentru temperatura de culoare (pdna la 6000K), fluxul PAR si PPFD (pana Ia
63 umol-s~'-m2), cel mai bun efect asupra formarii radacinilor in primele 14-30 de zile de cultura
a fost obtinut sub iluminarea ,,Fito”. Acest spectru a stimulat cel mai eficient procesul de
rizogeneza. Rezultatul este sustinut si de literatura de specialitate, care indica faptul ca radiatia
combinata albastru-rosu favorizeaza dezvoltarea sistemului radicular.

[luminarea cu spectru ,,alb-rece” a favorizat mai bine dezvoltarea partii aeriene, plantele
avand frunze cu suprafatd mai mare si internoduri regulate — caracteristici importante pentru o
crestere armonioasd. [luminarea cu spectru ,,alb-cald” a determinat formarea de calus si a afectat
negativ morfologia vitroplantelor, ceea ce poate indica o reactie de stres si o inhibare partiald a
dezvoltarii normale, confirmand sensibilitatea plantelor la lumina.

in concluzie, se recomandi utilizarea spectrului ,,Fito” pentru initierea inraddcinarii,
urmata de trecerea la iluminare ,,alb-rece” pentru sustinerea cresterii vegetative.
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4.3 Selectarea mediilor nutritive pentru regenerarea si multiplicarea accelerata
in vitro si aclimatizarea ex vitro

Conform modelului clasic Skoog—Miller, raportul dintre auxine si citochinine determina
directia procesului de regenerare: concentratiile mai mari de auxine favorizeaza formarea
radacinilor, 1n timp ce un exces de citochinine favorizeaza dezvoltarea lastarilor.

Pe baza acestor premise, studiul de fatd a urmarit studierea influentei concentratiilor
diferite de fitohormoni de AIA (acid indolacetic) si 2iP (6-(y,y-Dimethylallylamino) purinad)
asupra regenerarii explanturilor de vitid-de-vie in conditii controlate de laborator. Au fost evaluate
patru variante de medii nutritive, formulate pe baza mediului nutritiv MS cu concentratia redusa
la jumatate (2 MS) pentru sarurile minerale. Fiecare variantd a fost completata cu diferite
combinatii de fitohormoni, dupa cum urmeaza: Varianta 1: 1 mg/l [AA; Varianta 2: 2 mg/l [AA;
Varianta 3: 1 mg/l [AA + 0,3 mg/l 2iP; Varianta 4: 2 mg/l IAA + 0,6 mg/I 2iP.

Au fost analizate 90 de plante de vita-de-vie in conditii de cultura in vitro. Evaludrile au
fost realizate dupa 40 de zile de cultura (tabelul 4.6).

Tabelul 4.6 Rezultatele influentei fitohormonilor asupra parametrilor de crestere si
dezvoltare in vitro a vitei-de-vie

% 8 [} /E\ = e e )S o) )Jg ~
szl 28 | eE_| g8 | 2| & | =& | 35 52
8| 2% £o E=S g E g % = = 3 b S
SE|EET | 255 Eg | E° | B | 4B | 2% 2
1 100.0+0.0 | 50.0+3.2 7.62+0.5 8.0+0.4 10.2+0.6 | 0.0+£0.0 | 0.90+0.08 | 0.33+0.03
2 100.0£0.0 | 50.0+£2.8 8.20+0.6 7.840.3 12.0£0.7 | 2.2+0.2 | 0.90+0.09 | 0.40+0.05
3 100.0+£0.0 | 80.0+4.1 7.00+04 | 5.5+0.2 10.3£04 | 2.7£0.3 | 0.46+0.04 | 0.74+0.06
4 100.0+0.0 | 63.3+£3.6 7.20+0.5 8.3+0.3 9.840.5 3.5+0.4 | 0.34+0.03 | 0.56+0.05

Notd: Valorile sunt exprimate ca medie + abaterea standard, calculate din 3 repetari.
Rezultatele obtinute confirma, ca reteta hormonald bazata pe 1 mg/l AIA si 0,3 mg/l 2iP

este optima pentru stimularea regenerarii si dezvoltarii morfologice echilibrate a vitroplantelor de
vita-de-vie, demonstrand aplicabilitate in cadrul tehnologiei de obtinere a clonelor asanate.
Diferentele identificate intre variantele testate evidentiazd importanta ajustdrii raportului
fitohormonilor in functie de genotip, pentru asigurarea unei regenerari eficiente.

