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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, Chisinau, 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 12 lucrdri 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 fitosanitara, 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 cétre pepinierele viticole din Republica Moldova
pentru producerea materialului saditor certificat si infiintarea plantatiilor viticole comerciale.



AHHOTAIUA

dyouak Mapuesa, « BHOTEeXHOJIOTUS MOJy4YeHHsI 310POBBIX KJIOHOB BUHOIPAa»,
AUCCEePTALS HA COMCKAHNE YYEHOH CTENEeHH I0KTOpa CeJIbCKOXO03AHCTBEHHBIX HAYK,
Kummnés, 2026.

Crpyxkrypa auccepranmu: JuccepranmonHas paboTa COCTOMT U3 BBEACHHUS, YETHIPEX
IJ1aB, OOLIMX BBIBOJIOB U NMPAKTHUECKUX PEKOMEHAAIINH, CIUCKA JIUTEpaTyphl U3 196 HCTOUHUKOB,
10 mpunoxxenuit, cogepkut 91 cTpaHMIIBI OCHOBHOTO TEKCTa, 27 PHCYHKOB U 35 TaOIHUIBL
PesynbTats! uccnenoBanuil onyoauKoBaHbl B 12 Hay4HbIX paboTax.

KiloueBble cioBa: BHHOTPAJ, BHUPYCHL, OaKTepuUadbHBIA pakK, JUArHOCTHKA,
TEpMOTEpaIus, pa3MHOXKEHUE i Vifro, 03JOPOBICHHBIEC KIIOHBI, MATOYHBIC HACAYKICHUS.

ObJ1acTh HCC/IeI0BAHMI: CETbCKOX03ICTBEHHBIE HAYKH.

Iean uccien0BaHMs: COBEPUICHCTBOBAHUE TEXHOJIOTUHU MOJYYEHHUS 3/I0POBBIX KJIOHOB
BMHOI'PaJia Ha OCHOBE COBPEMEHHBIX METOJ0B ITUAarHOCTUKHU, O3JJOPOBIICHUS U PAa3MHOKEHHUS C
LIETTBI0 3aKJIaKU MAaTOYHHKA OMOJIOTUYECKON KaTeropuu ba3oBsiii.

3agauu Mcciael0BAHUSA: OINPEACIUTh CHEKTP (UTOCAHUTAPHBIX MMATOTEHOB U CTENEHBb
3apaXE€HHOCTH TI0CAJIOYHOTO Marepuaja BUHOrpazga B ychnoBusix PecnyOmuku Monaosa;
YCOBEPIICHCTBOBAaTh ~ METO/Abl  (PUTOCAHUTAPHOM  JUArHOCTUKM  OaKTEpUaJbHOIO  paka
BUHOTPAJHOMN JI03bI; pa3paboTaTh ONTHUMAJbHBIE PEKUMbI TEPMOTEPANHUH ISl O3I0POBJICHUS
UCXOJHBIX PAacTeHUH, MHOHUIIMPOBAHHBIX MATOT€HAMHM XPOHMUYECKHX 3a00JeBaHUN BHHOTPAJa;
ONTUMU3HUPOBATH YCIOBUS KYJBTYDPBI in Vitro Il YCKOPEHHOI'O KIIOHAJIBHOTO Pa3MHOKECHHS
BUHOIPaJa METOJOM MHUKPOYEPEHKOBAHUS; IIOJYYUTh W Pa3MHOXKHUTh HCXOJHBbIE KJIOHBI
BUHOTPAJIa C LIEJIbI0 3aKJIAJKH MaTOYHMKA OMOJIOTHUeCcKOr KaTeropuu ba3obiil.

Hayuynasi HOBM3Ha M OpPHI'MHAJIBHOCTBL: BrepBble B PecrnyOnmuke MonnoBa Oblia
pazpaboTaHa M BHEApPEHA KOMILUIEKCHAs TEXHOJOTHUS MOJIyY€HHS HCXOTHBIX O03/J0POBICHHBIX
KJIIOHOB BUHOTpajJa, BKJIIOYAIOWIAs ATalbl JIUArHOCTUKH, O3/I0POBIICHUS, YCKOPEHHOIO
Pa3MHOKEHUs in Vifro ¥ IPOU3BOACTBA II0CAJOYHOI0 MaTepHala, ¢ LENbI0 3aKJIaJKM MaTOYHON
TJIAaHTAIMK OMOJIOTHYeCKON Kareropun bazoBeiii.

PeménHasi BajkHasi Hay4yHasi nmpodJjiema: pa3pabotaHa W anpoOMpoOBaHA
WHTETPUPOBAHHAS OWOTEXHOJIOTHS TMOJNyYEHHUs] M Pa3MHOXKEHHS O370POBJICHHBIX KJIOHOB
BMHOTI'Pajia, COOTBETCTBYIOLIUX HAIIMOHAIBHBIM CTaHAapTaM KaTeropuu « CepTuuurupoBaHHbIIN.
Texnonorus o0benUHAET PUTOCAHUTAPHBIN U KIOHATBHBIA OTOOP, TOUHYIO BUPYCOIOTUYECKYIO
1 OaKkTepuaNbHYyIO TMarHOCTUKY, CAaHALIUIO, MUKPOKJIOHAJILHOE Pa3MHOKEHHE i1 Vitro M 3aKJIAAKy
MaTOYHBIX HACAKIACHUM BBICIIMX OWOJIOIMYECKUX KaTeropui, obecredrBas MOJAECPHU3ALHUIO
CUCTEMBI IIPOU3BO/ICTBA ITOCAJOYHOI0 MaTepraia BUHOIpaia.

Teopernueckasi 3HaAa4YMMOCTh: TeopeTMyeckoe 3HaueHHE pPAaOOTHl 3aKIIOYaeTCS B
pa3paboTKe HayYHBIX OCHOB JUArHOCTHKU U JIEUEHHS BUPYCHBIX M OaKTEpUATIbHBIX 3a00J€BaHUI
BUHOTPaJa, YTO MO3BOJISIET CO37aTh Oojiee TOUHbIE M A(PQPEKTUBHBIE METOMAbl BBHISBICHUS U
yCTpaHEHUs MaToreHoB. PaboTa Takke BHOCUT 3HAUMTENbHBIN BKIJIAJ B CO3/1aHUE HAYYHOH 0a3bl
JUISL YICTIOJIb30BAHUS KyIbTYPBI i1 Vitro B yCKOPEHHOM Pa3MHOXXEHHUU 310pPOBOIO MaTepuaa.

IIpakTuyeckoe 3HaueHue padorTbi: [lomydeHHbIE 310pOBBIE KJIOHBI BUHOTPaaa ObLIN
WCIOJIB30BAHBI JJIS 3aKJIaJKU MaTouHuka kareropuu [IpebGazoBwiii. [locamounsiii MaTepuan u3
9TUX HACAXKICHHUM CIIy>KUT MCTOYHUKOM JIO3bI JJIs CO3/IaHHUsI MAaTOYHUKOB KaTeropuu ba3osbli,
yTO O0ecrneynBaeT MPOU3BOJACTBO  CEPTUPUIIMPOBAHHOTO I[MOCAOYHOTO Marepuaga B
COOTBETCTBUH C HAllUOHAJIBHBIMU CTaHAAPTAMH.

BHenpenue Hay4yHBIX Ppe3yJabTATOB: 4YEPEHKU IPUBOMHBIX M IOABOMHBIX JIO3,
BBIpAIICHHBIE B MaTOYHHKE OWOJOorHueckod kareropuw ba3oBbeld, mepemaioTcs B
NUTOMHUKOBOJUECKHE xo3siicTBa PecnyOnuku MongoBa A MOJNYy4YeHHUS TMOCAZAOYHOTO
Marepuana kareropun CepTuuuupoBaHHBIN.



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 12 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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INTRODUCERE

Actualitatea si importanta problemei cercetate. In domeniul viticulturii, aparitia unor
noi tipuri de boli cronice ale vitei-de-vie, imbunatatirea metodelor de diagnosticare si aplicarea
biotehnologiilor pentru obtinerea plantelor sanatoase 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 1n 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 enumeri virusuri, fitoplasme si bacterii, responsabili de boli sistemice si cronice [57]. In
rezultat, tesuturile si plantele atacate raman bolnave pe durata intregului ciclu vital, iar fiecare
organ al acestora devine un vector de infectie in procesul de inmultire vegetativa, rezultand 1n
obtinerea de material de plantare contaminat. Aceste boli se transmit prin intermediul materialului
de Tnmultire si saditor viticol, prin multiplicarea vegetativa de pe butucii infectati si prin procesul
de altoire al unor componente infectate de vita-de-vie, care poate genera material saditor afectat
[131, 139]. Prin procesul de altoire, exista posibilitatea combindrii mai multor virusuri sau boli,
ale caror 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 Tnnegrirea lemnului (Bois noir), si a bacteriei
Agrobacterium vitis (A. vitis), responsabild de cancerul bacterian [175, 193]. 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). Maladiile produse
de acestia reduc considerabil cantitatea si calitatea productiei, influenteaza longevitatea plantelor,
deoarece afecteaza plantele de vitd-de-vie sistemic. Cele mai daunatoare virusuri pot duce la
pierderi de 20-70% din toatd recolta [174, 176, 187]. Raspandirea virusului din familia
Closterovedae (GLRaV-3) intr-o podgorie franceza, care a provocat cresterea incidentei bolii
asociate rasucirii frunzelor de la 5% la 86% pe parcursul a opt ani [105]. De asemenea, au fost
estimate pierderile economice in statul California (SUA) cauzate de acelasi virus, care au
constituit de peste 90 milioane de dolari anual [28]. In cazul virusului GFLV, pierderile de recolt
pot atinge pana la 77%, iar daunele economice sunt estimate la circa 16.600 USD/ha, ceea ce face

ca aceastd viroza sa reprezinte o amenintare majora pentru viile din intreaga lume [38].
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Este cunoscut cd unele plante de vita-de-vie pot fi purtitoare de agenti patogeni intr-o
forma asimptomatica, ceea ce inseamna ca acestea nu prezinta simptome evidente ale bolii. Acest
fenomen poate fi influentat de mai multi factori, cum ar fi concentratia scazutd 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
asigura mentinerea starii fitosanitare a materialului biologic [131].

Selectia fitosanitard reprezintd o metoda eficientd de prevenire a extinderii bolilor de
etiologie virotica, fitoplasmatica si bacteriand, prin eliminarea indivizilor afectati. Acest proces
implicd o serie de etape interconectate, avand ca rezultat obtinerea de clone sdnatoase, destinate
infiintarii plantatiilor-mama de categorii biologice superioare Prebaza si Baza.

Metoda conventionald de obtinere a clonelor asanate necesitd o perioadd indelungata,
aproximativ de 3 ani, iar succesul acesteia este uneori influentat de conditiile meteorologice, ceea
ce limiteaza eficienta procesului de multiplicare. Factorii climatici precum variatiile bruste de
temperatura, umiditatea ridicatd, precipitatiile excesive sau lipsa lor pot afecta negativ rata de
regenerare a plantelor si le pot expune la infectii secundare. In conditii de cAmp, nu este posibil
controlul strict al mediului inconjurator, ceea ce reduce semnificativ sansele de obtinere a unui
material sdditor complet sdnatos si uniform. Astfel, imposibilitatea de a mentine parametri
constanti pe durata procesului de asanare si multiplicare constituie un dezavantaj major al metodei
conventionale. Optimizarea procesului dat poate fi realizatd prin aplicarea metodelor precum
cultura in vitro, de asanare prin termoterapie, testarea folosind tehnicile ELISA si PCR, care
permit obtinerea si multiplicarea clonelor asanate. Analiza surselor de literaraturd arata, ca
aplicarea acestor metode permite reducerea duratei necesare pentru obtinerea materialului saditor
viticol sandtos si introducerea noilor soiuri in productie. De asemenea, aceste metode ofera
posibilitatea de a desfasura lucrari pe tot parcursul anului si de a accelera procesul de multiplicare
comparativ cu metodele traditionale [59]. Un alt avantaj important al utilizarii materialului saditor
liber de virusuri, obtinut prin metoda in vitro, este legat de procesul natural de Intinerire prin care
trec plantele in timpul regenerarii. In conditii de culturd controlatd, tesuturile meristematice
folosite la multiplicare nu sunt afectate de factorii de stres la care planta-mama a fost expusa in

mediul natural, cum ar fi variatiile climatice, atacurile de boli sau procesele fiziologice asociate
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imbatranirii. Ca urmare, plantele obtinute au o stare fiziologica rejuvenatd, prezinta o vigoare mai
buna, o capacitate crescutd de adaptare si o uniformitate superioard. Acest efect de intinerire
contribuie semnificativ la calitatea si performanta materialului saditor.

Descrierea situatiei in domeniul de cercetare. In spatiul international, procesele de
producere, comercializare si distribuire a materialului de multiplicare a vitei-de-vie se efectueaza
cu control strict a starii de sanatate a soiurilor si clonelor. Aceasta include certificarea materialului
saditor de cétre institutii specializate, precum si un control riguros si detaliat al starii fitosanitare
a materialului vegetal viticol, atdt In momentul importului, cat si al exportului. Acest control
presupune testarea plantelor pentru prezenta virusurilor, bacteriilor sau altor agenti patogeni,
verificarea documentatiei de insotire, precum si respectarea strictd a normelor si standardelor
fitosanitare nationale si internationale. Printre aceste institutii se numard: ENTAV si INRA din
Franta, CESENA din Italia, GAZENHEIM din Germania, National Grape Clean Plant Network
(NCPN) din SUA, The Canadian Plant Protection Export Certification Program (PPECP) din
Canada, Vine Improvement Association din Africa de Sud s.a.

La sfarsitul anilor '60, Uniunea Europeand a coordonat eforturile tarilor membre pentru a
standardiza selectia si certificarea materialului saditor viticol printr-o directiva (68/193/CE din
1968), care reglementa comercializarea butasilor de vita-de-vie [159]. 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 [50, 160-162]. Principiile generale includ alegerea plantelor candidati in clone din soiurile si
clonele inregistrate, evaluarea si testarea acestora (ELISA, PCR), izolarea lor in conditii de sere
sau campuri speciale, si retestarea periodicd. Pe parcursul anilor legislatia UE a fost modificata si
ca rezultat, prin Regulamentul de punere in aplicare (UE) 2019/2072 al comisiei UE a fost stabilit
pragul pentru materialul de Inmultire initial, materialul de inmultire baza, materialul certificat si
standard pentru virusurile GFLV si ArMV, GLRaV-1 si GLRaV-3, si GFkV (doar pentru portaltoi)
care este admis in proportie de 0% [52]. Aceastd schimbare este semnificativa, cand o raportdm la
cerintele din legislatia anterioard, prevazute in Directiva 68/193/CEE, care permitea pana la 1%
plante infectate in cazul materialului certificat si pana la 5% pentru materialul standard. Diferenta
este clara: de la o anumita toleranta fatd de prezenta virusurilor, s-a trecut la o toleranta zero, ceea
ce obligd pepinierele sa utilizeze exclusiv material sdditor sandtos. De asemenea, in lista
organismelor daunatoare reglementate (ORNC) a fost inclus Candidatus Phytoplasma vitis,

agentul patogen responsabil de boala ingalbenirea aurie.
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Totusi, reglementarea actuala strneste unele discutii, cum ar fi acceptarea, greu de
explicat, a prezentei virusului GFkV in coardele de altoi, ca si cum acest virus nu ar avea
capacitatea de a se transloca in vita-de-vie altoitd. De asemenea, nu este mentionat niciun virus
din complexul Rugozitatea scoartei vitei-de-vie (RS), iar GLRaV-2, recunoscut unanim ca fiind
inclus in lista agentilor reglementati. in plus, 4. vitis nu a fost inclus in lista ORNC, desi este
prezent in multe regiuni viticole si se poate transmite prin materialul saditor [158].

Republica Moldova a facut pasi importanti spre integrarea in spatiul european si
international, adoptand un program national pentru certificarea materialului saditor viticol, prin
care a stabilit standarde stricte si proceduri pentru a asigura, ca materialul viticol destinat
multiplicarii este sandtos si lipsit de virusurile GLRaV, GFLV, GFkV, GRSPV (Grapevine
Rupestris Stem Pitting Virus) [73]. Legislatia nationald face referire si la prezenta unor boli de
importanta fitosanitara majord, precum cancerul bacterian si ingdlbenirea aurie (Flavescence
dorée), a caror monitorizare este esentiald in procesul de certificare a materialului saditor viticol.

Conform sistemului national de certificare, materialul este clasificat in urmaétoarele
categorii: Prebaza, Baza, Certificat si Standard, fiecare cu cerinte specifice privind starea
fitosanitara. In plantatiile-mama de categoria Prebaza, aparitia chiar si a unei singure plante cu
simptome de cancer bacterian determini respingerea intregii plantatii. In cazul plantatiilor din
categoria Baza, nu este admisa nicio prezenta a bolilor virotice sau a cancerului bacterian, iar
detectarea unor asemenea simptome duce automat la declasare. Pentru categoria Certificat,
plantatiile se resping dacd mai mult de 5% dintre butuci sunt afectati de cancer bacterian sau daca,
cumulativ in timp, afectarea depiseste 8%. In ceea ce priveste infectiile virale, materialul saditor
din scolile de vite este acceptat doar dacad procentul plantelor afectate nu depaseste 10%; in caz
contrar, materialul de categoria Certificat se declaseaza in Standard, iar materialul din categoria
Standard se distruge. Aceste reglementari reflectd preocuparea pentru asigurarea unui material
saditor de calitate inaltd si pentru prevenirea raspandirii agentilor patogeni in plantatiile viticole,
in conformitate cu cerintele tot mai stricte ale pietei europene. Cu toate acestea, tara inca se
confrunta cu lipsa plantatiilor-mama de vite altoi, ceea ce face imposibila obtinerea materialului

In prezent, productia de butasi altoiti se bazeazid 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 incidentd variind intre 1% si 100% [70]. Aceasta boald, cauzatd de fitoplasma
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‘Ca. P. solani’ reprezinta o amenintare majora pentru vita-de-vie prin manifestarile sale specifice,
care afecteaza grav functionarea fiziologica a plantei. Printre simptomele cele mai vizibile se
numard ingdlbenirea sau Inrosirea frunzelor, fenomen determinat de dereglarea metabolismului
pigmentilor si a fluxului de nutrienti. De asemenea, frunzele se ingroasa si capata un aspect casant,
ceea ce reduce eficienta fotosintezei. Lastarii nu mai lignifica corespunzator, rdman verzi pana
tarziu in toamnd, devenind sensibili la nghet si rupere. Strugurii prezintd o maturizare neuniforma,
cu boabe ramase verzi sau stafidite, ceea ce afecteaza productia si calitatea recoltei. Toate aceste
simptome contribuie la o slabire fiziologica progresiva a plantelor [30].

Testarile fitosanitare efectuate in cadrul IP INCAAMV (IP ISPHTA) au evidentiat o
incidenta inaltd a bolilor de etiologie virotica, ce persistau in plante in forma latenta. Virusurile
GLRaV-1 si GLRaV-3, responsabile de rasucirea frunzelor, au fost detectate in proportii cu valori
cuprinse intre 8-26% si 7-39% respectiv [41]. Aceste infectii determind modificari fiziologice ale
vitei-de-vie, afectand procesul de fotosinteza, acumularea de zaharuri si maturarea strugurilor,
ceea ce duce la scaderea calitatii productiei [13, 118]. Testarile efectuate au evidentiat o incidenta
considerabila a agentului patogen 4. vitis, responsabil de cancerul bacterian al vitei-de-vie, cu rate
de infectie variind intre 26% si 44% [41]. Aceasta bacterie colonizeaza vasele conducatoare,
determinand formarea unor tumori care blocheaza transportul de apa si nutrienti, ceea ce conduce
treptat la sldbirea butucilor si la declinul lor fiziologic [24].

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

Scopul lucririi este perfectionarea tehnologiei de obtinere a clonelor sandtoase 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 acceleratd a clonelor initiale de vita-de-vie pentru

plantarea plantatiei-mama de categoria biologica Baza.

19



Ipoteza stiintificd. Aplicarea biotehnologiilor moderne va permite reducerea
semnificativd 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, in conformitate cu obiectivele generale si specifice
ale lucrarii. Activitatea stiintifica s-a axat pe evaluarea starii fitosanitare a materialului saditor de
vita-de-vie si aplicarea biotehnologiilor pentru obtinerea si multiplicarea clonelor sanatoase,
destinate infiintarii plantatiilor-mama de categorie biologica superioara.

Aprobarea rezultatelor stiintifice. Teza a fost elaborata si discutata in cadrul comisiilor
Scolii doctorale al parteneriatului institutiilor de Invatdmant si cercetare In agricultura. Rezultatele
au fost aprobate de catre comisia de iIndrumare din cadrul Scolii doctorale respective.

Introducerea ofera o sinteza a situatiei actuale privind sdnatatea vitei-de-vie, evidentiind
impactul bolilor virale, fitoplasmatice si al cancerului bacterian asupra productiei viticole. Este
argumentatd necesitatea utilizarii biotehnologiilor avansate pentru diagnostic, asanare si
multiplicare a clonelor sdnatoase, fiind prezentate reglementarile internationale si nationale
relevante. Sunt definite scopul si obiectivele cercetdrii, formulata ipoteza de lucru si metodologia
de cercetare, cu justificarea metodelor de analiza alese si sumarul compartimentelor tezei.

Capitolul 1, ASPECTE GENERALE ALE BOLILOR CRONICE LA VITA-DE-VIE,
prezintd o analiza a principalelor boli virale, fitoplasmatice si bacteriene care afecteazad vita-de-
vie, evidentiind impactul acestora asupra sandtatii plantelor si productivititii culturilor. Sunt
descrise virusurile asociate cu bolile precum rasucirea frunzelor, degenerarea frunzelor,
rugozitatea scoartei vitei-de vie si complexul Fleck, alaturi de fitoplasmoze si cancerul bacterian.
Capitolul abordeaza stadiul actual al cercetdrilor privind aceste boli in Republica Moldova,
metodele moderne de diagnostic, inclusiv identificarea A4. vitis, si strategiile esentiale pentru
prevenirea raspandirii patogenilor in plantatiile viticole.

Capitolul 2, MATERIALE SI METODE DE CERCETARE, descrie metodologia
utilizata 1n realizarea studiului, caracteristicile obiectelor de cercetare si conditiile experimentale.
Sunt prezentate etapele de evidentiere a candidatilor in clone, evaluarea vizuala a plantelor in teren,
precum si metodele aplicate pentru diagnosticul virusurilor si cancerului bacterian, incluzand
testarea ELISA, analiza microbiologica si tehnica PCR. De asemenea, sunt detaliate metodele de
asanare prin termoterapie si procedurile de multiplicare in vitro, tehnologiile de sterilizare,
aclimatizare si fortificare a plantelor de de vita-de-vie. Capitolul prezinta, de asemenea, designul

experimental s1 metodele de analiza statistica utilizate pentru interpretarea rezultatelor obtinute.
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Capitolul 3, OBTINEREA CLONELOR ASANATE DE VITA-DE-VIE, prezinti
rezultatele cercetarilor privind identificarea bolilor virale si a cancerului bacterian in materialul de
inmultire viticol din Republica Moldova, provenit din diferite categorii de soiuri utilizate —
autohtone, de selectie noud si europene. Sunt descrise etapele de selectie fitosanitara, rezultatele
diagnosticului agentilor patogeni ai candidatilor in clone si aplicarea tehnicilor de asanare, precum
termoterapia si cultura in vitro, care au permis obtinerea clonelor sanatoase de vita-de-vie. Sunt
prezentate rezultatele privind multiplicarea acestora prin metoda de microbutésire pe substratul
artificial ,,Biona-311” si infiintarea plantatiilor-mama de categoriile Prebaza si Baza.

Capitolul 4, OPTIMIZAREA ELEMENTELOR TEHNOLOGICE DE
PRODUCERE A CLONELOR ASANATE DE VITA-DE-VIE, prezinti rezultatele
cercetdrilor orientate spre perfectionarea etapelor tehnologice de obtinere a materialului de
inmultire viticol sandtos. Este descrisd evaluarea si implementarea metodelor moleculare de
diagnostic al bacteriei Agrobacterium vitis la materialul viticol, in vederea cresterii eficientei si
preciziei identificarii agentului patogen. Sunt analizate influenta spectrelor de lumind LED asupra
dezvoltarii plantelor de vitd-de-vie in cultura in vitro si determinarea spectrului optim pentru
cresterea si regenerarea acestora. Sunt prezentate rezultatele privind selectarea mediilor nutritive
pentru regenerarea si multiplicarea accelerata in vitro si aclimatizarea ex vitro, care au contribuit
la sporirea eficientei producerii clonelor sdnatoase de vitad-de-vie.

Concluziile generale si recomandarile oferd o sinteza a principalelor rezultate obtinute
in urma cercetarilor, organizate in functie de capitolele prezentate.

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 accelerata in vitro si producerea
materialului saditor, avand drept scop infiintarea plantatiei-mama de cea mai Tnaltd categorie
biologica — Baza.

Sumarul compartimentelor tezei. Lucrarea cuprinde adnotarea prezentatd in limbile
romand, englezd si rusd, lista tabelelor, lista figurilor, lista abrevierilor, lista terminilor,
introducere, patru capitole, concluzii generale si recomandari practice, bibliografie, declaratia
privind asumarea raspunderii si CV-ul autorului. Bibliografie din 196 de titluri, 10 anexe, 91 de
pagini text de baza, 27 de figuri, 35 de tabele.

Publicatiile la tema tezei. Rezultatele stiintifice obtinute au fost reflectate in 12 lucrari
stiintifice: 5 articole in Registrul National de Profil, 1 articol in reviste internationale, 2 articole in
lucrarile conferintelor stiintifice internationale, 2 teze in lucrdrile conferintelor nationale si

2 lucrari de monoautor.
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1 ASPECTE GENERALE ALE BOLILOR CRONICE LA VITA-DE-VIE

1.1 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 inseamna ca tesuturile infectate raman
bolnave pe toatd durata vietii plantei. Aceste boli Tmpiedicd vita-de-vie sa isi atingd 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, 105]. Plantele infectate
prezinta modificari fiziologice complexe, cum ar fi: alterarea expresiei genelor, dezechilibre
hormonale, modificiri in metabolismul carbohidratilor, scaderea potentialului fotosintetic,
cresterea ratei respiratiei si interferente in transportul electronilor in fotosistemele I si II. De
asemenea, virusurile determina reducerea nivelurilor de clorofila, acumularea de zaharuri in frunze
si dificultati in translocarea acestor zaharuri cétre tesuturile de depozitare sau cétre boabele de
struguri [13, 118]. Deoarece aceste boli sunt cronice si sistemice, inmultirea vegetativa din butucii
infectati duce la producerea de material saditor contaminat, favorizand astfel raspandirea
suplimentara a 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 inmultite vegetativ. Vita-de-vie,
fiind o cultura lemnoasa, gazduieste cel mai mare numar de astfel de agenti infectiosi intracelulari.
Printre cauzele care au creat o astfel de situatie, un rol major l-a avut si mai este comertul
international de material saditor viticol infectat. 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 mediata de vectori. Pand 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 reprezinta cel mai mare numar de astfel de patogeni
raportat vreodatd la o singura cultura [57].

In diferite germoplasme Vitis pe plan mondial au fost descrisi 101 virusuri, avand genomul
ARN sau ADN monocatenar ori dublu catenar, acestia fiind clasificati in 21 de familii:
Alphaflexiviridae,  Betaflexiviridae, = Bromoviridae, = Caulimoviridae,  Closteroviridae,
Endornaviridae, Fimoviridae, Geminiviridae, Luteoviridae, Nantiviridae, Mayoviridae,
Peribunyaviridae, Phenuiviridae, Potyviridae, Reoviridae, Rhabdoviridae, Secoviridae,

Solemoviridae, Tombusviridae, Tymoviridae, Virgaviridae. Multe dintre aceste virusuri, adesea in
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combinatii, sunt implicate in aparitia unor boli severe ale vitei-de-vie, cu impact major asupra
sanatatii plantelor. Printre cele mai importante afectiuni virale se numara: degenerarea vitei-de-
vie, rasucirea frunzelor vitei-de-vie, complexul de boli numita rugozitatea scoartei vitei-de-vie si
complexul de boli fleck. Aceste sunt cele patru tulburari principale ale vitei-de-vie, care sunt
induse de speciile de virusuri ce apartin familiilor Closteroviridae (Gen — Ampelovirus,
Closterovirus, Velarivirus.), Betafexiviridae (Gen — Foveavirus, Vitivirus), Secoviridae (Gen —

Nepovirus) si, respectiv, Tymoviridae (Gen — Marafivirus, Maculavirus).

1.1.1 Degenerarea vitei-de-vie (Nepovirusuri)

Degenerarea vitei-de-vie este cauzatd de un numar de virusuri din genul Secoviridae,
familia Nepovirus. Sunt cunoscute doud grupuri de afectiuni degenerative cauzate de nematodele
europene si americane (i) degenerarea infectioasd si, (ii) declinul vitei-de-vie. Degenerarea
infectioasa cauzata de nepovirusii europeni este cunoscutd in mod colectiv sub denumirea de scurt-
nodarea vitei-de-vie. Principalul si cel mai diseminat agent etiologic al bolii este virusul Grapevine
Fanleaf Virus (GFLV), a carui forma este poliedricd de marimea 30 nm, care apare in aproape
toate regiunile in care sunt cultivate V. vinifera si portaltoi [107]. Pierderile de recolte produse de
virus pot fi semnificative pana la 77%, iar daunele economice sunt estimate la circa 16.600
USD/ha, ceea ce face ca aceasta viroza sa reprezinte o amenintare pentru viile din Intreaga lume
[38]. Celelalte nepovirusuri prezintd o distributie mai regionald [11]. Sunt cunoscute doua
simptomatologii induse de diferite tulpini de GFLV: (i) malformatii infectioase induse de tulpini
care provoaca distorsiuni si (i1) mozaic galben cauzat de tulpinile de virus cromogen ce afecteaza
dezvoltarea aparatului foliar si reduc fertilitatea inflorescentelor [109].

In cazul malformatiilor: frunzele, lastarii, ciorchinii sunt malformate. Frunzele au un sinus
petiolar larg deschis, limb foliar asimetric, cu lobi adanci, denticulatii acute si cu nervuri
neregulate. Deformarile foliare pot fi insotite de pete clorotice. Lastarii prezintd ramificatii
anormale, noduri duble, internoduri scurte si crestere in zig-zag. Fructele se coc neregulat.
Simptomele foliare se dezvoltd devreme 1n primavara si persistd pe tot parcursul sezonului
vegetativ, devenind mai putin distincte vara [126].

Mozaicul galben indus de tulpini de virus cromogen, este caracterizat prin decolorari
stralucitoare pe toate partile vegetative (frunze, lastari, inflorescente), ce apar la inceputul verii.
Odata cu cresterea temperaturii ambientale in timpul verii, ingdlbenirea dispare [11].

Raéspandirea la distante mari a virusului scurt-noddrii este asiguratd, In principal, prin

multiplicarea, comercializarea si plantarea materialului de inmultire infectat. De asemenea, poate
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fi transmis de la o vitd la alta prin indicele nematod Xiphinema index (familia Longidoridae), care
se hraneste cu varfurile radacinilor. Virusul poate fi dobandit si transmis atat de stadiile juvenile,
cat si de catre adultii vectorului. Particulele de virus pot persista in vectorul Xiphinema index timp
de peste 4 ani. Raspandirea prin intermediul nematozilor are loc cu o viteza redusa, care nu
depaseste 1,3-1,5 m/an. Datoritd deplasdrii la distante mici a nematodelor, atacul in camp al
virusurilor incepe in vetre, cu orientare de-a lungul randurilor deoarece transportarea infectiei se
realizeaza si prin uneltele de munca utilizate. Virusul GFLV poate fi, de asemenea, diseminat prin
transferul de sol care contine radacini de la plante infectate si vectorii acestei boli. A fost raportata
si transmiterea ocazionala prin seminte [108].

Alaturi de GFLV sunt cunoscute alte 10 nepovirusuri (AILV, ArMV, CLRV, GBLV,
GARSV, GDefV, GCMV, GTRV, RpRV, TBRV) care pot infecta vita-de-vie in Europa,
Mediterana si Orientul Mijlociu, provocand boli cu simptome similare ale GFLV. Efectele nocive

ale acestor virusuri asupra culturii vitei-de-vie au fost rezumate de Martelli si colab. [108].

1.1.2  Rasucirea frunzelor vitei-de-vie (Closteroviridele)

Familia Closteroviridae cuprinde trei genuri: Closterovirus, Ampelovirus, Velarivirus.
Speciile de virusuri din aceasta familie sunt asociate cu Rasucirea frunzelor vitei-de-vie care este
consideratd cea mai raspanditd boala virald a vitei-de-vie si apare in majoritatea zonelor viticole
ale lumii [109]. La plantele infectate are loc stagnarea severa in crestere, reducerea plantelor in
dimensiuni. In conditiile tarii noastre, boala se manifesta la soiurile rosii incepand cu luna iulie,
prin aparitia de pete rosietice, mai tarziu petele se maresc dand frunzelor o culoare rosietica
uniforma, iar de-a lungul nervurilor principale si secundare rdman benzi verzi late de cativa
milimetri. Are loc rasucirea frunzelor dinspre partea superioara spre cea inferioara. La soiurile cu
struguri albi, apare o clorozare usoara a spatiilor internervuriene. Simptomele devin evidente n
lunile august-septembrie. In ultimul stadiu apar pete de arsura pe frunze localizate in spatiile dintre
nervure. Alte simptome — coarde nelignificate cu un numar mai mic de ochi, maturarea anormala
a strugurilor, ciorchinii butucilor bolnavi sunt mai mici decat cei sandtosi, continutul in zahar este
mai redus si creste aciditatea titrabild a sucului de fructe. Infectia reduce vigoarea si randamentul
vitei-de-vie in medie cu 15-20%. Speciile utilizate ca portaltoi nu prezintd simptome de boala, cu
exceptia unei scaderi In vigoare [109].

Pentru identificarea virusurilor din familia Closteroviridae la nivel de specie, denumirile
acestora sunt specificate de un indicativ numeric. In prezent, existd cinci GLRaV recunoscute,
dintre care majoritatea (GLRaV-1, -3 si -4) sunt ampelovirusuri, GLRaV-2 este un closterovirus

st GLRaV-7 este un membru al noului gen Velarivirus. GLRaV-urile din genul Ampelovirus sunt

24



separate in continuare in doua subgrupe distincte filogenetic, subgrupul I care include GLRaV-1
si -3 si subgrupul II alcétuit din GLRaV-4 si tulpini inrudite, fostele GLRaV-5, -6, -9, si -Car.

Cu toate ca GLRaV sunt raspandite in diferite regiuni ale lumii (tabelul 1.1), GLRaV-3
este cel mai larg distribuit [105]. Tulpinile GLRaV-1, -3 sunt cauze majore ale simptomelor de
rasucire a frunzelor la vitd-de-vie. Infectiile cu GLRaV-4 provoacd simptome mai usoare, in timp
ce infectiile cu GLRaV-7 sunt asimptomatice sau cu simptome putin manifestate. Unele tulpini
GLRaV-2 pot cauza daune severe de incompatibilitate a altoiilor pe anumiti portaltoi [64]. A fost
estimata raspandirea virusului GLRaV-3 intr-o podgorie din Franta, unde incidenta bolii asociate
rasucirii frunzelor a crescut de la 5% la 86% pe parcursul a opt ani [105]. Intr-un alt studiu au fost
estimate pierderile economice 1n California cauzate de virusul GLRaV-3 care au constituit de peste
90 de milioane $ anual [28]. GLRaV sunt transmise prin propagare vegetativa si altoire, inclusiv
prin vectorii agentilor respectivi insectele din genurile Heliococcus, Planococcus, Phenacoccus,
st Neopulvinaria, Pseudococcus, Pulvinaria, Parthenolecanium, Saissetia, Coccus, Parasaissetia
si Ceroplastes fiind raportate ca transmit unul sau mai multe dintre ampelovirusurile asociate
rasucirii frunzelor [72, 110, 120].

Tabelul 1.1 Virusurile asociate maladiei rasucirea frunzelor vitei-de-vie [102]

Familia Genul Specia Vectorii Mod d © Caracteristici
transmitere generale
' GLRaV-1 Piéduchi . lanosi .
Ampelovirus si alte insecte . . — particule
subgrupa I GLRaV-3 din mai multe Inmul‘g.lrev filamentoase
genuri. Vegetz'ltlva, lungi
' Paduchi lanosi altoire,
Closteroviridae | Ampelovirus GLRaV-4 transmitere _ ARN
subgrupa II vectoriala. | o 0o tenar cu
sens pozitiv
. Necunoscut
Closterovirus GLRaV-2 R )
Inmultire — restrictionati
o Necunoscut vegetativa, NP
Velarivirus GLRaV-7 altoire in floem

Analizand datele din tabelul 1.1, se contureaza cateva observatii despre virusurile care
provoaca rasucirea frunzelor la vita-de-vie. Toate apartin familiei Closteroviridae si au in comun
structura de tip ARN monocatenar cu sens pozitiv, fiind localizate exclusiv in floem. Cele mai
raspandite virusuri, GLRaV-1 si GLRaV-3, fac parte din genul Ampelovirus (subgrupa I) se
transmit prin vectori biologici, in special paduchii lanosi, dar si prin metode vegetative precum
altoirea. Virusul GLRaV-4, din subgrupa II, are o distributie mai restransd comparativ cu celelalte
virusuri din aceeasi familie, Tnsd modul de transmitere este similar, prin Tnmultire vegetativa si
altoire. Pana in prezent, nu au fost identificati vectorii implicati in transmiterea virusului

GLRaV-2. De asemenea, in cazul virusului GLRaV-7, mecanismul de transmitere ramane neclar.
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Desi exista diferente in agresivitatea virusurilor, toate au potentialul de a fi transmise prin
material saditor infectat. Acest lucru evidentiazd importanta utilizarii materialului de inmultire

sandtos, pentru a preveni introducerea si raspandirea patogenilor 1n plantatiile viticole.

1.1.3 Complexul de boli numit rugozitatea scoartei vitei-de vie

Complexul de boli, rugozitatea scoartei vitei-de-vie (RS), este raspandit in majoritatea
regiunilor viticole ale lumii [109]. Acesta include patru boli distincte, care raméan latente la vitele
pe radacini proprii de Vitis vinifera si la speciile americane de portaltoi, iar simptomele apar doar
la butasii altoiti. Cel mai caracteristic simptom al RS este aparitia modificarilor pe cilindrul
lemnos, sub formd de adancituri si brazde, care pot afecta fie descendentul, fie portaltoiul, fie
ambele. Aceste simptome pot fi identificate prin indexare biologica pe anumite plante indicatoare
din genul Vitis, precum Vitis rupestris, sau pe portaltoi hibrizi interspecifici, cum sunt LN 33 (Vitis
berlandieri x Vitis rupestris) si Kober SBB (V. berlandieri x V. riparia) si sunt denumite in functie
de manifestdrile induse: (i) Corky bark (CB) — spongiozitatea scoartei (scoarta de plutd),
caracterizata prin Ingrosarea si textura neregulatd a scoartei; (i1) Rupestris stem pitting (RSP) —
strierea lemnului, manifestata prin aparitia unor benzi longitudinale ce se extinde in jos de la
punctul de inoculare pe Vitis rupestris; (iii) Kober stem grooving (KSG) — aparitia unor santuri
pronuntate pe tulpina portaltoiului R x R Kober 5BB, fara a induce simptome vizibile pe Vitis
rupestris sau LN 33; (iv) LN 33 stem grooving — formarea de santuri pe tulpina portaltoiului LN
33, insotita de ingrosarea si aspectul spongios al scoartei [29, 109]. Plantele infectate prezinta o
scadere generald a vigurozitatii si a randamentului, desi impactul lor variaza in functie de factori
precum genotipul portaltoiului, soiul altoiului, tulpina virusului, momentul infectiei si conditiile
de mediu. Complexul RS al vitei-de-vie este cauzat de un grup de virusuri filamentosi, limitati de
floem, care apartin familiei Betaflexiviridae, reprezentatd prin doud genuri principale: genul
Vitivirus, carui ii apartin virusurile Grapevine A, -B si-D (GVA, GVB ,GVD), si genul Foveavirus,
cu virusul Grapevine rupestris stem pitting-associated (GRSPaV).