CONCLUZII GENERALE

1. In urma testarilor fitosanitare efectuate in perioada 2018—2023, s-a constatat ci materialul
saditor viticol utilizat in Republica Moldova este contaminat cu agenti patogeni de etiologie virald
si bacteriand. Cei mai frecvent identificati dintre virusuri au fost Grapevine fleck virus, Grapevine
leafroll-associated virus-3 si Grapevine leafroll-associated virus-1, prevalenta acestora variind in
functie de grupa de soiuri si culoarea bobului. Infectiile cauzate de un singur virus au inregistrat
un grad de afectare cuprins intre 0 $i 40%, iar infectiile mixte au prezentat o incidentd semnificativ
mai mare [3] (subcapitolul 3.1).

2. Infectiile latente cu bacteria A. vitis, au fost detectate cu o frecventa inalta, in special in cazul
soiurilor autohtone cu bob alb, gradul de infectare variind intre 0% si 60%. Prezenta butucilor
sandtosi, reprezinta o premisa importanta pentru identificarea unor indivizi autentici, cu potential
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de a fi utilizati la constituirea clonelor si multiplicarea acestora in scopul producerii materialului
saditor viticol sanatos [3] (subcapitolul 3.2).

3. A fost demonstrat ca, tratamentul cu apa fierbinte la 50+1 °C timp de 45 de minute permite
asanarea candidatilor in clone de vitd-de-vie de infectia cu A. vitis si, in scopuri profilactice,
previne dezvoltarea bolilor fitoplasmatice. Tratamentul cu aer fierbinte este eficient pentru
eliminarea virusului scurt-nodéarii (GFLV) si a virusului marmorarii frunzelor de vita-de-vie
(GFkV). Aceste tratamente, combinate cu multiplicarea in vitro in cadrul procesului de selectie
fitosanitara, permit obtinerea in decurs de un an a unor clone de vita-de-vie lipsite de infectii virale,
fitoplasmatice si bacteriene [6] (subcapitolele 3.4.1-3.4.2).

4. A fost stabilit ca, metoda PCR permite diagnosticarea rapida si fiabild a patogenitatii tulpinilor
de A. vitis si A. tumefaciens in termen scurt, prin detectarea prezentei plasmidei p7i ca indicator al
virulentei, si poate fi aplicatd cu succes pentru accelerarea procesului de selectie fitosanitara si
obtinerea clonelor sanatoase de vitad-de-vie [5] (subcapitolul 4.1).

5. Au fost optimizate conditiile de cultivare in vitro a vitei-de-vie prin ajustarea compozitiei
mediului nutritiv, selectarea unui substrat artificial eficient pentru etapa de aclimatizare si
adaptarea spectrului de iluminare in camera de culturd. Administrarea fitohormonilor in
concentratii de 1 mg/l AIA si 0,3 mg/l 2iP a favorizat regenerarea, cresterea si dezvoltarea
vitroplantelor. Utilizarea substratului ,,Biona-311" in perioada de aclimatizare a redus semnificativ
durata de adaptare (10-15 zile), cu o rata de prindere de 95-100%. Dintre variantele de iluminare
testate, spectrul ,,Fito” (T<1700 K) a stimulat eficient formarea sistemului radicular, spectrul alb-
rece (6000 K) a sustinut dezvoltarea frunzelor si internodurilor, iar lumina alb-cald (T<1700 K) a
oferit un echilibru Intre cresterea partilor aeriene si subterane [4] (subcapitolele 4.2—4.4).

6. A fost implementatd metoda de multiplicare accelerata in vitro in cadrul procesului de selectie
fitosanitara, ceea ce a permis obtinerea a 7179 de plante de origine clonald, cu care a fost fondata
o plantatie-mama de categorie biologica Prebaza. In prezent, aceasta include clone asanate din 23
de soiuri de vita-de-vie altoi si 4 soiuri portaltoi, cultivate pe o suprafatd totald de 3,05 ha [3]
(subcapitolele 3.5-3.6).

7. In baza rezultatelor obtinute privind raspandirea agentilor patogeni de etiologie virala,
fitoplasmatica si bacteriand in plantatiile viticole din Republica Moldova, a fost elaborata o
tehnologie complexa de obtinere a clonelor sdndtoase de vita-de-vie. Aceasta prevede o succesiune
logica de etape, care includ: identificarea vizuala a butucilor aparent sdnatosi; testarea fitosanitara
in scopul evidentierii infectiilor latente; aplicarea tratamentului termic cu apa fierbinte asupra
plantelor initiale selectate, atat in scop de asanare, cat si cu rol profilactic; multiplicarea accelerata
a plantelor sandtoase prin metoda microbutasirii in vitro; precum si infiintarea plantatiilor-mama
de categoria biologica Prebaza si Baza destinate producerii materialului de inmultire viticol
certificat (subcapitolele 3.3-3.6).

RECOMANDARI PRACTICE

In vederea reducerii riscului de transmitere a infectiilor fitoplasmatice si bacteriene, este
recomandat ca coardele altoi recoltate din plantatiile comerciale sd fie supuse terapiei cu apa
fierbinte la temperatura de 50 + 1 °C, timp de 45 de minute, imediat inainte de altoire.
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Pentru asanarea loturilor de butasi de vitd-de-vie infectati cu fitoplasme sau cu
Agrobacterium vitis, agentul cauzator al cancerului bacterian, se recomanda aplicarea terapiei cu
apa fierbinte la temperatura de 50 + 1 °C timp de 45 de minute.

Avand in vedere lipsa unor mijloace chimice eficiente pentru combaterea bolilor vitei-de-
vie de etiologie virala, fitoplasmatica si bacteriand (cancerul bacterian), se recomanda, ca masura
de baza pentru prevenirea acestor infectii, plantarea plantatiilor viticole de productie cu material
saditor sandtos, din categoria biologicd Certificat.
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ADNOTARE

Marecela Dubceac, ,,Biotehnologia de obtinere a clonelor sanatoase de vita de vie” teza de
doctorat pentru obtinerea titlului de doctor in stiinte agricole, Chisiniu, 2026
Structura tezei: introducere, 4 capitole, concluzii generale si recomandari, bibliografie cu

196 titluri, 10 anexe, 91 pagini principale de text, 27 figuri, 35 tabele. Rezultatele obtinute au fost
publicate in 13 lucrari stiintifice.

Cuvinte-cheie: vita-de-vie, boli virale, cancer bacterian, diagnostic fitosanitar, asanare
prin termoterapie, multiplicare in vitro, clone sdnatoase, plantatii-mama viticole.

Domeniul cercetarii: stiinte agricole.

Scopul lucrarii: perfectionarea tehnologiei de obtinere a clonelor sdnatoase de vita-de-vie,
in baza metodelor moderne de diagnostic, asanare si multiplicare, in scopul infiintdrii plantatiei-
mama de categorie biologica Baza.

Obiectivele cercetirii: determinarea spectrului agentilor patogeni fitosanitari si a gradului
de infectare a materialului sdditor viticol in conditiile Republicii Moldova; elaborarea regimurilor
optime de termoterapie pentru asanarea plantelor initiale infectate cu agenti patogeni ai bolilor
cronice ale vitei-de-vie; perfectionarea metodelor de diagnostic fitosanitar al cancerului bacterian
la vita-de-vie; optimizarea conditiilor de cultura in vitro pentru multiplicarea clonald acceleratd a
vitei-de-vie prin microbutdsire; obtinerea si multiplicarea clonelor initiale ale soiurilor europene,
autohtone si de selectie noud, in scopul infiintarii plantatiei-mama de categoria biologica Baza.

Noutatea si originalitatea stiintifica: pentru prima datd in Republica Moldova a fost
elaborata si implementata o tehnologie complexa de obtinere a clonelor initiale asanate de vita-de-
vie, care integreaza etapele de diagnosticare, asanare, multiplicare in vifro si producerea
materialului saditor, cu scop de infiintare plantatiei-mama de categorie biologica Baza.