Virusul GVA a fost asociat cu etiologia canelarii tulpinilor Kober 5BB, in timp ce GVB
este responsabil pentru boala scoartei de pluta [29]. Virusul Grapevine rupestris stem pitting-
associated virus (GRSPaV) are o legaturd semnificativa cu boala RSP. GRSPaV este asociat si cu
necroza nervurilor (Vein necrosis — VN). Studiile recente au demonstrat o corelatie semnificativa
intre prezenta GRSPaV si aparitia simptomelor de VN la vita-de-vie [87]. Virusurile GVA si
GRSPaV sunt cele mai raspandite asociate cu RS si pot fi transmise prin inmultire vegetativa si
altoire, precum si prin transmiterea vectoriald [93, 172]. Boala RSP nu are niciun vector cunoscut,

dar poate fi detectat in polen si seminte de la vita-de-vie infectatd, precum si in vitele tinere [99].
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Transmiterea GVA are loc adesea simultan cu GLRaV-1 si GLRaV-3 [56, 172]. Efectele sinergice
dintre vitivirusuri si alte virusuri ale vitei-de-vie pot amplifica severitatea simptomelor,
influentand negativ productivitatea plantatiilor [131]. Combinatia de virusuri Grapevine leafroll-
associated virus 1 (GLRaV-1), Grapevine virus A (GVA), Rupestris stem pitting-associated virus
(RSPaV), mosaicul nervurilor si necroza nervurilor a fost evaluata intr-un studiu, rezultatele caruia
au demonstrat ca aceastd combinatie de virusuri a provocat scaderea vigorii cu 19 pana la 23% si
reducerea randamentului cu 42 pana la 54% pe parcursul a sase ani consecutivi [87].

Tabelul 1.2 Virusurile asociate complexului de boli rugozitatea scoartei vitei-de-vie [102]

. . . Mod de C
Familia Genul Specia Vectorii . Caracteristici
transmitere
Paduchi
lanosi, insecte Inmultire
GVA Lo o
din familia vegetativa,
Coccoidea altoire, . .
— — . — virusuri cu
- Paduchi lanosi transmitere .
Vitivirus . o . particule filamentoase.
GVB din familia vectoriala .
L . — contin molecule de
Betaflexiviridae Coccoidea ’
= ; ARN monocatenar cu
.. Inmultire ...
Nici-un vector o sens pozitiv.
GVD vegetativa, O
cunoscut . — restrictionati de
altoire
= - floem.
Inmultire
. Nici-un vector vegetativa
Foveavirus | GRSPaV °8 >
cunoscut altoire, polen si
seminte

Analizand datele din tabelul 1.2 , se observa ca virusurile din familia Betaflexiviridae au
particule filamentoase si sunt localizate exclusiv in floem. Aceastd caracteristicd structurald
determind aparitia bolilor specifice, care afecteaza transportul de nutrienti si apa in planta. Din
punct de vedere taxonomic, aceste virusuri se impart in doud genuri principale: Vitivirus si
Foveavirus. Genul Vitivirus cuprinde trei specii relevante pentru viticulturd: GVA, GVB si GVD.
Primele doua virusuri, GVA si GVB, sunt transmise prin paduchii 1dnosi din familia Coccoidea.
Mobilitatea extrem de redusa a acestor vectori limiteaza capacitatea lor de raspandire pe distante
mari. Pentru virusul GVD nu au fost identificati vectori cunoscuti, ceea ce sugereaza ca
transmiterea se realizeaza In principal prin utilizarea butasilor infectati. Astfel, cea mai importanta

sursa de transmitere ramane activitatea umana, in special prin altoire.

1.1.4 Complexul fleck si nocivitatea acestuia
Complexul fleck este format din mai multe boli: Fleck (GFkV), Grapevine asteroid mosaic
(GAMaV), grapevine rupestris necrosis $i grapevine rupestris vein feathering (GRVFV), si

virusul Grapevine redglobe virus (GRGV). Simptomele caracteristice acestei boli au fost
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considerate multi ani ca facand parte din sindromul scurt-nodarii vitei-de-vie, ulterior a fost
demonstrat ca ele apartin unei boli de sine statitoare. Boala este latenta in toate soiurile de Vitis
vinifera precum si in toate speciile americane, cu exceptia formei Vitis rupestris (grupa americana
centrald). Simptomele constau in decoloréri clorotice, translucide a unor portiuni a nervurilor,
s-au a unor portiuni pe frunze. Frunzele sunt asimetrice si se pot ondula spre fata superioara. Forma
de manifestare si intensitatea simptomelor sunt mult influentate de faza de crestere si de conditiile
climatice. De reguld, boala apare in camp 1n ultima decada a lunii mai, simptomele fiind evidente
in iunie dupa care urmeaza o mascare mai mult sau mai putin accentuatd. Desi o estimare exacta
a impactului este dificil de apreciat din cauza complexitatii factorilor care influenteaza raspunsul
vitei-de-vie (infectii mixte, tulpind virald, mediu, soi si portaltoi de vita-de-vie, managementul
podgoriei etc.), totusi a fost raportatd influenta adversa asupra vigorii plantelor, capacitatea de
inrddacinare a portaltoilor [21].

Toate virusurile complexului Fleck: GFkV, GRGV, GAMaV si GRVFV sunt localizate in
tesuturile de floem, iar transmiterea lor are loc prin inmultire vegetativa si altoire (tabelul 1.3).
Toate au particule izometrice cu diametrul de aproximativ 30 nm, ceea ce le face rezistente la
tratamentele termice. Virusul GFkV nu se transmite semintei, se poate muta cu usurinta intre altoi
si portaltoi prin floem si poate afecta negativ randamentul si calitatea strugurilor, de obicei in
combinatie cu alti virusuri [33]. Rezultatele unui studiu au aratat, ca infectia cu GFkV a indus o
reducere semnificativa a conductantei stomatice (gs) si o concentratie interna de CO- mai scazuta,
drept rezultat, s-a observat o fotosinteza mai redusa la plantele infectate [21].

Tabelul 1.3 Virusurile asociate maladiei marmorarea vitei-de-vie (Fleck) [102]

o Virusuri . .
Familie Gen . Caracteristici generale Mod de transmitere
asociate
GAMaV — nu se cunoaste niciun
a .
Marafivirus o . Yector .de transmitere a
— restrictionati de floem. virusurilor complexului
GRGV fleck.
Tymoviridae — particule izometrice cu — transmiterea se realizeaza
GFkV diametrul de aproximativ 30 prin m.alterlal vegetal
nm. infectat.
— transmiterea nu este
Maculavirus — genom ARN monopartit posibild pe cale mecanica
GRVFV .
monocatenar. — GFkV nu se transmite
semintei.

Analizind datele prezentate in tabelul 1.3, se observa ca cel mai cunoscut si important virus
din complexul fleck, cu importantd majora in viticultura, este GFkV, care apartine genului
Maculavirus. La momentul actual, nu este cunoscut niciun vector ce poate transmite virusurile

complexului fleck, diseminarea in naturd este asiguratd prin multiplicarea, comercializarea si
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plantarea materialului infectat. Pentru a preveni raspandirea virusurilor din complexul fleck in
plantatiile comerciale de vitd-de-vie, este esentiald aplicarea unor metode eficiente de asanare a
candidatilor in clone infectate, iar utilizarea materialului saditor sdndtos reprezintd o masura

fundamentald pentru mentinerea sanatatii plantatiilor si asigurarea productiei viticole de calitate.

1.1.5 Bolile fitoplasmatice ale vitei-de-vie si nocivitatea acestora

Infectiile fitoplasmice la vita-de-vie reprezintad un set de afectiuni sistemice cauzate de un
grup specific de microorganisme, cunoscute in Europa sub denumirea colectiva de ,,ingélbeniri ale
vitei-de-vie” (Grapevine Yellows diseases). Fitoplasmele, caracterizate prin absenta peretelui
celular si prezenta unei membrane subtiri si flexibile cu un diametru mediu de 500 nm, se
multiplica in floemul plantelor afectate si in organele interne ale insectelor vectori, facilitand astfel
transmiterea bolii intre plante si pe distante extinse.

Manifestarile patologice observate la plantele infectate cu fitoplasmoze sunt direct legate
de disfunctionalitatile in tesutul de transport floem, cu alterari preliminare la nivelul structurilor
celulare. Frunzele prezintd decoloratii si se ingroasa, iar lastarii afectati nu reusesc sa lignifice,
iar in lipsa maturizarii corespunzatoare planta devine vulnerabila la temperaturile scazute.

Toate soiurile de Vitis vinifera sunt susceptibile la infectiile fitoplasmatice, insa gradul de
manifestare al bolii variaza in functie de soi si de conditiile de mediu. Exista soiuri mai mult sau
mai putin sensibile, care prezintd simptomele bolii cu diferite grade de intensitate. Intensitatea
manifestarii bolii depinde de rezistenta plantelor. Simptomele de boala se manifesta la un interval
de 2-3 ani de la producerea infectiilor cu fitoplasma. Anual, boala evolueaza treptat, determinand
slabire fiziologica si degenerare progresiva a plantelor afectate.

Ingilbenirea aurie a vitei-de-vie (Flavescence dorée, FD, in francezi) este cauzati de un
agent fitoplasmatic care apartine speciei Candidatus Phytoplasma vitis (Ca. Phytoplasma vitis)
(tabelul 1.4). Boala Flavescence dorée a fost identificatd pentru prima datd in 1957 in regiunea
sud-vesticd a Frantei, fiind consideratd prima boalad din categoria ingdlbenirilor vitei-de-vie.
Informatiile despre situatia raspandirii FD a vitei-de-vie la nivel mondial au fost actualizate, boala
fiind identificata iIn Romania, Cehia, Slovacia, Rusia [51] demonstrand o tendinta de raspandire
continua. In Republica Moldova fitoplasma FD nu a fost depistatd, doar vectorul acesteia, fapt ce
indica un risc potential pentru introducerea bolii in plantatiile viticole [71].

Innegrirea lemnului, alituri de ingilbenirea aurie, se numara printre cele mai raspandite si
ddundtoare boli fitoplasmatice ale vitei-de-vie. A fost descoperitd in 1961 de cétre Caudwell in
podgoriile din Franta si a fost denumita Bois Noir (BN). Cauza bolii BN a fost elucidata si a fost

asociata cu fitoplasma Candidatus Phytoplasma solani (Ca. P. solani). Principalul vector natural,
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care raspandeste boala la vita-de-vie este cicada polifagd Hyalesthes obsoletus (Signoret, 1865).
Boala BN a fost identificata in 30 de tari ale lumii. Spre deosebire de FD, fitoplasmoza BN este
raspandita in plantatiile viticole din toatd Europa. In Roménia a fost depistata in anul 2013 [30],
in plantatiile viticole din Republica Moldova a fost detectata in toate zonele de cultivare a vitei-
de-vie [71]. Raspandirea bolii este efectuata atat prin intermediul cicadelor, cét si prin intermediul
omului care foloseste material viticol infectat la altoiri sau la infiintarea de noi plantatii viticole.

Tabelul 1.4 Fitoplasmele asociate bolilor fitoplasmatice ale vitei-de-vie [102]

. Numele Inga.lbejmrl Réspandire . Modul de
Familia . ale vitei-de- < Vectorii .
fitoplasmei vie geografica transmitere
Elvetia, Austria,
Ca. Slovenia, Serbia, Scaphoideus .
Ph I Flavescence Portuealia. U . . — transmiterea
ytop'asma doree (FD) ortugalia, Ungaria titanus prin vectori si
Vitis si Bosnia C
Phytoplasma 0 ’t . material viticol
Elm Yells eriegovina s.a infectat.
Ca. Boi ) B Israel Hoalesth — restrictionati
ois noir uropa, Israel, 'valesthes de floem.
Phy stgizl Z;ma (BN) Liban obsoletus

Analizind datele din tabelul 1.4, se poate observa ca bolile fitoplasmatice ale vitei-de-vie
sunt asociate cu fitoplasme care apartin unor grupuri diferite din punct de vedere taxonomic.
Acestea se transmit in principal prin vectori biologici (cicade) si prin utilizarea materialului saditor
infectat. Ingilbenirea aurie si innegrirea lemnului sunt cele mai importante boli fitoplasmatice
pentru viticultura, cu toate acestea, in Republica Moldova, doar boala Bois Noir este prezenta,
ingalbenirea aurie nu a fost raportata pana in prezent. Pentru a preveni raspandirea acestor boli,
este necesara aplicarea unor mdsuri stricte de monitorizare a materialului de inmultire s1 saditor

viticol, precum si de control al vectorilor in zonele viticole afectate.

1.1.6  Cancerul bacterian al vitei-de-vie si nocivitatea acestuia

Bacteriile fitopatogene reprezintd un pericol permanent pentru sandtatea plantelor,
producand boli care duc la diminuari importante ale productiei. Dintre acestea, cancerul bacterian
al vitei-de-vie este una dintre cele mai importante si distructive boli cu impact economic major in
viticultura, la nivel mondial [83]. Cancerul bacterian al vitei-de-vie este provocat de bacterii din
genurile Allorhizobium si Agrobacterium, care poseda plasmide de virulenta de tip Ti (tumor-
inducing) si determina formarea tumorilor la baza tulpinilor si a radacinilor [115].

Simptomele cancerului bacterian sunt identificate ca supracresteri ce apar sub forma
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formarii "galelor" (tumori) pe partile aeriene ale plantei, in timp ce atat tulpinile tumorigenice, cat
si cele netumorigenice de A. vitis provoacad necroza radacinilor [92]. Dat fiind cd 4. vitis poate
persista in vita-de-vie fard a manifesta simptome vizibile, existd posibilitatea ca acesta sa fie
transmisa cu usurinta in diverse regiuni, inclusiv in tari situate la distante mari, prin intermediul
comertului international cu material de inmultire sau butasi.

In cazul inmultirii vegetative a vitei-de-vie, natura sistemica a infectiei plantelor cu cancer
bacterian a fost demonstratd de mai multi cercetatori [171, 184]. Vita-de-vie este afectatd de
aceasta boala aproape in toate tarile cultivatoare, indeosebi, in zona temperatd, unde conditiile
climatice favorizeaza evolutia bolii [24, 82]. Galele apar pe tulpinile si ramurile plantei, atat la
cele mature, cat si la cele tinere, inclusiv la materialul saditor din scolile de vita-de-vie la cel de
doar un an. Plantele care sufera de infectie se dezvolta de obicei mai slab, ceea ce poate duce la
diminuarea cresterii si a randamentului acestora. De asemenea, influenteaza negativ vindecarea
normala si formarea de fascicule vasculare organizate dupa altoire, provoca niveluri mai scdzute
de germinare a mugurilor, de crestere a aciditatii boabelor si deteriorarea maturizarii lastarilor.
Aceste probleme pot cauza regresul si chiar pierderea completa a butucului [81, 92].

Comparativ cu plantele fara simptome, exemplarele care au prezentat formatiuni tumorale
au manifestat un risc de 14,8 ori mai mare de compromitere a dezvoltarii normale si de 18,0 ori
mai mare de mortalitate [81]. Gasita atat in stare endofitica, cat si epifitica la vita-de-vie, 4. vitis
este dispersatd aleatoriu in cordon, inclusiv in tesuturile nodale si internodale [79]. Zonele de risc
pentru transmiterea agentului patogen si formarea tumorilor sunt reprezentate de traumatisme ale
tesuturilor — cum ar fi deteriordrile mecanice (butdsirea coardelor, producerea butasilor altoiti,
formarea in cordon la vitele tinere, tdieturile de formare si intretinere, indepartarea radacinilor
superficiale, butdsirea in verde), prin inmuierea butasilor in apa, precum si leziunile cauzate de
inghet. Modul in care 4. vitis infecteaza plantele incepe la nivelul ranilor plantelor, unde are loc
transferul, inserarea si activarea unei portiuni din plasmida care induce formarea tumorilor, numita
ADN de transfer (ADN-T), direct In cromozomul plantei [79]. Plasmida inductoare de tumora
(pTi) determina virulenta acestui agent patogen prin codificarea genelor pentru transferul si
integrarea ADN-T in genomul plantei [82, 115]. Oncogenele de pe ADN-T sunt exprimate, ducand
la biosinteza excesiva a auxinelor si citochininelor si, in consecintd, la proliferarea necontrolata a
celulelor vegetale pentru a forma bile ca nisd ecologica extinsa pentru agentul patogen [94]. In
plus ADN-T contine, de asemenea, gene pentru biosinteza opinelor, care servesc ca sursa specifica
de nutrienti pentru A4. vitis in competitia cu alti microbi [36]. Tulpinile care contin p7i au un
raspuns mult mai puternic datoritd recunoasterii compusilor fenolici prezenti in rand, cum ar fi

acetosiringona, care este puternic atractiva fatd de acestia chiar in concentratii scazute (1077 M).
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Acetosiringona joacd un rol important in procesul de infectie deoarece la concentratii mai mari
(107 — 10** M), sunt activate genele de virulenta (Vir) situate pe pTi.

Cancerul bacterian e mai des intalnit in partile mai joase ale podgoriilor, acolo unde apa
se adunad usor si unde frigul se lasd in buzunare de aer rece, ca niste capcane de inghet. La fel, daca
solul e prea umed, vita-de-vie are probleme sa se adapteze bine spre sfarsitul sezonului, ceea ce o
face mai vulnerabila la daunele provocate de ingheturile neasteptate [92, 116]. Elementele care
cresc riscul ca vita-de-vie sa fie mai sensibila la inghet si la leziuni este folosirea prea multor
ingrasaminte, ceea ce poate duce la o crestere vegetativa tarzie n sezon.

Nu exista tratamente chimice eficiente impotriva cancerului bacterian [116]. Chiar daca
compusii antibacterieni, precum cei pe baza de cupru, sunt letali pentru bacteria 4. vitis, aplicarea
acestor tratamente direct pe vitele-de-vie nu reuseste sa elimine bacteriile care supravietuiesc in
sistemul plantei. Tratarea cu apa calda (termoterapia) reprezintd o metoda eficientd, ecologica si

practica pentru eliminarea bacteriei A. vitis.

1.2 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. [176, 177]. 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 [189].

Mozaicul galben al vitei-de-vie sau cloroza infectioasa (Grapevine yellow mosaic virus,
GYMV) pentru prima data a fost descrisa de Verderevschii D.D si Lukina [178]. Studiile privind
transmiterea agentilor patogeni la indicatorii ierbosi au evidentiat simptome similare cu cele ale
virusului scurt-nodarii, sugerand o patogenitate comuna. Savantul Marinescu V.G. a stabilit ca
virusul GYMYV devine inactiv la temperaturi de 54-56 °C, avand o persistenta in suc de 15-20 de
zile. Analiza cu microscopul electronic a relevat particule izometrice de aproximativ 28 nm,
similar cu virusul scurt-nodarii. Pentru a evalua impactul virusurilor scurt-nodarii si mozaicului
galben asupra vitei-de-vie, Bondarciuc V. a efectuat masuratori ale cresterii anuale. Rezultatele au
indicat ca vitele sdndtoase aveau o crestere anuala de 26 m, in timp ce vitele infectate cu GYMV
cresteau doar 5,8 m. Plantele de vitd-de-vie infectate cu virusul scurt-nodarii prezentau o crestere
medie de 23,3 m, iar lastarii erau subtiri, nefiind potriviti pentru altoire. Aceste date demonstreaza

impactul semnificativ al infectiilor virale asupra vigorii si capacitatii de regenerare a vitei-de-vie.
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Conturarea nervurilor (Grapevine vein banding, GVB) a fost descrisa in Republica
Moldova la inceputul anilor 1980 si studiata pe soiul Matrasa. Agentii patogeni ai bolii au fost
transmisi la indicatori ierbosi din genul Chenopodium, la care au provocat simptome caracteristice
virusului scurt-nodarii. In anii 1970, studiile privind bolile virale ale vitei-de-vie au dus la
identificarea soiurilor de struguri indicator, dezvoltdnd metode de transmitere a virusurilor prin
altoire (indexare prin altoire) [179,188]. In total, in Republica Moldova au fost identificate si
studiate un numar de 11 boli de etiologie virotica ale vitei-de-vie, printre care se numara: scurt-
nodarea, mozaicul galben, marmorarea, rasucirea frunzelor, mozaicul nervurian, necroza
nervurilor, strierea lemnului, virusul mozaicului tutunului, boala enatiilor, conturarea nervurilor,
precum si cloroza punctiforma galbena, specifica soiului Rkatiteli.

Pentru combaterea bolilor de etiologie viroticad si bacteriand, a fost aplicatd metoda
termoterapiei cu apa fierbinte, utilizata de Turcan 1.G. si Bondarchuc V.V. [194]. Iar la inceputul
anilor 80, a fost elaborata o tehnologie pentru producerea clonelor de vita-de-vie libere de agenti

patogeni de etiologie virotica (fig. 1.1).
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Fig. 1.1 Schema de producere a clonelor de viti-de-vie libere de boli virotice in Republica

Moldova, implementata in 1980 [175]
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Metoda utilizata la acea vreme era una complexa si consumatoare de timp, si includea mai
multi pasi pentru eradicarea plantelor bolnave si extragerea materialului sandtos, asa cum este
ilustrat in figura 1.1. Prima etapa a tehnologiei, desfasuratd pe parcursul unui an vegetativ, consta
in selectia prin observare vizuala a butucilor care prezentau simptome evidente de infectie virala.
Plantele care nu manifestau semne vizibile de boald erau selectate pentru a fi incluse in etapa
urmatoare a procesului — test provocator in conditii controlate de serd, cu durata de doud luni.
Aceasta etapa avea scopul excluderea plantelor infectate cu mozaicul nervurian, deoarece
conditiile specifice din sera favorizau exprimarea simptomelor care nu erau evidente in conditii
naturale. Plantele care manifestau simptome in timpul acestui test erau eliminate din procesul de
selectie, iar cele care ramaneau asimptomatice treceau la etapa urmatoare.

Etapa a treia consta in testele pe indicatori ierbosi, desfasurate pe o perioada de aproximativ
o luna. Aceastd metoda presupunea transmiterea virusurilor care se pot transmite prin suc, precum
virusul scurt-nodarii (GFLV) sau virusul mozaicului galben (GYMYV), la plante indicator
Chenopodium quinua, pentru evaluarea prezentei agentilor patogeni. Reactiile care se manifestau
pe plantele indicator permiteau detectarea indirecta a infectiilor latente care nu s-au manifestat in
etapele anterioare. Plantele tastate negativ erau transferate la etapa de testare serologica, realizata
intr-un interval de aproximativ o saptamana.

Pentru a identifica virusurile care nu prezentasera simptome, ultimul pas implica indexarea
prin altoire (trei ani) pe vite indicatoare sensibile Vitis rupestris du Lot, LN 33, Riparia Gloire de
Montpellier si 110 Richter, proces cu o durata de trei ani.

Tehnologia data permitea obtinerea plantelor initiale, clone devirozate, intr-o perioadad de
4-5 ani si, desi eficientd in contextul perioadei respective, prezenta o serie de dezavantaje.
Complexitatea metodei, durata indelungata a procesului si lipsa unor tehnici precise de identificare
a agentilor patogeni reprezentau factori limitativi importanti, care favorizau riscul ca anumite
infectii latente sd nu fie detectate. Aceasta situatie putea afecta negativ eficienta procesului de
selectie si compromite calitatea materialului saditor obtinut. Ulterior, pentru multiplicarea
plantelor initiale prin inmultire vegetativa, cu scopul de a produce cantitatea necesarda de material
saditor pentru Infiintarea plantatiei-mama, era necesara o perioada suplimentara de 4-5 ani. Astfel,
durata totald a implementarii acestei tehnologii era de 9—10 ani.

In anul 1985 a fost elaborata »Instructiunea pentru crearea unei elite n viticultura” de catre
Guzun N., Nedov P. si altii, folosind metodele de selectie clonala si fitosanitara. Ulterior,
Sultanova O. si Lemanova N., au realizat o gama de cercetari multilaterale referitoare la studiul
cancerului bacterian al vitei-de-vie; au fost studiate particularitatile fiziologo-biochimice ale

bacteriei 4. vitis si distributia ei pe teritoriul tarii [192]. De asemenea, Lemanova N. a fost
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implicatd iIn dezvoltarea metodelor biologice pentru combaterea cancerului bacterian, folosind

tulpini antagoniste. In acest proces, au fost create preparatele Paurin si Tumarin [185].

1.3 Diagnosticarea bolilor virale ale vitei-de-vie

Utilizarea metodelor fiabile pentru detectarea virusurilor si a cancerului bacterian la vita-
de-vie reprezintd un pas important catre obtinerea plantelor sanitoase. Metodele de detectie sunt
aplicate asupra materialului vegetal initial selectat pentru a verifica, dacd indeplineste cerintele
sanitare si, de asemenea, in timpul procedurilor de eliminare a virusului pentru a evalua starea de
sandtate a materialului tratat. Sunt cunoscute patru grupuri principale de metode de diagnostic si
anume: observarea vizuala, indexarea biologica, serologia si analizele moleculare.

Observari vizuale. Diagnosticarea vizuald a fost prima si, pentru mult timp, cea mai
utilizatd metoda de identificare a bolilor vitei-de-vie. Aceastd abordare se bazeaza exclusiv pe
cunostintele si experienta cercetatorului, ceea ce implicad un grad ridicat de subiectivitate si, in mod
inevitabil, un risc crescut de identificare inexactd a agentului patogen. Simptomele vizibile la
nivelul frunzelor — modificari de culoare, deformari sau necroze — pot fi cauzate nu doar de infectii
virale sau fitoplasmice, ci si de o serie de alti factori, cum ar fi carentele de nutrienti, tulburarile
fiziologice, stresul abiotic, atacurile de daunatori sau efectele fitotoxice ale pesticidelor. De
exemplu, inrosirea lobilor frunzelor poate fi un semnal al unei infectii cu virusuri (de exemplu,
GLRaV-1, GLRaV-2 sau GLRaV-3) ori cu fitoplasme, dar la fel poate indica un dezechilibru
nutritiv sau un atac de insecte. Mai mult, acelasi virus poate determina simptome diferite in functie
de soiul infectat: virusul GLRaV-3 provoaca ingdlbenirea frunzelor la soiurile albe si inrosirea
acestora la soiurile rosii. Severitatea simptomelor depinde, de asemenea, de o serie de factori
precum: conditiile climatice, concentratia virald in planta, virulenta tulpinii, stadiul de dezvoltare
al plantei In momentul infectiei, durata bolii sau combinatia dintre soi si portaltoi. Cu toate acestea,
diagnosticarea vizuala ramane primul pas de evaluare primara ale plantelor de vitd-de-vie in
procesul de selectie fitosanitara.

Indexarea biologici. In cadrul indexirii biologice, se utilizeazi biomaterial extras din
plantele de vita-de-vie testate pentru evaluarea plantelor indicator, in care simptomele infectiei
sunt evidente, clar vizibile si specifice. Pentru identificarea infectiilor virale specifice vitei-de-vie,
se utilizeazda doud categorii principale de metode biologice: inocularea plantelor erbacee
indicatoare cu suc extras din plantele suspecte si altoirea mugurilor prelevati de la plantele
infectate pe soiuri indicatoare de vitd-de-vie [155]. Virusurile transmise mecanic, precum cei mai
multi reprezentanti ai genului Nepovirus, dar si anumiti membri ai genurilor Vitivirus si

Closterovirus, pot fi detectati prin inocularea mecanica a sucului brut provenit din tesuturile
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infectate pe plante erbacee sensibile. Printre speciile cel mai frecvent utilizate in acest scop se
numara Chenopodium quinoa, Ch. amaranticolor, Cucumis sativus, Nicotiana occidentalis,
N. tabacum si N. benthamiana. Acest tip de testare este de scurta durata, simptomele caracteristice
pot aparea in interval de 7-10 zile de la inoculare [155].

Imunodiagnostic. Tehnicile serologice se bazeazd pe capacitatea anticorpilor de a
recunoaste in mod specific virusurile din plantele analizate. Dintre acestea, testul imunoenzimatic
(ELISA) se evidentiaza ca una dintre cele mai utilizate si eficiente metode pentru diagnosticarea
materialului vegetal. Testele ELISA, atat in varianta directd (sandwich cu dublu anticorp — DAS),
cat si in cea indirecta (sandwich cu triplu anticorp — TAS), au fost dezvoltate si aplicate pe scard
largd pentru identificarea unui spectru extins de virusuri care afecteaza vita-de-vie. Pentru
realizarea testului, pot fi folosite diverse parti ale plantei, precum frunze, muguri, tulpini, radacini
sau probe de tesuturi corticale, ca surse de antigene. Este important de mentionat ca virusurile nu
sunt distribuite uniform in planta infectata, iar titrul viral poate varia semnificativ in functie de
anotimp [156]. Conform standardelor EPPO (2008), metoda ELISA este recomandatd pentru
detectarea virusului scurt-nodarii vitei-de-vie (GFLV) si a altor nepovirusuri europene, precum si
pentru membrii familiei Closteroviridae (GLRaV-1, GLRaV-2, GLRaV-3), vitivirusurile GVA si
GVB, precum si pentru virusul Fleck al vitei-de-vie (GFkV).

Metode de diagnostic bazate pe amplificarea acizilor nucleici. In contextul progresului
tehnologic accelerat, metodele traditionale de diagnostic biologic sunt treptat completate, iar in
unele cazuri chiar inlocuite, de tehnici moderne, mai rapide si mai precise, care permit detectarea
directd a secventelor de acizi nucleici sau a proteinelor virale specifice. Printre aceste metode se
numara reactia In lant a polimerazei (PCR), care utilizeaza enzima Taq polimerazd pentru
amplificarea secventelor specifice de ADN viral. In practica actuald, sunt aplicate diverse variante
ale tehnicii PCR, fiecare adaptata pentru scopuri specifice si niveluri diferite de precizie: PCR cu
transcriptie inversa (RT-PCR) pentru detectarea ARN-ului viral, PCR cantitativa in timp real
(qRT-PCR) pentru determinarea incarcaturii virale si evaluarea dinamicii infectiei, PCR multiplex
pentru detectarea simultand a mai multor agenti patogeni intr-o singura reactie, precum si PCR 1n
timp real (real-time PCR), utilizata pentru confirmarea rapida a infectiilor virale la vita-de-vie.

Din analiza metodelor de diagnosticare a bolilor virale la vita-de-vie reiese ca metodele
traditionale, precum observarea vizuald, pot fi utile la etapa de evaluare initiala. Indexarea
biologica presupune un timp indelungat, dar raimane necesara in cazul virusurilor noi, pentru care
nu sunt disponibile teste specifice. O directie actuald de cercetare o constituie integrarea metodelor
PCR in fluxul tehnologic de multiplicare in vitro, care permite asigurarea controlului fitosanitar

pe toate etapele procesului, de la selectia initiald a plantelor pana la verificarea plantelor asanate.
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1.4 Diagnosticarea cancerului bacterian in plantele de vita-de-vie

Rizobiile reprezintd bacterii din grupul proteobacteriilor, capabile sa intre in simbioza de
fixare a azotului cu plantele leguminoase. Pana in anul 1982, toate speciile de rizobii erau incluse
intr-un singur gen — Rhizobium, datoritd acestei proprietati caracteristice. Ulterior, pe baza
analizelor fenotipice si genotipice, au fost delimitate 16 genuri, printre care Agrobacterium,
Allorhizobium si Rhizobium, care fac parte din familia Rhizobiaceae (tabelul 1.5). Datorita
gradului inalt de schimb genetic si variabilitdtii dintre speciile de Agrobacterium spp,
nomenclatura grupului continud sa fie un punct de controversd. Din punct de vedere istoric,
membrii complexului Agrobacterium spp. au fost clasificati la nivel de specie in functie de
proprietatile fitopatogenice determinate de plasmida inductoare de tumori p7i — astfel,
A. tumefaciens a fost asociatd cu formarea tumorilor, A4. rhizogenes cu aparitia radacinilor paroase,
A. vitis cu infectiile specifice vitei-de-vie, iar 4. radiobacter cu tulpinile nepatogene.

Actualmente, analizele genetice si genomice au ajutat la identificarea mai precisa a relatiei
filogenetice dintre diferitele specii, astfel Agrobacterium vitis a fost grupat cu genul
Allorhizobium, diferentiat de genul Agrobacterium, si reclasificat ca specia Allorhizobium vitis
(All. vitis), iar tulpinile de tip A. radiobacter si A. tumefaciens s-au dovedit a apartine aceleiasi
genospecii [115, 114]. Comparatiile genomului in perechi si analiza filogenomica a diferitor
tulpini de Allorhizobium vitis au indicat ca Agrobacterium vitis nu este o singurd specie, dar
reprezintd un complex de specii compus din mai multe specii genomice [91].

Tabelul 1.5 Caracteristicile bacteriilor din familia Rhizobiaceae [31]

Plasmida
Familia Genul Specia ) Simptome Biovar
virulenta
All vitis sin Tumori la vita-de-
Allorhizobium -Ti . I
A. vitis vie
A. tumefaciens o .
Rhizobiaceae _ Tumori, inclusiv la
Agrobacterium sin 4. -Ti . . I
vita-de-vie.
radiobacter,
Rhizobium R. rhizogenes -Ri Rédacini paroase II

La tulpinile de 4. vitis si A. tumefaciens, au fost caracterizate patru tipuri de AND-T care
difera intre ele prin compozitia de gene implicate in sinteza de opine in spatiile intercelulare ale
tesuturilor vegetale infectate: nopalina, vitopina, octopina si cucumopina [ 148]. Opinele sintetizate
sunt utilizate in principal ca surse de carbon si azot pentru bacterii.

Metodele traditionale de detectare a infectiilor cu agrobacterii includ cultivarea probelor

de tesut pe medii selective sau semiselective si identificarea bacteriilor pana la nivel de gen. Printre
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mediile utilizate se enumera: Lieske (1928), Mediul Clark (1969), Kado (1970), Sule (1978), MG
(Manitol-Glucoza) suplimentat cu telurit (K2TeO3), mediul Roy & Sassrer (1983) si altele. Natura
patogena a culturii obtinute, adica prezenta sau absenta plasmidei Ti se confirma printr-un biotest
pe plantele indicator: discuri de morcovi (Daucus carota), plante tinere de tomate (Lycopersicon
esculentum), de kalanchoe (Bryophyllum daigremontianum) cu durata de 3-5 sdptdmani [123].
Aceste metode sunt lente si putin specifice, si necesitd mult timp pentru cultivare si identificare.
De asemenea, confirmarea naturii patogene a organismului selectat prin biotestele pe plante poate
fi complicata si supusa erorilor de interpretare. Analiza serologica folosind anticorpi monoclonali
a permis, de asemenea, diferentierea tulpinilor de Agrobacterium, la fel pina la nivel de gen [18].
In Republica Moldova, izolarea si identificarea tulpinilor de A. vitis se realizeaza utilizand mediul
semiselectiv Roy & Sassrer care permite determinarea la nivel de gen, dar nu ofera informatii
despre patogenitatea culturilor izolate [45]. In unele cazuri, rezultatele obtinute pe medii
semiselective pot fi influentate de prezenta bacteriilor saprofite cu morfologie asemanatoare, fapt
care impune confirmarea identitdtii izolatilor prin metode suplimentare. Limitarile acestor tehnici
clasice au determinat necesitatea implementarii metodelor moleculare, capabile sa asigure o
caracterizare precisa a tulpinilor si evaluarea potentialului lor patogen.

Savantii Dong L. si colab. pentru prima oara au explorat utilizarea reactiei in lant a
polimerazei (PCR) pentru a detecta tulpinile patogene de Agrobacterium. Metodele bazate pe
acizii nucleici se disting printr-un grad inalt de sensibilitate si specificitate, depasind performantele
tehnicilor microbiologice traditionale utilizate pentru identificarea agentilor patogeni [79, 128].
Pentru a combate problema inhibarii reactiei PCR de cédtre compusii activi prezenti in ADN-ul
izolat direct din probe de vita-de-vie, a fost dezvoltat un protocol special. Acesta implica selectia
bacteriei pe mediu selectiv urmatd de multiplicarea coloniilor la temperatura de 27 °C. Abia dupa
aceste etape, proba obtinutd este utilizata in analiza PCR [48]. Mai tarziu, au apdrut o serie de
lucrari, orientate spre identificarea precisd a speciilor A. tumefaciens si A. vitis si a tulpinilor
specifice agrobacteriilor [83], si dezvoltati markeri ADN care permit avidentierea diferentelor
dintre agrobacterii in ceea ce priveste tipul de plasmide Ti [148].

Pe baza datelor literaturii de specialitate studiate, rezultd ca cancerul bacterian al vitei-de-
vie poate fi cauzat de doud specii de agrobacterii: Agrobacterium vitis si Agrobacterium
tumefaciens. Metodele microbiologice traditionale utilizate pentru detectarea acestor bacterii
permit identificarea doar pana la nivel de gen, fara a oferi informatii despre patogenitatea acestora.
Metoda PCR reprezintd o abordare moderna si eficientd, care permite detectarea precisa a
tulpinilor patogene prin evidentierea prezentei plasmidei Ti. Avand in vedere aceste aspecte,

implementarea metodei PCR pentru diagnosticul fitosanitar, este esentiald pentru asigurarea unei
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identificari fiabile a agentilor patogeni, contribuind astfel la prevenirea raspandirii cancerului

bacterian in plantatiile viticole din Republica Moldova.

1.5 Metode de asanare a materialului de inmultire viticol

Asanarea plantelor de vita-de-vie de agenti infectiosi ce provoaca boli cronice, este un pas
important in selectia fitosanitara, pentru a asigura productia de material viticol sanatos. Prezenta
virusurilor, fitoplasmelor si cancerului bacterian in materialul saditor viticol poate duce la scaderea
recoltelor, a produselor de calitate mai scazuta si la pierderea culturilor intregi [10]. Prin urmare,
este esential sa se elimine particulele daunatoare din plantele selectate inainte de a le include in
procesul de multiplicare. De multe ori plantele selectate, sandtoase din punct de vedere vizual,
sunt purtitoare de boli cronice in forma latenta, cel mai des de una virala [41]. In astfel de cazuri,
este necesar sa se aplice un set de masuri pentru a imbunatati starea de sandtate a unei anumite
plante sau a unui grup de plante, pe baza proprietétilor virusurilor depistate.

Asanarea plantelor se bazeazd pe urmatoarele mecanisme: inhibarea replicarii agentului
patogen si reducerea titrului viral; incalcarea functiilor de transport si inhibarea miscarii agentului
patogen prin planta sau organele si tesuturile sale individuale; inducerea rezistentei nespecifice;
degradarea particulelor virale, inactivarea enzimelor si inhibarea sintezei acidului nucleic viral,
contribuind la eliminarea infectiei si restabilirea functiilor fiziologice [86, 101].

Cele mai utilizate metode pentru eliminarea virusului in plantele de vita-de-vie sunt:
metoda de tratare termica cu aer fierbinte [121], cultura de meristeme [84], embriogeneza somatica
[157, 22] si chimeoterapia [88]. La momentul actual niciuna din aceste metode nu poate asigura
eliminarea completa a virusurilor si necesitd mai multe etape de tratament pentru obtinerea unui
rezultat stabil si reproductibil [73, 75].

Metoda de tratare termica cu aer fierbinte este cea mai frecvent utilizata metodologie
terapeutica in cadrul protocoalelor de asanare. De la sfarsitul anilor 1950, termoterapia in vivo face
parte dintr-un pachet standard de masuri care au fost dezvoltate pentru a elimina virusurile.
Termoterapia este un tratament in care plantele sunt expuse la temperaturi ridicate pentru o
anumitd perioadd de timp. In timpul tratamentului termic, plantele sunt expuse gradual la
temperaturi moderate pand la ridicate, mentinute pentru o perioada determinatd, In vederea
inactivarii agentilor patogeni fara afectarea tesuturilor vegetale. In general, cu cat temperatura este
mai mare $i cu cat durata expunerii este mai lunga, cu atat frecventa eradicarii virusului este mai
mare. La plantele de vita-de-vie se aplica termoterapia de 3740 °C timp de 4-6 sdptdmani.
Alegerea unui regim de termoterapie trebuie sa permita supravietuirea plantei tratate, succesul in

acest caz depinde de rezistenta la caldurd a virusurilor care infecteaza plantele tratate. Studiile
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recente au aratat, ca temperaturile ridicate provoaca modificdri in exprimarea unor molecule mici
de ARN implicate in apararea antivirald. Astfel, in lastarii de pere infectati cu Apple Stem
Grooving Virus, aceste molecule regleaza genele implicate In apdrarea Tmpotriva bolilor si in
transmiterea semnalelor hormonale, ceea ce duce la reducerea titrului viral. Aceste rezultate
sugereazd ca temperaturile ridicate nu doar inhiba virusul In mod direct, ci activeaza si
mecanismele naturale de protectie ale plantei [100].

In Republica Moldova, aplicarea termoterapiei asupra materialului vegetal viticol afectat
de boli de etiologie virald a inceput in anul 1976, conform lucrarilor realizate de cercetatorii locali
Turcan I.G., Litvac A.I., Kuzmenco A.P., Minacova R.I. si Bondarciuc V.V. Acestia au demonstrat
eficienta metodei termoterapiei in asanarea plantelor de vitd-de-vie si au adaptat parametrii de
tratament la particularititile materialului biologic cercetat. Savantul Turcan 1.G. a proiectat si
construit o camera termicd, cu dimensiunile de 1,5 m inaltime, 5,5 m lungime si 2,6 m latime,
asigurand o umiditate de 60—70%, in care plantele au fost tratate la temperatura de 38°C pe o
duratd de sase luni. Aceastd metodd a contribuit la perfectionarea procesului de eliminare a
infectiilor virale din materialul viticol infectat si la extinderea bazei de plante sanatoase.

Metoda de tratare termicd cu apa fierbinte are drept scop reducerea Incarcdturii
patogene a materialului viticol, prin inactivarea agentilor infectiosi localizati in tesuturi, fara a
afecta viabilitatea butasilor si potentialul lor de regenerare. Tratamentul termic aplicat la
temperatura de 50-51°C, timp de 30—45 de minute, s-a dovedit eficient in reducerea incarcaturii
patogene a materialului viticol, contribuind la diminuarea infectiilor cauzate de fitoplasma
Ca. Phytoplasma solani (agentul bolii Bois noir), a oudlor cicadelor vectori ai bolii Flavescence
dorée, a tripsilor, precum si a bacteriilor patogene Allorhizobium vitis, Agrobacterium tumefaciens
si Xylophilus ampelinus [15]. Totodatd, metoda are un efect benefic si asupra reducerii infectiilor
cauzate de Xylella fastidiosa, cét si in reducerea numarului de agenti patogeni ai bolilor de trunchi,
cum ar fi Phaeomoniella chlamydospora, Diplodia seriata, Neofusicoccum parvum si
Botryosphaeriaceae sp., pe plantele altoite [49, 95].

Din rezultatele mai multor studii efectuate de diferiti autori [21, 65, 90, 122, 139, 163] se
poate concluziona, ca virusurile filamentoase restrictionate la floem, precum GLRaV-1,3 si
GRSPaV, sunt in general mai sensibile la eliminare prin termoterapie comparativ cu virusurile
izometrice, precum GFkV. Existd diferente chiar si intre virusurile filamentoase: GLRaV-1 si
GLRaV-3 sunt mai usor de eliminat decat GRSPaV, care este mai rezistent la tratamentele termice.
Pe de alta parte, GFLV, desi este izometric, poate fi eliminat complet prin termoterapie In anumite
conditii, ceea ce indicd o sensibilitate mai mare la temperaturd In comparatie cu alte virusuri

izometrice, precum GFkV. Eficienta elimindrii depinde nu doar de forma virusului (filamentoasa
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sau izometricd), de genotipul vitei-de-vie, dar si de speciile de virus si de interactiunile specifice
virus-vita-de-vie. In acelasi timp, tratamentul cu api fierbinte utilizat pentru controlul patogenilor
endogeni poate influenta vitalitatea materialului saditor, in special In cazul combinatiilor de
portaltoi si soiuri sensibile. Astfel, aplicarea termoterapiei reprezintd o abordare ecologica si
eficienta pentru diminuarea Incarcaturii patogene, a carei eficientd depinde in mod esential de

selectarea regimului termic adecvat, corelat cu specificul biologic al virusului.

1.6 Biotehnologii utilizate pentru obtinerea si multiplicarea materialului viticol

Biotehnologiile reprezintd un domeniu complex, care implicad utilizarea de sisteme
biologice si organisme vii pentru a crea sau modifica produse si procese in scopuri specifice. In
contextul viticulturii, aceste tehnici biotehnologice sunt aplicate pentru obtinerea si multiplicarea
acceleratd a clonelor initiale asanate de vitd-de-vie, contribuind astfel la producerea de material
saditor de calitate superioara si la mentinerea integritatii fitosanitare a soiurilor valoroase.

Una dintre cele mai importante metode biotehnologice utilizate in multiplicarea
materialului viticol sdnatos este cultura in vitro, care presupune cresterea si dezvoltarea tesuturilor
vegetale pe medii nutritive sterile, in conditii controlate de laborator. Aplicarea acestor tehnologii
permite depasirea limitarilor metodelor conventionale de reproducere si ofera solutii eficiente
pentru conservarea si multiplicarea genotipurilor valoroase, atit din punct de vedere agronomic,
cat si fitosanitar [138]. La vita-de-vie, regenerarea plantelor in vitro este realizata in principal prin
doud cai: organogeneza si embriogeneza somaticd, ambele fiind utilizate in cadrul procesului de
micropropagare. Micropropagarea reprezinta o tehnica prin care fragmente de planta (explanturi)
sunt cultivate pe medii nutritive specifice, in scopul obtinerii rapide a clonelor in cantitatile
necesare. Organogeneza presupune formarea organelor vegetative din tesuturi competente, fie
direct din meristeme (organogeneza directd), fie indirect, prin formarea prealabila a unui calus
(organogeneza indirectd). Aceasta ultima varianta poate duce la aparitia variatiilor somaclonale,
generate de modificari genetice si epigenetice ale plantelor obtinute [ 138]. Embriogeneza somatica
implicad formarea de embrioni din celule somatice, capabili sa se dezvolte in plante complete, iar
in cazul vitei-de-vie este utilizatd mai ales in scopuri experimentale. In practica, organogeneza
directa este frecvent preferatd pentru multiplicarea clonald, datorita stabilitatii genetice [169].

O varianta aplicata pe scard largd a micropropagarii este microbutasirea, care constd in
fragmentarea plantelor, obtinute prin cultura in vitro, in microbutasi — segmente mici de tulpina ce
contin cel putin un mugure axilar. Acestia sunt apoi transferati pe medii nutritive potrivite pentru
procesele de inradacinare si regenerare. Metoda permite multiplicarea eficientd a materialului

biologic intr-un interval scurt de timp, fiind o etapa-cheie in producerea clonelor asanate.
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Metoda culturii in vitro pentru vita-de-vie a fost descrisa de Galzy R. (1961) pentru prima
datd, care a demonstrat posibilitatea regenerdrii segmentelor vegetative pe un mediu nutritiv
suplimentat cu micro- si macroelemente. Ulterior, In anul 1981, Silvestroni O. a propus
imbogatirea mediului de culturd cu fitohormoni, in special citokinine, pentru stimularea
multiplicarii plantelor de vitd-de-vie, contribuind la inhibarea dominantei apicale si la
intensificarea cresterii lastarilor [138]. In prezent, se cunoaste ci eficienta regenerdrii si
multiplicarii vitei-de-vie pe deoparte depinde de marimea si tipul explantelor introduse, conditiile
de cultivare [169], genotipul vitei-de-vie, mediul nutritiv [1] si conditiile camerei culturale, cum
ar fi lumina. Etapa finala in aceastd tehnologie, aclimatizarea la conditiile ex vitro, joaca un rol
esential, fiind determinanta pentru reusita procesului si pentru cantitatea totala a plantelor obtinute.

Regenerarea si multiplicarea. In studiile efectuate in Italia, a fost explorat impactul
culturii in vitro asupra fenotipului plantelor de vita-de-vie. Rezultatele obtinute indica faptul, ca
desi majoritatea parametrilor analizati nu au prezentat diferente semnificative, plantele obtinute
prin micropropagare au avut un randament mai mare comparativ cu plantele crescute din butasi
lemnosi [66]. In cadrul cercetarilor efectuate de cercetitorii din Coreea, prin aplicarea markerilor
moleculari ISSR (Inter Simple Sequence Repeat) pentru detectarea mutatiilor somatice, rezultatele
au validat stabilitatea genetica a plantelor multiplicate prin cultura in vitro [83]. Cercetatorii din
Spania au investigat efectele diferitelor medii de crestere, impactul sezonului si locul de unde se
recolteaza explantul [12]. S-a constatat ca sezonul influenteaza direct starea fiziologica a plantei
mamad, ceea ce, la randul sdu, afecteaza comportamentul explanturilor in culturile in vitro. Studiul
a evidentiat ca explantele obtinute din partea inferioara a lastarilor erau mai predispuse la infestari,
influentand negativ rata lor de adaptare. In cadrul unor studii, au fost testate si comparate mai
multe variante de medii nutritive, printre care Murashige si Skoog (MS), Lloyd si McCown si
Woody Plant Medium (WPM). Rezultatele au demonstrat ca eficienta metodei de multiplicare
in vitro este puternic influentata de genotipul soiului, 1ar mediul MS s-a dovedit a fi cel mai adecvat
pentru cresterea si regenerarea explanturilor la soiurile de vitd-de-vie [117].

Studiile analizate aratd, cd metoda culturii in vifro este eficientd pentru regenerarea si
multiplicarea vitei-de-vie, oferind un randament mai bun comparativ cu inmultirea traditionala
prin butasi. In plus, a fost confirmati stabilitatea genetici a plantelor obtinute, ceea ce
demonstreaza ca plantele regenerate sunt identice din punct de vedere genetic cu planta-mama.

Lumina. Unul dintre principalii factori de mediu care influenteazd dezvoltarea plantelor,
il reprezinta lumina, avand un impact direct asupra ritmului de crestere si asupra formarii organelor
vegetative. Aceste efecte sunt rezultatul unor procese morfologice si fiziologice complexe, a caror

succesiune este determinata In mare masurd de programul genetic al plantei. Intensitatea luminii
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si capacitatea plantei de a utiliza eficient energia luminoasa sunt elemente esentiale care determina
modul in care se exprima aceste procese in conditii de cultura [59].

In conditii de laborator, caracteristicile luminii joaci un rol esential in reglarea proceselor
fotosintetice ale plantelor. Printre cei mai importanti parametri se numara: radiatia fotosintetic
activd (Photosynthetic Active Radiation), densitatea fluxului de fotoni fotosintetici
(Photosynthetic Photon Flux Density) si integrala zilnica de lumina (Daily Light Integral). Radiatia
fotosintetic activa (PAR) reprezintd ,,lumina utild” pentru plante, adica portiunea din spectrul
luminii (400—700 nm) pe care plantele o folosesc in mod direct in procesul de fotosinteza.
Densitatea fluxului de fotoni fotosintetici (PPFD) indica numarul de fotoni din aceasta zona activa
care ajung efectiv la nivelul suprafetei foliare intr-o anumiti unitate de timp. In productia de plante,
stabilirea densitatii optime a PPFD pentru fiecare specie este esentiald, deoarece influenteaza in
mod direct ritmul de crestere, dezvoltarea aparatului vegetativ si formarea lastarilor [12, 111]. In
cercetdrile recente, a fost dovedit cd pentru plantele cultivate in laborator este esential sd se
foloseascd o sursa de lumina care sa semene cat mai mult cu lumina naturald a soarelui care sa
includa o varietate de culori, de la ultraviolet pana la rosu indepartat [2].

In prezent, diodele emititoare de lumini (Light Emitting Diode, LED) sunt adesea
preferate in conditii controlate de cultivare a plantelor datoritd numeroaselor avantaje in
comparatie cu lampile folosite anterior [47]. LED-urile ofera posibilitatea de a controla cu precizie
parametrii luminii, precum intensitatea, durata si compozitia spectrald, care pot {1 ajustati in functie
de nevoile fiziologice ale plantelor sau de stadiul lor de dezvoltare. Aceastd capacitate de reglare
find permite optimizarea conditiilor de cultivare in vitro, avand un impact direct asupra eficientei
regenerdrii si cresterii plantelor [69, 165]. O alta caracteristicd importanta a LED-urilor este emisia
redusd de cdldura radiantd, ceea ce previne supraincalzirea plantelor in timpul cultivarii.
Proprietatea datd este importantd n conditii in vitro unde mentinerea unei temperaturi constante
si controlate este decisiva pentru dezvoltarea normala a plantelor si pentru evitarea stresului termic.
De asemenea, LED-urile emit lumind directionatd, concentrand fluxul de fotoni direct asupra
plantelor si reducand pierderile prin dispersie. In plus, acestea au o durati de viati semnificativ
mai mare comparativ cu sursele conventionale si asigura un consum energetic mai eficient, ceea
ce le face mai avantajoase din punct de vedere economic [9, 47, 101].

Cercetatorii din Turcia au studiat influenta luminii LED monocromatice rosii, albastre si a
luminii vizibile (400-700 nm) asupra cresterii plantulelor de vitid-de-vie 1n conditii in vitro,
folosind doud niveluri de intensitate: 2500 si 5000 lux. Lumina rosie a produs cea mai mare
lungime a mugurelui axilar, In timp ce lumina rosie si vizibila la 2500 lux a produs cea mai rapida

crestere a mugurelui axilar. Rezultatele evidentiaza efectul favorabil al radiatiei rosii asupra
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dezvoltarii vegetative timpurii si adaptarii fotosintetice [ 137]. Un alt studiu comparativ a investigat
influenta luminii monocromatice asupra dezvoltarii vitei-de-vie, eficientei fotosintetice a
frunzelor, distributiei carbonului in planta si modificarilor la nivelul transcriptomului, utilizand
lumina alba ca martor. Rezultatele au aratat cd lumina rosie si cea albastrd au stimulat cresterea
plantelor intr-un mod mai eficient decit lumina alba, evidentiind impactul specific al spectrului
luminos asupra proceselor fiziologice si moleculare implicate In dezvoltarea vitei-de-vie [101].
Concluziile acestor cercetdri evidentiaza importanta spectrului luminos in reglarea proceselor de
crestere si dezvoltare a vitei-de-vie in conditii in vitro. Lumina rosie si cea albastra s-au dovedit a
fi cele mai eficiente in stimularea alungirii mugurilor, a activitatii fotosintetice si a distributiei
carbonului 1n plantd. Trebuie mentionat ca studiile privind influenta spectrului LED asupra
dezvoltarii vitei-de-vie in cultura in vifro sunt incd limitate, ceea ce subliniaza necesitatea
continudrii cercetarilor experimentale si aprofundate in acest domeniu.

Aclimatizarea. Cea mai sensibila etapa din metoda culturii in vitro este adaptarea plantelor
la conditiile nesterile de mediu, adica trecerea la cresterea ex vitro. In aceasta faza, plantele devin
vulnerabile la stresul cauzat de schimbarile de umiditate, temperatura si expunerea la agenti
patogeni. Potrivit datelor din literatura, rata de pierderi In aceasta etapa poate fi semnificativd, in
unele cazuri doar aproximativ 25% dintre plantele regenerate reusind sa se adapteze cu succes la
conditiile ex vitro [190]. Principala cauza a pierderilor semnificative de plante in timpul
aclimatizarii este legatd de slaba dezvoltare structurald a acestora, atat din punct de vedere
morfologic, cét si fiziologic. In conditiile de culturi in vitro, plantele prezinti adesea o fotosinteza
slab activd sau chiar inactiva, fiind dependente de sursele exogene de carbon din mediu. De
asemenea, acumularea de etilend in mediile de cultura poate provoca dezechilibre metabolice si
fiziologice, care reduc capacitatea plantelor de a se adapta la noile conditii ex vitro [180].

Multi autori au raportat modificari structurale semnificative la plantele crescute in vitro, in
special la nivelul tesuturilor frunzelor si ridicinilor. in frunze, se observa reducerea numarului de
straturi celulare In parenchim si prezenta unor spatii intercelulare mari. Umiditatea ridicata din
vasele de culturd, alaturi de lipsa expunerii la radiatii ultraviolete, afecteaza formarea cuticulei,
ceea ce determina o diminuare a stratului ceros cuticular si modificari in structura frunzelor.
Absenta cuticulei determind o crestere semnificativd a pierderilor de apd prin transpiratie,
coeficientul de difuzie al apei crescand de pana la 500 de ori. In plus, stomatele dezvoltate in
conditii in vitro sunt adesea nefunctionale si nu raspund adecvat la factorii de mediu, rimanand
deschise. La nivelul radacinilor, se remarca absenta perilor absorbanti, un sistem conducator slab
dezvoltat si celule hipertrofiate. Aceste caracteristici contribuie la aparitia vitrificarii fiziologice,

afectdnd negativ adaptabilitatea plantelor in faza de tranzitie ex vitro [180].
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O serie de lucrari stiintifice au fost dedicate imbunatatirii procesului de aclimatizare a
vitroplantelor de vitd-de-vie, evidentiind importanta substratului, a umiditatii si a conditiilor de
mediu pentru reusita tranzitiei ex vitro. Solutiile propuse variaza de la utilizarea amestecurilor de
turbd, nisip si sol, pana la integrarea unor aditivi precum zeolitul sau hidroabsorantii, care
contribuie la mentinerea unei umiditati stabile si la reducerea stresului hidric. Astfel de interventii
au ca scop crearea unui mediu mai favorabil pentru inradacinare si dezvoltare, crescand sansele de
supravietuire a plantelor dupa transferul din conditii sterile [183]. Unele cercetéri pun accentul pe
rolul stimulatorilor de crestere in sustinerea adaptarii plantelor in faza ex vitro. De exemplu,
savantul Rebrow A.M. a demonstrat, ca utilizarea regulatorilor de crestere, precum lignohumat de
potasiu, extrasol, emistim i zircon, contribuie la Tmbunatatirea rezistentei fiziologice a plantelor
si la 0 mai buna aclimatizate la mediul extern [191].

Aceste cercetari evidentiaza faptul ca etapa de aclimatizare constituie un moment esential
in succesul procesului de micropropagare a vitei-de-vie, fiind determinatd atat de proprietatile
fizico-chimice ale substratului, cat si de starea fiziologica a plantelor la momentul transferului.
Alegerea optima a compozitiei substratului si utilizarea materialelor cu capacitate ridicatd de
retinere a apei, completate cu macro- si microelemente nutritive, reprezintd o conditie
indispensabild pentru adaptarea eficienta a plantelor la mediul ex vitro.

In Republica Moldova, primele rezultate relevante in domeniul multiplicirii vitei-de-vie
prin cultura in vitro au fost obtinute in anul 1990 de Litvak A. I., Kuzimenco A. P., Guzun N. I. s1
Minakova R. V. in cadrul studiului ,,Metoda de inmultire vegetativa a vitei-de-vie”. In acelasi an,
Litvak A. I. si Kuzimenco A. P., au dezvoltat un mediu nutritiv destinat introducerii explantelor
in cultura in vitro, omologat prin certificat de autor (1990). Compozitia acestuia se baza pe
microelemente conform formulei Heller, macroelemente dupa Knop si un complex de vitamine
adaptat dupa Morel. Schema propusa prevedea doua etape succesive de cultivare: prima etapa
pentru obtinerea plantelor initiale si o a doua etapa pentru multiplicarea acestora. Directia de
cercetare orientatd spre dezvoltarea biotehnologiilor pentru obtinerea materialului viticol sanétos

a fost continuata de Bondarciuc V., Sultanova O. si Constantinova I.

1.7 Analiza situatiei actuale de producere a materialului de inmultire viticol asanat
In viticultura moderna, obtinerea materialului de inmultire liber de agenti patogeni
constituie un proces complex, care implicd utilizarea tehnologiilor biotehnologice avansate si
conformarea la cadrul legislativ si normativ al fiecdrui stat. Tarile cu traditie in domeniu au
elaborat scheme tehnologice proprii pentru producerea materialului saditor sandtos, adaptate

infrastructurii de cercetare, resurselor locale si prioritdtilor nationale. Pentru a asigura
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trasabilitatea, calitatea si controlul riguros in procesul de producere a materialului saditor viticol
liber de boli cronice, in tarile producatoare de material de plantare a fost constituita o retea de
organisme interprofesionale si interdisciplinare. Acestea colaboreaza cu institutii stiintifice si de
invatamant, proprietari de pepiniere viticole, autoritati de inspectie fitosanitara, precum si cu
companii specializate in echipamente si produse pentru testare fitosanitara. Printre aceste structuri
se numara: ENTAYV si INRA din Franta, Servizio Fitosanitario Nazional din Italia, GAZENHEIM
din Germania, National Grape Clean Plant Network (NCPN) din Statele Unite ale Americii, The
Canadian Plant Protection Export Certification Program (PPECP) din Canada, Vine Improvement
Association din Africa de Sud, New Zealand Winegrowers si The New Zealand Institute for Plant
and Food Research Ltd (Plant & Food Research), si altele.

Din necesitatea coordonarii acestor eforturi la nivel international, a fost fondat Consiliul
International pentru Studiul Virusurilor si Bolilor asemanatoare Virusului (International Council
for the Study of Virus and Virus-like Diseases of the Grapevine, ICVQ), care a reunit specialisti
din principalele centre viticole ale lumii, avand drept scop consolidarea cercetdrilor si schimbului
de informatii in domeniul virologiei vitei-de-vie. Consiliul ICVG a fost fondat n anul 1962 de un
grup de fitopatologi din America si Europa, avand drept scop promovarea cercetarilor in domeniul
virologiei vitei-de-vie si facilitarea schimbului de experientd intre specialisti. Activitatea
Consiliului s-a axat pe dezvoltarea cercetarii fundamentale si aplicative, precum si pe
constientizarea impactului bolilor infectioase asupra sectorului viticol, contribuind semnificativ la
promovarea si producerea materialului de inmultire sanitos si certificat. In cadrul celei de-a 14-a
intalniri a ICVG din 2003, a avut loc un atelier comun EPPO/NAPPO privind certificarea vitei-
de-vie, in urma caruia au fost elaborate doua serii de ,,Recomandari’ (2003, 2012) si doud editii
ale cataloagelor ,,Directories of Viruses and Virus— like Diseases of Grapevine” (2007, 2014).
Acestea au oferit autoritatilor de reglementare un cadru actualizat al cunostintelor privind bolile
vitei-de-vie si servesc drept ghid in procesul de producere si comercializare a materialului de
inmultire in tarile viticole.

In Uniunea Europeani (UE), procesul de producere este controlat de un cadru legislativ
unitar [158-162] si de standardele EPPO [50], care reglementeaza procesul de obtinere, testare si
multiplicare a materialului viticol sdnatos. Asigurarea unei productii viticole de calitate superioara,
atat sub aspect calitativ, cat si cantitativ, are la baza multiplicarea soiurilor de vita-de-vie cu
caracteristici valoroase si a portaltoilor rezistenti, utilizand material biologic controlat biologic si
fitosanitar inca din faza de selectie a plantelor initiale. Principiile generale includ alegerea
plantelor candidati in clone din soiurile si clonele inregistrate, evaluarea si testarea acestora,

izolarea lor in conditii de sere sau cAmpuri speciale, si retestarea periodica.
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Selectia fitosanitard are ca obiectiv eliminarea indivizilor bolnavi, prevenirea raspandirii
bolilor si identificarea plantelor mai putin sensibile la infectii. In acest context, cunoasterea
aprofundata a soiului este esentiala pentru distingerea simptomelor cauzate de factori abiotici
(grindina, inghet, arsuri solare, tulburari de nutritie, exces de substante chimice) de cele provocate
de agenti biotici (boli, ddunatori).

Testarea materialului selectat se efectueaza prin metode de laborator (ELISA, PCR si
microbiologice) pentru depistarea principalelor boli de etiologie viroticd, fitoplasmatica si
bacteriana. In statele membre ale UE, aplicarea acestor norme este corelati cu legislatia nationala,
ceea ce a dus la diferente intre state. De exemplu, de neuniformitate intre tarile membre: complexul
de boli rugozitatea scoartei (RS) In Germania era mai putin importanta si nu era inclusa in selectia
fitosanitara, iar in Italia RS era o problema majora, astfel era inclusa in lista maladiilor testate. La
fel closterovirusurile GLRaV-1 si GLRaV-3 erau mentionate in toate statele in timp ce alte virusuri
leafroll erau ignorati. De exemplu, GLRaV-2 era acceptat doar in Franta ca fiind o boald endemica.
In conformitate cu Regulamentul de punere in aplicare (UE) 2018/2019 al Comisiei privind
sandtatea plantelor iIn UE, a fost introdus un pasaport fitosanitar unic (,,plant health label”),
aplicabil tuturor categoriilor de material sdditor: initial, baza, certificat si standard [52] . Astfel,
nivelul de infectie trebuie sa fie de 0% pentru Arabis mosaic virus (ARMYV), Candidatus
Phytoplasma solani (PHYPSO), Grapevine fanleaf virus (GFLV), Grapevine leafroll associated
virus 1 (GLRaV-1) si Grapevine leafioll associated virus 3 (GLRaV-3) in genul Vitis L. In ceea
ce priveste Grapevine fleck virus (GFKV), nivelul de infectie trebuie sa fie de 0% doar pentru
portaltoi in cazul materialului de inmultire initial. Rezultatele obtinute in urma testarilor de
laborator servesc la identificarea plantelor sandtoase destinate multiplicarii, iar in situatiile in care
toti candidatii in clone sunt infectati, se aplicd metode de asanare

Asanarea clonelor testate pozitiv se realizeazd prin aplicarea metodelor de devirozare,
precum termoterapia cu apa fierbinte, termoterapia cu aer fierbinte, cultura in vitro, chimioterapia
si embriogeneza somatica. Plantele care corespund cerintelor fitosanitare sunt inregistrate oficial
ca material de inmultire initial (stoc nucleu) si utilizate pentru multiplicarea in conditii controlate,
care previn reinfectarea, in vederea obtinerii materialului de valoare biologica Baza.

In statele membre ale UE, inclusiv Romania, aplicarea acestor norme este corelati cu
legislatia nationald. Astfel, Ministerul Agriculturii si Dezvoltarii Rurale (MADR) elaboreaza acte
normative si ghiduri tehnice care completeaza cadrul comunitar. Un exemplu este ,,Ghidul de bune
practici”, care oferd recomanddri privind masurile de prevenire si combatere a bolilor si
daunatorilor, precum si norme administrative si tehnice necesare pentru asigurarea unui nivel 1nalt

de protectie fitosanitara in plantatiile viticole [112].
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Un exemplu reprezentativ de implementare a principiilor de certificare si control fitosanitar
stabilite la nivelul Uniunii Europene este schema aplicatd in Italia, coordonatd de Servizio
Fitosanitario Nazionale in colaborare cu institutiile de cercetare viticole, care ilustreaza modul de
organizare a procesului de certificare si de mentinere a materialului de Inmultire de categorie
biologica superioara. Schema generald a acestui proces este prezentata in figura 1.2 si reflecta

etapele principale de obtinere a clonelor initiale (stoc nucleu).

Selectia prin observare
vizuali a candidatilor in

clone
Evaluarea starii
fitosanitare a
candidatilor in clone
Plante testate Plante infectate

negativ

~
i e Asanarea plantelor Excluderea
infectate plantelor infectate
J

inregistrarea J [ Testate pozitiv |

]

Clone initiale
(stoc nucleu)

Fig. 1.2 Schema procesului aplicat in Italia pentru obtinerea materialului initial (stoc

nucleu), in conformitate cu programul de certificare implementat in UE [102]

Materialul certificat, obtinut din aceste plantatii, este destinat pepinierelor autorizate si
producitorilor viticoli, fiind utilizat pentru infiintarea plantatiilor comerciale de viti-de-vie. In
ansamblu, sistemul italian de certificare reprezintd un mecanism integrat, care asigura
trasabilitatea, uniformitatea si calitatea materialului de inmultire viticol.

In afara spatiului european, au fost dezvoltate si implementate modele similare de
certificare si control fitosanitar, adaptate particularitatilor regionale ale fiecarei tari viticole. Un
exemplu concludent il reprezinta sistemul din Statele Unite ale Americii (SUA), unde procesul de
obtinere a materialului de inmultire viticol sdnatos se bazeaza pe aceleasi principii conceptuale ale

certificdrii, fiind organizat intr-o structura proprie, coordonata la nivel national.
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In SUA, sistemul de producere a butasilor viticoli sanatosi este ghidat de cadrul National
Clean Plant Network (NCPN), sub coordonarea USDA (Departamentul de Agricultura al Statelor
Unite). Se utilizeaza o structurd pe generatii (G/—G4): GI reprezintd materialul nucleu
(foundation), obtinut $i mentinut sub cele mai stricte conditii de izolare, retestat si supus unor
metode moderne de diagnostic, precum secventierea de noua generatie (NGS). Ulterior, G2 si G3
reprezintd stadiile intermediare de multiplicare, pand cand se ajunge la G4, care constituie
materialul certificat destinat viticultorilor. Spre deosebire de modelul din Europa, infrastructura
de mentinere a acestor generatii este specifica unor centre denumite Clean Plant Centers, care
asigura testari regulate si pun in aplicare proceduri de asanare. Aceastd schema tine cont de cerinte
similare: gestionarea vectorilor, eliminarea plantelor suspecte de infectii, utilizarea testelor
moleculare si serologice pentru confirmarea starii de sanatate [119].

In contextul alinierii la standardele internationale, Republica Moldova a intreprins actiuni
similare orientate spre crearea unui cadru normativ si institutional armonizat cu practicile europene
si internationale. Pentru ameliorarea situatiei din sectorul vitivinicol si pentru stabilirea unei baze
legislative solide, Guvernul Republicii Moldova a adoptat un cadru normativ specific, prin Legea
nr. 420-XVI din 22 decembrie 2006 privind activitatea de reglementare tehnica si Legea viei si
vinului nr. 57-XVI din 10 martie 2006 [97, 98]. In continuarea acestor legi, a fost emisa Hotararea
Guvernului nr. 418 din 9 1ulie 2009, prin care a fost aprobatd Reglementarea tehnica ,,Producerea,
certificarea, controlul si comercializarea materialului de inmultire si saditor viticol”. Ulterior,
aceastd reglementare a fost abrogata prin Hotdararea Guvernului nr. 432 din 21 iunie 2024
(Monitorul Oficial nr. 314-317 din 23.07.2024, art. 633), prin care a fost stabilit noul cadru
national de producere a materialului saditor viticol, impartit in categoriile: Prebaza, Baza,
Certificat si Standard [73]. Principiile tehnologice includ mentinerea plantatiilor de preinmultire
sub control fitosanitar anual, testdri cu frecventa stabilitd si excluderea plantelor infectate cu
virusuri sau cu forme latente de cancer bacterian. Noul cadru normativ pune bazele formarii unui
sistem unitar de certificare, trasabilitate si control fitosanitar al materialului de inmultire viticol,
orientat spre armonizarea cu cerintele Uniunii Europene. Totodatd, se impune elaborarea si
implementarea unei tehnologii eficiente de obtinere a materialului viticol sandtos, adaptate
situatiei fitosanitare actuale, reiesind din natura si gradul de raspandire a agentilor patogeni.

Reiesind din analiza modului de organizare a productiei de material viticol sdnatos in
diferite tari, se poate concluziona, cad indiferent de regiune orice tehnologie de producere a
materialului saditor viticol se bazeaza pe aceleasi pricipii si etape-cheie. Procesul de obtinere a
plantelor libere de agenti patogeni presupune respectarea tuturor etapelor interconectate, incepand

cu selectia candidatilor in clone si finisand cu certificarea materialului saditor de vitd-de-vie.
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1.8 Concluzii la capitolul 1

1. S-a constatat cd 1n plantatiile viticole, bolile cauzate de agenti patogeni de etiologie
virala, fitoplasmaticd si bacteriand sunt larg raspandite, vita-de-vie fiind una dintre speciile
horticole la care a fost identificat cel mai mare numar de patogeni intracelulari: peste 100 de
virusuri, 5 viroizi, 8 fitoplasme si mai multe specii de bacterii xilemice.

2. A fost stabilit ca infectiile produse de virusuri, fitoplasme si cancer bacterian provoaca
pagube semnificative, reducand rezistenta plantelor la factorii de stres abiotici si biotici, afectand
calitatea butasilor altoi si portaltoi, reducand productia de struguri si diminuand calitatea recoltei.

3. S-a constatat cd identificarea virozelor si a cancerului bacterian al vitei-de-vie se
realizeaza prin aplicarea unui ansamblu de metode biologice, serologice si moleculare, in care
testarea prin metoda ELISA constituie procedura standard utilizatd in laboratoarele de profil, iar
tehnica PCR este tot mai frecvent implementata datorita sensibilitatii ridicate si specificitatii in
detectarea agentilor patogeni.

4. S-a relevat cd agentii patogeni mentionati sunt paraziti intracelulari obligati, fapt care
limiteaza eficienta metodelor traditionale de combatere. O solutie viabild si durabilda pentru
reducerea raspandirii bolilor vitei-de-vie cauzate de virusuri, fitoplasme si 4. vitis o constituie
selectia fitosanitara, bazatd pe obtinerea si utilizarea clonelor sanatoase, completatd cu masuri
preventive menite sa reduca riscul reinfectarii secundare.

5. S-a constatat ca bolile vitei-de-vie de etiologie virala si cancerul bacterian se manifesta
sistemic §i au un caracter cronic, iar utilizarea materialului saditor infectat contribuie la
perpetuarea si extinderea acestor agenti patogeni in plantatiile viticole comerciale. Deosebit de
periculoasa este transmiterea infectiilor prin inmultirea vegetativa, in special prin utilizarea
materialului viticol provenit din surse contaminate, fapt ce favorizeaza raspandirea agentilor
patogeni in noile plantatii si compromiterea starii fitosanitare a acestora.

6. S-a evidentiat necesitatea elaborarii si implementdrii unei tehnologii eficiente de
obtinere si multiplicare rapidd a clonelor sdnatoase de vitd-de-vie, In scopul prevenirii raspandirii
agentilor patogeni ai bolilor virale, fitoplasmatice si ai cancerului bacterian in plantatiile viticole
din Republica Moldova. Aceasta tehnologie trebuie sa includd infiintarea plantatiilor-mama de
categorii biologice Prebaza si Baza, care sa asigure tranzitia sectorului pepinieristic la producerea

materialului saditor viticol de categoria Certificat, conform reglementarilor nationale.
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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). in
tezd sunt incluse rezultatele investigatiilor stiintifice efectuate in colaborare cu colegii de
laborator: Bondarciuc Victor, doctor in stiinte agricole; Sultanova Olga, doctor in stiinte biologice;
Haustov Evghenii, doctor in stiinte agricole; Constantinova Irina, cercetator stiintific; Satnic
Feodora, cercetdtor stiintific; Lisnic Tamara, inginer superior in agricultura; Mihailiuc Natalia,
inginer coordonator; Costina Svetlana, laborant.

Studiile au fost desfasurate in conditii de laborator, sera si camp utilizand material vegetal
provenit din plantatii viticole, din sera si camere termostate. Materialul biologic utilizat in studiu
a inclus genotipuri de vitid-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 vita-de-vie

In scopul selectarii materialului biologic initial pentru obtinerea clonelor fitosanitare de
vita-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 vitd-de-vie, precum si a plantatiilor-
mamad 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
cultivate. Evaluarile pentru soiurile Copceac si Tudor au fost efectuate in parcelele de selectie
situate in orasul Codru, str. Vierul nr. 59; pentru soiurile Pldvaie si Tudor in plantatiile din satul
Costesti, raionul Ialoveni; pentru soiul Moldova in plantatia din satul Scoreni, raionul Straseni.

In urma inspectiilor de teren, au fost selectati butuci de viti-de-vie care nu prezentau
simptome de boli virale, fitoplasmatice sau de cancer bacterian si care se caracterizau prin vigoare
vegetativa, productivitate constanta si calitate superioard a strugurilor. Materialul biologic colectat
din acesti butuci a fost analizat si utilizat ulterior in cercetarile de laborator pentru asanare,
regenerare, multiplicare in vitro si testare fitosanitara complexa.

In cadrul cercetirilor au fost incluse soiuri autohtone de viti-de-vie, care prin
particularitatile lor biologice si agro-oenologice reprezintd un patrimoniu genetic esential pentru
viticultura Republicii Moldova. Ele constituie baza traditionala a sortimentului national si au un

rol important in mentinerea diversitatii si in programele de selectie clonala.
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Feteasca Alba — este un soi vechi, raspandit in Republica Moldova, Roméania, Ungaria,
Ucraina si Germania. Strugurii se maturizeaza in septembrie si prezintd o mare capacitate de
acumulare a zaharurilor. Vinurile obtinute sunt catifelate, cu gust echilibrat si fin, utilizate atat
pentru vinuri seci de calitate superioara, cét si pentru vinuri demidulci si spumante [149].

Feteasca Neagra — este un soi autohton cunoscut din timpuri stravechi, cultivat astazi pe
scard larga in Moldova si peste hotare. Este intdlnit sub diferite sinonime (Coada Randunicii,
Pasareasca Neagrd, Poama Fetei Neagrd, Fekete Leanyka, Chornaya Fetyaska). Din struguri se
obtin vinuri rosii seci, echilibrate, cu arome caracteristice de prune uscate, visine si fructe de
padure, cu gust armonios, texturd plind si potential ridicat de maturare la butoi [149].

Feteasca Regala — descoperita dupd 1920 in Transilvania, are ca genitori confirmati prin
analize moleculare Feteasca Alba si Francusa. Vinurile au o culoare alb-verzuie, evoluand spre
galben-pai la maturare, cu tarie alcoolicd moderata si aciditate ridicata, ce le confera prospetime,
echilibru si o aroma florala distincta. Este utilizata pentru vinuri seci, spumante si distilate [149].

Rara Neagra — este un soi vechi, considerat rar, sinonim cu Babeasca Neagra in Romania.
Prezinta productivitate ridicata si rezistenta la seceta. Vinurile au o culoare rosu-rubinie cu reflexe
de rodie, sunt catifelate, cu note de fructe uscate si vanilie. Se disting prin aciditate mai ridicata
decat alte vinuri rosii, ceea ce le confera prospetime. Este un soi de referinta pentru cupaje, fiind
component esential al celebrului Negru de Purcari [149].

Copceac — este o forma ameliorata a soiului Rard Neagra, cu maturare mai tarzie (sfarsit
de septembrie — inceput de octombrie). Produce vinuri rosii seci de calitate superioara, dar si vinuri
de desert, cu culoare intensd si aroma distinctd. Vinurile rosii seci din Copceac sunt frecvent
utilizate In cupaje pentru Tmbogatirea structurii [149].