Rezultatul obtinut care contribuie la solutionarea unei probleme stiintifice
importante consta in: elaborarea, testarea si validarea unei tehnologii integrate, bazate pe
instrumente biotehnologice avansate, pentru obtinerea si multiplicarea clonelor asanate de vita-de-
vie, conforme cu cerintele reglementarilor nationale si europene privind materialul saditor de
categorie Certificat. Tehnologia propusa include etape de selectie fitosanitard, diagnostic virotic
si bacterian prin metode de Tnaltd precizie, tratamente de asanare, micropropagare in vitro in
conditii optimizate, urmate de aclimatizare si infiintarea plantatiilor-mama de categorie biologica
superioara, reprezentand o solutie stiintific fundamentatd pentru modernizarea sistemului national
de producere a materialului saditor viticol.

Semnificatia teoretica: lucrarea contribuie la fundamentarea stiintificd a diagnosticului si
tratamentului bolilor virale si cancerului bacterian ale vitei-de-vie, oferind metode eficiente pentru
identificarea si eliminarea agentilor patogeni; de asemenea, dezvolta baza teoretica aplicabild
pentru utilizarea culturii in vifro in multiplicarea accelerata a materialului asanat.

Valoarea aplicativa: clonele initiale obtinute au fost utilizate la infiintarea plantatiei-
mama de categorie biologica Prebaza. Materialul obtinut din aceste plantatii serveste ca sursa
pentru fondarea plantatiilor de categorie Baza, asigurand producerea de material saditor certificat,
in conformitate cu standardele nationale.

Implementarea rezultatelor stiintifice: butasii de vita altoi si portaltoi din plantatia-
mama de categorie biologica Baza sunt livrati catre pepinierele viticole din Republica Moldova
pentru producerea materialului saditor certificat si infiintarea plantatiilor viticole comerciale.
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AHHOTAIUA

Hyouak Mapueisa, « BHOTEeXHOJI0TUSI MOJIy4YeHH I 3I0POBBIX KJIOHOB BUHOIPAIa»,
AUCCEPTALUs HA COMCKAHUE YYEHOH CTEeNeHN JOKTOPA CeJIbCKOX03ACTBEHHBIX HAYK,
Kummnés, 2026

Crpykrypa auccepranmm: [luccepraiyonHas paboTa COCTOMT U3 BBEACHUS, YETHIPEX
IJ1aB, OOLIMX BBIBOJIOB U NMPAKTHUYECKUX PEKOMEHAAIINH, CIUCKA JIUTEPaTyphl U3 196 HCTOUHUKOB,
10 mpunoxeHuit, cogepkut 91 cTpaHMIIBI OCHOBHOTO TEKCTa, 27 PUCYHKOB U 35 TaOJHUIBL
PesynbTarsl uccnenoBanuil onyoauKkoBaHbl B 13 Hay4HbIX paboTax.

KiruyeBble ciaoBa: BHHOIpaja, BUPYCHl, OaKTepUalbHBIH paK, JUArHOCTHKA,
TEepMOTEpanus, pa3MHOXKEHUE i Vifro, 03JOPOBJICHHBIEC KIIOHBI, MATOYHBIE HACAKICHUS.

ObJ1acTh Hcc/IeI0BAHMI: CETBCKOXO03ICTBEHHBIE HAYKH.

Ienn uccaenoBaHusi: COBEPIICHCTBOBAHUE TEXHOJOTUHU ITOIYYEHHsI 3J0POBBIX KIOHOB
BUHOI'PaJia Ha OCHOBE COBPEMEHHBIX METOJIOB JTUArHOCTUKHU, O3J0POBIIEHUS U PAa3MHOXKEHHUS C
LeJbI0 3aKJIa/IKM MaTOYHHKa OMoJiornyeckoi kareropuu ba3oBblil.