Pliavaie — este un soi autohton vechi, cunoscut prin numeroase sinonime (Plavana, Bélana,
Bilaia, Poama Plivaie). In trecut ocupa suprafete mari in sudul Moldovei, Panciu si Odobesti.
Produce vinuri albe seci de consum curent, culoare galben-verzuie si aroma discretd. Strugurii sunt
utilizati si pentru spumante si distilate [149].

Negru de Causeni — furnizeaza vinuri rosii seci cu arome de fructe uscate, gust armonios
si placut, cu tarie alcoolicd medie si fructuozitate ridicatd. Aceste vinuri se recomandad pentru
consum 1n stare tanara, fara maturare suplimentara [149].

Busuioaca de Bohotin — soi aromat, cu vinuri caracterizate printr-un buchet intens, floral,
cu note de busuioc, utilizat pentru vinuri aromate de calitate si pentru cupaje speciale [25].

Francusa si Zghihara — soiuri albe vechi, cultivate traditional in podgoriile Moldovei si

Romaniei. Vinurile din Francusa sunt seci, usoare, cu aciditate ridicata, prospetime caracteristica
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si un continut moderat de alcool, fiind potrivite pentru consumul tanar. Zghihara produce vinuri
albe verzi-gdlbui, cu gust vioi, placut si echilibrat, recomandate pentru consum curent [142].

Telti Curuc (Coada vulpii) — este un soi vechi, originar din zona Marii Negre, mentionat
in sursele ampelografice ca Telti-Kuruk (din turca ,,coada de vulpe”, denumire ce reflecta aspectul
ciorchinilor). In prezent, soiul este cultivat cu precadere in sudul Ucrainei, in regiunea Odesa, unde
centrul vinicol Sabo il valorificd drept component al patrimoniului vitivinicol local. In Republica
Moldova este intalnit sporadic in plantatiile vechi si in colectii ampelografice, fiind cunoscut sub
sinonimul ,,Coada vulpii” [152].

Au fost valorificate si soiurile de selectie noud, create in Republica Moldova, cu valoare
biologicd si economicd deosebitad. Aceste soiuri au fost obtinute prin programe de ameliorare
derulate de cercetatorii moldoveni incepand cu a doua jumatate a secolului XX si se disting prin
rezistenta sporita la stresul abiotic si boli criptogamice, stabilitatea productiilor si calitatea vinurilor
sau a strugurilor de masa pe care le furnizeaza. Ele reprezinta o contributie la diversificarea bazei
sectorului vitivinicol al Republicii Moldova.

Moldova — obtinut prin hibridarea Guzali Kara x Villard Blanc, creat de Juraveli M.S.,
Gavrilov L.P., Borzicova G.M. si Guzun N.I. Este unul dintre cele mai raspandite soiuri
moldovenesti de masd, valorificat pe scard larga datorita productivititii ridicate, aspectului
comercial al ciorchinilor si calitatii gustative a boabelor. Se remarca prin rezistentd sporita la boli
criptogamice si printr-o buna capacitate de pastrare a strugurilor dupa recoltare, ceea ce il face
deosebit de apreciat atat pe piata interna, cat si la export [173].

Luminita — rezultat din incrucisarea Cabernet Sauvignon x Seibel 13-666; autori: Guzun
N.L, Olari F.A., Tapco M.V. Este un soi tehnic, valorificat pentru producerea vinurilor aromate si
caracterizat printr-o bund adaptabilitate la conditiille pedoclimatice locale. Luminita este
recomandat pentru fabricarea vinurilor albe seci si a spumantelor albe de calitate [149, 173].

Muscat de Ialoveni — derivat din combinatia Seibel 13-666 % Aleatiko; creat de Guzun
N.L, Olari F.A., Tapco M.V., Caidan E.A., Conovalova A.V., Naidenova [.N., Nedov P.N. Soiul
este apreciat pentru aromele tipice de muscat si pentru calitatea superioard a vinurilor obtinute. Este
utilizat la producerea vinurilor albe seci de calitate, a vinurilor demidulci, precum si a sucurilor.
Datorita rezistentei sporite la factorii stresanti ai mediului, Muscat de laloveni este recomandat si
pentru obtinerea produselor vinicole ecologice [149, 173].

Basarabia — hibrid interspecific (VI-39-93 x VII-11-30), creat de Savin Gh., Cornea V.,

Baca I., Popov A. Soi de masa promitator, cu boabe mari de culoare neagra-albastra [5].
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Codrinschii — obtinut prin Incrucisarea soiurilor Babeascd neagrd x Cabernet Sauvignon;
autor: Vedeneeva V.S. Soiul de struguri Codrinschii este destinat producerii vinurilor roze si rosii
seci de calitate, fiind recomandat totodatad pentru elaborarea vinurilor spumante si utilizarea ca
element valoros in cupaje de vinuri rosii de calitate superioara [196].

Meleag — hibrid obtinut prin incrucisarea Varousset X Malvoisie rouge, creat de Guzun N.,
Olari T., Cazac T. si colaboratori. Este un soi de stuguri, destinat producerii vinurilor rosii de
calitate, cu recunoastere recenti pe piata viticola. In anul 2021, Meleag a fost omologat de Comisia
de Stat pentru Testarea Soiurilor de Plante si inclus Tn Registrul de Stat al culturilor agricole din
Republica Moldova, conform adeverintei nr. 803 [8].

Tudor — rezultat din combinatia Datier de St. Vallier X Pobeda; creat de savantii Olari F.,
Cazac F., Guzun N., Tapco M., Djurii V., Nezalzova I., Cogilniceanu I., Supostat L. Este un soi de
struguri pentru masa, adaptat la conditiile pedoclimatice locale [3].

Onitcanschii beldi — creat prin hibridarea Cili Ghiuliabi x [SV 20-366 + polen liber de
Pinot blanc]; autori: Verderevschii D.D., Voitovici C.A., Naidenova [.N. Soi de struguri pentru vin
cu boabe albe, atractive si rezistenta sporita la factori biotici si abiotici [173].

Legenda — rezultat din Incrucisarea Royal Vinyard x Traminer roz; creat de Guzun N.,
Olari T., Tipko M., Nedov P., Gaind B. Soi de struguri pentru vin. Productia de struguri a acestui
soi este destinatd obtinerii vinurilor albe seci, caracterizate printr-o aroma florala placuta, de
trandafir, specifica soiului, si printr-un gust plin si proaspat. Datorita rezistentei sporite la factorii
stresanti ai mediului, soiul este recomandat si pentru producerea bauturilor vinicole ecologice [34].

Chismis lucistii — hibrid intre Cardinal x Chismis roz; creat de Juraveli M.S., Borzicova
G.M., Gavrilov I.P. Este un soi apiren de masa, foarte apreciat pentru aspectul boabelor si calitatile
gustative. Boabele sunt mari, crocante, cu o textura placuta si un gust echilibrat, dulce-aromat, ceea
ce 1l face deosebit de valoros pentru consumul in stare proaspata [7].

In cadrul cercetirilor au fost incluse si soiuri europene consacrate, cultivate pe scara larga
in podgoriile Republicii Moldova si recunoscute la nivel international pentru valoarea lor
oenologica, adaptabilitatea bund la conditii pedoclimatice variate si calitatea constantd a
productiilor. Acestea au servit drept reper comparativ, fiind utilizate atat pentru evidentierea
candidatilor 1n clone, cét si pentru analiza starii fitosanitare in raport cu alte categorii de soiuri.

Sauvignon blanc — soi originar din regiunea Bordeaux, cultivat din secolul al XVIII-lea.
Este apreciat pentru aromele sale erbacee si florale caracteristice si este utilizat la producerea
vinurilor albe seci de calitate superioard, cu aciditate proaspata si potential bun de maturare. Se

adapteaza bine conditiilor temperate, insd prezinta sensibilitate la mucegai si mana [58].

54



Merlot — originar din Bordeaux (Franta), atestat documentar din secolul al XVIII-lea. Este
unul dintre cele mai raspandite soiuri rosii la nivel mondial, valorificat pentru vinuri rosii seci,
corpolente, dar si pentru cupaje. Se remarca prin adaptabilitatea la diferite tipuri de soluri si
conditii de clima, dar este sensibil la ger si la ingheturile tarzii [58].

Pinot noir — soi de struguri pentru vin cu origine in Burgundia (Franta), considerat unul
dintre cele mai vechi soiuri europene, cu istorie de peste 2000 de ani. Utilizat pentru producerea
vinurilor rosii elegante si a spumantelor de calitate, Pinot noir este sensibil la conditiile
pedoclimatice nefavorabile si la boli criptogamice (in special mucegaiul cenusiu si mand), dar in
zonele potrivite oferd vinuri de mare finete, complexitate aromatica si tipicitate distinctd [58].

Chardonnay — originar din Burgundia (Franta), rezultat probabil din hibridarea naturala a
soiurilor Pinot noir X Gouais blanc. Este cel mai raspandit soi alb international, utilizat pentru
vinuri albe seci de calitate si spumante. Se caracterizeaza prin plasticitate ecologicd si prin
capacitatea de a exprima terroir-ul local, dar este sensibil la ingheturile severe [58].

Pinot gris — derivat din Pinot noir, cu origine in Burgundia si Alsacia (Franta). Cunoscut
si sub alte denumiri (Grauburgunder, Rulénder, Tokay d’ Alsace), este apreciat pentru vinurile albe
catifelate, cu aroma fructata si echilibru bun intre zaharuri si aciditate. Se adapteaza bine la zonele
cu clima temperata si soluri fertile, dar este predispus la mucegai si putregaiul cenusiu in conditii
ploioase, ceea ce necesita o atentie sporitd in lucrarile agrotehnice si fitosanitare [58].

Cabernet Sauvignon — soi aparut natural in Bordeaux (Franta) din incrucisarea Cabernet
Franc x Sauvignon blanc. Considerat un ,,soi clasic” la nivel mondial, este cultivat pe scara larga
in toate regiunile viticole importante. Produce vinuri rosii de calitate superioara, cu continut ridicat
de taninuri si o capacitate excelentd de invechire. Se remarcad prin rezistenta la secetd si
adaptabilitatea larga, insa prezinta sensibilitate la temperaturi critice joase si la geruri mari [58].

Alegerea portaltoiului are o insemnatate promordiala, deoarece de el depinde valorificarea

superioara a diferotor tipuri de sol vigoarea de crestere, intrarea pe rod, cantitatea si calitatea
recoltei. In cadrul cercetarilor au fost utilizati portaltoi interspecifici consacrati in viticultura
europeana, caracterizati printr-o buna adaptabilitate la diferite conditii pedoclimatice si rezistenta
la filoxera. 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 [P INCAAMV.

Berlandieri x Riparia SO4 (Selection Oppenheim 4) este un hibrid interspecific obtinut
prin incrucisarea speciilor V. berlandieri si V. riparia la Geisenheim (Germania). Acest portaltoi

prezinta o vigoare moderata si se adapteaza bine solurilor compacte, grele si umede. Este rezistent
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la filoxera si manifestd toleranta relativa la cloroza calcard, fiind utilizat pe scara larga in plantatiile
comerciale datorita stabilitatii productiei pe care o asigura [130].

Berlandieri x Riparia Kober SBB este un hibrid obtinut la Klosterneuburg (Austria),
caracterizat printr-o vigoare ridicata si o rezistentd buna la filoxera. Se adapteaza la o gama larga
de soluri si prezinta tolerantd moderatd la cloroza calcara. Este unul dintre cei mai raspanditi
portaltoi folositi pentru altoirea soiurilor de V. vinifera in plantatiile comerciale, unde contribuie
la obtinerea unor productii mari si stabile [130].

Riparia x Rupestris 101-14 Mgt, creat la Montpellier (Franta), este un portaltoi cu
vigoare redusa, apreciat pentru faptul cd induce timpurietate si maturarea mai rapida a strugurilor.
Prezinta rezistenta buna la filoxera, dar este mai sensibil la seceta si la solurile cu continut ridicat
de calcar. Se utilizeaza cu succes pe soluri aluviale si fertile, unde umiditatea este mai ridicata,
avand un rol important in controlul vigorii soiurilor altoite [130].

Maleque, un hibrid interspecific obtinut in Franta, rezultat din incrucisarea genitorilor
Couderc 4401 x Castel 120, creati de citre amelioratorul Vincent Malégue. In literatura de
specialitate este cunoscut si sub denumirea de Bon Roussillon. Plantele de Maleque prezinta flori
hermafrodite si o formare completd a semintelor. Acest portaltoi este apreciat pentru rezistenta
genetica sporitd, atestatd prin analizele moleculare (SSR-marker data) si pentru prezenta unor loci
de rezistentd identificati in genom, ceea ce ii conferd o adaptabilitate buna la conditiile
pedoclimatice variate [154]. Datorita originii sale genetice, Maleque manifestd o combinatie
favorabila de trasaturi: tolerantd la factori abiotici, comportament bun in altoire si potential de
utilizare in viticultura moderna, inclusiv in programele de selectie clonala din Republica Moldova.
Materialul biologic introdus utilizat in cercetari a provenit din plantatia de portaltoi din localitatea
Geamana, raionul Anenii Noi, unde au selectat candidatii in clone Maleque 3-1, 3-2, 3-3 si 3-4

pentru testarile fitosanitare si evaluarile ulterioare.

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 — Grapevine Fanleaf Virus), virusul rasucirii frunzelor de
vita-de-vie tip 1 (GLRaV-1 — Grapevine Leafroll-associated Virus 1), virusul rasucirii frunzelor

de vita-de-vie tip 3 (GLRaV-3 — Grapevine Leafroll-associated Virus 3), precum si bacteriile
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patogene din complexul Agrobacterium spp. Repartitia esantionului analizat, in functie de
categoria biologicd a soiurilor, a fost urmatoarea: soiuri autohtone — 118.400 buciti; soiuri de
selectie noud — 62.100 bucati; soiuri europene — 202.850 bucati.

Evaluarea starii fitosanitare a candidatilor in clone a fost realizatd in doua etape distincte,
desfasurate pe parcursul perioadei de vegetatie. Prima etapd de monitorizare a fost efectuata in
faza de inflorire a vitei-de-vie. In aceasta perioada, au fost exclusi din loturile de selectie butucii
care prezentau simptome de boli virotice precum: scurt-nodarea vitei-de-vie, mozaicul galben,
mozaicul nervurilor, boala fleck si enatiunea. A doua etapa de evaluare a avut loc n perioada
maturdrii strugurilor. In aceastd fazi, au fost eliminati candidatii care manifestau simptomele
bolilor: rasucirea frunzelor , mozaicul galben, Ingilbenirea 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 addugat 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 dublu-anticorp dezvoltat de Clark si Adams [32], cu utilizarea seturilor comerciale de
diagnostic produse de compania Agritest [6]. 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).

Probele au fost pregdtite prin omogenizarea tesutului lignificat, urmata de incubarea
materialului in solutie tampon extractiva specifica pentru virusuri, timp de 2 ore. Ulterior, extractul
a fost distribuit In placi ELISA cu 96 godeuri, acoperite anterior cu anticorpi specifici fiecarui
virus. Etapele testarii au inclus:

1. Incubarea probelor la 4 °C peste noapte, pentru legarea antigenului la anticorpul fixat;
2. Spalari intermediare automate cu solutie tampon, realizate cu spaldtorul de micropléci

INTELIWASHER 3D - IW8 (Biosan, Letonia);

3. Adaugarea anticorpului conjugat si incubarea timp de 2 ore la 37 °C 1n incubator cu agitare

DYNATECH Microshaker — Incubator;

4. Spalarea finala si adaugarea substratului;

5. Reactia enzimaticd s-a realizat in incubator, la 37 °C, timp de 10—15 minute.
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Citirea absorbtiei optice (OD) s-a efectuat la 405 nm cu fotometrul de microplaci HiPo
MPP-96 (Biosan), cu analizd computerizatd a datelor. Un esantion a fost considerat pozitiv daca
absorbtia optica a fost de cel putin doua ori mai mare decat valoarea martorilor negativi. Fiecare
proba a fost analizata in dublu tehnic, iar rezultatele pozitive au fost reconfirmate prin re-testare.

Testarea pentru cancer bacterian prin metoda microbiologica a fost realizatad 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 coardd au fost fragmentate mecanic, iar rumegusul obtinut a fost impartit in
recipiente sterile. In fiecare recipient s-au addugat 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 obtinuta au fost insdmantati pe mediu
semiselectiv Roy & Sasser utilizat pentru izolarea bacteriilor Agrobacterium spp. [132]. 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. Pentru identificarea
moleculard a tulpinilor patogene de A4. vitis s1 A. tumefaciens, au fost analizate probe de vita-de-
vie, reprezentate prin coarde maturate de un an, prelevate din soiuri si forme de selectie studiate
in cadrul cercetarii. Probele au fost supuse izolarii bacteriilor din complexul Agrobacterium spp.
pe mediu semiselectiv Roy & Sasser, cu incubare timp de 7 zile la 27 °C. Coloniile bacteriene
dezvoltate au fost prelevate si supuse extractiei ADN-ului. Procedura a inclus recoltarea masei
bacteriene intr-un microtub Eppendorf de 1,5 ml, resuspendarea in tampon de extractie, urmata de
liza termica la 95 °C timp de 10 minute. Dupa centrifugare, supernatantul clar a fost utilizat ca
sablon de ADN pentru reactia PCR.

Diagnosticul molecular a fost realizat cu kitul comercial ,,PCR Agrobacterium vitis”,
dezvoltat de compania Qualiplante, conform protocolului oficial al producatorului [129]. Reactia
PCR a fost efectuata cu utilizarea markerilor moleculari pentru genele pehA, virD si virF, care
permit diferentierea intre tulpinile patogene si nepatogene A. vitis si A. tumefaciens.

Echipamente utilizate: Termociclator model Prime Thermal Cycler (Techne, UK)— utilizat
pentru amplificarea fragmentelor de ADN prin reactia in lant a polimerazei; Sistem de
electroforeza in gel de agaroza si transiluminator cu camera digitala integratda — utilizat pentru

vizualizarea produselor PCR; Alte echipamente auxiliare: centrifugd, bloc termic, micropipete
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calibrate, vortex, surse de alimentare pentru electroforeza.
Pentru analiza produselor PCR s-a folosit marker de greutate molecularda de 100 bp si
colorant intercalant bromura de etidiu/alternativ SYBR Safe. Fiecare proba a fost testata 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 vita-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 corespunzator, apoi scufundate Tn apa mentinuta la temperatura constanta de 50 °C timp
de 45 minute. Conditiile de tratament au fost stabilite in conformitate cu fisa tehnica a proiectului
WINETWORK si cu recomandarile metodologice internationale privind aplicarea terapiei cu apa
fierbinte pentru materialul viticol [54].

Tratamentul termic cu aer fierbinte a fost aplicat pentru candidatii in clone din soiul
Codrinschii (cifrul I-9-7-4 51 1-9-8-1). Tratamentul a fost realizat in camere de termoterapie de tip
KK 500TOP+FIT, echipata cu sistem de convectie fortatd si control digital al temperaturii, care
permite mentinerea constantd a parametrilor de tratament. Conditiile aplicate au inclus o
temperatura de 37-38 °C, pe o duratd de 4 sdptamani, in conformitate cu protocoalele standard de

asanare fitosanitara, recomandate de OIV si reglementate de standardul EPPO PM [146].

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

La etapa de multiplicare accelerata a clonelor asanate prin metoda de multiplicare in vitro
au fost supuse 20 de clone, fiind obtinute 6.349 de plante din urmatoarele soiuri si clone: Moldova
(cl. INVV13-12), Chismis lucistii (cl. INVV5-81), Chismis Moldavschii (cl. INVV), Apiren roz
(cl. INVV40-42), Plavaie (cl. INVV21-22), Copceac (cl. INVV18-2), Negru de Causeni (cl.
INVV), Telti Curuc (cl. INVV10-91), Feteasca neagra (cl. INVV18-2), Feteasca regala (cl.
INVV10-71), Feteasca alba (cl. INVV13-11), Sauvignon (cl. INVV10-91), Merlot (cl. INVV14-
41), Pinot noir (cl. INVV12-44), Floricica (cl. INVV21-31), Legenda (cl. INVV21-36),
Onitcanskii belai (cl. INVV9-14), BxR Kober 5 BB (cl. INVV3-21), BxR SO4 (cl. INVV6-42) si
RxR 101-14 (cl. INVV11-32).
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Obtinerea materialului biologic destinat multiplicarii a fost realizata in conditii controlate,
in camere de crestere de tip KK S00TOP+FIT, in care s-au mentinut parametri optimi pentru
cultura in vitro, respectiv temperatura constantd de 25+ 1 °C si un regim fotoperiodic de 16 ore
lumina si 8 ore intuneric [2, 6]. [luminarea a fost asigurata de surse LED, cu o intensitate luminoasa
de 4000 lux. Recoltarea materialului vegetal pentru introducerea in culturd a fost efectuatd in
perioada de crestere activa a plantelor, la 35-38 de zile de la initierea procesului de inradacinare a
butasilor. Pentru initierea culturii in vitro au fost utilizate portiuni apicale ale lastarilor tineri de
vita-de-vie, aflate in faza intensa de crestere prelevate din plante-mama.

Sterilizarea materialelor, spatiilor si mediilor de cultura. Pentru desfisurarea
activitatilor de culturd in vitro n conditii aseptice, toate materialele, echipamentele si suprafetele
de lucru au fost supuse unor proceduri de sterilizare, adaptate in functie de natura si rezistenta
acestora la tratamente termice sau chimice.

Vesela de laborator si alte echipamente rezistente la temperaturi ridicate au fost sterilizate
cu aer cald uscat, utilizand dulapuri de uscare de tip BioBase, model BKQ-B100, la temperaturi
cuprinse intre 160—180 °C, timp de 23 ore. Inainte de sterilizare, vesela a fost spalata chimic si
clatita abundent cu apa distilata, pentru a elimina urmele de detergenti sau impuritatile aderente.
Printre recipientele utilizate au fost: eprubete de sticla cu baza plata (@ 40 mm, H 150 mm), vase
conice (Erlenmeyer), pahare cotate, baloane, cilindri graduati, cutii Petri si pipete.

Mediile nutritive, atat cele agarizate, cat si lichide, au fost sterilizate in autoclav de
laborator de tip BioBase, model BKQ-B100, la temperaturi de 115-121 °C, timp de
20-25 minute. Mediul nutritiv ,,Biona-311” utilizat pentru micropropagare si aclimatizare, a fost
sterilizat direct in recipientele de plastic, prin expunere la 115 °C timp de 30 de minute. Substratul
de turba utilizat in etapa de aclimatizare a fost sterilizat prin oparire cu apa clocotitd, procedura
care a permis reducerea semnificativa a incarcaturii microbiene.

Pentru sterilizarea explantelor de vitd-de-vie, reprezentate de fragmente apicale de lastari
tineri aflati in faza activa de crestere, a fost utilizata solutie de hipoclorit de calciu Ca(ClO). de
10%, 1n care explanturile au fost imersate timp de 5—7 minute. Ulterior, acestea au fost clatite de
trei ori cu apa distilata sterila, in boxa cu flux laminar de tip BIOBASE BBS-V1300, pe durata
del0 minute. Sterilizarea chimicd a explantelor a fost adaptatd pentru a asigura eliminarea
microorganismelor de pe suprafata fara afectarea meristemelor.

Instrumentele de lucru (pense, bisturie, spatule) au fost sterilizate termic inainte de
utilizare, prin expunere timp de 2 ore la 160 °C. In timpul procesului de inoculare si multiplicare,
acestea au fost flambate repetat, la flacdra unei spirtiere, dupd fiecare utilizare, pentru a evita

contamindrile Incrucisate si a mentine conditiile aseptice in intregul flux de lucru.
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Spatiile de lucru aseptice, inclusiv hota cu flux laminar si suprafetele adiacente, au fost
sterilizate prin expunere la radiatii ultraviolete (UV) timp de 60 de minute, inainte de fiecare etapa
de lucru. Ulterior, toate suprafetele de contact au fost sterse cu alcool etilic 74%, pentru a elimina
orice contaminanti reziduali. Aceeasi procedura a fost aplicatd echipamentelor de protectie
personala si accesoriilor utilizate in timpul manipularii materialului biologic.

Prepararea mediilor nutritive. Pentru initierea, multiplicarea si aclimatizarea culturilor
in vitro de vita-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 standart a sarurilor 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. Pentru prepararea mediilor nutritive utilizate in cultura in vitro a vitei-de-vie,
au fost pregdtite solutii stoc de macroelemente si microelemente, respectand proportiile si
volumele indicate in protocolul de laborator (tabelele 2.1-2.3).

Tabelul 2.1 Solutii stoc de macroelemente

Substanta Cantitate/volum Volum égg’ue stoc Dozaj in mediu final
KNO:s 28,75 g /280 mL 1L 1 mL/L
NH4NO:; 9,2 g/280 mL 1L 1 mL/L
MgSO.-7H-0 45,5 g /250 mL 1L 1 mL/L
CaClz-2Hz0 40,5 g /250 mL 1L 1 mL/L
NaCl 30,5 g/ 250 mL 1L 1 mL/L
KH2PO. 2,55 g /250 mL 1L 1 mL/L

Pentru prepararea solutiilor stoc, macroelementele au fost cantarite cu balanta analitica
Radwag PS 2100.R2, iar microelementele cu balanta analitica FA-N Series FA2204N. Substantele
chimice au fost dizolvate in apa distilata si completate pana la volumul final cu cilindru cotat.
Fiecare solutie a fost preparata separat, transferata in recipiente de sticla bruna etichetate si pastrata
la temperatura de +4 °C, in frigider de tip Samsung RB30J3000WW.

Tabelul 2.2 Solutii stoc de microelemente

Substanta Concentratie solutie stoc Dozaj in mediu final
FeCls-6H-0 100 mg / 100 mL 1 mL/L
ZnS04-7H-0 100 mg / 100 mL 1 mL/L
Hs;BO:s 100 mg / 100 mL 1 mL/L
MnS0O4-4H-0 100 mg / 100 mL 100 pl/L
CuS0s4'5H-0 19 mg /100 mL 100 pul/L
NiClz-6H-0 16 mg / 100 mL 100 pl/L
KI 10 mg / 100 mL 100 pl/L
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Microelementele au fost dozate conform retetei, utilizind micropipete calibrate, cu
respectarea normelor de sterilitate, pentru a preveni contaminarea mediului.

Tabelul 2.3 Solutii stoc de vitamine

Substanta Concentratie solutie stoc Dozaj in mediu final
Tiamina (B1) 100 mg / 100 mL 1 mL/L
Piridoxina (Be) 100 mg / 100 mL 1 mL/L
Acid nicotinic (PP) 100 mg / 100 mL 1 mL/L
Calciu D-pantotenat 100 mg / 100 mL 1 mL/L

Inocularea explantelor in mediile nutritive pentru dezvoltarea vitroplantelor a fost realizata
in boxa cu conditii sterile, dotata cu lampa UV si hota cu flux laminar de tip BIOBASE BBS-
V1300. Explantele sterilizate au fost plasate pe mediu nutritiv solidificat cu agar, in eprubete de
sticla sau 1n containere din plastic termorezistent. Pentru mentinerea sterilitatii, partea superioara
a eprubetelor a fost acoperitd cu folie de aluminiu, prevenind patrunderea contaminantilor din
mediul ambiant. Dupd inoculare, vasele cu material biologic au fost transferate in camera de
cultura, unde a fost initiat procesul de dezvoltare si multiplicare a vitroplantelor in conditii
controlate de temperaturd, lumina si umiditate.

Multiplicarea plantelor regenerate de vitd-de-vie a fost realizata prin metoda culturii in
vitro in conditii aseptice, sub hota cu flux laminar, utilizand containere de plastic. Pentru sustinerea
cresterii si dezvoltarii microbutasilor, a fost utilizat substrat nutritiv ,,Biona-311”, imbogatit cu
macro- i microelemente, conform compozitiei dezvoltate de Soldatov V. [143]. Regenerarea si
functionarea substraturilor ionitice a fost desfasuratd prin includerea unui continut specific de
sdruri minerale, dupd cum urmeazd (mg/L): K* - 0,27, NHs - 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
misurarea conductivititii electrice, utilizind ionometru Hanna HI 5522. In fiecare container de
cultura au fost introduse 130—150 g de substrat ,,Biona-311”, iar multiplicarea a fost realizata prin
inocularea a cite 3—4 microbutasi, cu o lungime de 0,7-1,0 cm. Pe fiecare microbutas era prezent
cel putin un mugure axilar viabil. Umezirea substratului a fost efectuata cu apa distilata sterilizata,
pentru a mentine un nivel constant de umiditate.

Cultivarea plantelor de vitd-de-vie In conditii in vitro a fost realizata Intr-o camera de
culturd special amenajata, pe o durata de 5—7 saptamani. Materialul biologic a fost amplasat in
containere si eprubete, dispuse pe rafturi organizate pe trei niveluri. Suprafata totald utila a
rafturilor permitea plasarea a aproximativ 1400 de containere, cu un numar estimativ de 4500—

5000 de plante cultivate simultan. Temperatura in camera culturald a fost mentinuta constant, prin
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intermediul unui sistem de control automatizat, in intervalul de 25-26 °C, pe tot parcursul anului.
[luminarea a fost asiguratd cu lampi LED, cu o intensitate luminoasa de 5000—6000 lux si un regim
fotoperiodic de 16 ore de lumina pe zi.

Dupa cultura in vitro plantele regenerate de vita-de-vie au fost extrase din vasele de cultura
si transplantate 1n casete din plastic, cu 32 sau 54 de celule, umplute cu substrat de turba sterilizat.
Transplantarea a fost efectuatd manual, cu atentie pentru a preveni lezarea sistemului radicular si
a partilor vegetative. Casetele cu vitroplante au fost transferate Tn camera de vegetatie, amenajata
special pentru sustinerea dezvoltarii plantelor in faza de adaptare la conditiile ex vitro. Camera a
fost dotata cu rafturi dispuse pe trei niveluri. Regimul termic a fost controlat automat, temperatura
fiind mentinuta constant la 261 °C pe toatd durata perioadei de vegetatie. [luminarea a fost
realizatd cu ajutorul lampilor LED, cu spectru complet (400—700 nm). Intensitatea luminoasa la
nivelul plantelor a fost in limitele de 5 000—6 000 lux, iar regimul fotoperiodic a fost setat la 16

ore lumina / 8 ore intuneric.

2.5 Cultivarea materialului saditor de vita-de-vie pentru infiintarea plantatiilor-

mama Prebaza si Baza

Pentru constituirea plantatiilor-mama de categorie biologica Prebaza au fost utilizate plante
obtinute prin multiplicarea clonelor initiale sandtoase de vita-de-vie, prin metoda microbutasirii in
vitro. Vitroplantele obtinute au fost transferate in casete individuale umplute cu substrat pe baza
de turba, cu scopul inrddacinarii si dezvoltarii sistemului radicular. Dupa obtinerea unui sistem
radicular bine dezvoltat si reluarea cresterii active a lastarilor, plantele au fost transferate in sera
pentru continuarea procesului de aclimatizare si crestere pand la stadiul de vite vegetante
inrddacinate. Plantarea materialului biologic in plantatia-mama de categoria biologica Prebaza, s-
a efectuat In a doua jumdtate a lunii august, in conditii optime de umiditate si temperatura,
asigurandu-se prinderea rapida si adaptarea plantelor in sol.

Plantatia-mama de categorie biologica Baza a fost infiintata cu plante altoite. Coardele de
altoi si portaltoi, destinate realizarii altoirilor, au fost obtinute din plantatia-mama de categorie
biologica Prebaza. In toamna, dupi caderea frunzelor, coardele au fost recoltate si depozitate in
spatii frigorifice la temperatura de 14 °C si umiditatea relativa de 60—-80%.

Inainte de altoire, butasii de altoi si portaltoi au fost supusi tratamentului cu apa fierbinte,
la temperatura de 50 °C, timp de 45 de minute, in scopul eliminarii posibilelor infectii virale si
bacteriene. Operatiunile de altoire, stratificare si parafinare s-au efectuat conform tehnologiei
standard aplicate in pepinierit, in complexul de altoire al FPC ,,VITIS COJUSNA” SRL. Butasii

altoiti au fost parafinati si stratificati in 1azi de lemn, pe un strat de rumegus, in conditii controlate:
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la temperaturd de 26—28 °C si umiditate relativa a aerului de 60-85%, substrat permanent umed si
bine aerisit, cu lumina redusa pana la finalizarea procesului de calusare.

Dupa stratificare, sortare si parafinare, butasii altoiti au fost plantati in casete umplute cu
substrat de turba, in conditiile controlate ale serei. Cresterea butasilor altoiti in sera Laboratorului
de Virusologie si Control Fitosanitar al IP INCAAMYV si utilizarea unui substrat liber de nematozi-
vectori ai virusurilor au avut ca scop prevenirea infectiilor in faza de scolire. Temperatura in
sezonul de vard s-a mentinut la valori maxime de 28-30 °C, prin aerisirea zilnica a serei si
utilizarea ventilatoarelor pentru circulatia aerului, prevenind supraincalzirea si uscarea
substratului. In perioadele de temperaturi extreme s-a aplicat si umbrirea partiala a serei cu plasa
de umbrire, iar peretii si acoperisul serei au fost vopsiti cu var pentru reducerea radiatiei solare
directe. Umiditatea relativa a aerului a fost mentinuta la 75-85% prin udari prin aspersiune,
completata cu udari zilnice manuale prin furtun, asigurand umiditatea constantd a substratului.

Ingrijirea plantelor in serd a inclus udari regulate, tratamente fitosanitare preventive si
fertilizari cu ingrasdminte minerale. Pe parcursul perioadei de crestere s-au aplicat trei fertilizari
cu un complex de ingrasdminte hidrosolubile NPK + microelemente (20:20:20).

Tratamente fitosanitare: pentru prevenirea bolilor criptogamice (mucegai cenusiu —
Botrytis cinerea, mana — Plasmopara viticola, fainare — Uncinula necator), s-au aplicat fungicide
de contact si sistemice, la intervale de 10—14 zile, ajustate in functie de conditiile climatice si
presiunea de infectie.

Plantarea materialului vegetant in plantatia-mama Baza s-a efectuat in a doua jumatate a
lunii august, utilizand butasi vegetanti inrddacinati bine dezvoltati, cu un sistem radicular format
si lastari maturati la nivelul a 3-5 muguri. In urmitoarele doud luni, plantele s-au inradacinat

complet in sol, iar primavara, odata cu aparitia conditiilor favorabile, au reluat cresterea activa.

2.6 Particularititile terenului destinat infiintirii plantatiilor-mama de categorie
biologica Prebaza si Baza

Terenul destinat infiintdrii plantatiilor-mama Prebazd si Baza a fost alocat Institutului
National de Cercetare Tn Agriculturd si Medicind Veterinara si este amplasat pe teritoriul orasului
Codru, municipiul Chisinau, la o distantd de aproximativ 7 km de centrul capitalei. Suprafata este
situatd n perimetrul administrativ al Primariei orasului Codru si, la momentul proiectarii, a fost
utilizata ca teren arabil. Relieful prezinta o pantad cu expunere estica si sud-estica, cu o inclinatie
de circa 0,5°, iar altitudinea fata de nivelul marii variaza intre 165—185 m.

Conditii agroclimatice: Zona se incadreaza in raionul agroclimateric II al Republicii

Moldova, fiind caracterizatd printr-un climat favorabil infiintarii plantatiilor viticole.
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Temperatura medie anuald este de +9,2 °C, cu minime absolut de —21,0...-22,2 °C si
maxime de +21,0...+21,8 °C in luna cea mai caldd. Durata perioadei fard inghet constituie in
medie 174-189 zile, cu 177-182 zile avand temperaturi medii zilnice mai mari de +10 °C. Suma
temperaturilor active se situeaza intre 3000—3250 °C. Cantitatea totald de precipitatii Inregistrata
anual atinge 445 mm, dintre care 100 mm cad in perioada toamnd—iarnd (noiembrie—martie), iar
345 mm in perioada primavara—vara (aprilie—octombrie). Coeficientul hidrotermic variaza intre
1,1 51 0,8, ceea ce indicd o relativa echilibrare a resurselor de caldura si umiditate. Data primului
inghet de toamna este, de regula, in intervalul 19-23 septembrie, iar ultimul inghet de primavara
survine intre 16—19 mai. Aceste caracteristici confirma oportunitatea si pretabilitatea terenului
pentru obtinerea materialului saditor viticol sdnatos de categoria Prebaza si Baza.

Conditii pedologice. Investigatiile pedologice au fost realizate conform Instructiunii
privind investigarea, cartografierea si alegerea solurilor pe sectoarele de teren preconizate pentru
infiintarea plantatiilor multianuale in Republica Moldova (Chisindu, 1971), completata de
prevederile Hotararii Guvernului RM nr. 24 din 11.01.1995 [68]. In urma cercetarilor de camp, a
analizelor de laborator si a prelucrarilor de birou, s-au identificat cernoziomuri levigate, moderat
erodate, cu textura luto-argiloasa si lutoasa.

6. Cernoziomurile levigate erodate moderat luto-argiloase prezintd un continut de humus de
2,4-3,6% 1in stratul arabil, o reactie neutrda (pH 6,7-6,9), cu texturd luto-argiloasa
(51-54% argila fizica). Rezervele de humus in stratul 0—100 cm constituie 169—175 t/ha.
Nivelul de asigurare cu fosfor mobil este redus, iar cel cu potasiu ridicat.

7. Cernoziomurile levigate erodate moderat lutoase se caracterizeaza printr-un continut de
humus de 1,9-2,1% in stratul arabil, reactie neutrd pand la slab alcalina (pH 6,3-7,8) si
texturd lutoasa (42—43% argila fizica). Rezervele de humus constituie circa 143 t/ha.
Nivelul de asigurare cu fosfor mobil este scazut, iar cel cu potasiu ridicat.
infiintarea plantatiilor. Pentru asigurarea continuititii bazei biologice si a diversititii

sortimentale, infiintarea plantatiilor-mama a fost realizatd etapizat, prin extinderea anuald a
suprafetelor. Aceasta strategie a permis adaptarea treptatd a materialului biologic la conditiile
pedoclimatice locale si mentinerea uniformitatii lucrarilor tehnologice. In plantatiile de altoi au
fost introduse treptat soiuri pentru masa si vin, pe portaltoi de tip Berlandieri x Riparia SO4 sau
pe radacini proprii, cu conducere in cordon bilateral orizontal si dirijarea verticala a lastarilor.

Pentru plantatiile de portaltoi au fost utilizate soiurile Riparia x Rupestris 101-14,
Berlandieri x Riparia Kober 5BB si Berlandieri x Riparia SO4, plantate la distante de 3,20 x 1,75
m, cu o densitate de 1786 plante/ha. Forma de conducere aplicata a fost ,,fard tulpina cu brate

scurte”, adaptata pentru obtinerea uniforma a butasilor portaltoi.
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Schema de plantare: Plantatiile-mama de altoi au fost infiintate la distante 3,0 x 1,0 m si
3,0 x 1,40 m, rezultand o densitate de 2381-3333 plante/ha; plantatiile-mama de portaltoi au fost
infiintate la distanta de 3,20 % 1,75 m, cu densitatea de 1786 plante/ha.
Prin aceasta schema s-a urmadrit crearea unei structuri viticole moderne, conforme cerintelor pentru
obtinerea materialului viticol de categorie biologica Prebaza si Baza, asigurand conditiile optime
pentru mentinerea sanatatii biologice a plantelor.

Infiintarea plantatiilor a fost realizatd conform normativelor tehnice viticole in vigoare, cu
respectarea prevederilor standardelor Uniunii Europene si a schemei de certificare EPPO PM

4/8(2), in corelare cu cerintele legislatiei nationale (HG nr. 418/2009) [50, 73].

2.7 Implementarea metodei PCR pentru identificarea tulpinilor patogene A. vitis

responsabile de cancerul bacterian al vitei-de-vie

Evaluarea metodei PCR pentru identificarea prezentei tulpinilor patogene de
Allorhizobium vitis si Agrobacterium tumefaciens a fost aplicata pe elite si soiuri infectate de vita-
de-vie: Basarabia, Apiren roz, Meleag, 112-13-66, IV-32-75 si BU-24-6-4. Probele biologice au
fost colectate in perioada 2022-2024 din plantatii experimentale si colectia ampelografica.
Materialul de prelevare a fost reprezentat de vite maturate de un an.

Izolarea ADN-ului genomic bacterian a fost realizatd din culturi pure de bacterii din
complexul Agrobacterium, izolate pe mediu semiselectiv Roy & Sasser [14], incubate timp de
7 zile la 27 °C. Coloniile caracteristice au fost recoltate cu ajutorul unei anse sterile si suspendate
in 1 ml de apa ultra-purificatd (H.O mQ). Suspensiile bacteriene au fost transferate in eprubete de
1,5 ml si supuse lizarii termice la 95 °C, timp de 10 minute, pentru eliberarea ADN-ului.

Testarea moleculard a izolatilor a fost realizatd prin metoda clasicd PCR, utilizand un set
de markeri ADN specifici pentru genele pehA, virF si virD, implicate in patogenitatea A4 vitis.
Reactiile PCR au fost efectuate cu ajutorul kitului comercial ,,PCR Agrobacterium vitis”, care
permite diferentierea intre Agrobacterium vitis, Agrobacterium tumefaciens si tulpinile
nepatogene. Protocolul de lucru a fost urmat conform instructiunilor furnizate de producétorul
kitului, disponibile pe site-ul oficial Qualiplante [11].

Electroforeza produselor PCR. Pentru separarea si vizualizarea fragmentelor de ADN
amplificate, produsele PCR au fost supuse electroforezei intr-un gel de agaroza de 2%. Ca marker
molecular, au fost utilizati trei standarde de greutate moleculara, cu dimensiuni intre 100 si 10.000
perechi de baze (pb), in vederea estimdrii lungimii fragmentelor amplificate. Etapele PCR si ale
electroforezei au fost efectuate in conditii controlate si utilizate echipamente calibrate pentru

asigurarea acuratetei determinarilor.
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2.8 Evaluarea influentei spectrelor luminoase LED asupra dezvoltarii plantelor de
viti-de-vie in cultura in vitro

Sistemele de iluminat. Pentru evaluarea influentei factorilor de iluminare asupra
proceselor morfogenetice si fotosintetice ale plantelor de vita-de-vie in cultura in vitro, a fost
organizat un experiment dedicat compararii diferitelor spectre de lumina LED. Studiul a fost
realizat pe soiul Feteasca regala, utilizand trei tipuri de surse de iluminare LED cu spectru complet
(400-700 nm), Tmbogdtit cu componente din spectrele rosu si albastru. Sursele au diferentiat prin
temperatura de culoare (K), fluxul fotosintetic activ maxim (PPFDmax) si cantitatea totala de
lumina fotosintetic activa receptionata zilnic de suprafatd (PAR), exprimata prin indicatorul Daily
Light Integral (DLImax). Sursa de lumind ,alb-rece” (5950 + 50 K), cu PPFDmax de
63 umol-s™''m si DLImax de 4,05 mol:m™2-zi"'; Sursa de lumina ,,alb-cald” (3200 + 50 K), cu
PPFDmax de 30 pmol-s™'-m2 si DLImax de 2,04 mol-m2-zi'; Sursa de lumina ,,Fito” (<1700 K),
cu PPFDmax de 25 pmol-s™''m2 si DLImax de 1,64 mol-m2-zi .

Fiecare raft de culturd a fost iluminat cu trei bare LED, instalate la o distantd de 40 cm
deasupra vitroplantelor, pentru a asigura o distributie uniforma a fluxului luminos. Durata
iluminarii a fost de 16 ore pe zi, la o temperaturd de 25 + 2 °C si umiditate relativd de 70%.
Utilizarea lampilor LED a permis controlul precis al compozitiei spectrale si al intensitatii
luminoase, asigurand conditii experimentale stabile si uniforme, fara efectele termice nedorite ale
surselor fluorescente conventionale.

Factori de evaluare a aplicarii luminii. Luxmetria a fost efectuata cu ajutorul luxmetrului
CEM DT-1308. Parametrii PPFD si DLI au fost inregistrati cu ajutorul PAR-metrului MQ-200X.
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). Toate
eprubetele au fost divizate in 3 esantioane a céte 30 fiecare si expuse sub trei sisteme de iluminat
in camera de culturd, n 3 repetari analitice. Evaluarea lastarilor a fost efectuata la 14 zile de cultura
si la a 30-cea zi. In cadrul studiului, au fost analizati si evaluati urmatorii factori: numarul de plante
care au dezvoltat radacini, formarea de calus, numarul de internoduri, numarul de frunze, indltimea
medie a plantelor, lungimea medie a radacinilor si suprafata medie a frunzei. Pentru evaluarea
suprafetei limbului foliar al plantelor , a fost utilizata aplicatia mobila PetiolePro [124].

Analize statistice. Pentru prelucrarea statistici a datelor a fost utilizat software-ul
Microsoft Office, metoda de analiza dispersionald univariatd, cu valoarea pragului de semnificatie
0,05, sau 5%. Pentru evaluare calitativa a indicatorilor a fost utilizatd scala Chaddock, unde
valoarea 0,1-0,3 este considerata slaba; 0,3-0,5 moderata; 0,7-0,9 ridicatd. Formulele utilizate

pentru calculul indicatorilor statistici sunt prezentate in Anexa 9.
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2.9 Evaluarea influentei fitohormonilor IAA si 2iP asupra dezvoltarii vitei-de-vie in

cultura in vitro

In cadrul studiului, evaluarea influentei fitohormonilor asupra dezvoltarii vitei-de-vie in
cultura in vitro, ca material biologic au fost utilizate portiunile apicale ale lastarilor tineri de vita-
de-vie (Vitis vinifera L.), soiul Meleag, selectate din plante-mama sdnatoase, testate si confirmate
ca fiind libere de viroze si cancer bacterian. Recoltarea explantelor a fost realizata in perioada de
crestere activa, inoculate In eprubete de sticla (@ 40 mm, H 140 mm) cu mediu nutritiv agarizat.

Compozitia mediilor nutritive. Pentru testarea influentei fitohormonilor asupra
regenerarii, au fost pregatite patru variante de mediu nutritiv pe baza de Murashige & Skoog
modificat (2 concentratie de saruri), dupd cum urmeaza: Varianta 1: 1,0 mg/L acid indolacetic
(IAA); Varianta 2: 2,0 mg/L acid indolacetic (IAA); Varianta 3: 1,0 mg/L IAA + 0,3 mg/L 2-iP
(6-(y,y-dimetilalilamino) purind); Varianta 4: 2,0 mg/L IAA + 0,6 mg/1 2-iP. Mediile de cultura au
fost solidificate cu agar (4,75 g/L), iar drept sursa de carbon a fost utilizata zaharoza in concentratie
de 18 g/L. Inainte de sterilizarea mediului in autoclav, pH-ul a fost ajustat la valoarea de 5,8-6,2.
Dupa inocularea explantelor, eprubetele au fost transferate in camera de cultura.

Evaluarea dezvoltarii plantelor. La 30 de zile de culturd, plantele regenerate au fost
analizate din punct de vedere morfologic si biometric. Cantitatea de biomasa acumulatd in rddacini
si frunze a fost determinata prin cantdrire, dupd uscare la temperatura camerei timp de 48 de ore,
utilizand o balanta analitica de laborator de tip PS 2100 R2.

Analiza statistica. Rezultatele experimentale au fost prelucrate statistic utilizand testul
ANOVA pentru determinarea semnificatiei diferentelor intre variante si analiza corelatiilor
Pearson [113, 121]. Formulele de calcul si datele experimentale utilizate pentru evaluarea

influentei fitohormonilor asupra dezvoltarii in vitro a vitei-de-vie sunt prezentate in Anexa 10.

2.10 Selectarea mediilor nutritive pentru regenerare, multiplicare si aclimatizare

Pentru multiplicarea si adaptarea vitroplantelor, a fost utilizat substratul artificial pe baza
de schimbatori de ioni ,,Biona-311”, constituit din ionite sintetice (KU-2, EDE-10P) si ionite
naturale (clinoptilolit), saturate cu macro- (K*, Ca**, Mg?, NH.", Fe**, NOs~, SO+*, H.PO4) si
microelemente (Mn**, Cu*, Zn**, MoO+*, B4O+*, Co*', Na*, Cl") esentiale pentru cresterea si
dezvoltarea plantelor. Au fost analizate 25 de soiuri de vita-de-vie in procesul de adaptare de la
cultura in vitro la conditii ex vitro, utilizand substratul ,,Biona-311": Plavaie, Chismis moldavschii,
Cramposie, Copceac, Apiren roz, Legenda, Moldova, Telti Curuc, BxR Kober 5 BB, RxR 101-14,
BxR SO4, Busuioca de Moldova, Busuioca de Bohotin, Onitcanskii belii, Maleque, Freedom,

Chismis lucistii, Sauvignon, Tudor, Feteasca regala, Negru de Causeni, Feteasca alba, Merlot.
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2.11 Concluzii la capitolul 2

. In cadrul cercetarii, obiectele de studiu au inclus soiuri de viti-de-vie autohtone, soiuri de
selectie noua si soiuri europene, selectate in functie de valoarea lor biologica, economica si de
gradul de afectare fitosanitara.

. S-a stabilit complexul de metode utilizate pentru obtinerea si pregatirea materialului saditor
viticol sanatos, care a cuprins etapele de selectie fitosanitara, prelevarea probelor, testarea prin
metode imunologice si moleculare, aplicarea procedurilor de asanare, precum si multiplicarea
in vitro si aclimatizarea ex vitro.

. Au fost caracterizate conditiile agroclimatice si pedologice ale terenului destinat plantatiilor-
mamad, confirmand pretabilitatea acestuia pentru producerea materialului viticol de categorie
biologicad Prebaza si Baza.

. Particularitdtile de infiintare a plantatiilor-mama au vizat selectia soiurilor si a portaltoilor,
schema de plantare, densitatea si forma de conducere a vitelor, toate fiind realizate in
conformitate cu normele tehnice viticole, standardele Uniunii Europene si schema de certificare
EPPO PM 4/8(2), in corelare cu legislatia nationala (HG nr. 418/2009).

. S-au prezentat in detaliu mediile nutritive utilizate in diferite etape ale culturii in vitro: medii
agarizate pentru inoculare si regenerare, precum si substratul artificial ionitic ,,Biona-3117,
aplicat pentru multiplicarea si aclimatizarea vitroplantelor.

. Procedurile de sterilizare a mediilor nutritive, a materialului biologic, a instrumentarului si a
spatiilor de lucru au fost aplicate riguros, in conformitate cu cerintele aseptice, ceea ce a permis
evitarea contaminarii cu agenti patogeni.

. Conditiile de cultura in vitro (temperatura, regimul de iluminare cu LED, fotoperioada si
umiditatea) au fost optimizate in raport cu cerintele biologice ale soiurilor investigate, fapt ce
a asigurat regenerarea si multiplicarea eficienta a plantelor.

. Metodologia elaborata s-a demonstrat a fi eficienta, reproductibila si flexibila, constituind baza
stiintificd si practicd pentru producerea materialului viticol sanatos de categorie biologica
Prebaza si Baza, cu aplicabilitate directd in programele nationale de certificare si multiplicare,

in concordanta cu cerintele cadrului normativ national si european.
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3 OBTINEREA CLONELOR ASANATE DE VITA-DE-VIE

Vita-de-vie este una dintre cele mai importante culturi horticole din Republica Moldova,
avand un rol semnificativ in economia nationala datoritd productiei de struguri de masa, vinuri si
alte produse vitivinicole. Pentru a asigura viabilitatea si productivitatea plantatiilor viticole, este
esential sa se foloseasca material saditor de inaltd calitate, sandtos si liber de boli virale,
fitoplasmatice si bacteriene. Aceste boli au un impact negativ nu doar asupra productivitatii vitei-
de-vie, ci si asupra calitatii strugurilor si a vinurilor obtinute.

Plantele infectate prezintd simptome precum slabirea vigorii, reducerea dimensiunii
boabelor, colorarea neuniforma si, in cazuri grave, uscarea lastarilor sau chiar pierderea Intregii
plante. Agentii patogeni pot persista in tesuturile infectate pe tot parcursul vietii plantei, ceea ce
face ca masurile de combatere sa fie extrem de dificile si adesea ineficiente. Avand in vedere ca
nu existd metode chimice eficiente pentru combaterea bolilor virale si a cancerului bacterian la
vita-de-vie, solutia optima ramane utilizarea materialului saditor liber de agenti patogeni. Procesul
de selectie fitosanitard, combinat cu metode biotehnologice, precum metoda in vitro, reprezinta
solutia optima pentru a produce material saditor viticol de cea mai inalta categorie biologica [50].
Totodata, aplicarea acestor tehnologii moderne contribuie la modernizarea bazei genetice a

Capitolul de fatd prezinta rezultatele evaluarii starii fitosanitare a materialului saditor
viticol din Republica Moldova, obtinute in urma testdrilor realizate in perioada 2018-2023.
Analiza s-a axat pe determinarea incidentei agentilor patogeni de etiologie virala si bacteriana, in
scopul aprecierii nivelului actual de infectie a materialului destinat inmultirii in pepinierele
viticole. Sunt prezentate date privind gradul de infectare a materialului viticol cu virusurile GFLV,
GFkV, GLRaV-1 si GLRaV-3, precum si cu agentul patogen al cancerului bacterian — A. vitis.
Rezultatele au permis caracterizarea riscurilor fitosanitare asociate si identificarea candidatilor in
clone pentru selectia fitosanitard. In baza acestor rezultate au fost formulate recomandari practice
privind selectarea materialului biologic de baza, care s corespunda cerintelor pentru infiintarea
plantatiilor-mama de categorie superioara.

In continuare, sunt reflectate etapele-cheie aplicate in procesul de obtinere a clonelor
sandtoase: evidentierea candidatilor in clone, testarea acestora, tratamentele de asanare prin
termoterapie si multiplicarea in vifro a plantelor initiale. La final, se descrie valorificarea
materialului biologic prin infiintarea plantatiilor-mama de categorii biologice Prebaza si Baza, si
schema tehnologicd integratd aplicabila in conditiile Republicii Moldova pentru producerea

materialului saditor certificat, liber de agenti patogeni si conform standardelor europene actuale.
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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 fitosanitard a materialului saditor cultivat corespunde starii plantatiilor de vita-
de-vie. Evaluarea starii fitosanitare a materialului saditor viticol a fost realizata prin testarea la
prezenta infectiilor virale si a bacteriei 4. vitis. Probele au fost colectate din loturi de butasi crescuti
in pepinierele din Republica Moldova, in cantitti de la 5000 de bucati sau mai multe, din soiuri
de vitd-de-vie pentru masa si vin, astfel incat sa reflecte obiectiv starea fitosanitard a intregului lot.
Pentru testare, au fost prelevate mostre de material vegetal in forma de vite altoite si inrddacinate
de un an. Testarea prezentei virusurilor a fost efectuatd prin metoda ELISA, utilizdnd kituri
comerciale specifice pentru virusurile GFLV, GLRaV-1 si GLRaV-3 conform protocolului de la
producator [129]. Analiza prezentatd se axeazd pe unul dintre esantioanele testate Tn perioada
2018-2023 si ofera informatii despre rata de infectie a materialului saditor viticol din soiuri
autohtone, selectie nouad si soiuri europene, pentru principalele virusuri care afecteaza vita-de-vie.
Datele obtinute in urma testarii probelor de material saditor viticol autohton sunt
sistematizate in tabelul 3.1. Tabelul prezinta structura si frecventa infectiilor virale in functie de
soi si combinatia portaltoi—altoi, evidentiind particularitatile fitosanitare ale loturilor analizate.
Tabelul 3.1 Evaluarea infectiilor virale in materialul saditor de vita-de-vie din soiuri

autohtone din Republica Moldova (2018-2023)

Cantitatea | Cantitatea Probe testate pozitiv la infectii
Nr. . . . y . o ’ Total probe
ort Soi/portaltoi lotului testata virale /% infectate/%
' (buc.) (buc.) GFLV | GLRV-1 | GLRV-3 °
Feteasca Neagra/
1 BxR Kober SBB 12000 10 4/40 3/30 2/20 9/90
Feteasca Regala/
2 BxR Kober SBB 9000 10 1/10 1/10 0 2/20
Feteasca Regald/
3 BXR SO4 9400 10 5/50 4/40 2/20 11/100
Feteasca Neagra/
4 BXR SO4 31000 30 0 0 0 0
Rara Neagra/
5 BxR Kober SBB 29600 20 0 0 0 0
Feteasca Neagra/
6 BxR Kober SBB 27400 25 0 0 0 0
10 8 4 22
Total: 118400 1051 5% | 6% | /3.8% 120.9%

Analizand datele din tabelul 3.1, se observa ca in cadrul studiului, a fost examinat un
esantion format din 118.400 de butasi de vita-de-vie din soiuri autohtone, grupati in 6 loturi, fiecare

cu un numar de butasi cuprins intre 9.000 si 27.400. In urma testirii celor 105 probe, au fost
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identificate 22 cu rezultate pozitive, ceea ce constituie o ratd de infectie de 20,9%. La nivel de
loturi, din cele 6 evaluate, infectii au fost depistate in loturile cu nr. 1, 2 si 3 cu o incidenta variabila
intre 20% si 100%, iar celelalte trei au fost confirmate ca fiind neinfectate. In loturile testate pozitiv
s-au observat coinfectii: in unele cazuri cu doud virusuri, de exemplu, in Feteasca Regald/BxR
Kober 5BB, iar in altele cu toate cele trei virusuri diagnosticate, cum ar fi Feteasca Neagrd/BxR
Kober 5BB si Feteasca Regalda/BxR SO4. Virusul GFLV a fost cel mai frecvent identificat in
materialul saditor viticol din soiuri autohtone (9,5%), urmat de GLRV-1 (7,6%), iar GLRV-3 a
fost cel mai rar diagnosticat, cu o rata de 3,8%.

Din datele obtinute reiese, cd nu poate fi stabilita o corelatie clard intre combinatia soiului
cu portaltoiul si rata de infectie, deoarece unele loturi au prezentat o incidentad foarte ridicata a
infectiilor virale (de exemplu, 90% in cazul Feteasca Neagra/BxR Kober 5BB, lotul nr. 1), in timp
ce altele, cu aceeasi combinatie, nu au inregistrat infectii (de exemplu, Feteasca Neagra/BxR
Kober 5BB, lotul nr. 6). Aceasta situatie sugereaza ca, pe langa influenta caracteristicilor genetice
ale soiului si portaltoiului, un rol determinant in aparitia infectiilor virale il are calitatea fitosanitara
a materialului de inmultire utilizat.

In aceeasi perioada, a fost realizati testarea infectiilor virale si in materialul siditor
provenit din soiuri de selectie noua, 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 noua din Republica Moldova (2018-2023)

Cantitatea | Cantitatea Probe testatg pOZlElV la infectii Total
Nr. . . lotului testatd virale /% . probe
crt. Soi/portaltoi (buc.) (buc.) GFLV GLRV- | GLRV- | infectate
1 3 /%
Moldova/
1 BxR Kober SBB 5000 15 0 2/13,33 0 2/13,33
Viorica/
2 BxR SO4 cl.5 23400 20 6/30 2/20 2/10 10/50
Moldova/
3 BxR Kober SBB 5000 10 1/10 0 3/30 4/40
Riton/
4 B x R 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% | 110.7% | 10,7% | /32%

Evaluand rezultatele prezentate in tabelul 3.2, se remarcd ca esantionul din soiuri de

selectie noud, compus din 62.100 de butasi, este compus 1n 7 loturi, cu cantitati variind de la 5.000
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la 23.400 de butasi. Din cei 75 de butasi testati 24 de probe au fost diagnosticate pozitiv la
virusurile testate, ceea ce inseamnd o ratd medie de infectie de 32%. Ratele de infectie variaza
semnificativ intre loturi: de exemplu, lotul Viorica/BxR SO4 cl. 5 a prezentat o infectie de 50%,
iar loturile Riton/BxR SO4 si Codreanca/BxR Kober 5BB au inregistrat rate de 10%.

Din datele prezentate in tabelul 3.2 se observa cd virusurile GFLV, GLRV-1 si GLRV-3
au fost identificate n proportii similare, de cate 10,7% din probe. Aceste rezultate sugereaza ca,
in materialul saditor din soiurile de selectie noud, GLRaV-1 si GLRaV-3 se raspandesc mai
frecvent decat 1n cazul soiurilor autohtone, unde rata de depistare a fost de 7,6 si 3,8% respectiv.
Virusul GFLV a fost depistat In proportii aproape similare in ambele categorii de soiuri, fiind
prezent in 9,5% in probele din soiuri autohtone si 10,7% in probele din soiuri de selectie noua.

In cele 7 loturi analizate, la patru din ele a fost inregistratd infectia cu un singur virus,
precum sunt loturile Moldova/BxR Kober 5BB din lotul cu 5000 buc, Riton/BxR SO4,
Codreanca/BxR Kober 5BB si Viorica/BxR SO4, la care au fost identificate virusurile GLRaV-1
si GLRaV-3. Totodata, la 3 dintre loturile testate s-au observat coinfectii, adicd prezenta simultana
a mai multor virusuri. De exemplu, in lotul Viorica/BxR SO4 cl.5 au fost depistate toate cele trei
virusuri testate, iar in loturile Moldova/B x R Kober 5BB si Bianca/BXR SO4 au fost detectate
virusurile GFLV s1 GLRaV-3. Rezultatele obtinute indica faptul ca materialul saditor din so1turi de
selectie noua 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 (tabelul 3.3). Analizand datele obtinute se remarca faptul
ca ratele de infectie la soiurile europene, variaza semnificativ intre loturi. De exemplu, lotul
Saperavi/BxR SO4 a prezentat o infectie de 60%, indicand o prezenta ridicatd a virusurilor, pe
cand loturile precum Cabernet-Sauvignon/BxR Kober 5BB, Merlot/BxR SO4 sau Cardinal/R x R
101-14 nu au inregistrat nicio infectie. De asemenea, 6 loturi au fost infectate cu mai multe virusuri
concomitent. Loturile Saperavi/BXR SO4, Muscat Ottonel/ BxR Kober 5BB si Aligote/BXR
Kober 5BB au fost testate pozitiv pentru virusurile GFLV, GLRV-1 si GLRV-3. Iar loturile
Sauvignon/BXR S04, Pinot Gris/BXR SO4 si Sauvignon/BxR Kober 5BB au fost depistate doud
virusuri simultan, cel mai des fiind asocierea GLRV-1 si GLRV-3. Loturile infectate cu un singur
virus au fost: Muscat de Hamburg/B x R Kober 5BB si Saperavi/BXR SO4.

Comparativ, analiza datelor din tabelele 3.1-3.3 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. Aceste diferente pot fi explicate prin

particularitatile de Intretinere a plantatiilor si sursa materialului biologic.
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Tabelul 3.3 Evaluarea infectiilor virale in materialul saditor de vita-de-vie din soiuri

europene din Republica Moldova (2018-2023)

Cantitatea | Cantitatea Probe testate pozitiv la infectii Total
Nr. . o virale /% probe
crt Soi/portaltoi lotului testata infectate/
' p (buc.) (buc.) | GFLV | GLRV-1 | GLRV-3 ”
(1]
Saperavi/
| | BxR SO4 9000 10 3/30 2/20 1/10 6/60
Muscat Ottonel/
> | BxR Kober SBB 12000 10 1/10 1/10 1/10 3/30
Cabernet-Sauvignon/
3 BxR Kober 5BB 12000 10 0 0 0 0
Merlot cl.348/
4 | BxR SO4 6000 10 0 0 0 0
Sauvignon/
5 BxR SO4 8700 10 0 4/40 2/20 6/70
Pinot Gris /
6 BxR SO4 35900 30 3/10 0 3/10 6/20
Saperavi /
7 BxR SO4 25500 20 0 2/10 0 2/10
Sauvignon/
8 BxR Kober SBB 12500 10 0 2/20 1/10 3/30
Merlot/
9 BxR SO4 22500 20 0 0 0 0
10 | Aligote/ 5000 10 1/10 1/10 1/10 3/30
BxR Kober 5BB
Muscat de Hamburg
11 1202/ BxR KoberSBB 10000 10 0 0 3/30 3/30
Cardinal/
12 BxR 101-14 20000 20 0 0 0 0
Cabernet Sauvignon/
13 BxR SO4 23750 20 0 0 0 0
) 8 12 12 32
Total: 202850 190 | /42% | /63% 163% | 116,84%

Cea mai mare ratd medie de infectie a fost observata la soiurile de selectie noud, unde a

fost inregistrat un procent de 32%. In aceste loturi, virusurile GFLV, GLRV-1 si GLRV-3 au fost

identificate la cel mai 1nalt nivel, in proportii egale, de cate 10,66% fiecare. lar soiurile autohtone

din Republica Moldova prezinta un nivel scazut de infectie virala comparativ cu cele de selectie

noud sau cu soiurile europene. De exemplu, virusul GLRaV-3 a fost depistat la 3,8% din probele

testate in materialul saditor autohton, ceea ce indica o incidenta relativ scazuta a acestui patogen.

Aceasta situatie poate fi explicatd prin faptul ca soiurile autohtone au inceput sa fie propagate pe

scard larga abia in ultimii ani, pe fondul interesului tot mai crescut al viticultorilor si vinificatorilor

pentru valorificarea resurselor genetice locale. In trecut, aceste soiuri nu au fost multiplicate

intensiv, ceea ce a limitat raspandirea infectiilor virale in materialul saditor provenit din acestea.

In schimb, soiurile de selectie noud, promovate mai intens in cadrul programelor de innoire a
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plantatiilor, au fost utilizate frecvent ca material de inmultire, ceea ce ar putea explica rata mai
inalta de infectie virald identificatd in loturile respective.

Evaluarea a fost realizatd pe baza unui esantion compus din 26 de loturi, In cantitate de
383350 de butasi de vitd-de-vie, din care 370 au fost testati, iar 78 s-au dovedit a fi infectati, ceea
ce reprezinta o rata de infectie de 21%. 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 ratd medie de
8,2% si respectiv 8,1%, iar cel mai rar GLRV-3 diagnosticat in medie la 6,9%. De mentionat ca
virusul GFLV nu a fost detectat niciodatd de unul singur, dar este prezent intotdeauna in
combinatie cu alte virusuri, fiind cel mai frecvent asociat cu GLRV-3 (tabelele 3.1-3.3).

Distributia loturilor in functie de gradul de infectie este prezentata in figura 3.14.

— — —

m 8 Loturi testate negativ -31%

m 6 Loturi testate pozitiv cu un
virus-23%

m 6 Loturi testate pozitiv cu
complex de doua virusuri-
23%

m 6 Loturi testate pozitiv cu
complex de trei virusuri- 23%

Fig. 3.1 Distributia infectiilor virale in materialul saditor viticol din pepiniere in Republica
Moldova (2018-2023)

Din figura 3.1 se observa ca, din cele 26 de loturi testate, in 8 loturi nu au fost identificate
infectii virale, ceea ce constituie 31% din total. Acest fapt demonstreaza ca in plantatiile viticole
din Republica Moldova exista butuci sdnatosi, liberi de infectii virale, care pot constitui surse
valoroase pentru selectia si multiplicarea materialului saditor cu statut fitosanitar inalt. in schimb,
18 loturi, s-au 69%, au fost infectate cu unul sau mai multe dintre virusurile testate. Astfel, 6 loturi
(23%) au fost infectate cu un singur virus. Din acestea, la 3 loturi — si anume: Moldova/BxR Kober

5BB, Viorica/BxR SO4 si Saperavi/BxR SO4 — a fost depistat virusul GLRaV-1, iar la alte 3 loturi

75



— Riton/BxR SO4, Codreanca/BxR Kober 5BB si Muscat de Hamburg/BxR Kober5BB — infectia
s-a manifestat prin prezenta virusului GLRaV-3. Conform analizelor efectuate, au fost identificate
6 loturi cu infectii mixte, adica plante care au prezentat infectii cu doua virusuri simultan (23%),
dintre care 3 loturi — Moldova/BxR Kober 5BB, Bianca/BxR SO4 si Pinot Gris/BXR SO4 — au
fost infectate cu virusurile GFLV si GLRV-3. Un alt aspect important consta in faptul, ca 6 loturi
— Feteasca Neagra/BxR Kober 5BB, Feteasca Regala/BxR SO4, Viorica/BxR SO4, Saperavi/BXR
S04, Muscat Ottonel/BxR Kober SBB, Aligote/BXR Kober SBB — din 26 studiate, ce constituie
23%, au fost infectate cu toate cele trei virusuri. Acest rezultat indica la o coinfectie intre virusuri,
care poate agrava impactul bolilor virale asupra sanatatii vitei-de-vie.

In baza analizelor efectuate, se poate concluziona, ci starea fitosanitard a materialului
saditor viticol cultivat in Republica Moldova indicd la un nivel Inalt de infectii virale, cu o ratd de
infectie de 0 pana la 100% din probele testate. Fiecare al cincilea butas de vita-de-vie este purtator
de una sau mai multe infectii virale. Rezultatele obtinute subliniazd necesitatea elaborarii
tehnologiei de obtinere a clonelor sdnatoase de vitd-de-vie si a infiintarii plantatiilor viticole cu

material saditor sanatos.

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

Moldova

Cancerul bacterian, cunoscut stiintific ca fiind cauzat de Allorhizobium vitis (sin.
Agrobacterium vitis, Rhizobium vitis), reprezinta una dintre cele mai grave boli bacteriene ale
vitei-de-vie. In continuare, aceasti specie va fi mentionati sub forma prescurtati 4. vifis. Aceasti
afectiune se regaseste in toate regiunile viticole din tara si inactivarea acestei boli bacteriene are o
importantd semnificativd din perspectivd economica pentru industria vitivinicola a Republicii
Moldova. Este important de mentionat ca, intr-adevar, cancerul bacterian al vitei-de-vie se
manifesta n special in urma unor conditii meteorologice specifice, cum ar fi temperaturile scazute
in timpul ingheturilor si grindinei, care pot provoca rani la butasii de vitd-de-vie afectati.
Schimbarile climatice observate 1n ultimele decenii au dus la o reducere a frecventei ingheturilor
in Republica Moldova, rezultand in absenta manifestarilor evidente ale bolii in aceste conditii. Cu
toate acestea, boala ramane prezenta intr-o forma latenta, ceea ce Inseamna, ca agentii patogeni
pot persista in plantele de vitd-de-vie fara a provoca simptome evidente. Aceasta poate reprezenta
o amenintare latenta si poate aparea in mod activ atunci cand conditiile devin favorabile. In acest
context, monitorizarea permanenta a starii fitosanitare a materialului viticol reprezinta o etapa
importanti pentru excluderea plantelor infectate din circuitul de multiplicare. In cadrul LVCFCH,

a fost testat materialul saditor provenit din gospodariile viticole la prezenta A. vitis (tabelul 3.4).
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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 testatd Total probe 1'n.fectate cu
1t Soi/portaltoi (buc.) (buc.) A. vitis
= ' ' bucati %
Feteasca Neagra/
1 | BxR Kober 5BB 12000 10 3 30
Feteasca Regala/
2 | BxR Kober 5BB 9000 10 2 20
Feteasca Regald/
3 | BXR SO4 9400 10 0 0
Feteasca Neagra/
4 | BXR SO4 31000 30 9 30
Rara Neagrd/
5 | BxR Kober 5BB 29600 20 12 60
Feteasca Neagra/
6 | BxR Kober 5BB 27400 25 15 60
Total: 118400 105 41 39%

Analiza datelor din tabelul 3.4 evidentiaza ca, din totalul celor 105 butasi testati din
materialul saditor autohton, 41 au fost testati pozitiv la prezenta bacteriei 4. vitis, ceea ce
corespunde unei rate medii de infectie de 39%. Ratele infectiei variaza considerabil intre loturi, de
la 0% pana la 60%. De exemplu, loturile Feteasca Neagrda/BxR Kober 5BB si Rard Neagra/BxR
Kober 5BB au inregistrat cele mai ridicate rate (60%), in timp ce lotul Feteasca Regald/BXR SO4
nu a prezentat rezultate pozitive pentru bacteria A.vitis.

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)

. Cantitatea Total probe infectate cu

Nr. . . Cantitatea o ..
ort. Soi/portaltoi lotului (buc.) testata ' A. vitis

(buc.) bucati %
1 Moldova/ BxR Kober 5SBB 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 5BB 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%

Conform datelor din tabelul 3.5, au fost supuse testarii 75 probe, dintre care 24 s-au dovedit

infectate, ceea ce indica o rata de infectie de 32%. La soiul Moldova rezultatele au fost diferite:
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un lot altoit pe BxR Kober 5BB nu a prezentat infectii, in timp ce un alt lot, pe acelasi portaltoi, a
inregistrat o incidentd de 20%. Situatie similara a fost constatatd si la soiul Viorica, unde lotul
altoit pe BxR SO4 cl.5 s-a dovedit a fi lipsit de infectii, pe cand in lotul Viorica/BxR SO4 a fost
inregistratd o incidentd de 30%. Aceste rezultate indicd o variabilitate semnificativd a starii
fitosanitare chiar si in cadrul aceluiasi soi si tip de altoire, sugerand influenta calitatii materialului
de inmultire si a conditiilor de producere.

Lotul Riton/BxR SO4 a inregistrat cea mai mare infectie, de 40%, iar loturile Bianca/BxR
S04 si Viorica/BxR SO4 au avut rate de 30%. Probele din soiul Codreanca/BxR Kober 5BB nu a
prezentat infectii. Comparativ, In materialul saditor autohton, rata infectiei cu A. vitis a fost de
39%, ceea ce evidentiaza ca infectiile In materialul de selectie noud (32%) sunt mai reduse decat
in cel autohton, reflectand o imbundtatire a calitatii fitosanitare a materialului biologic utilizat.

In contextul evaludrii 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, 1ar 41 s-au dovedit infectati, ceea ce prezinta o ratd medie de infectie de 21,6%.
Examinand datele din tabelul 3.6, se observa ca, din cele 13 loturi testate, doar lotul Pinot Gris/BxR
SO4 s-a dovedit a fi liber de cancer bacterian, iar in celelalte loturi rata de infectare a variat intre
10% si 50%. Loturile cu infectie intre 10%—-20% au fost identificate in 8 loturi din soiurile de
selectie noua. Dintre acestea, 4 loturi — Muscat Ottonel/BxR Kober 5BB, Cabernet-
Sauvignon/BxR Kober 5SBB, Merlot/BxR SO4 si Aligote/BxR Kober 5BB — au inregistrat o rata
de 10%, iar alte 4 loturi — Saperavi/BxR SO4, Sauvignon/BxR SO4, Sauvignon/BxR Kober 5SBB
si Cabernet Sauvignon/BxR SO4 — au prezentat o ratd de 20%. Doud loturi, Muscat de Hamburg/
BxR Kober 5BB si Saperavi/BxR SO4, au avut o ratd medie de infectare de 30%. Cel mai
remarcabil este lotul Merlot/BxR SO4, care s-a distins printr-o rata de infectie de 50%, urmat de
lotul Cardinal/BxR 101-14, cu 40% infectie.

Pe baza rezultatelor din tabelul 3.6 putem concluziona, cd materialul saditor de vitd-de-vie
din soiuri europene este cel mai putin infectat (21,6%), comparativ cu cel din soiurile autohtone si
selectia noud cu rata de infectie de 39% si respectiv 32%. Aceasta constatare poate fi explicata
prin faptul ca, in statele europene, controlul fitosanitar al materialului saditor este realizat mai
riguros, in conformitate cu regulamentele privind certificarea materialului de Inmultire, precum si
prin frecventa mai mare a reinnoirii plantatiilor, care contribuie la reducerea riscului acumularii
infectiilor bacteriene in timp. otodatd, utilizarea materialului certificat si a tehnologiilor
standardizate de altoire si Tnmultire asigura o trasabilitate clara a originii biologice, sporind astfel

nivelul de siguranta fitosanitara al materialului saditor produs.
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Tabelul 3.6 Evaluarea A. vitis in materialul saditor de viti-de-vie din soiuri europene din

Republica Moldova (2018-2023)

Nr. Soi/ Cantitatea Cantitatea testata Total prc:;b.eviirtliiectate cu
crt. portaltoi lotului (buc.) (buc.) bucati %
1 Isgifl’frs'“‘(v)z 9000 10 2 20
[ : |
3 gi?ggg;agglgnon/ 12000 10 1 10
4 11\34;1;1%33348/ 6000 10 1 10
5 Ei‘l‘{visggzn/ 8700 10 2 20
6 g‘l‘{ts%f / 35900 30 0 0
7 Isgifl’frsa&/ 25500 20 6 30
s | " S
9 g{fﬁ% . 22500 20 10 50
10 gj:lgiolt(egber 5BB >000 10 ! 10
B g;ﬁcﬁtoieeg;néburg/ 10000 10 3 30
1o | Sadial 20000 20 8 40
13 gi'ffrsrgzsau"ignon/ 23750 20 4 20
Total: 202850 190 41 21,6%

Analiza rezultatelor prezentate in tabelele 3.4-3.6 indica faptul, ca in pepinierele viticole
din Republica Moldova raspandirea cancerului bacterian In materialul saditor de vita-de-vie
reprezintd o problema fitosanitard majord. Din cele 26 de loturi testate doar 19,2% (5 loturi) au
fost complet lipsite de infectie cu A. vitis, totodatd, 57,7% (15 loturi) au prezentat un grad de
infectare pana la 20%, iar 38,5% (10 loturi) au inregistrat rate de infectare de peste 20%. Aceste
loturi prezinta un risc ridicat pentru sdnatatea si productivitatea plantatiilor si nu sunt recomandate
pentru Infiintarea de noi plantatii viticole.

Analiza comparativa a loturilor testate pentru prezenta virusurilor si a cancerului bacterian
a evidentiat ca, in numeroase cazuri, loturile considerate libere de una dintre infectii au fost totusi
afectate de cealalta. Astfel, loturile fard infectie cu cancer bacterian, precum Moldova/BxR Kober
5BB, Viorica/BxR SO4, Feteasca Regald/BxR SO4 s.a., au fost testate pozitiv pentru diferite

virusuri. Invers, loturile care au fost testate negativ la prezenta virusurilor vitei-de-vie s-au dovedit
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infectate cu bacteria responsabila de cancerul bacterian, cum este cazul soiurilor Cabernet-
Sauvignon/BxR Kober 5SBB si Merlot/BxR SO4.

Conform datelor din tabelele 3.1-3.6 concluzionam ca materialul saditor viticol crescut in
pepinierele din Republica Moldova este infectat cu diverse boli virale si de cancer bacterian.
Printre bolile virale a fost depistat virusul scurt-nodarii (GFLV), virusul rasucirii frunzelor de
tip 1 (GLRV-1) si virusul rasucirii frunzelor de tip 3 (GLRV-3). Aceste infectii virale pot fi
prezente individual sau in combinatii de doi ori trei virusuri simultan. Gradul de afectare al
materialului saditor de aceste boli virale variaza intre 0 si 40%, iar in cazul infectiilor combinate,
procentul de afectare este considerabil mai mare, ajungand péana la 100% (de exemplu, Feteasca
Regald/BxR SO4). In plus, butasii de vitd-de-vie sunt infectati si cu cancer bacterian in forma
latenta, cu un grad de infectie care variazd intre 0 si 60%, in functie de soi si conditiile de
multiplicare. Prezenta acestor boli virale si a cancerului bacterian in materialul saditor reprezinta
0 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 sanitoase de vita-
de-vie, prin aplicarea metodelor biotehnologice moderne, pentru a asigura tranzitia sectorului

pepinierist din Republica Moldova cétre producerea unui material saditor de categoria certificat.