3agauM mccIeJOBAHMSA: ONPEACIUTh CIEKTP (PUTOCAHUTAPHBIX MATOT€HOB M CTEHECHb
3apaXEHHOCTH TI0CAJIOYHOTO MaTepuajga BUHOrpaga B ychoBusix PecnyOmuku Monaosa;
YCOBEpIIEHCTBOBATh ~ METOAbl  (PUTOCAHUTAPHOM  JUArHOCTHKM  OaKTEepUaJbHOIO  paka
BUHOIPAJHON JI03bl; pa3paboTaTh ONTHMAJbHbBIE PEKUMBI TEPMOTEPANUMU Ul O310POBIICHUS
UCXOJIHBIX PAacTeHUU, MHPHUIMPOBAHHBIX MATOr€HAMHU XPOHMUYECKHX 3a00JeBaHUN BHUHOTPAJa,;
ONTUMU3HUPOBATH YCIIOBUS KYJBTYDPBI in Vitro s YCKOPEHHOI'O KIOHAJIBHOTO Pa3MHOKEHHS
BHHOIPaZa METONOM MHUKPOUYEPECHKOBAHMS;, IOJIYYUTh U PA3MHOXKUTH HCXOIHBIE KIIOHBI
BHUHOTPaJia C 1IeJIbI0 3aKJIaJKU MaTOUHUKA OMOJIOTHYECKOM KaTeropun bazoBslid.

Hayuynass HOBM3Ha M OpPHIMHAJIBHOCTBL: BHepBble B PecnyOmuke MonnoBa Oblia
pa3paboTaHa M BHEAPEHA KOMIUIEKCHAs TEXHOJOIMs IOJIyYE€HHUS MCXOJHBIX O30POBJIEHHBIX
KJIIOHOB BHHOTpaja, BKJIKOYAIOIIAs JTalbl [JUAarHOCTUKH, O3JO0POBJEHUS, YCKOPEHHOIO
Pa3MHOKEHUs i1 Vifro ¥ IPOU3BOACTBA II0CAJOYHOI0 MaTepHala, ¢ LENbI0 3aKJIaJKU MaTOYHON
IJIaHTALKUK OMOJIorHYecKoi kaTeropun ba3oBbiid.

PemiénHasi BajkHasi HayyHasi nmpodjieMa: pa3pabotaHa W anpoOMpoBaHA
MHTETPUPOBAHHAST OWOTEXHOJIOTHS TMOJNyYeHHs] M Pa3MHOXKEHHS O370POBJICHHBIX KJIOHOB
BUHOI'Pajia, COOTBETCTBYIOIUX HAIIMOHAIBHBIM CTaHAapTaM KaTeropuu « CepTuuurupoBaHHbII.
TexHonorus oobequHsET PUTOCAHUTAPHBINA U KIOHAIBHBIA 0TOOP, TOUHYIO BUPYCOJIOTHYECKYIO
1 OaKkTepuaNbHYyIO TMarHOCTUKY, CAaHALIMIO, MUKPOKJIOHAJILHOE Pa3MHOKEHHE i1 Vitro U 3aKJIAAKy
MaTOYHBIX HACAXKIACHHUI BBICIIMX OWOJIOIMYECKUX KaTeropuid, obecreurBas MOAECPHHU3ALUIO
CUCTEMBI IPOM3BOACTBA [TOCAI0YHOI0 MaTepuaia BUHOIpaja.

Teopernueckasi 3HAYMMOCTH: TeopeTMyeckoe 3HAYCHHE pabOTHl 3aKIIOYacTCi B
pa3paboTKe HayYHBIX OCHOB JUArHOCTHKH U JIEUEHHS BUPYCHBIX M OaKTEpUATIbHBIX 3a00J€BaHUI
BUHOIpaJa, 4YTO MO3BOJSIET CO3/aTh Oojiee TOYHblE U 3(P(PEKTHUBHBIE METOIbI BBISBICHUS U
yCTpaHEHUs MaToreHoB. PaboTa Takke BHOCUT 3HAUMTENbHBIN BKIJIAJ B CO3/1aHUE HAYYHOH Oa3bl
JUISL YICTIOJIb30BaHUS KyIbTYPBI i1 Vitro B yCKOPEHHOM Pa3MHOXKEHHUU 310POBOIO MaTepHaa.