3.3 Obtinerea clonelor sanatoase de viti-de-vie prin metoda selectiei fitosanitare
In conditiile actuale, caracterizate printr-o rispandire extinsi a agentilor patogeni de
etiologie virotica, fitoplasmatica si bacteriana, care afecteaza grav starea fitosanitard a plantatiilor
de vitd-de-vie, reducand semnificativ productia si calitatea recoltei, aplicarea unei selectii
fitosanitare riguroase asupra plantelor initiale reprezintd cea mai eficienta strategie de prevenire si
control al bolilor. Obiectivul principal al acestei metode consta in identificarea si multiplicarea
clonelor sanatoase de vita-de-vie, cu potential productiv si calitativ ridicat, libere de infectii virale,
fitoplasmatice si bacteriene, destinate introducerii rapide 1n plantatiile viticole de productie. Etapa
de selectie fitosanitara, realizatd in conformitate cu cerintele standardelor internationale, constituie
baza procesului de creare a plantatiilor-mama de categorie biologica Prebaza si Baza.
Obtinerea materialului biologic sanatos prin selectia fitosanitara reprezinta un proces de
lungd durata, care include o serie de etape interconectate, desfasurate in urmatoarea ordine:
1. Evidentierea candidatilor in clone prin metoda de observare vizuala;
2. Testarea acestora la prezenta infectiilor latente cu boli virale si cancer bacterian prin
metode serologice si moleculare;

3. Multiplicarea accelerata a clonelor de soi sandtoase prin cultura in vitro;
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4. Infiintarea plantatiei de preinmultire (categoria biologici Prebazi);
5. Producerea butasilor altoiti utilizdnd material viticol din plantatia-mama Prebaza;

6. Infiintarea plantatiei-mamai de categoria biologici Baza.

3.3.1. Evidentierea candidatilor in clone de vita-de-vie prin metoda de observare vizuala
Evidentierea candidatilor in clone de vita-de-vie prin metoda de observare vizuala a fost
efectuata in colaborare cu savantii amelioratori a Institutului, in plantatiile de selectie ale
IP INCAAMV si cele industriale din Republica Moldova cu varsta de peste 20 de ani, in perioada
anilor 2018-2023. Metoda de observare vizuald se bazeaza pe capacitatea multor boli virale,
fitoplasmatice si a cancerului bacterian de a provoca la butucii de vita-de-vie afectati simptome
specifice exterioare caracteristice numai lor. Prin intermediul unei analize vizuale, este posibila
identificarea si realizarea unui diagnostic preliminar pentru diverse afectiuni a plantelor afectate.
In cadrul metodei de observare vizuala, este imperativ cunoasterea deplind a soiului, pentru a
recunoaste simptomele cauzate de stresele abiotice (grindind, inghet, soare, arsuri, tulburari de
nutritie, doze chimice in exces) de cele biotice (boli, ddunatori).
La momentul actual, in plantatiile de vita-de-vie din Republica Moldova au fost identificate
11 boli de etiologie virala, o boald fitoplasmatica (Bois noir) si cancerul bacterian
(4. vitis). Caracteristica principald a unor boli virale, precum mozaicul galben al vitei-de-vie
(GYMYV), mozaicul nervurian al vitei-de-vie (GVMV) si scurt-nodarea (GFLV), este aparitia
simptomelor sub forma de diverse tipuri de mozaic pe frunzele butucilor infectati (fig. 3.2). La
soiurile de struguri rosii, frunzele se inrosesc, cu exceptia unor fasii inguste de-a lungul nervurilor,

in timp ce la soiurile de struguri albi, frunzele prezinta cloroza.

Fig. 3.2 Simptome foliare ale unor viroze ale vitei-de-vie. A — mozaicul galben al vitei-de-vie

(GYMYV); B — mozaicul nervurian al vitei-de-vie (GVMV); C — scurt-nodarea (GFLV).

Incepand cu sfarsitul lunii august si continudnd in lunile septembrie si octombrie,
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simptomele bolii fitoplasmatice a vitei-de-vie, cunoscutd sub denumirea de innegrirea lemnului
(Bois noir), devin bine pronuntate. La butucii afectati, frunzele soiurilor de struguri rosii se
inrosesc complet, In timp ce frunzele soiurilor de struguri albi capatd o nuanta galben-aurie, devin
rigide la atingere si se rasucesc cu marginile in jos. Un semn diagnostic important al infectiei
fitoplasmatice al vitei-de-vie este faptul, cd lastarii afectati raman verzi si nu se maturizeaza pana
la sfarsitul perioadei de vegetatie. Din august pana in septembrie, aceste simptome pot fi observate
clar in plantatiile viticole din Republica Moldova, ce permite identificarea si monitorizarea bolii.
Din luna august pana in luna septembrie, pe plantatiile de vitd-de-vie din Republica
Moldova poate fi observata boala virald — Conturarea nervurilor vitei-de-vie (Grapevine vein
banding virus, GVBV). La butucii de vita-de-vie infectati cu GVBYV, o tulpind a virusului scurt-
nodarii, se observa initial pete crom-galbene de-a lungul nervurilor principale ale frunzelor, care

evolueaza treptat In dungi galbene (fig. 3.3 A, B).

1 !
)
A

Fig. 3.3 Simptome foliare ale unor viroze si fitoplasmose ale vitei-de-vie. A — risucirea
frunzelor la soiuri rosii (Leafroll); B — conturarea nervurilor vitei-de-vie (GVBV); C — boala
innegrirea lemnului (BN) la soiuri albe; D — boala innegrirea lemnului (BN) la soiuri rosii.

In cazurile de infectie severa, dungi galbene apar si de-a lungul nervurilor secundare, fiind
mai pronuntate pe frunzele bazale. Deoarece GVBYV este o tulpina a virusului scurt-nodarii, pe
lastarii vitei-de-vie pot fi observate si alte simptome specifice acestei boli: noduri duble, bifurcarea
lastarilor, frunze deformate si lastari cu aspect de panglica.

Simptomele bolilor daunatoare, precum scurt-nodarea, rasucirea frunzelor si Bois noir,
sunt bine vizibile incepand de la sfarsitul lunii august si pand in luna octombrie (fig. 3.3 C, D). In
aceastd perioadd, plantele isi manifestd cel mai clar semnele fiziologice de afectare, ceea ce
permite o identificare mai precisa si obiectiva a butucilor infectati. In legiturd cu aceasta, a doua

inspectie pentru evidentierea candidatilor In clone sdnatoase a fost realizatd in aceasta perioada.
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In timpul inspectiei vizuale a plantatiilor, att in prima, cét si in a doua perioada, au fost
eliminati butucii care prezintau simptome de mozaic nervurian al vitei-de-vie, scurt-nodare,
mozaic galben al vitei-de-vie, rdsucirea frunzelor si Innegrirea lemnului. La finalul perioadei de
vegetatie, toamna, dupa caderea frunzelor, in timpul recoltarii lastarilor pentru a fi testati la
prezenta agentilor infectiosi, butasii au fost atent inspectati pentru a detecta prezenta simptomelor

de strierea lemnului, scurt-nodare si cancer bacterian (fig. 3.4).

Fig. 3.4 Simptomele de cancer bacterian la vita-de-vie

In studiu au fost inclusi doar butuci care corespundeau caracteristicilor ampelografice
specifice soiului, au fost aparent sanatoase, s-au caracterizat prin productie inaltd si calitati
valoroase ale strugurilor. Au fost identificati si marcati un total de 109 butuci de vita-de-vie
proveniti dintr-o varietate mare de soiuri, inclusiv 12 soiuri autohtone, 11 soiuri de selectie noua,
6 soiuri europene si 4 soiuri portaltoi (tabelul 3.7).

Tabelul 3.7 Clasificarea soiurilor de vita-de-vie luate in cercetare

Nr. Categoria de Denumirea soiurilor
crt. | soiuri de struguri
1 Soiuri de selectie Moldova, Luminita, Muscat de laloveni, Basarabia, Codrinschii, Meleag,
noud Tudor, Apiren roz, Onitcanschii beldi, Legenda si Chismis lucistéi
Copceac, Plavaie, Telti Curuc, Negru de Causeni, Feteasca regala, Feteasca
2 | Soiuri autohtone alba, Feteasca Neagra, Busuioaca de Bohotin , Busuioaca de Moldova,
Rara neagra, Frincusa, 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 a vitei-de-vie, dupa caderea frunzelor, au fost prelevate
coarde anuale mature de pe butucii marcati, iar plantele care nu prezentau simptome de boala au
fost transferate spre etapa de testare. Materialul biologic selectat a fost ulterior supus analizelor de
laborator pentru confirmarea starii fitosanitare si identificarea plantelor lipsite de infectii de
etiologie virotica, fitoplasmatica si cancer bacterian. Aceasta etapad a permis formarea unui lot de

plante cu potential ridicat pentru selectia fitosanitara ulterioara.
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3.3.2. Diagnosticarea candidatilor in clone de vita-de-vie

Pentru evaluarea starii sanitare a candidatilor in clone selectate, au fost colectate coarde de
la butucii marcati si testate la prezenta agentilor patogeni, inclusiv bacterieni (4. vitis) si virali
(GFLV, GLRaV-1, GLRaV-3, GFkV, GVA). Detectarea infectiilor virale latente a fost efectuata
utilizdnd metoda ELISA, iar identificarea infectiilor latente cu cancer bacterian a fost realizata prin
metoda microbiologica.

Analiza infectiilor la candidatii In clone de vita-de-vie din soiuri de selectie noua. Pentru a
identifica prezenta infectiilor la candidatii in clone de vitd-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 Ialoveni — 2 plante si Onitcanschii belai
— 5 plante. Alte 31 de plante provinite din 8 soiuri de struguri de selectie noua cu bobul roz sau
rosu: Apiren roz — | plantd, Basarabia — 4 plante, Chismis lucistai — 1 plantd, Codrinschii — 6 plante,
Legenda — 1 planta, Meleag — 3 plante, Codrinschii — 6 plante, Meleag — 3 plante, Moldova — 11
plante si Tudor — 4 plante. Rezultatele obtinute in urma testelor serologice, care includ identificarea
candidatilor liberi de agenti patogeni si a celor infectati, sunt prezentate in tabelele 3.8-3.9.

Tabelul 3.8 Rezultatele testarii candidatilor in clone din soiuri de struguri de selectie noua

cu bobul alb la prezenta infectiilor latente cu boli virale si cancer bacterian (2018-2023)

Nr. . ‘ . Bacterii Virusuri
ort. Soiul de struguri Identificator 4 vitis | GFLV GLI}aV— GLI§aV— GFKV | GVA
1 | Luminita T2-2-11 + - - - - -
2 | Luminita T2-3-40 - - - - - -
3 | Luminita T2-3-5 + - - - - -
4 | Luminita T2-2-38 + - - - - -
5 | Muscat de Ialoveni | T1-11-25 + - - - + -
6 | Muscat de laloveni | T1-11-6 + - - - - -
7 | Onitcanschii belai | T2-9-16 - - - - - -
8 | Onitcanschii belai | T2-9-14 + - - - - R
9 | Onitcanschii belai | T2-9-44 + - - - - R
10 | Onitcanschii belai | TI-9-1-4 - - - - - -
11 | Onitcanschii belai | TI-11-1-5 - - - + - -
Total probe infectate (buc./%): 63,76% 0 0 9}% 9;) 0

Nota: (+) — prezenta infectiei; (-) — lipsa infectie
Conform rezultatelor prezentate in tabelul 3.8, majoritatea candidatilor in clone de vita-de-
vie din soiurile de selectie noud cu bobul alb au fost infectati cu bacteria 4. vitis, identificata la
63,6% dintre probe. Virusurile GLRaV-3 si GFkV au fost depistate in mod egal, fiecare fiind
prezent in 9% din probe. Virusurile GLRaV-1, GFLV si GVA nu au fost detectate In probele
analizate. In proba Muscat de Ialoveni T1-11-25 a fost identificati o combinatie de infectii,

caracterizatd prin prezenta bacteriei 4. vitis si a virusului GFkV. Aceste rezultate sugereazi o
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raspandire semnificativd a bacteriei 4. vitis in materialul de inmultire viticol de selectie noud cu
bob alb, pe de alta parte, virusurile au fost detectate doar in cateva cazuri izolate.

Pe baza datelor din tabelul 3.8, dintre cele patru probe analizate ale soiului Luminita, doar
una (Luminita T2-3-40) s-a dovedit sdndtoasa, in timp ce la celelalte trei a fost identificata bacteria
A. vitis. In ambele plante testate din soiul de viti-de-vie Muscat de ITaloveni (T1-11-25 si T1-11-
6) a fost diagnosticata bacteria 4. vitis. De asemenea, in proba Muscat de Ialoveni T1-11-25 a fost
depistatd infectia cu GFkV. Dintre cei 5 candidati in clone analizate ale soiului Onitcanschii belai,
doua variante (T2-9-16 si TI-9-1-4) au prezentat rezultate negative, fara infectii virale sau cancer
bacterian. Celelalte trei plante au fost diagnosticate cu diverse infectii, doi candidati in clone (T2-
9-14 si T2-9-44) au fost infectati cu A4. vitis, in absenta infectiilor virale, iar o variantd tesatata
(TI-11-1-5) a fost infectatd doar cu virusul GFkV. Rezultatele obtinute redau fidel situatia
fitosanitard a materialului saditor de vitd-de-vie analizat si servesc drept baza pentru selectarea
plantelor candidati in clone destinate procesului de asanare si obtinerii clonelor sandtoase.

Analizand datele din tabelul 3.9 referitoare la soiurile de selectie noua de struguri cu bobul
rosu, se observa ca infectiile cu virusul GFkV sunt cele mai frecvente, fiind diagnosticate la 20
dintre cele 31 de probe analizate (64,5%). Virusul GLRaV-1 a fost identificat in 5 probe (16,1%),
Virusurile GLRaV-3 si GFLV au fost fiecare identificate in cate 4 probe (12,9%). Infectia cu
bacteria A. vitis a fost detectatd la 9 candidati in clone (41%).

In cadrul testarilor fitosanitare, candidatii in clone din soiurile Apiren roz, Chismis lucistai
si Legenda au fost reprezentati de cate o singura varianta, toate fiind diagnosticate ca fitosanitar
sandtoase, fard prezenta infectiilor virale sau bacteriei 4. vitis. Soiul de struguri de selectie noud
Basarabia a fost reprezentat de 4 candidati in clone, dintre care Basarabia A-36 (33) a fost
identificat ca sanatos, fara infectii virale sau bacteriene. Celelalte 3 probe au fost infectate cu
virusul GFkV, fie de unul singur (in cazul probei Basarabia A-36 (36), fie in combinatie cu alti
agenti patogeni. Proba Basarabia A-36 (37) a fost infectata atat cu A.vitis, cat si cu virusul GFkV,
iar varianta Basarabia A-36(46) a prezentat o infectie combinata cu virusurile GFkV si GLRaV-3.

Pe baza datelor din tabelul 3.9, se observa ca din soiul Codrinschii Pleseni au fost testate 6
probe si toate s-au dovedit a fi infectate. Virusul GFkV a fost depistat in toate variantele. Doi
candidati 1n clone (I-9-1-3 si [-9-7-4) au fost infectati atat cu virusul GFkV, cat si cu virusul GFLV,
iar in varianta Codrinschii Pleseni I-10-7-5 a fost identificatd o infectie cu virusul GLRaV-1 in
combinatie cu GFkV. Alte doud probe (I-11-6-1 si I-11-15-1) au fost infectate atat de virusul
GFkV, cat si cu bacteria A.vitis. O singura proba de Codrinschii Pleseni (I-9-8-1) a fost infectata
doar cu virusul GFkV, fard prezenta altor agenti patogeni. Aceste rezultate evidentiaza

variabilitatea starii fitosanitare la soiurile de selectie noua.
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Tabelul 3.9 Rezultatele testirii candidatilor in clone din soiuri de struguri de selectie noua

cu bobul rosu la prezenta infectiilor latente cu boli virale si cancer bacterian (2018-2023)

Nr. . _ . Bacterii Virusuri
ort. Soiul de struguri  |Identificator A vitis | GFLV GL}}aV— GLI§aV— GFkV | GVA
1 | Apirenroz 40-42 - - - - - -
2 | Basarabia A-36-33 - - - - - -
3 | Basarabia A-36-36 - - - - + -
4 | Basarabia A-36-37 + - - - +
5 | Basarabia A-36-46 - - - + + -
6 | Chismis lucistai 5-8-1 - - - - - -
7 | Codrinschii Pleseni | 1-9-1-3 - + - - + -
8 | Codrinschii Pleseni | I-9-7-4 - + - - + -
9 | Codrinschii Pleseni | 1-9-8-1 - - - - + -
10 | Codrinschii Pleseni | I-11-6-1 + - - - + -
11 | Codrinschii Pleseni | I-10-7-5 - - + - + -
12 | Codrinschii Pleseni | I-11-15-1 + - - - + -
13 | Legenda 2-13-6 - - - - - -
14 | Meleag T2-19-25 - + - - + -
15 | Meleag T2-19-9 - + - - + -
16 | Meleag T2-19-7 + - - - - -
17 | Moldova 13-1-1 + - + - + -
18 | Moldova 17-1-1 + - - - - -
19 | Moldova 17-1-3 - - - + + -
20 | Moldova 13-1-2 - - - - - -
21 | Moldova 17-1-2 - - - + + -
22 | Moldova 13-2-3 - - - - + -
23 | Moldova 17-1-4 - - - + -
24 | Moldova 8-1-3 - - - - + -
25 | Moldova 8-1-2 + - - + - -
26 | Moldova 7-1-3 - - + - + -
27 | Moldova 13-2-2 - - + - + -
28 | Tudor 56-2-6 + - - - - -
29 | Tudor 56-3-6 - - - - - -
30 | Tudor 56-3-2 + - - - - -
31 | Tudor 56-5-6 - - - - + -
Total probe infectate (buc/%): 23&) 12‘};% 1 6?{ o 12?;% 65,(;/" ), 0

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

Toate plantele din soiul de struguri Meleag au fost gasite infectate. Candidatii in clone

Meleag T2-19-25 si T2-19-9 au fost infectate cu virusurile GFkV cat si cu virusul GFLV, in timp

ce proba Meleag T2-19-7 a fost diagnosticata cu A. vitis.

Dintre cele 11 probe de vita-de-vie din soiul Moldova testate, doar o singurd proba

(Moldova 13-1-2) este complet libera de infectii, atat virale, cat si bacteriene. Majoritatea

candidatilor au fost afectati de infectii virale, cu predominarea virusului GFkV (8 plante).

Asocierile intre anumite tipuri de virusuri sunt frecvente in plantele cercetate, iar cel mai des

intalnite a fost combinatia intre virusurile GLRaV-1,3 si GFkV (5 plante). La unele variante testate
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au fost stabilite si infectii complexe: Moldova 13-1-1 a fost infectatd cu un complex de infectii
format din cancer bacterian si doud virusuri (GLRaV-1 si GFkV), iar Moldova (8-1-2) a fost
infectatd cu un complex de cancer bacterian si GLRaV-3.

Analiza comparativa a rezultatelor testarilor pentru candidatii in clone de vitd-de-vie din
soiurile de selectie noud cu bob alb si cu bob rosu evidentiaza diferente semnificative In prevalenta
infectiilor bacteriene si virale. Infectiile cu A. vitis au fost mai frecvent identificate la candidatii in
clone din soiurile de selectie noua cu bob alb, unde bacteria a fost depistata in 63,6% din probe,
evidentiind un grad ridicat de afectare a plantelor din aceste soiuri cu agentul cauzator al cancerului
bacterian. In cazul soiurilor cu bob rosu, prezenta bacteriei 4. vitis a fost semnificativ mai redusa,
fiind depistata in 29% din probele analizate. Spre deosebire de infectiile bacteriene, infectiile virale
au fost mai frecvent intalnite la candidatii in clone din soiuri de selectie noua cu bob rosu. Virusul
GFkV a fost identificat in 64,5% din probe, fiind cel mai raspandit agent patogen viral in acest
grup. Acest virus a fost prezent atat izolat, cat si In combinatie cu alti agenti, inclusiv GLRaV-1,
GLRaV-3, GFLYV sau bacteria 4. vitis.

Un aspect important ce trebuie evidentiat este frecventa ridicata a infectiilor mixte in cadrul
acestui grup, fiind identificate 12 cazuri de asociere intre diferite virusuri, precum si 5 cazuri de
coinfectie cu A. vitis. Frecventa 1naltd a infectiilor mixte evidentiaza un grad inalt de contaminare
a materialului biologic, ceea ce impune necesitatea efectudrii testdrilor fitosanitare in toate etapele
procesului de selectie fitosanitara.

Testarea candidatilor in clone din soiuri de selectie noud de vitd-de-vie a aratat 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 testari repetate in conditii de laborator.

Analiza infectiilor la candidatii in clone de vita-de-vie din soiuri autohtone a fost evaluata
in 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 regalda — 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, Rarad Neagra — 1 planta, Zghihara de Husi — 3 plante) (tabelul 3.10).

Din rezultatele prezentate in tabelul 3.10, se observa ca probele de vitd-de-vie din soiurile
autohtone cu bobul alb sunt afectate in principal de bacteria 4. vitis (30,8%) si virusul GLRaV-1
(30,8%). In mod similar, virusurile GFkV si GVA au fost identificate in 23% dintre probe, iar
virusul GLRaV-3 a fost depistat in 7,7% din probe.
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Tabelul 3.10 Rezultatele testirii candidatilor in clone din soiuri de struguri autohtone cu

bobul alb la prezenta infectiilor latente (2018-2023)

Nr. Soiul de struguri | Identificator [Bacterii Virusuri
crt. A.vitis | GFLV | GLRaV-1 | GLRaV-3 | GFkV | GVA
1 | Francusa 2-2-5-5 + - + - - -
2 | Francusa 2-2-4-2 - - + - - +
3 | Francusa 2-2-3-1 - - + - - +
4 | Francusa 2-3-3-1 - - + + - +
5 | Feteascd alba B II-13-11-1 - - - - - -
6 | Feteasca regala B II-10-13-1 - - - - + -
7 | Feteasca regala B II-10-7-1 - - - - - -
8 | Feteasca regala B II-10-2-1 - - - - - -
9 | Plavaie 11-21-2-2 - - - - - _
10 | Telti Curuc 11-5-5 - - - - - -
11 | Zghihara de Husi | 6-9-5 + - - - + -
12 | Zghihara de Husi | 7-8-6 + - - - + -
13 | Zghihara de Husi | 12-10-1 + - - - - -
Total probe infectate (buc./%): 3 0%% 0 3 0‘};% 7’17/0 0 23% 23%

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

Toate probele din soiul Francusa au aratat infectii mixte, iar un aspect important este ca
virusul GLRaV-1 a fost prezent in toate variantele analizate. Dintre cele patru probe, doua variante
(Francusa 2-2-4-2 si 2-2-3-1) au fost infectate atdit cu GLRaV-1, cit si cu GVA. In cazul
candidatului Francusa 2-2-5-5, au fost depistate atat bacteria A. vitis cat si virusul GLRaV-1.

Pe baza rezultatelor prezentate in tabelul 3.10, se constatd ca probele de vitd-de-vie din
soiuri autohtone cu bob alb au fost infectate In proportii similare cu bacteria 4. vitis si virusul
GLRaV-1, fiecare fiind identificat in 30,8% din cazuri. Virusurile GFkV si GVA au prezentat o
incidenta mai redusd, fiind detectate in 23% din probele analizate. Virusul GLRaV-3 a fost
identificat cu o frecventd de 7,7%, iar virusul GFLV nu a fost depistat In probele examinate.

Rezultatele obtinute pentru candidatii in clone din soiuri autohtone cu bob rosu, prezentate
in tabelul 3.11, aratd o incidentd moderata a infectiilor bacteriene si virale. La soiul Busuiocd de
Bohotin, trei din cele cinci variante testate (19-9-2, 18-6-7 si 18-4-7) au fost testate pozitiv la A.
vitis, iar celelalte doud (19-2-4 si 17-6-3) s-au dovedit a fi sanatoase. In cazul soiului Busuioci de
Moldova, dintre cele doud probe analizate, una (19-5-7) a fost infectatd cu virusul GFkV, iar
cealalta (19-3-4) a fost liberd de infectii latente. Din cei 7 candidati din soiul Copceac, 3 variante
(1-18-1, 1-18-6 si 1-18-9) au fost infectate cu cancer bacterian, iar 2 variante (1-18-5, 1-18-8) au
fost identificate cu virusul GLRaV. Probele Copceac (1-18-2) si (1-18-15) au fost diagnosticate ca
fiind sanatoase. In cazul soiului Negru de Causeni, varianta (III-2-1-1) a fost testatd negativ,
confirmand statutul fitosanitar sandtos. Candidatul in clond din soiul Rard Neagrda R-1-1 a fost

infectat cu virusul GLRaV-3. Variantele din soiul autohton de struguri Feteasca Neagra (6-9-5) si
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(12-10-1) au fost afectate de cancerul bacterian al vitei-de-vie. In plus, probele Feteasca Neagra

(6-9-5 si 7-8-6) au fost diagnosticate pozitiv la virusul GFkV, evidentiind astfel o asociere de

diferiti patogeni In aceste variante.

Tabelul 3.11 Rezultatele testarii candidatilor in clone din soiuri de struguri autohtone cu

bobul rosu la prezenta infectiilor latente (2018-2023)

Nr. ) ' . Bacterii Virusuri
ort. Soiul de struguri  |Identificator| 4 vitis | GFLV GLl?aV- GLI;aV- GFkv | GvA
1 Busuioca de Bohotin | 19-9-2 + - - - - -
2 Busuioca de Bohotin | 19-2-4 - - - - - -
3 Busuioca de Bohotin | 18-6-7 + - - - - -
4 Busuioca de Bohotin | 18-4-7 + - - - - -
5 Busuioca de Bohotin | 17-6-3 - - - - - -
6 Busuioca de Moldova | 19-3-4 - - - - - -
7 Busuioca de Moldova | 19-5-7 - - - - + -
8 Copceac 1-18-1 - - - - -
9 Copceac 1-18-2 - - - - - -
10 | Copceac 1-18-5 - - - + - R
11 | Copceac 1-18-6 + - - - - -
12 | Copceac 1-18-8 - - + - - -
13 | Copceac 1-18-9 + - - - - -
14 | Copceac 1-18-15 - - - - - -
15 | Negru de Causeni 1I1-2-1-1 - - - - - -
16 | Rara Neagra R-1-1 - - - + - i
17 | Feteasca Neagra 6-9-5 + - - - + -
18 | Feteasca Neagra 7-8-6 - - - - + -
19 | Feteasca Neagra 12-10-1 + - - - - -
Total probe infectate (buc./%): 3 3% % 0 5 ,12/% ! O?g o | 1 5?; o 0

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

Testarea candidatilor in clone din soiuri autohtone de vitd-de-vie a relevat ca 11 probe
(36,7%) din 32 testate sunt libere de virusuri si de infectii bacteriene. Printre acestea sunt
urmatoarele: Feteasca alba (BII-13-11-1), Feteasca regala (BII-10-7-1, BII-10-2-1), Plavaie
(I1-21-2-2), Telti Curuc (11-5-5), Busuioaca de Bohotin (19-2-4, 17-6-3) si Busuioaca de Moldova
(19-3-4), Copceac (1-18-2, 1-18-15) si Negru de Causeni (I1I-2-1-1).

Analiza rezultatelor testarii candidatilor n clone din soiuri autohtone de vitd-de-vie releva
insd ca 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 vitd-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,
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comparativ cu 13,3% n probele din soiuri cu bob rosu. Un aspect important este prezenta virusului
GVA exclusiv 1n esantioanele provenite din soiuri autohtone cu bob alb (23%), acesta fiind absent
in probele din soiuri autohtone cu bob rosu si in cele din soiuri de selectie noud. Virusul GFLV nu
a fost identificat n niciuna dintre probele analizate din soiurile autohtone.

Aceste rezultate evidentiaza faptul ca infectiile de etiologie viroticd sunt mai frecvente in
soiurile autohtone cu bob alb. Aceastd constatare poate fi explicatd prin modul diferit de
manifestare a simptomelor provocate de virusurile rasucirii frunzelor (GLRaV-1 si GLRaV-3), in
functie de culoarea bobitei. Astfel, la soiurile cu bob rosu, infectia cu GLRaV-1 si GLRaV-3
determina o coloratie intensa a frunzelor si o reducere semnificativa a cresterii lastarilor, simptome
care faciliteazi excluderea timpurie a acestor plante din procesul de inmultire. In schimb, la
soiurile cu bob alb, aceleasi virusuri provoaca o cloroza usoara, ceea ce face ca plantele infectate
sa fie mai greu de identificat vizual.

Analiza infectiilor la candidatii in clone de vita-de-vie din soiuri europene. Din soiurile
europene au fost testate 35 de plante din 6 soiuri de vita-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. Variantele selectate au
fost evaluate la prezenta cancerului bacterian si a unor virusuri specifice vitei-de-vie: GFLV,
GLRaV-1 si GLRaV-3, GFkV si GVA (tabelele 3.12-3.13),

Tabelul 3.12 Rezultatele testarii candidatilor in clone din soiuri europene de vita-de-vie cu

bobul alb pentru infectii latente (2018-2023)

Nr. Soiul de . Bacterii Virusuri
ort. | struguri  |demtificator | e | GFLV GL]}aV' GLI?‘V' GFkV | GVA
1 Chardonnay | 1-15-5-1 - - - - - -
2 Chardonnay | 1-15-5-5 - - - - - -
3 Chardonnay | 1-15-3-4 - - - - - -
4 Chardonnay | 1-16-2-2 - - - - - _
5 Chardonnay | 1-14-1-4 - - - - + -
6 Pinot gris 1-65-6-2 - - - - + -
7 Pinot gris 1-65-3-1 + - - - - -
8 Pinot gris 1-65-9-2 - - - - + -
9 Pinot gris 1-65-4-1 + - + _ - -
10 | Pinot gris 1-65-5-4 - - - - - -
11 | Pinot gris 1-65-2-2 - - - - - -
12 Sauvignon BII-14-4-1 - - + - + -
13 | Sauvignon BII-10-9-1 - - - - - -
Total probe infectate buc./% 1 5?4/1% 0 15,24/ o 0 30‘}; % 0

Nota: (+) — prezenta infectiei; (-) — lipsa infectie
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Din rezultatele prezentate in tabelul 3.12 se observa ca, in cazul clonelor din soiurile
europene de vitd-de-vie cu bobul alb, materialul biologic este relativ putin afectat de infectiile
bacteriene si virale. Bacteria A. vitis a fost identificata in 15,4% dintre probe. Dintre virusuri,
GFkV a fost cel mai frecvent diagnosticat, in 30,7% dintre probe. Virusul GLRaV-1 a fost detectat
in 15,4% din cazuri, iar virusul GLRaV-3 nu a fost identificat in probele analizate. De asemenea,
virusurile GFLV si GVA nu au fost depistate la candidatii analizati din esantionul soiurilor de
struguri europene cu bobul alb. Aceasta situatie demonstreaza o prevalentd general mai scazuta a
infectiilor mixte la soiurile cu bobul alb din grupul soiurilor europene.

In urma analizelor efectuate, probele din soiul Chardonnay au aratat rezultate negative, cu
exceptia variantei Chardonnay (1-14-1-4), care a fost infectatd cu GFkV. La soiul Pinot gris,
testarea a aratat ca doua probe au fost infectate cu GFkV, alte doua probe sunt infectate cu agentul
cancerului bacterian, iar doua s-au dovedit complet sanitoase (Pinot gris 1-65-5-4 si 1-65-2-2). In
cazul soiului Sauvignon, au fost testate doua probe, dintre care varianta Sauvignon (BII-14-4-1) a
fost identificata ca fiind infectata cu virusurile GLRaV-1 si GFkV, iar varianta Sauvignon
(BII-10-9-1) a ardtat rezultate negative la prezenta agentilor patogeni testati.

Aceste date confirma eficienta selectiei preliminare a materialului biologic analizat si
argumenteaza oportunitatea includerii soiurilor Chardonnay, Pinot gris si Sauvignon in programele
nationale de obtinere a clonelor fitosanitare de vita-de-vie.

Rezultatele testdrii candidatilor in clone din soiuri europene de vitd-de-vie cu bobul rosu,
prezentate 1n tabelul 3.13, denotd ca infectiile bacteriene sunt relativ putine comparativ cu cele
virale, predominand infectiile asociate cu complexul Leafroll. Bacteria A. vitis a fost identificata
in 18,2% dintre probe, fiind prezenta in special la soiurile Cabernet Sauvignon si Pinot Noir. Dintre
virusuri, GLRaV-3 este cel mai frecvent intalnit, diagnosticat in 40,9% dintre probe. Virusul GFkV
a fost identificat In 27,2% dintre probe, in timp ce GLRaV-1 a aparut in 9% din variante. Virusurile
GFLV si GVA nu au fost depistate 1n niciuna dintre probele analizate.

Dintre cele 12 probe din soiul Cabernet Sauvignon, o varianta (2-1-3) a fost diagnosticata
cu cancer bacterian, doua (15-1 si 15-2) au fost depistate cu infectii complexe cu 4. vitis, GLRaV-
1 si GLRaV-3. Candidatii in clone Cabernet Sauvignon 8-8-1 si 8-4-1 au fost infectati cu GLRaV-
3 si GFkV. Cinci probe studiate din soiul Cabernet Sauvignon (3-1, 7-1, 6-5, 4-1 si
5-2) au fost infectate cu GFkV. Probele Cabernet Sauvignon 2-1-1 si 2-1-2 nu au prezentat infectii
virale sau bacteriene. Dintre cele 7 probe din soiul Pinot Noir, doud variante — Pinot Noir
1-27-13-7 si Pinot noir 1-27-7-4, au fost infectate cu GFkV, iar proba Pinot Noir 1-25-4-6 a fost
diagnosticata cu A. vitis. Patru probe studiate din acest soi nu au prezentat semne de infectie virala

sau bacteriana (1-2-4-4, 1-27-11-5, 1-28-1-4, 1-27-6-3).
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Tabelul 3.13 Rezultatele testirii candidatilor in clone din soiuri europene de viti-de-vie cu

bobul rosu pentru infectii latente (2018-2023)

Nt Bacterii Virusuri

ort. Soiul de struguri  |Identificator A vitis | GFLV GL_}}aV GngaV— GFkV | GVA
Cabernet Sauvignon | 8-8-1 - - - + + i
Cabernet Sauvignon | 8-4-1 - - - + + _

Cabernet Sauvignon | 2-1-1 - - - - - -
Cabernet Sauvignon | 2-1-2 - - -
Cabernet Sauvignon | 2-1-3 + - -

1
2
3
4
5 -
6 | Cabernet Sauvignon | 3-1 - - - + - _
7 Cabernet Sauvignon | 7-1 - - - + i -
8 Cabernet Sauvignon | 6-5 - - + - -
9 Cabernet Sauvignon | 4-1 - - - + _ -
10 | Cabernet Sauvignon | 5-2 - - - + - -
11 | Cabernet Sauvignon | 15-1 + - + + - -
12 | Cabernet Sauvignon | 15-2 + - + + _ -
13 | Pinot Noir 1-2-4-4 - - - - R .
14 | Pinot Noir 1-27-11-5 - - - - - R
15 Pinot Noir 1-27-13-7 - - - - + i
16 | Pinot Noir 1-28-1-4 - - - - - .
17 | Pinot Noir 1-27-7-4 - - - - + -
18 | Pinot Noir 1-25-4-6 + - - _ - -
19 | Pinot Noir 1-27-6-3 - - - - - -
20 | Merlot BS-20-2-1 - - - - + -
21 Merlot BS-14-4-1 - - - - - -
22 | Merlot BS-14-9-1 - - - - + -
Total probe infectate buc/% 1 8% % 0 9202) 40,94 % 27,64 % 0

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

Din tabelul 3.13 se poate observa, ca probele din soiul Merlot au aratat o incidenta scazuta
a infectiilor virale si bacteriene. Dintre cele trei probe analizate, doua au fost diagnosticate pozitiv
la virusul GFkV (Merlot BS-20-2-1 si Merlot BS-14-9-1), iar una a fost libera de infectii virale
sau bacteriene (Merlot BS-14-4-1).

Analizand rezultatele testarii candidatilor in clone din soiuri europene de vita-de-vie cu
bobul alb si cele cu bobul rosu, se observa ca soiurile cu bobul alb au o incidenta usor mai mica a
infectiilor bacteriene (15,4%) comparativ cu cele cu bobul rosu (18,2%). Bacteria A. vitis a fost
depistatd in principal la soiurile Pinot Gris, Cabernet Sauvignon si Pinot Noir, ceea ce indica o
distributie similara a infectiilor bacteriene intre cele doud grupuri.

In ceea ce priveste infectiile virale, exista diferente mai evidente. In soiurile cu bobul alb,
virusul GFkV a fost cel mai frecvent intélnit (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 1n
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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 fitosanitara favorabila in acest context.

Testarea candidatilor in clone din cele 6 soiuri europene a aratat ca 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).

Analiza infectiilor la candidatii in clone de viti-de-vie din soiuri de portaltoi. Bolile
cronice ale vitei-de-vie au un caracter sistemic, afectind integral structura vegetativa a plantei. in
acest context, utilizarea unui altoi sau portaltoi infectat in procesul de obtinere a butasilor altoiti
conduce inevitabil la transmiterea agentilor patogeni si, implicit, la propagarea materialului saditor
contaminat. Prin urmare, in procesul de producere a materialului biologic sanitos, este esential ca
ambele componente utilizate la altoire sa fie lipsite de infectii cronice si sitemice.

Conform cerintelor pentru incadrarea materialului saditor In categoria biologica Certificat,
este obligatoriu ca atit lastarii altoi, cat si cei portaltoi sd provina din plantatii-mama de aceeasi
categorie biologici. In cazul in care una dintre componente este inferioara din punct de vedere al
categoriei, butasii altoiti vor fi declasificasi la nivelul celei mai joase categorii.

In cadrul cercetarilor efectuate a fost initiat un program de selectare a clonelor sanatoase
din principalele soiuri de portaltoi omologate si considerate promitatoare pentru conditiile
pedoclimatice ale Republicii Moldova. Activitdtile de selectie fitosanitara au fost desfasurate in
cadrul plantatiei (conservatorului de clone) a I[P INCAAMYV, si au avut drept scop identificarea
exemplarelor viguroase, cu potential productiv sporit si fard simptome de boli de etiologie virala,
fitoplasmatica sau bacteriand, din soiurile de portaltoi: Berlandieri x Riparia SO4, Berlandieri x
Riparia Kober 5BB si Riparia x Rupestris 101-14. Soiul de portaltoi Maleque, a fost selectat din
plantatia de portaltoi amplasata in localitatea Geamana, raionul Anenii Noi (tabelul 3.14).

Tabelul 3.14 Rezultatele testarii candidatilor in clone de portaltoi de vita-de-vie

pentru depistarea infectiilor latente (2018)

Nr. Soiul Bacterii Virusuri
crt. A.vitis | GFLV | GLRaV-1 GLRaV-3 GFkV GVA
1 B x R SO4 - - - - - -
2 B x R Cober 5BB - - - - - -
3 RxR 101-14 - - - - - -
4 Maleque 3-1 - - - - - -
5 Maleque 3-2 - - - - - -
6 Maleque 3-3 - - - - - -
7 Maleque 3-4 - - - - - -

Nota: (+) — prezenta infectiei; (-) — lipsa infectie
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In urma examinarii fitosanitare, s-a constatat ci au fost lipsiti de infectii virale si de cancer
bacterian urmatorii candidati in clone: Berlandieri x Riparia SO4, Berlandieri x Riparia Kober
5BB, Riparia x Rupestris 101-14, precum si 4 variante din soiul Maleque.

Rezultatele testarii candidatilor in clone din cele trei grupuri de soiuri de vita-de-vie
(selectie noud, autohtone si europene) au evidentiat diferente notabile la prezenta A. vitis, atat in
functie de categoria soiurilor, cat si de culoarea boabelor (tabelul 3.15)).

Tabelul 3.15 Distributia agentilor patogeni in candidatii in clone de viti-de-vie din
soiuri de selectie noua, autohtone si europene (2018-2023)

Candidati 1n clone infectati (%)

Ic\g Efrﬂgu(r Soiuri de selectie noua 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 5,2 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

Soiurile de selectie noud au inregistrat cele mai Inalte rate de infectie cu A4. vitis — 63,6%
la cele cu bob alb si 29% la cele cu bob rosu, ceea ce reflectda o contaminare sporitd a materialului
de Tnmultire utilizat. Aceasta situatie poate fi explicata prin faptul ca multe dintre aceste soiuri au
fost propagate initial din plante infectate.

In mod similar, si soiurile autohtone prezinti niveluri inalte de infectie, cu o incidenta
relativ apropiata intre cele doud grupe analizate de 30,8% la soiurile cu bob alb si 33,3% la cele
cu bob rosu. Aceasta indica faptul ca, pana in prezent, aceste soiuri nu au beneficiat de o selectie
fitosanitara sistematica. Desi in ultimii ani a fost inregistratd o crestere a interesului pentru
conservarea si valorificarea soiurilor autohtone in plantatiile viticole, materialul de Inmultire
utilizat provine, de regula, din plantatii vechi, unde nu au fost aplicate masuri de monitorizare si
eliminare a plantelor infectate. Lipsa unui control fitosanitar confirmat a favorizat acumularea
treptata a infectiilor cu 4. vitis In forma latenta, ceea ce explica gradul actual de contaminare.

Spre deosebire de acestea, soiurile europene de vita-de-vie au prezentat o incidentd mai
redusa a infectiilor bacteriene, atat pentru cele cu bob alb (15,4%), cat si pentru cele cu bob rosu
(18,2%). Acest fapt poate fi explicat prin mai multi factori. In primul rand, soiurile europene au
fost in centrul atentiei viticultorilor si au beneficiat de o supraveghere fitosanitard mai riguroasa.
In al doilea rand, plantatiile cu soiuri europene au fost mai frecvent supuse reconversiei si

relnnoirii, fiind utilizat material saditor, deseori importat din UE cu certificare fitosanitara.
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In ceea ce priveste bolile de etiologie viral, in cazul soiurilor de selectie noui, este relevati
o frecventd mai 1naltd a infectiilor virale la soiurile cu bob rosu. La aceastd categorie au fost
identificate infectii cu GLRaV-1 in 16,1% din probe, iar cu GLRaV-3 in 19,3% din cazuri. Virusul
GFkV a fost depistat in 64,5% din probe, ceea ce indicd o contaminare inaltd a materialului de
inmultire viticol. In cazul soiurilor cu bob alb, incidenta infectiilor virale a fost mai redusa — 9%
din probe au fost pozitive pentru GLRaV-3 si 9% pentru GFkV.

In cazul soiurilor autohtone, infectiile virale au fost mai frecvent identificate la soiurile cu
bobul alb comparativ cu cele cu bobul rosu. Virusul GLRaV-1 a fost diagnosticat in 30,8% din
probe, iar virusul GFkV —1n 23%. Un aspect deosebit este frecventa virusului GVA, identificat in
23% dintre probele provenite din aceasta categorie, In timp ce acest virus a fost absent in celelalte
grupe de soiuri analizate. Incidenta virusului GLRaV-3 a fost redusa la 7,7%. La soiurile autohtone
cu bob rosu, incidenta infectiilor virale a fost mai scazuta: GLRaV-1 — 5,2%, GLRaV-3 — 10,5%
iar pentru GFkV — 15,7%.

Soiurile europene de vitd-de-vie prezintd diferente semnificative in ceea ce priveste
incidenta infectiilor virale, in functie de culoarea bobului. La soiurile cu bob alb, virusul GFkV a
fost identificat cu cea mai mare frecventa (30,7%), fiind urmat de GLRaV-1 (15,4%), In timp ce
virusul GLRaV-3 nu a fost depistat. La soiurile cu bob rosu predomind infectiile cu virusul
GLRaV-3 (40,9%), urmate de cele cu GFkV (27,2%) si GLRaV-1 (9%).

Aceste rezultate sunt in concordanta cu datele din literatura de specialitate, conform carora
virusul GLRaV-3 este cel mai frecvent diagnosticat in plantatiile comerciale de vita-de-vie din
diferite regiuni viticole ale lumii, in timp ce GLRaV-1 are o raspandire semnificativa, dar mai
putin extinsad geografic [26, 46, 166].

Raspandirea inalta a virusului GFkV, identificat in toate grupele de soiuri testate, indiferent
de culoarea bobului, cu o prevalenta cuprinsa intre 9% si 64,5% — este determinatd de doi factori
principali: caracterul sau latent si absenta simptomelor vizibile in plantatii, ceea ce ingreuneaza
identificarea plantelor infectate in lipsa testarii de laborator, precum si cadrul normativ actual, care
prevede obligativitatea testdrii pentru acest virus doar in cazul portaltoilor si exclusiv pentru
categoria materialului de inmultire initial. Aceasta abordare este insuficienta, in conditiile in care
GFkV poate migra cu usurintd intre altoi si portaltoi prin conexiunile de floem, contribuind astfel
la mentinerea infectiei in materialul saditor si la perpetuarea sa in plantatii. Prin urmare, procesul
de testare a candidatilor In clone pentru prezenta bolilor virale si a cancerului bacterian a permis
identificarea plantelor initial sandtoase, confirmand importanta diagnosticului de laborator in
selectia clonala si in programele de certificare a materialului viticol. Aceasta etapad marcheaza

inceputul procesului de obtinere a clonelor fitosanitare destinate multiplicarii.
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Din totalul de 109 probe de struguri din 25 de soiuri de vitd-de-vie, au fost identificate 31
de plante sanatoase din 22 soiuri, iar din fiecare soi a fost selectatd o planta, care a fost ulterior
transferata in calitate clona-initiala (planta-initiald).

Cu toate acestea, in cazul unor soiuri precum Meleag, Muscat de laloveni 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 corespunzitoare de asanare.
Aceastd etapd este importanta pentru a asigura obtinerea plantelor sdndtoase pentru soiurile de

interes economic sau stiintific, la care nu au putut fi selectate plante libere de infectii.

3.4 Asanarea candidatilor in clone de viti-de-vie de infectii virale si cancer bacterian
Asanarea constituie o etapa esentiala in procesul de obtinere a clonelor fitosanitare de
vita-de-vie, avand drept obiectiv eliminarea infectiilor latente si restabilirea starii fiziologice
normale a plantelor candidati in clone destinate multiplicdrii. Aplicarea acestor procedee
contribuie la mentinerea stabilitatii fitosanitare a materialului biologic, creand totodata premisele
pentru obtinerea si utilizarea materialului de inmultire sdnatos, aspect fundamental in viticultura,
mai ales in contextul infiintarii plantatiilor-mama [60]. In vederea asigurarii sanatatii materialului
viticol, este necesara eliminarea agentilor patogeni care cauzeaza boli cronice, precum virusurile,
fotoplasmele si cancerul bacterian. Prezenta acestor agenti patogeni in materialul de inmultire
poate avea consecinte negative asupra culturilor viticole, reducand randamentul, afectand calitatea
productiei si, in cazuri extreme, compromitand Intreaga culturd [87]. Din acest motiv, este foarte
important sa fie eliminati agentii patogeni din candidatii in clone selectati, inainte ca acestea sa fie
inclusi in procesul de multiplicare a materialului viticol.

In urma testirilor efectuate, au fost obtinute date care demonstreazi ca plantele aparent
sandtoase la o inspectie vizuald pot fi purtatoare de boli cronice in forma latenta (tabelul 3.16).
Aceasta constatare confirma faptul ca evaluarea vizuala, desi necesara in etapa initiala a selectiei,
nu este suficientd pentru determinarea stirii reale de sandtate a vitei-de-vie. Doar aplicarea
metodelor de diagnostic imunologic si molecular, precum testarea ELISA si PCR, permite
identificarea infectiilor ascunse care pot persista in tesuturile plantei fara manifestari exterioare
evidente. In astfel de cazuri, cand toti candidatii in clone selectati dintr-un soi au prezentat rezultate
pozitive la prezenta virusurilor sau a bacteriilor 4. vifis, se impune aplicarea unui set de masuri
specifice de asanare a plantelor afectate, in functie de tipul agentilor patogeni detectati si de gradul
de infectie. Implementarea acestor masuri reprezinta o etapa importanta in procesul de obtinere a
materialului biologic curat, asigurand eliminarea agentilor patogeni din genotipurile valoroase care

nu pot fi inlocuite prin selectie conventionala.

96



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 1-10-7-5), sau cu bacteria A. vitis (I-11-6-1). Astfel,
varianta [-9-8-1 a fost confirmata ca fiind infectatd doar cu GFkV.

Tabelul 3.16 Evaluarea candidatilor in clone de viti-de-vie din soiuri cu toate probele

testate pozitiv la A. vitis si/sau virusuri (2018-2023)

Nr. Soiul de struguri  |[dentifictor 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 Ialoveni | T1-11-6 + - - - - -
6 | Codrinschii Pleseni | I-9-1-3 - - - + + -
7 | Codrinschii Pleseni | [-9-7-4 - - - + + -
8 | Codrinschii Pleseni | I-9-8-1 - - - - + -
9 | Codrinschii Pleseni | I-11-6-1 + - - - + -
10 | Codrinschii Pleseni | I-10-7-5 - + - - + -

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

Pe baza datelor din tabelul 3.16, se observa ca plantele din soiul Meleag, identificate cu
cifrul T2-19-25 si T2-19-9, au fost testate pozitiv pentru doua virusuri: GFLV si GFkV. Iar
candidatul cu cifrul T2-19-7, a fost diagnosticata cu o infectie de A. vitis. Pentru soiul de struguri
Muscat de laloveni, in variantele T1-11-6 a fost diagnosticata o infectie latentd de cancer bacterian,
iar la varianta T1-11-25 a fost depistata infectia cu A. vitis, si a virusului GFkV.

Pentru obtinerea plantelor initiale sdndtoase din aceste soiuri, se recomanda doud 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, fara a garanta ca plantele selectate vor fi complet sanatoase,
intrucat infectiile pot persista in forma latenta. A doua optiune o reprezintd 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
sanatoase, pastrand integritatea genetica a genotipurilor valoroase [140].

In practicd, se recomanda utilizarea metodelor de asanare, in special in cazurile in care
materialul viticol are o valoare economica sau genetica ridicata. Selectarea de noi candidati poate
fi aplicatd ca masura suplimentard, dar asanarea ofera o solutie mai rapidd si mai sigura pentru a

obtine plante sinitoase si pentru valorificarea materialului biologic existent. In programele
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nationale de ameliorare si conservare, aplicarea acestor metode contribuie la mentinerea puritatii

fitosanitare si la perpetuarea soiurilor autohtone valoroase.

3.4.1. Asanarea candidatilor in clone de viti-de-vie prin metoda termoterapiei cu

apda fierbinte

Terapia cu apa fierbinte (TAF) aplicata butasilor de vitd-de-vie este una dintre metodele
eficiente pentru suprimarea agentului patogen al cancerului bacterian de vita-de-vie. Cercetarile
efectuate de specialisti din Australia, Italia si Ungaria indica faptul, ca tratarea vitei-de-vie cu apa
fierbinte la o temperatura de 50 °C timp de 30 de minute suprima dezvoltarea 4. vitis [15], iar timp
de 45 de minute are impact pozitiv asupra fitoplasmoselor [27]. Avand in vedere faptul ca in
plantatiile viticole din Republica Moldova bolile vitei-de-vie de etiologie fitoplasmatica sunt
raspandite pe scard largd [70], a aparut necesitatea de a modifica durata tratamentului cu apa
fierbinte pentru suprimarea concomitenta atat a bacteriei 4. vitis, cat si a bolilor fitoplasmatice.

Pentru a studia influenta maririi duratei tratamentului pand la 45 de minute la o temperatura
a apei de 50-52 °C asupra viabilitatii 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. Tratamentul a fost efectuat intr-un termostat de laborator, cu o expunere cu
durata de 45 de minute si temperatura ale apei de 50-52 °C. Temperatura apei a fost monitorizata
cu ajutorul unui termometru cu mercur. Butasii martor au fost tinuti timp de 45 de minute in apa
la temperatura de 20-22 °C. Dupa tratament, butasii studiati si cei martor au fost plasati in pungi
de polietilena si mentinuti la temperatura 20-22 °C timp de 14 zile. La sfarsitul acestei perioade a
fost evaluat numarul de muguri viabili In toate variantele. Denumirea soiurilor, numarul de butasi
tratati si rezultatele evaluarilor viabilitatii mugurilor dupa tratare cu apa fierbinte sunt prezentate
in tabelul 3.17.

Tabelul 3.17 Impactul tratamentului cu apa fierbinte asupra viabilitatii mugurilor la

materialul viticol de inmultire

Temperaturi . .
Nr. . . Cantitatea de | de trgtare cu Durata“ Car}tltgtf: a devrnugurl
Soiul de struguri . o . expunerii viabili dupa TAF
crt. butasi (buc.) apa fierbinte inute)
(0) (i) e, %
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
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Din tabelul 3.17 se observa ca, la temperaturile de 50-51 °C si durata de expunere de 45
minute, procentul de muguri viabili la butasii de vitd-de-vie din soiul Aligote a fost practic identic,
constituind 90,1% si 90,7% respectiv. Aceste valori se apropie de viabilitatea martorului netratat
(94%), ceea ce demonstreaza ca tratamentul termic la aceste temperaturi nu a afectat semnificativ
viabilitatea mugurilor. Cresterea temperaturii apei pana la 52 °C a dus la reducerea considerabila
a viabilitatii mugurilor, care a scazut pana la 33,5%, confirmand sensibilitatea materialului
biologic la temperaturi Tnalte.

Pentru soiul de struguri Pinot blanc, cea mai redusa influenta asupra viabilitatii mugurilor
a fost observata la temperatura de 51 °C, unde procentul de muguri viabili a constituit 89,2%. La
temperatura de 50 °C, viabilitatea a fost de 81,3%, iar cresterea temperaturii pana la 52 °C a condus
la 0 scadere brusca a viabilitatii, pana la 34,7%. In comparatie cu varianta martor, unde viabilitatea
mugurilor a fost de 93%, se observa o diminuare a acestui indicator in toate variantele tratate, in
special la temperatura de 52 °C, ceea ce denota sensibilitatea soiului Pinot blanc la temperaturi
ridicate in cadrul tratamentului cu apa fierbinte.

Din datele obtinute, se poate concluziona cad temperatura optima a apei pentru mentinerea
unui procent 1nalt de muguri viabili se situeazd in intervalul de 50-51 °C. La temperatura de
52 °C, viabilitatea mugurilor scade semnificativ, atat pentru soiul Aligote, cat si pentru soiul Pinot
blanc, indicand o limita critica la tratarea termica a butasilor. Soiul de struguri Aligote are o
viabilitate putin mai mare decat soiul Pinot blanc la temperaturile de 50-51 °C, dar pentru ambele
soiuri viabilitatea mugurilor la temperatura de 52 °C este aceeasi (34,5-34,6% respectiv). Aceste
date sugereaza cd temperaturile de tratare cu apa fierbinte trebuie respectate cu strictete, evitand
supraexpunerea la temperaturi Inalte.

Rezultatele studiului arata ca prelungirea timpului de tratare cu apa fierbinte la temperaturi
de 50-51 °C pana la 45 de minute nu afecteaza semnificativ viabilitatea mugurilor de vita-de-vie.
Acest lucru Inseamna ca tratamentul cu apa fierbinte la aceste temperaturi poate fi folosit eficient
in scopul combaterii patogenilor de etiologie fitoplasmatica si pentru reducerea infectiei cu A. vitis,
fara a compromite sdnatatea materialului de inmultire viticol. Aceste rezultate confirma
aplicabilitatea metodei in practica viticola, oferind o solutie sigura si eficienta.

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. Inainte de tratament, butasii au fost pastrati intr-o incapere frigorifica la temperatura
de 4 °C, iar ulterior au fost aclimatizati intr-un spatiu controlat de laborator la temperatura de
20-22 °C timp de 24 de ore. Dupa 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 (fig. 3.5).
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Tratarea propriu-zisa 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. 3.6). Dupa tratament,
butasii au fost pastrati la temperatura 20-22 °C timp de 24 de ore. Eficienta tratamentului termic

a fost verificata prin teste microbiologice.

Fig. 3.5 Pregatirea butasilor pentru Fig. 3.6 Tratarea butasilor de vita-de-vie in

tratamentul cu apa fierbinte termostat de laborator

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 urmatoare, avand statutul de clond initiala,
pentru a continua procesul de Tnmultire accelerata.

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
aceastd temperaturd, viabilitatea mugurilor a fost ridicata 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%, atat la soiul Aligote, cat si la
Pinot Blanc. Aceste date demonstreazd ca durata tratamentului termic de 45 de minute la o
temperaturd de 50+1 °C nu afecteaza semnificativ viabilitatea mugurilor.

Rezultatele obtinute sunt in concordanta cu datele raportate de alti cercetatori in domeniu,
care au studiat eficienta tratamentului termic al butasilor de vitd-de-vie. Studiile realizate in Spania
privind tratarea termicd a butasilor de vitd-de-vie au aratat ca tratamentul cu apd fierbinte la
temperaturi de pana la 50 °C este eficient pentru utilizarea in pepinierele viticole, fara a

compromite viabilitatea mugurilor. Autorii au subliniat ca temperaturile mai mari de 50 °C pot
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avea un efect negativ asupra viabilitatii materialului de inmultire, ceea ce este in concordanta cu
observatiile facute privind reducerea viabilitatii mugurilor la 52 °C [61]. Un alt studiu realizat in
Australia a demonstrat ca tratamentul termic la 50 °C, aplicat timp de 30-45 de minute, este eficient
pentru eliminarea mai multor patogeni, inclusiv 4. vitis, fard a compromite viabilitatea butasilor.
Autorii au observat ca soiurile precum Pinot Noir si Chardonnay sunt mai sensibile la acest tip de
tratament, in timp ce Cabernet Sauvignon a prezentat o tolerantd mai mare [167]. In cadrul
studiului efectuat, la fel a fost constatatd o sensibilitate similard la soiul Pinot Blanc, ceea ce
confirma diferentele de raspuns la tratamentul termic in functie de soiurile de vita-de-vie. Un alt
studiu recent realizat in Turcia a demonstrat ca tratamentele termice la 50 °C timp de 45 de minute
sunt eficiente in reducerea infectiilor cu 4. vitis la butasii altoiti, fard a afecta in mod semnificativ
formarea calusului [80]. In cadrul studiului in Italia a fost investigata eficienta tratamentului cu
apa fierbinte in combaterea fitoplasmelor la vita-de-vie. Cercetatorii au raportat ca tratarea
materialului saditor in apa la 50 °C timp de 45 de minute a fost eficienta in eliminarea fitoplasmelor
confirmand ca termoterapia cu apa fierbinte este o strategie perspectivd pentru obtinerea de
material saditor sanatos [104].

In cadrul studiului realizat, a fost analizati eficienta tratamentului termic cu api fierbinte
pentru combaterea agentilor patogeni, in special 4. vitis si impactul acestui tratament asupra
viabilitatii materialului viticol, in special asupra mugurilor. Desi in practica globala tratamentul
standard pentru eradicarea A. vitis presupune aplicarea tratamentului cu apd fierbinte la o
temperaturd de 50 °C timp de 30 de minute, in cadrul cercetdrii 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. Rezultatele obtinute au demonstrat ca
tratamentul cu apa fierbinte la 50+1 °C timp de 45 de minute poate fi aplicat fara a afecta negativ
viabilitatea mugurilor, ceea ce face ca aceastd metoda sa fie eficienta pentru eradicarea simultand

a bacteriei 4. vitis si a fitoplasmelor, fard a compromite calitatea materialului de inmultire.

3.4.2. Asanarea candidatilor in clone de viti-de-vie impotriva infectiilor virale

Una dintre cele mai mari provocdri in viticultura este reprezentatd de prezenta virusurilor,
care se transmit prin materialul saditor in procesul de inmultire vegetativa si prin altoire. Aceste
virusuri pot cauza scaderi semnificative atat in cantitatea, cét si In calitatea productiei viticole,
afectand astfel eficienta economica a plantatiilor [150]. Pentru a reduce riscul de transmitere a
virusurilor si a asigura obtinerea de material saditor sdnatos, o metoda eficientd este producerea
de plante libere de virusuri. Eliminarea virusurilor din vita-de-vie se poate realiza prin termoterapie

sau prin cultura varfurilor de lastari. Numeroase studii au demonstrat ca aplicarea combinata a
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acestor doud metode asigura o eficientd ridicatd. Tratamentele termice contribuie la reducerea
titrului viral prin expunerea plantelor la temperaturi inalte, inhiband replicarea virusurilor sau chiar
inactivandu-le complet. Cultura de varfuri de ldstari, datoritd activitdtii intense de diviziune
celulard, permite obtinerea de plante mai putin afectate de virusuri [46].

Tratamentul plantelor infectate cu virusuri se realizeaza prin metoda termoterapiei cu aer
fierbinte in faza de vegetatie. In acest scop, planta care urmeazi si fie tratati trebuie sa fie
inrddacinatd in ghivece mari cu un substrat de turba, timp de un an sau doi. Procedeul se efectueaza
in camere termice speciale, cu iluminare si umiditate controlate, la temperatura de 25-38 °C. Desi
tratamentul termic afecteaza intreaga plantd, doar varfurile lastarilor care cresc in timpul
termoterapiei cu aer fierbinte devin libere de infectii virale, astfel sunt prelevate doar partile
apicale si Inraddacinate in cultura in vitro. Plantele crescute din varfurile inraddcinate sunt ulterior
testate pentru prezenta infectiilor virale. Dacd rezultatele testelor sunt negative, plantele sunt
considerate libere de virusuri si trec la etapa urmatoare de inmultire accelerata.

In urma testarii candidatilor in clone de vita-de-vie, toate plantele din soiul Codrinschii
Pleseni au fost confirmate ca infectate cu agenti patogeni de etiologie virald si bacteriana. Planta
Codrinschii Pleseni [-9-7-4 , infectatd cu virusurile GFLV si GFkV, a fost transferatd la etapa de
asanare prin aplicarea tratamentului cu aer fierbinte (tabelul 3.14). 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. 3.7).

Fig. 3.7 Ghivece cu folie protectoare cu butasi de vita-de-vie in camera climatica
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In timpul inradacinarii butasilor plantati, temperatura camerei a fost mentinut 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 climaticd 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. 3.7).

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 inaltime de 150 mm (fig. 3.8). Dupa 40 de

zile de tratament, a fost realizatd o a doua prelevare, formata din 24 varfuri apicale, care au fost

transferate 1n cultura in vitro pentru dezvoltarea ulterioara.
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Fig. 3.9 Plantele regenerate cu 6-8

Fig. 3.8 Explante introduse in eprubete cu

mediu nutritiv agarizat in camera culturala internoduri, dupa 40 zile de cultura

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 (fig. 3.9). In aceasta perioada,
plantele au prezentat o dezvoltare uniforma si o activitate meristematica intensa, caracterizatd prin
formarea de lastari vigurosi si frunze bine diferentiate.

La finalul acestei perioade, plantele regenerate au fost supuse testarii prin metoda ELISA
pentru a verifica prezenta virusurilor. Dupa cum se observa din tabelul 3.17, din cele 24 de probe

analizate, doar una a prezentat rezultat pozitiv la virusul GFkV. Proba data a fost prelevata de la

planta care a fost supusa termoterapiei cu aer fierbinte timp de 30 de zile.
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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
completa a virusului GFkV, care a prezentat o incidenta de 4,2%. Prelungirea tratamentului pana
la 40 de zile a demonstrat o eliminare completa a ambelor virusuri.
Tabelul 3.18 Rezultatele testarii materialului viticol asanat prin termoterapia cu aer

fierbinte la 30 si 40 de zile dupa tratament

Soiul d§ Identificatorul Durata . | Repetarea Nr. probe Virusuri
struguri tratamentului testate GFLV GFkV
1 8 - -
30 zile 2 8 - +
3 8 - -
0
Co drinsghii o7 Total : 284 - 1 (4,2%)
Pleseni - -
40 zile 2 8 - -
3 8 - -
Total 24 - -

Noti: (+) — 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
completa a virusului GFkV, care a prezentat o incidenta de 4,2%. Prelungirea tratamentului pana
la 40 de zile a demonstrat o eliminare completd a ambelor virusuri.

Rezultatele obtinute in cadrul studiului nostru privind tratamentul termic cu aer fierbinte
pentru eliminarea virusurilor GFLV si GFkV din materialul viticol sunt in concordantd cu cele
raportate de savantii din Republica Ceha pentru eliminarea virusului GFLV [90]. In studiul de fata
a fost aplicat un regim termic la 38 °C timp de 30 si 40 de zile si a demonstrat o eliminare completa
a virusului GFLV dupa 40 de zile de tratament. Cercetatorii din Cehia au obtinut rezultate pozitive
in eliminarea virusului GFLV prin aplicarea unui regim de temperatura de 37 °C pe parcursul a
45 de zile, obtinand eliminarea virusului la 91,2%. De asemenea, autorii au observat ca, prin
utilizarea diferitelor medii de cultivare eficienta tratamentului a variat.

Combinatia termoterapiei cu cultura de meristem in vitro sau cu cultura varfurilor de lastar
a fost utilizatd cu succes pentru eliminarea virusurilor localizate in celulele parenchimatice si care
pot patrunde In zonele meristematice, precum nepovirusurile, si de alti cercetatori.

In studiul realizat de cercetitorii din Spania, unde plantele-mama erau infectate cu GFLV
si GLRaV-3, la fel fost aplicatd termoterapia, in combinatie cu cultura in vitro a varfurilor de lastari

si a mugurilor axilari de la soiul autohton de vita-de-vie Napoleon [163]. Rezultatele au aratat un
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procent mare de plante libere de virusuri (91-100%) obtinute prin cultura varfurilor de lastari de
la plantele-mama infectate din clonele soiului Napoleon. Siun procent mai mic de plante libere de
virusuri (71-87%) au fost obtinute din a doua si a treia pereche de muguri axilari de la lastarii
distali. De asemenea, autorii au subliniat ca plantele libere de GFLV si GLRaV-3 au fost obtinute
doar prin combinarea termoterapiei cu metodele de culturd in vitro. Rezultatele obtinute
demonstreaza ca eficienta asandrii este determinata de pozitia si varsta explantului, precum si de
interactiunea dintre tipul de virus si intensitatea tratamentului termic. Aceste constatari confirma
eficienta combindrii termoterapiei cu cultura in vitro pentru obtinerea materialului viticol sanatos.
Studiul realizat de Cretazzo si colab. a investigat eliminarea virusului Grapevine fleck
virus dintr-un clon selectat al soiului autohton de vitd-de-vie Manto Negro si a evaluat efectele
acestei eliminari asupra fotosintezei si parametrilor fiziologici asociati [90]. In regiunile viticole
calde, unde camerele climatice sunt absente sau dificil de aplicat, tratamentul termic natural in
camp reprezinta o alternativa economica si practica pentru obtinerea clonelor initiale asanate.
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
garanteazd asanare completd. Candidatul in clond 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. Astfel, protocolul propus poate
contribui la asanarea clonelor de vitd-de-vie, atat in cazul nepovirusurilor, cat si al

closterovirusurilor, contribuind la imbunatatirea calitatii materialului saditor viticol utilizat.

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

Perioada de la selectarea unui clon nou de vita-de-vie pand la fondarea plantatiilor-mama
depinde in mare masura de viteza de multiplicare a plantelor initiale. La momentul actual, in
viticultura sunt utilizate diverse metode de multiplicare a vitei-de-vie, printre care se numara:
altoirea 1n uscat la masa, altoirea in uscat si in verde direct in plantatie, butagirea in uscat si in
verde. Au fost aplicate urmatoarele metode de multiplicare a clonelor fitosanitare: altoirea in verde
in plantatie (fig. 3.10 A), altoirea in verde 1n serd (fig. 3.10 B), altoirea in uscat la masa
(fig. 3.10 C). Fiecare metoda prezinta anumite avantaje si dezavantaje specifice, iar toate metodele
existente de multiplicare in productie permit obtinerea materialului sdditor viticol in cantitate

necesard pentru Infiintarea plantatiei-mama intr-o perioada de 4-5 ani.
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Fig. 3.10 Procedee de multiplicare a vitei-de-vie. A — altoirea in verde in plantatie; B — altoirea
in verde in sera; C — altoirea in uscat la masa.

In contextul modernizirii tehnologiilor aplicate in agricultura, multiplicarea prin cultura
in vitro reprezintd o metodad inovatoare care permite obtinerea rapida a clonelor de vita-de-vie.
Aplicarea acestei tehnici asigura multiplicarea eficienta prin utilizarea segmentelor nodale de mici
dimensiuni, care sunt supuse proceselor de regenerare In medii nutritive si conditii de crestere
optimizate. Coeficientul ridicat de multiplicare permite obtinerea rapidd a unui numar mare de
plante dintr-o singura plantd-mama timp de lan [135]. Un alt avantaj este posibilitatea de a creste
plantele in conditii controlate pe tot parcursul anului. Acest lucru eliminad dependenta de factorii
externi, cum ar fi sezonul sau conditiile meteorologice.

Multiplicarea prin cultura in vitro la vita-de-vie este utilizata in principal pentru producerea
plantelor de categorie Prebaza, care constituie sursa de butasi pentru obtinerea butasilor altoiti si
pentru infiintarea plantatiilor-mama de categorie Baza. Din aceste plantatii-mama se recolteaza
butasi care sunt furnizati pepinierelor, asigurand astfel producerea materialului saditor destinat
infiintarii plantatiilor viticole de productie.

In cadrul cercetarilor realizate, a fost utilizati metoda de multiplicare in vitro pentru
obtinerea clonelor asanate de vita-de-vie. Scopul acestei proceduri a fost producerea de plante pe
radacini proprii, libere de boli virotice, fitoplasmatice si cancer bacterian, destinate infiintarii
plantatiei-mama de categorie biologica Prebaza. Pentru atingerea acestui scop, au fost stabilite mai
multe obiective: cultivarea lastarilor tineri pentru obtinerea masei vegetative, regenerarea plantelor
prin metoda in vitro, multiplicarea accelerata prin metoda microbutdsirii in vitro pe substrat
artificial de ioniti si aclimatizarea regenerantilor.

Clonele obtinute prin selectia fitosanitara si asanate prin metode termo-terapeutice au fost
transferate la etapa de multiplicare acceleratd. Astfel, materialul biologic destinat introducerii in
culturd in vitro, varfurile verzi ale lastarilor, a fost prelevat in timpul fazei lor active de crestere,

cand meristemele prezintd o activitate mitotica intensa si o capacitate ridicata de regenerare
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Fig. 3.11 Butasii de viti-de-vie plantati in ghivece cu substrat de turba. A —la 7 zile dupa
plantare; B — butasii cu mugurii infloriti in a 14-a zi dupa plantare.

In scop preventiv, coardele testate negativ pentru virusuri si cancer bacterian au fost
fragmentate in butasi cu céte doi ochi si tratate termic cu apa fierbinte, pentru a suprima posibilele
infectii de etiologie fitoplasmatica, bacteriand si fungica. Dupa tratament, butasii au fost plantati
in ghivece cu substrat de turba si plasati In camere climatice (fig. 3.11 A). Aceastd etapd a permis
obtinerea materialului biologic viguros necesar pentru initierea culturii sterile.

Dupa sapte zile de la plantare in ghivece, mugurii butasilor au Inceput sa se dezvolte, iar la
a paisprezecea zi acestia si-au deschis frunzele (fig. 3.11 B). 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. Aceastd operatiune se realizeazd pentru a induce cresterea lastarilor
laterali si pentru a mari cantitatea de varfuri pentru introducerea ulterioara in cultura in vitro.

Pentru inocularea in conditii in vitro, sterilizarea si introducerea explantelor in culturd au
fost realizate intr-o incdpere special amenajatd (boxa sterild), echipatd cu lampi bactericide si
sistem de laminare a aerului, asigurand astfel un mediu aseptic. Plantarea explantatelor initiale, cu
dimensiuni de 0,8-1,0 cm, a fost realizatd pe un mediu nutritiv solidificat cu agar. Varfurile
sterilizate au fost inoculate pe un mediu nutritiv optimizat pentru micropropagarea vitei-de-vie,
bazat pe mediu MS, cu un continut redus de macroelemente (jumdtate din concentratia standard),
suplimentat cu zaharozi (20 g/L) ca sursi de carbon si agar (5,5 g/L). Inainte de sterilizare,
pH-ul mediului a fost ajustat la 6,2, iar procesul de autoclavare a fost realizat la temperatura de
121 °C timp de 20 de minute. Fiecare eprubetd a fost etichetata cu soiul si data plantarii, dupa care

au fost transferate intr-o Incapere adiacentd — camera de cultura (fig. 3.12-3.13).
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Fig. 3.12 Cultivarea explantelor de viti-de-vie in Fig. 3.13 Camera de cultura in vitro

conditii in vitro sub iluminare cu LED pentru multiplicarea vitei-de-vie

Aplicand tehnologia indicatd, 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 necesard pentru multiplicare. Soiurile apirene de struguri: Chismis
dimensiuni de 6-8 internoduri in 45-50 de zile. Astfel, a fost stabilita specificitatea soiului, unde

perioada de dezvoltare a plantelor variaza de la 30 la 50 de zile [45].

Fig. 3.14 Micropropagarea vitei-de-vie pe substratul ,,Biona-311”. A — multiplicarea plantei

regenerate; B — dezvoltarea microbutasilor In conditii in vitro in containere
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. 3.14 A). Fiecare planta regenerata a fost
multiplicata in 5—7 microbutasi si inoculati in containere pe substrat ,,Biona-311” (fig. 3.14 B).

Multiplicarea plantelor dintr-un soi a continuat pand la obtinerea cantitdtii suficiente. Cand
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plantele cultivate in containere cu substratul ,,Biona-311" au crescut pana la limita superioard a
recipientului, acesta a fost indepartat, ceea ce a permis plantelor sa continue dezvoltarea in acelasi
mediu de crestere, dar in conditii ex vitro (fig. 3.14 C).

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
7—14 zile, cu o ratd de supravietuire de 93-98%, in functie de soi. Dupa 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 pregdtirea lor pentru transferul in camera e vegetatie.

Fig. 3.15 Plante de vita-de-vie in faza de aclimatizare in containere multicelulare in
camera de vegetatie

Parametrii esentiali in camera e vegetatie, precum temperatura (251 °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 inradacinarea eficientd a plantelor in substratul de turba,
asigurand o dezvoltare bund si o crestere viguroasa. Dupa o perioadd de 2-3 sdptdmani, cand
plantele au atins o stare de crestere optima, au fost transferate in sera pentru a continua dezvoltarea.
Aceastd etapd a permis trecerea treptatd a plantelor in conditii semi-controlate, pregatindu-le
pentru adaptarea la mediul exterior (fig. 3.15).

In cazul transplantirii efectuate in perioada de primavari—vari, plantele au fost transferate
in serd imediat dupa formarea unui sistem radicular bine dezvoltat in substratul de turba, iar cand
transplantarea avea loc In perioada toamnd—iarna, plantele au fost mentinute in camera de vegetatie

pana la inceputul primaverii, pentru a evita expunerea la conditii nefavorabile.
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Sera in care au fost transferate plantele de vitd-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 incalzita pentru a mentine
conditii optime de crestere. Temperatura minima a fost reglata la +5 °C pe timpul noptii si intre
+10 si +15 °C 1n timpul zilei, asigurdnd astfel maturarea corespunzatoare a vitei si favorizand
procesul natural de cddere a frunzelor. Mentinerea unui regim termic constant $i 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 primavara-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 umiditatii aerului din interior. Periodic, au fost aplicate tratamente
chimice preventive pentru controlul bolilor fungice, precum si fertilizari foliare si radiculare
echilibrate, pentru a asigura sandtatea si dezvoltarea optima a plantelor. Etapa de crestere in sera
a asigurat consolidarea fiziologica a plantelor obtinute prin micropropagare si pregatirea acestora
pentru plantarea In camp. Conditiile create au permis obtinerea unui material vegetativ viguros,
uniform si apt pentru utilizare la infiintarea plantatiilor-mama de categorie biologica 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 clonald, destinate Infiintarii plantatiilor-
mama de categoria biologicd Prebaza (tabelul 3.19).

Asa cum se poate observa din tabelul 3.19, multiplicarea prin metoda in vitro a asigurat o
productie variata 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 vitd-de-vie. Principalele descoperiri indicd faptul cd, 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
[134]. Aceste rezultate sunt in concordanta cu datele obtinute in cadrul studiului dat, unde aplicarea
metodei in vifro a permis obtinerea unui numar mare de plante intr-un interval scurt de timp,
pastrand totodata calitatea fitosanitard. Comparativ cu metodele traditionale, metoda in vitro s-a
dovedit a fi mai eficienta in producerea materialului saditor de inalta calitate, reducand timpul
necesar pentru multiplicare si asigurand producerea plantelor de vitd-de-vie libere de virusuri,

fitoplasme si cancer bacterian.
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Tabelul 3.19 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 cLINVV18-2 426
2 Legenda cl.INVV21-36 325
3 Pinot noir clLINVV 12-44 418
4 Plavaie cl.INVV21-22 355
5 Telti Curuc cLINVV 11-55 400
6 Moldova c.INVV13-12 450
7 Apiren Roz cl.INVV 40-42 393
8 Merlot cl.LINVV 14-41 103
9 Negru de Causeni cLINVV21-1 207
10 Feteasca regala cl.INVV10-71 379
11 Feteasca alba cLINVV13-11 214
12 Sauvignon cLINVV10-91 342
13 Chismis lucistai cl.INVV5-81 399
14 Tudor cl.INVV56-36 364
15 Luminita cL.INVV3-40 74
16 Busuioacd de Moldova cl.INVV19-57HR 163
17 Busuioca de Bohotin cLINVV 18-67HR 157
18 Codrinschii cLINVV 9-81 121
19 Codrinschii cl.INVV9-74 65

20 Alb de Onitcani cLINVV9-14 200
21 Chardonnay cl.INVV15-55 147
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 cl.INVV11-32 291
27 Maleque cLINVVOIMD 550
Total plante: 7179

Unul dintre principalele avantaje a metodei de multiplicare in vitro consta in posibilitatea
obtinerii accelerate a unui numar mare de plante prin metoda microbutasirii. Aceastd tehnica nu
doar optimizeazd procesul de multiplicare, dar asigura si pastrarea calitatii fitosanitare si a
uniformitatii genetice a materialului obtinut. Cercetatorii Fuchs M. si Rawahnih Al. au demonstrat,
prin utilizarea de markeri moleculari, cd micropropagarea vitei-de-vie garanteaza uniformitatea
genetica si reduce semnificativ riscul aparitiei variabilitatii somaclonale [60]. Evaluarea genetica
a vitei-de-vie multiplicate In masa prin diverse metode in vitro a demonstrat ca nu existd diferente
genetice intre plantele micropropagate si planta-mama. Prin urmare, metoda in vitro reprezinta o
tehnologie necesara in procesul de multiplicare a clonelor de vita-de-vie, oferind o solutie eficienta
pentru obtinerea materialului viticol liber de agenti de etiologie viroticd, fitoplasmatica si cancer

bacterian, contribuind la asigurarea materialului de inmultire viticol de calitate superioara.
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3.6 inﬁin!:area plantatiilor-mama de categorii biologice Prebaza si Baza

Infiintarea plantatiilor-mama reprezintd o etapa esentiald in procesul de producere a
materialului saditor viticol sanatos si de calitate superioard, fiind o conditie indispensabild pentru
dezvoltarea durabild a sectorului viticol al Republicii Moldova. Scopul principal al acestor
plantatii constd in furnizarea butasilor sandtosi, liberi de infectii virale, fitoplasmatice si
bacteriene, care sd asigure calitatea, uniformitatea si stabilitatea productiei viticole.