IIpakTHyeckoe 3HauYeHHe padoThi: [lomydeHHBIE 310pOBBIE KJIOHBI BUHOTpana ObLIH
WCIOJIB30BAHBI IS 3aKJIaJKU MaTouyHuka kareropuu IIpeGazoBeiii. [locamounsiii MaTtepuan u3
9TUX HACAXKICHHUM CIIy>KUT MCTOYHUKOM JIO3bI I CO3/IaHHUsI MAaTOYHUKOB KaTeropuu ba3osbli,
qro oO0ecrneynBaeT IPOU3BOACTBO CEPTHU(PHUIMPOBAHHOIO IOCAJOYHOIO Marepuana B
COOTBETCTBUH C HAllMOHAJIbHBIMH CTaHAAPTAMH.

BHenpenune Hay4yHBIX pe3yJbTAaTOB: YEPEHKHM MPUBOMHBIX U IOABOMHBIX JIO3,
BBIDAIICHHBIE B MaTOYHHKE OWOJOrHuYeckoW kareropun ba3oBbIf, mepemaroTcs B
NUTOMHUKOBOJUECKHE Xo3siiictBa PecnyOnmukn MongoBa A MOMy4EeHUS OCAZA0YHOrO
Marepuana kareropun CepTuuuupoBaHHBIN.
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ANNOTATION

Marcela Dubceac, ,,Biotechnology for Obtaining Healthy Grapevine Clones” PhD thesis in
Agricultural Sciences, Chisinau, 2026

Structure of the thesis: Introduction, 4 chapters, conclusions and recommendations, a
bibliography with 196 references, 10 annexes, 91 main text pages, 27 figures, and 35 tables. The
obtained results have been published in 13 scientific papers.

Keywords: grapevine, viral diseases, bacterial cancer, diagnosis, healthy grapevine clones,
thermotherapy, in vitro multiplication, grapevine mother plantations.

Field of research: agricultural sciences.

The purpose of the work: improvement of the technology for obtaining healthy grapevine
clones, based on modern methods of diagnosis, sanitation, and propagation, aimed at establishing
mother plantations of biological category Base.

Research objectives: to determine the spectrum of phytosanitary pathogens and the degree
of infection of grapevine planting material in the conditions of the Republic of Moldova; to
develop optimal thermotherapy regimes for the sanitation of grapevine plants infected with chronic
pathogens; to improve diagnostic methods for bacterial crown gall; to optimize in vitro culture
conditions for accelerated clonal multiplication through microcutting; to obtain and multiply initial
clones of European, local, and newly selected grapevine varieties for the establishment of Base
category mother plantations.

Scientific novelty and originality: for the first time in the Republic of Moldova, a complex
technology for obtaining sanitized initial grapevine clones was developed and implemented. It
integrates the stages of pathogen diagnosis, sanitation, accelerated in vitro propagation, and
production of planting material for the establishment of mother plantations of the biological
category Base.

An important scientific problem solved: the development, testing, and validation of an
integrated technology based on advanced biotechnological tools for obtaining and multiplying
sanitized grapevine clones, in accordance with national and European regulations on certified
planting material. The proposed technology includes stages of phytosanitary selection, high-
precision virological and bacterial diagnostics, sanitation treatments, in vitro micropropagation
under optimized conditions, followed by acclimatization and the establishment of mother
plantations of higher biological categories. This constitutes a scientifically grounded solution for
modernizing the national system of grapevine planting material production.

The theoretical significance of the work: the research contributes to the scientific
foundation of grapevine disease diagnosis and treatment, offering effective tools for identifying
and eliminating viral and bacterial pathogens. It also supports the theoretical basis for using in
vitro culture in the accelerated propagation of sanitized plant material.

The practical significance of the work: the obtained healthy clones were used to establish
a Pre-base mother plantation. The plant material from these plantations serves as a source for
founding Base category plantations, ensuring the production of certified planting stock in
accordance with national standards.

Implementation of scientific results: Grafted and rootstock cuttings from the Base
category mother plantation are delivered to grapevine nurseries in the Republic of Moldova to
produce certified planting material and the establishment of commercial vineyard.
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