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 cultivata vita-de-vie
timp de 20 de ani. Aceastda masura preventiva contribuie la diminuarea pericolului de contaminare
cu agenti patogeni persistenti in sol. Inainte de plantare, au fost realizate teste microbiologice ale
solului pentru a determina calitatea acestuia si pentru a identifica posibilele probleme legate de
prezenta nematodei Xiphinema index [73].

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. 3.16). Aceasta
configuratie de spatiere a fost aleasd pentru a permite dezvoltarea optimd a vitelor, facilitand
totodata lucrarile ulterioare de Ingrijire. Metoda data contribuie la circulatia aerului si la expunerea

uniforma la lumina, factori esentiali pentru cresterea sanatoasa a vitelor.
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Fig. 3.16 Butasi de vita-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 vita-de-vie crescuti si fortificati In serd, 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 suprafata de 3,05 ha (Anexele 1-3).

Coardele de vita-de-vie crescute in plantatia-mama Prebaza au fost folosite ulterior pentru

producerea butasilor altoiti, cu care a fost infiintatd plantatia-mama de categoria biologica Baza.
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Aceasta se Intinde pe o suprafatd de 12 hectare si cuprinde clone din 29 de soiuri de vitd-de-vie,
atat pentru producerea vinurilor, cat si pentru consum 1in stare proaspata (Anexele 4-7). Anual,
sortimentul plantatiilor-mama este completat cu noi soiuri de masa si tehnice, care raspund
cerintelor actuale ale pietei si tendintelor din domeniul viticulturii si vinificatiei.

Ingrijirea plantatiilor-mamia de categorii biologice Prebazi si Baza s-a realizat in stricti
conformitate cu tehnologia viticold destinatd plantatiilor specializate pentru producerea
materialului saditor. Pe parcursul perioadei de vegetatie s-au efectuat lucrari de afanare a solului
si mentinere a ogorului negru, prasile mecanice si manuale pentru combaterea buruienilor, precum
si completarea golurilor rezultate dupa plantare. In perioada de repaus vegetativ, s-au realizat
taierile de formare a cordonului bilateral orizontal si scurtarea coardelor anuale, in vederea
stimuldrii cresterii uniforme a lastarilor si a obtinerii de coarde mature, apte pentru multiplicare.
In anii urmitori, s-au aplicat taieri de fructificare si lucrari de palisare, care au asigurat mentinerea
formei de conducere, aerisirea coronamentului si expunerea optima la lumina a frunzelor.

Fertilizarea solului s-a efectuat periodic, cu Ingrasaminte 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, utilizand produse omologate.

Implementarea acestor lucrdri a contribuit la dezvoltarea armonioasa a vitelor, la
mentinerea vigorii constante a clonelor, asigurand uniformitatea cresterii, maturarea completd a

lemnului si formarea unui aparat foliar sanatos si functional.

3.7 Schema biotehnologica pentru obtinerea si multiplicarea clonelor saniatoase de

viti-de-vie in conditiile Republicii Moldova

In urma testarilor efectuate asupra unui numar semnificativ de probe de material saditor
viticol cultivat in Republica Moldova, inclusiv din loturi de selectie si plantatii comerciale, s-a
constatat o prevalenta ridicata a infectiilor cu virusuri, fitoplasme si agentul cancerului bacterian.
Totusi, in pofida starii fitosanitare nefavorabile a plantatiilor de vita-de-vie, existd premise reale
pentru identificarea si selectia unor plante sdnatoase, libere de agenti patogeni.

Avand 1n vedere situatia fitosanitard actuala, caracterizatd 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
responsabild de boala innegrirea lemnului, se propune aplicarea unei biotehnologii integrate de

obtinere a clonelor asanate (fig. 3.17).
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Fig. 3.17 Biotehnologia dezvoltata de obtinere a clonelor asanate de vita-de-vie

Aceastd schemd biotehnologicd, adaptatd cadrului normativ national si european,
integreaza etapele esentiale de diagnostic, asanare, multiplicare si aclimatizare, asigurand
obtinerea materialului biologic de categorie Prebaza si Bazd conform standardelor europene si
normelor EPPO. Prin implementarea acestei biotehnologii integrate se creeazd premise reale
pentru dezvoltarea durabild a sectorului viticol, prin producerea materialului saditor sdnatos si
trasabil. Schema biotehnologica prezentata evidentiaza succesiunea logica a etapelor de selectie,
diagnostic, asanare si multiplicare, aplicate in procesul de obtinere a clonelor sanatoase de vita-
de-vie. Aceasta abordare complexa faciliteaza implementarea metodelor moderne de
biotehnologie 1n practica viticold si contribuie la perfectionarea tehnologiei de producere a
materialului de inmultire de categorie biologica superioard. Comparatia dintre metoda clasica si

biotehnologia propusa in cadrul prezentei lucréri este prezentatd in figura 3.18.
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Selectarea candidatilor in clone prin metoda Selectarea protoclonelor prin metoda vizuald 1 an
vizuald 1 an

Testarea prin metoda de indexare 3ani Testarea ELISA, PCR 2-10 zile

Asanarea 40 zile Asanarea 3-40 zile

>
vs)

Test serologic pentru boli virale

Multiplicarea in vitro 1 an

(nepovirusuri)
Inmultirea vegetativi 4-5 ani Crestere si fortificare in serd 1 an
9-10 ani 3 ani

Fig. 3.18 Compararea tehnologiilor de obtinere a vitelor vegetante de viti-de-vie
destinate infiintarii plantatiei-mama de categoria biologica Prebaza: A — metoda aplicata
in anii 1980; B — biotehnologia modernizata, dezvoltata in cadrul prezentei lucrari

Metoda traditionala, aplicatd in anii 1980, presupunea o succesiune de etape indelungate:
selectia vizuald a candidatilor in clone, testarea biologica prin indexare (pana la 3 ani), asanarea
termicd si multiplicarea vegetativd pe o perioada totald de 9—10 ani. In contrast, metoda propusa
utilizeaza metode moderne de diagnostic serologic si molecular, care reduc perioada de testare la
2-10 zile, iar multiplicarea prin cultura in vitro si fortificarea plantelor in sera permit finalizarea
ciclului complet de obtinere a clonelor sdnatoase in numai 3 ani. Prin integrarea acestor proceduri
moderne, procesul de obtinere a materialului biologic sdnatos devine nu doar mai rapid, ci si mai
fiabil, datorita controlului riguros al etapelor de testare si regenerare.

Comparativ cu schema aplicata in prezent in Italia, elaboratd in conformitate cu standardele
EPPO (PM 4/8(2)) [50, 102] si reglementarile Uniunii Europene [160, 161, 162], tehnologia
propusa in Republica Moldova include doua etape suplimentare de termoterapie: prima — aplicata
inainte de inradacinarea plantelor initiale destinate multiplicarii, iar cea de-a doua — inainte de
altoire. Aceasta particularitate a fost determinata de raspandirea pe larg a fitoplasmozei de tip Bois
noir si a cancerului bacterian provocat de A. vitis In conditiile Republicii Moldova. Aplicarea
termoterapiei la aceastd etapa asigura eliminarea agentilor patogeni din materialul infectat,
contribuind la obtinerea plantelor complet asanate, care pot fi ulterior utilizate pentru multiplicare
si infiintarea plantatiilor-mama. Optimizarea procesului tehnologic ofera un avantaj semnificativ
pentru institutiile de cercetare si productie viticold, contribuind la obtinerea rapida a materialului
de inmultire de categorie biologica superioara.

Astfel, pentru prima data in Republica Moldova a fost elaborata si testatd o biotehnologie
complexa, bazata pe metode moderne de diagnostic, asanare si multiplicare accelerata prin cultura
in vitro, care permite obtinerea clonelor initiale de vitd-de-vie si Infiintarea plantatiilor-mama de

categoriile Prebaza si Baza intr-un interval de timp considerabil redus.
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3.8 Concluzii la capitolul 3

1. Studiile realizate au evidentiat starea fitosanitard a materialului saditor viticol utilizat in
Republica Moldova, caracterizatd printr-o incidenta ridicatd a infectiilor virale si bacteriene.
Nivelul infectiilor virale variaza intre 0—100%, fiecare al cincilea butas analizat fiind purtitor de
unul sau mai multi agenti patogeni virali. In cazul infectiei cu 4. vitis, aceasta se manifestd in
forma latenta, cu o incidenta de pana la 60%.

2. In ceea ce priveste infectiile virale, Grapevine fleck virus (GFkV) a fost cel mai frecvent
identificat la soiurile de selectie noud cu bob rosu (71,4%). Grapevine leafroll-associated virus 1
(GLRaV-1) a fost intalnit predominant la soiurile autohtone cu bob alb (30,8%), iar GLRaV-3 —
la soiurile europene cu bob rosu (40,9%). Grapevine fanleaf virus (GFLV) a fost detectat in probele
de selectie noua 12,9%, iar Grapevine virus A (GVA) a fost identificat doar in soiurile autohtone,
cu o incidentd de 23%

3. Analiza comparativa a candidatilor in clone din cele trei grupuri de soiuri de vita-de-vie
— selectie noud, autohtone si europene — a evidentiat diferente semnificative privind incidenta
infectiilor bacteriene si virale. Soiurile din selectia noud au fost cel mai frecvent diagnosticate
pozitiv cu A. vitis, In timp ce soiurile europene au inregistrat cele mai reduse niveluri de infectie,
fiind considerate cele mai sdndtoase din punct de vedere fitosanitar.

4. Tratamentul termic cu aer fierbinte (38 °C timp de 40 de zile) a demonstrat eficientd in
reducerea incidentei virusurilor GFLV si GFkV, iar pentru asanarea de 4. vitis, temperatura optima
a fost de 50-51 °C. Aceste date confirma utilitatea tratamentelor termice in procesul de obtinere a
materialului viticol asanat.

5. Aplicarea metodei observatiei vizuale a permis selectia a 109 candidati in clone din 25
de soiuri de vita-de-vie. Dintre acestia, 31 de plante din 23 de soiuri s-au dovedit a fi sdndtoase si
au fost transferate in calitate de plante initiale (clone initiale), reprezentdnd baza pentru
multiplicarea materialului certificat.

6. Multiplicarea in vitro a permis obtinerea a 7179 de plante regenerate, sanatoase si
omogene genetic, utilizate pentru infiintarea plantatiilor-mama de categoria biologica Prebaza.
Aceasta tehnologie s-a dovedit eficientd pentru producerea rapida a materialului saditor viticol de
calitate superioara.

7. In baza materialului viticol obtinut prin metode moderne de selectie, testare si
multiplicare, au fost infiintate plantatii-mama de categorii biologice Prebaza (3,05 ha) si Baza
(12 ha), contribuind la formarea unui fond initial pentru producerea materialului viticol certificat

in conformitate cu cerintele legislatiei nationale.
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4 OPTIMIZAREA ELEMENTELOR TEHNOLOGICE DE PRODUCERE A
CLONELOR ASANATE DE VITA-DE-VIE

Optimizarea elementelor tehnologice In procesul de obtinere a materialului saditor viticol
sandtos constituie o directie prioritara de cercetare si aplicare practica, impusa de cerintele actuale
privind sporirea calitatii, trasabilitatii si sigurantei materialului biologic utilizat la infiintarea
plantatiilor viticole. In contextul raspandirii infectiilor bacteriene si virale, precum si al cerintelor
europene de certificare fitosanitard, se impune revizuirea si perfectionarea etapelor tehnologice
cheie implicate in producerea clonelor asanate de vita-de-vie.

Una dintre problemele identificate este utilizarea metodelor microbiologice clasice pentru
diagnosticarea cancerului bacterian, care nu asigurd o diferentiere clara intre tulpinile patogene si
cele nepatogene de Allorhizobium vitis si Agrobacterium tumefaciens. In acest sens, aplicarea
metodei PCR ofera o solutie eficientd pentru diagnosticarea rapida si precisd, contribuind la
excluderea plantelor infectate din circuitul de multiplicare [78].

Un alt factor-cheie, care influenteaza eficienta regenerarii in vitro, este iluminarea
artificiald. Spectrul si intensitatea luminii LED pot afecta semnificativ procesele de rizogeneza,
morfogeneza si acumularea biomasei [67]. Studiile efectuate au vizat identificarea tipului de
iluminare cel mai potrivit pentru a asigura o dezvoltare armonioasa a plantelor de vita-de-vie in
conditii controlate de laborator. Un alt factor determinant in succesul multiplicarii il reprezinta
compozitia mediilor nutritive. In cadrul cercetarilor au fost testate diferite variante hormonale, iar
rezultatele au permis identificarea combinatiilor optime pentru stimularea regenerarii si dezvoltarii
morfologice a plantelor. Pentru etapa de aclimatizare, a fost studiatd eficienta substratului de ioniti
,Biona-311”, care a favorizat o tranzitie treptatd la conditiile ex vitro si o ratd de supravietuire
ridicatd, comparativ cu metodele traditionale.

Prin urmare, capitolul curent sintetizeaza rezultatele obtinute In cadrul optimizarii etapelor-
cheie ale procesului de producere a materialului saditor asanat de vitd-de-vie, cu accent pe

implementarea unor solutii aplicabile in practica si aliniate standardelor moderne de calitate.

4.1 Evaluarea si implementarea metodelor moleculare de diagnostic al cancerului

bacterian la materialul viticol

Rezultatele testarilor efectuate in perioada 2018-2023 in cadrul laboratorului de
Virusologie si Control Fitosanitar a Culturilor Horticole, pe probe de material saditor viticol
prelevate din diverse regiuni ale Republicii Moldova, au evidentiat o rdspandire semnificativa a

bacteriilor ce provoaca cancerul bacterian (tabelele 3.4-3.6).
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Cancerul bacterian, care este o boald cronica a vitei-de-vie, este cauzat de bacteriile din
genurile Allorhizobium, uneori Agrobacterium si, mai rar, Rhizobium toate incadrate anterior in
asa-numitul ,,complex Agrobacterium spp”, utilizat traditional pentru bacteriile asociate cu bolile
tumorale ale plantelor. Aceastd boald prezintd un pericol major, in special in cazul tulpinilor
patogene, care pot infecta plantele fara a produce simptome vizibile, complicind identificarea si
eliminarea materialului contaminat [78]. Patogenitatea tulpinilor de Allorhizobium vitis (anterior
cunoscut ca Agrobacterium vitis) si Agrobacterium tumefaciens este asociatd cu prezenta
plasmidei de tip Ti (tumor-inducing), responsabild de transferul unui segment de ADN (T-ADN)
in genomul celulei plantei gazda in timpul infectiei. Acest proces determind formarea tumorilor
caracteristice cancerului bacterian. Plasmida pTi codificd si sinteza unor compusi specifici —
opinele — care sunt utilizate de bacterii ca sursd de carbon si azot, facilitand astfel supravietuirea
si inmultirea lor in tesuturile vegetale infectate. In Republica Moldova, identificarea bacteriilor
patogene din complexul Agrobacterium spp a fost realizat pand nu demult prin metode
microbiologice clasice si bioteste pe plante indicatoare. Aceste metode necesitd intre 5—7 zile
pentru identificarea genului si pana la 3—5 sdptdmani pentru confirmarea patogenitatii [43].
Metodele date nu doar ca sunt de lunga durata, dar pot fi si ineficiente, avand un grad inalt de
interpretare subiectiva. In prezent, la nivel mondial, se aplicd metode moleculare, cum ar fi reactia
in lant a polimerazei (PCR), care oferd o sensibilitate si specificitate superioare comparativ cu
tehnicile traditionale [128]. In acest context, implementarea tehnicilor moderne de diagnostic
molecular a devenit indispensabild pentru evaluarea starii fitosanitare a materialului viticol si
pentru identificarea formelor latente de infectie.

In procesul de obtinere a clonelor asanate, s-a constatat ci unii candidati in clone, aparent
sandtosi din punct de vedere vizual, pot fi infectati latent. Aceste observatii sunt in concordanta cu
rezultatele altor cercetatori, care au demonstrat cd prezenta latentd a bacteriilor fitopatogene in
materialul saditor viticol poate raimane nedetectata in absenta testdrilor de laborator, reprezentand
un risc pentru perpetuarea infectiilor in plantatiile-mama si in materialul de Tnmultire [127]. Lipsa
simptomelor vizibile poate rezulta fie din infectii cu tulpini nepatogene, fie din conditii de mediu,
care nu favorizeaza dezvoltarea tumorilor, cum ar fi schimbarile climatice recente, care au redus
frecventa ingheturilor in Republica Moldova. Cu toate acestea, boala rdmane latentd si poate
reincepe sa se manifeste atunci cand conditiile sunt favorabile, iar reproducerea vegetativa din
plantele infectate duce la raspandirea bolii in plantatiile viticole noi.

Scopul acestui studiu a fost evaluarea si implementarea metodei moleculare de diagnostic
al cancerului bacterian la materialul viticol, in vederea identificarii rapide si precise a plantelor

infectate latent si excluderii acestora din circuitul de multiplicare.
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In acest context, au fost selectate 6 soiuri si elite de vita-de-vie din plantatiile experimentale
de soiuri ale IP INCAAMV, cu o varsta de peste 30 de ani, care s-au evidentiat printr-o crestere
viguroasd, capacitate de rodire constantd si absenta simptomelor vizibile de cancer bacterian.
Aceste plante au fost incluse in procesul de selectie fitosanitara si supuse testarii pentru depistarea
infectiilor latente cu cancer bacterian. In acest scop, au fost prelevate vite in varsta de un an,
provenite de la plante aparent sdnatoase, fiard semne externe de tumori sau deformari ale
tesuturilor. Sectiunile prelevate au fost curdtate de scoartd, fragmentate in segmente de 3—5 mm si
supuse sterilizarii de suprafata, pentru a evita contaminarea externd in timpul izolarii bacteriilor
endofite. Dupd insdmantare, izolatele bacteriene au fost incubate timp de 7 zile la 27 °C, pentru

evaludrea prezentei coloniilor caracteristice de Agrobacterium spp.

Fig. 4.1 Coloniile de bacterii din complexul Agrobacterium spp pe mediul selectiv [132]
Dupa cum se poate observa in figura 4.1, coloniile au prezentat o dezvoltare uniforma pe
intreaga suprafatd a mediului, fard formarea de zone de inhibitie sau contaminare, prezentand
morfologia caracteristica bacteriilor din complexul Agrobacterium spp., cu aspect alb, convex,
lucios si cu centru pigmentat rosu [132]. Rezultatele izolarii sunt prezentate in tabelul 4.1.
Tabelul 4.1 Rezultatele determinarii prezentei bacteriei Agrobacterium spp. prin

metoda microbiologica

N o, elita de vita-de-vie Identificatorul . tﬁrgilzi‘frtgﬁﬁogice
1 Basarabia 36(37) Pozitiv
2 11>-13-66 CC-1V-3 Pozitiv
3 1V-32-75 V -26 Pozitiv
4 BU-24-6-4 v -32 Negativ
5 Apiren roz CC-1v-21 Pozitiv
6 Meleag 1I-19-7 Pozitiv

Nota: Pozitiv — prezenta bacteriei A. vitis; Negativ — absenta bacteriei A. vitis in probele analizate.
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Dupa cum se poate observa din tabelul 4.1, plantele infectate au fost cele ale soiurilor
Basarabia, Apiren roz, Meleag si ale elitelor de vitd-de-vie II2-13-66 si [V-32-75. Varianta testata
BU-24-6—4 a prezentat rezultat negativ. Desi nu s-au observat formatiuni tumorale vizibile in
momentul prelevarii probelor, prezenta bacteriilor a fost confirmatd microbiologic. Probele testate
pozitiv au fost ulterior supuse testarii prin metoda PCR.

Pentru analiza detaliatd a agrobacteriilor izolate din materialul saditor, a fost aplicata
metoda Triplex PCR (end-point), care permite identificarea simultand a genului si evaluarea
potentialului patogen al tulpinilor. In cadrul acestei metode, au fost vizati trei markeri moleculari
esentiali: gena pehA — utilizata ca marker specific pentru identificarea speciei 4. vitis, diferentiind-
o de A. tumefaciens, printr-un fragment specific d¢ ADN de 466 pb; gena virF — care codifica
sinteza opinei de tip nopaline si octopine, asociatd 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 confirmarea
speciei Agrobacterium vitis sau Agrobacterium tumefaciens, ci si identificarea precisa a tipului de
plasmida Ti prezentd in izolat. Rezultatele testarii celor cinci izolate de Agrobacterium spp. prin

metoda PCR sunt prezentate in figura 4.2.
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Fig. 4.2 Electroforegrama obtinuti in urma reactiei PCR pentru identificarea tulpinilor de
A. vitis $i A. tumefaciens. M — marker de greutate moleculara

(1 kb, 200 pb, 100 pb); » — control pozitiv pentru fragmentul pehA (466 pb)
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Electroforegrama din figura 4.2 prezinta rezultatele reactiei PCR aplicate pe cinci izolate
bacteriene (1, 2, 3, 5 si 6), folosind trei perechi de primeri specifici. Toate izolatele au prezentat o
banda de 466 pb, ceea ce confirma ca apartin speciei Agrobacterium vitis. In probele 1, 5 si 6 au
fost detectate si fragmentele de 382 pb si 320 pb, asociate cu genele virF si virD, indicand prezenta
plasmidei pTi si caracterul patogen al acestor tulpini. Proba 2 a continut fragmentele pehA si virF,
iar proba 3 — pehA si virD, ceea ce sugereaza existenta unor plasmide diferite, dar cu potential
patogen. Controlul pozitiv (+) a confirmat amplificarea genei pehA, iar pentru a estima
dimensiunea fragmentelor de ADN au fost utilizati markeri moleculari (M).

Aceste rezultate confirma ca toate izolatele testate sunt patogene, desi difera intre ele prin
structura plasmidei p7i. Astfel, bacteriile provenite din plante aparent sdnatoase de vita-de-vie au
fost clasificate ca 4. vitis, purtatoare de plasmide p7i cu regiunile codante pentru sinteza de opine,
ceea ce in conditii favorabile poate conduce la manifestarea simptomelor cancerului bacterian.
Rezultatele diagnosticarii sunt prezentate in tabelul 4.2.

Tabelul 4.2 Rezultatele identificarii moleculare a izolatelor bacteriene prin metoda PCR

A.vitis Napoline, octopine Vitopine Patogenitatea
Nr. crt. (466 pb.) A.tumefaciens (pTi 382 pb) (pglbL;ZO
1 + - + + +
2 + - + - +
3 + - - - -
5 + - + + +
6 + - + + +

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

Rezultatele testdrii prin metoda PCR a celor cinci izolate bacteriene evidentiaza ca toate
probele analizate apartin speciei Agrobacterium vitis, confirmatd prin prezenta genei pehA
(466 pb). Niciun izolat nu a continut markeri specifici pentru Agrobacterium tumefaciens, ceea ce
indica absenta acestei specii in materialul studiat. In toate cazurile a fost detectati patogenitatea,
demonstrata prin prezenta fragmentelor corespunzatoare plasmidei p7i. Diversitatea fragmentelor
identificate virF si virD reflecta variabilitatea plasmidelor p7i (tip nopaline/octopine si vitopine),
ceea ce sugereaza existenta unor tulpini patogene cu potential diferit de manifestare a bolii.

Rezultatele obtinute in urma testarii plantelor studiate prin metoda PCR confirma faptul,
cd aceastd tehnica moleculara permite o diagnosticare rapida si fiabild a patogenitatii
agrobacteriilor din genurile Agrobacterium vitis s1 Agrobacterium tumefaciens, prin detectia
directd a plasmidei pT7i. Prin detectarea genelor asociate virulentei (pehd, virF, virD), metoda data
elimina dificultatile de interpretare specifice metodelor traditionale, care necesitd timp indelungat

si pot conduce la erori de diagnostic. Astfel, implementarea PCR in procesul de obtinere a clonelor
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asanate de vitd-de-vie reprezintd o solutie eficientd si sigurd pentru producerea unui material

saditor viticol de 1nalta calitate.

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

cultura in vitro

Cultura in vitro reprezintd o metoda de multiplicare a plantelor desfasurata in conditii de
laborator strict controlate si este utilizatd in scopuri variate, precum propagarea rapida si asanarea
materialului biologic. Dezvoltarea plantelor in mediu controlat este influentata atat de compozitia
substantelor nutritive din mediul de crestere, cat si de conditiile camerei culturale, cum ar fi
temperatura si sursa de lumina. Dintre factorii exogeni, lumina constituie unul dintre principalii
determinanti ai proceselor de crestere si morfogeneza, influentand direct fotosinteza, elongarea
internodurilor si formarea sistemului radicular.

Rezultatele cercetdrilor recente privind influenta spectrului luminos asupra dezvoltarii
plantelor cultivate in conditii controlate au evidentiat rolul esential al compozitiei luminii in
reglarea proceselor morfologice, fiziologice si moleculare [147]. In special, utilizarea surselor
LED permite o personalizare precisd a intensitatii si spectrului luminii, ceea ce contribuie la
optimizarea procesului de multiplicare [69, 165]. Desi au fost obtinute date in diferite specii
horticole, cercetarile privind vita-de-vie Tn acest context sunt inca limitate [53, 133].

Studiul dat a urmarit evaluarea efectului spectrelor de lumina LED asupra proceselor de
regenerare i dezvoltare a vitei-de-vie in culturd in vitro, in vederea identificarii conditiilor optime
pentru multiplicarea acceleratd a clonelor asanate. Studiul a fost axat pe analizarea performantei
plantelor cultivate sub influenta a trei tipuri de corpuri de iluminat cu spectre diferite, in conditii
controlate de laborator, care au permis monitorizarea parametrilor de crestere si dezvoltare.

Pentru caracterizarea mediului luminos, au fost efectuate masurari fotometrice detaliate ale
fiecarui corp de iluminat utilizat, care au inclus temperatura de culoare (K), fluxul de radiatie
fotosintetic activa (PPFD) si integrala zilnicd de lumina (DLI ). Valorile obtinute au fost utilizate
pentru corelarea intensitatii si calitatii luminii cu dinamica proceselor de fotosinteza si ritmul de
crestere al plantelor cultivate In conditii controlate de laborator (tabelul 4.3). Aceste determinari
au permis o evaluare complexa a influentei fiecarui spectru asupra dezvoltarii plantelor in vitro.

Tabelul 4.3 Rezultatele masurarilor fotometrice a surselor de iluminare utilizate

Nr. Sursa de T masurat, K PPFD ,I? asz DLI max, mol'm™-d""
crt. iluminare umol-s™'-m

1 »alb-rece” 5950+50K 63 4.05

2 »alb-cald” 3200+50K 30 2.04

3 ,,Fito” <1700 K 25 1.64
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Dupa cum se observa din tabelul 4.3, corpul de iluminat alb-rece a furnizat cea mai inalta
temperaturd de culoare masuratd (6000K) si cele mai mari valori pentru PPFD (63 umol-s™'-m™2)
si DLI (4.05 mol-m2-d™"). In contrast, corpul de iluminat ,Fito" a avut cea mai scizuti
temperaturd (1700K) si, respectiv, cele mai mici valori pentru PPFD (25 umol-s™'-m™2) si
DLI (1.64 mol'-m2-d™!). Iluminarea alb-calda s-a situat intre aceste extreme, cu o temperaturd de
aproximativ 3000 K, PPFD de 44 pmol-s'-m™ si DLI de 2,84 mol-m2-d™', reflectand un nivel
intermediar de intensitate luminoasa si de eficientd fotosintetica.

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-albastrd, procesele asociate
fixarii carbonului in cadrul fotosintezei ating eficientd maxima in prezenta luminii rosii.

Repartizarea echilibratd a acestor componente spectrale determind eficienta proceselor
fotosintetice si influenteaza direct morfogeneza si cresterea plantelor cultivate in vitro. In cadrul
studiului, spectrele de emisie ale surselor de lumina utilizate au fost determinate prin masuratori
fotometrice, in conditiile specifice laboratorului (fig. 4.3). Analiza distributiei radiatiei fotosintetic
active la nivelul suprafetei de cultura a evidentiat o repartitie neuniforma a valorilor in functie de
distanta fatd de sursd. Acest fenomen este explicabil prin legea patratului invers, conform careia
intensitatea radiatiei scade proportional cu patratul distantei [55]. Spectrele de emisie obtinute

pentru cele trei corpuri de iluminat utilizate sunt prezentate in figura 4.3.
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Fig. 4.3 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”.
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Analiza acestor spectre releva diferente semnificative in compozitia spectrala a fiecarei
surse de lumina. La sursa de lumina ,,alb-cald”, se observa un maxim de emisie 1n zona albastra
a spectrului, la o 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 predominantd clard a radiatiei albastre, ceea ce poate influenta pozitiv procesele
fiziologice implicate in regenerarea initiald a vitroplantelor. Spectrul sursei de lumina ,,alb-rece”,
prezintd un profil similar, cu un varf in zona albastra la 460 nm.

Intensitatea luminii In intervalul verde-galben (550-600 nm) este si mai redusd comparativ
cu sursa ,,alb-cald”, ceea ce indicd 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, corespunzétoare luminii verde si
galbene. Spectrul este dominat de doud regiuni: un maxim in zona albastrd (A = 465 nm) si al
doilea, mai redus, in zona rosie (A = 650 nm), cu o extindere pand in apropierea limitei spectrului
vizibil (750 nm). Acest tip de spectru, care combind albastru si rosu, este utilizat in sistemele
moderne de iluminare pentru culturile in vitro, datoritd capacitatii sale de a stimula fotosinteza si
procesele morfogenetice ale plantelor [53].

Spectrele de emisie analizate arata diferente clare intre cele trei surse de lumina, fiecare
avand o distributie specificd a radiatiei iIn domeniul PAR. Aceste informatii sunt importante pentru
a intelege mai departe cum poate influenta fiecare tip de iluminare dezvoltarea plantelor.

In conditii de cultur in vitro, intensitatea si calitatea luminii influenteaza direct procesele
de regenerare si dezvoltare ale plantelor, determinand ritmul general de crestere al acestora [170].
Un parametru esential pentru caracterizarea mediului luminos este densitatea fluxului de fotoni
fotosintetici (PPFD), care indica cantitatea de radiatie fotosintetic activa disponibila pe suprafata
de cultura intr-un interval de timp determinat. In productia de plante, fiecare specie de planti
necesita ca densitatea optima a PPFD sa fie determinata [12, 111].

Analiza distributiilor de suprafatd a parametrului PPFD a fost realizatda pentru a evalua
uniformitatea iluminarii si a evidentia diferentele dintre sursele de lumina utilizate in experiment.
Spre deosebire de cultura in serd, unde plantele sunt expuse la un spectru luminos mai variabil si
la intensitati ridicate, cultura in vitro presupune un mediu luminos redus, dar constant. Aceste
niveluri scazute de lumina, combinate cu aportul de carbohidrati din mediul nutritiv, sunt
suficiente pentru initierea morfogenezei si dezvoltarea lastarilor [59]. Prin urmare, analiza
comparativd a spectrelor de emisie permite corelarea compozitiei luminii cu procesele de

fotosinteza, regenerare si dezvoltare a plantelor In conditii de cultura in vitro.
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Literatura de specialitate evidentiaza ca nivelul optim al PPFD pentru majoritatea plantelor
erbacee in culturd in vitro se situeaza intre 30—40 pumol-m-s™!, cu variatii in functie de specie,
stadiul fenologic si compozitia mediului de cultura [137]. De asemenea, intensitatea luminii

regleaza procese morfologice si fiziologice importante, influentdnd expresia genicd, ritmul de

crestere, ramificarea si dezvoltarea aparatului vegetativ [164].
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Fig. 4.4 Distributiile de suprafata a parametrului PPFD
A, B — ,alb-rece”; C, D —,,alb-cald”; E, F — , Fito”.

Comparand valorile PPFD prezentate in pentru cele trei corpuri de iluminat, pe aceeasi
suprafatd de masurare (1650 mm x 880 mm), se remarca diferente semnificative in ceea ce priveste
cantitatea si distributia luminii disponibile pentru plante (fig. 4.4). Pentru iluminarea cu sursa ,,alb-
rece” (fig. 4.4 A, B), au fost inregistrate cele mai mari valori ale PPFD, cuprinse intre 14 si 63
umol-s-m2, evidentiind un potential ridicat de stimulare a proceselor fotosintetice. In acelasi
timp, distributia fluxului de lumina a fost neuniforma, cu o concentrare evidenta in zona centrala

si 0 scidere graduala spre periferie. In cazul sursei ,,alb-cald” (fig. 4.4 C, D), valorile PPFD au

fost mai reduse, atingand un maxim de 30 umol-s™'-m™. Distributia luminii a fost eterogena, dar

cu o zond centrald de iluminare mai restransa. [luminarea de tip ,,Fito” a generat cele mai scazute
niveluri ale PPFD, cuprinse intre 5,4 si 25 pumol-s™'-m2 (fig. 4.4 E, F). Distributia fotonilor a fost
puternic concentratd in zona centrald, cu scaderi abrupte spre margini.

Analiza distributiei parametrului PPFD pentru cele trei corpuri de iluminat utilizate in

studiu a evidentiat diferente semnificative atdt in intensitatea luminoasda oferitd, cat si in
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uniformitatea acesteia pe suprafata de culturd. Sursa de lumina ,,alb-rece” a furnizat cele mai
ridicate valori ale PPFD (pana la 63 umol-s™'-m2) asigurand conditii optime pentru desfasurarea
proceselor fotosintetice ale plantelor. [luminarea ,,alb-cald” a generat niveluri moderate de PPFD,
iar sursa ,,Fito” a Inregistrat cele mai scazute valori ale PPFD (25 umol-s™'-m™).

Analiza distributiilor de suprafati a parametrului DLI. Integrala zilnicd a luminii este
un parametru esential in evaluarea cantitatii totale de radiatie fotosintetic activd primita de plante
intr-un interval de 24 de ore. Numeroase cercetari au ardtat ca un nivel optim al DLI favorizeaza
procesele fiziologice esentiale ale plantelor, cum ar fi acumularea de biomasa a partilor aeriene si
subterane [144, 168], formarea frunzelor, ingrosarea tulpinilor [14], precum si diferentierea
mugurilor florali [26]. In conditii de iluminare artificiala, valoarea DLI este determinati exclusiv
de parametrii 1ampilor utilizate, fiind influentatd de intensitatea luminii si durata fotoperioadei.

Pentru fiecare specie si tip de cultura in vitro, este necesard determinarea unui interval optim de

DLI care sa favorizeze procesele de crestere si dezvoltare ale plantelor.
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Fig. 4.5 Distributia de suprafata a parametrului DLI
A, B — ,alb-rece”; C, D — ,,alb-cald”; E, F — , ,Fito".
Analizdnd distributiile de suprafatd ale parametrului DLI prezentate in figura 4.5, se
evidentiazd diferente semnificative Intre cele trei surse de iluminat testate in cadrul studiului.
[luminarea de tip ,,alb-rece” a generat cele mai mari valori ale integralei zilnice de lumina, cu un
maxim de 5,54 mol-m-zi"!, ceea ce reflectd o intensitate luminoasa superioara si o acoperire mai

uniformd a zonei cultivate. Sursele de tip ,,alb-cald” au inregistrat un DLI maxim de 2,04
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mol-m2-zi"', situdndu-se la un nivel intermediar, in timp ce sursa ,,Fito” a atins cele mai scazute
valori ale parametrului, cu un maxim de 1,64 mol-m™2-zi .

Rezultatele analizei parametrului DLI pentru cele trei surse de iluminat testate au evidentiat
diferente evidente 1n ceea ce priveste cantitatea totald de radiatie fotosintetic activa oferita pe
parcursul fotoperioadei. Sursa cu spectru ,,alb-rece” a generat cele mai mari valori ale DLI, urmata
de ,,alb-cald” si ,,Fito”, cu cel mai redus nivel de iluminare zilnicd acumulata.

Impactul spectrului de iluminare asupra rizogenezei si morfogenezei la vitroplantele de
vita-de-vie. In cadrul studiului realizat, s-a analizat modul in care diferitele spectre de iluminare
afecteaza formarea radacinilor la plantele cultivate de vita-de-vie in vitro. Rezultatele obtinute
confirma ca spectrul de lumina influenteaza semnificativ atat initierea procesului de rizogeneza,

cat si rata finald de inradacinare a plantulelor.
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Fig. 4.6 Numiirul de explante care au Fig. 4.7 Numarul de plante complet
initiat formarea radicinilor dupa 14 zile inradacinate dupa 30 de zile de cultura
de cultura in vitro in vitro

Rezultatele obtinute dupa 14 zile de cultura au aratat ca spectrul de lumina emis de corpul
,F1to” a favorizat initierea procesului de rizogeneza, cu o ratd de inrddacinare de 66,6%. in
conditiile de iluminare cu ,,alb-rece” si ,,alb-cald”, procesul de diferentiere a sistemului radicular
s-a manifestat mai lent, obtinandu-se un procent de 40% de plante inradacinate (fig. 4.6). Dupa 30
de zile de la inoculare, procentul plantelor inrddacinate a crescut in toate variantele experimentale,
insa diferentele intre sursele de lumind au rdmas evidente. Cea mai inalta ratd de inrddacinare a
fost inregistrata in varianta ,,Fito” — 90+0.18%, urmata de variantele ,,alb-rece” si ,,alb-cald”,
fiecare cu 63,3+0.49% (fig. 4.7). Rezultatele obtinute confirma rolul pozitiv al radiatiei rosii si
albastre in stimularea procesului de rizogenezd, in concordantd cu datele din literatura de
specialitate [106]. Analiza parametrilor morfologici a aratat cd plantele crescute sub acest tip de

lumina au avut cele mai reduse performante din punct de vedere vegetativ (tabelul 4.4).
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Tabelul 4.4 Parametrii morfologici medii pentru plantele de viti-de-vie cultivate 30
zile in conditii in vitro

Plante Inter- Inaltimea Lungimea Suprafata
Sursede | . ... Calus . Frunze o - s ;
lumina inradaci- (%) noduri (nr) plantei radacinilor frunzei
nate (%) (nr) (cm) (cm) (cm?)
r’éileb” 63.3+£0.49b 0 6.36+3.1ab | 6.04+2.8ab | 6.04+3.1b | 13.63+£9.3a 2+0.87a
C”;ldt:, 63.3+0.49 | 36.6 7.68£2.8b | 7.84+£3.8b | 6.6+2.7b | 20.68+13.5b | 1.27+0.6b
,.Fito" 90+0.18a 0 5.4+1.6a 6.1+2.0a 4.2+1.8a 11.67+7.4a | 1.12+0.48a

Nota: Valorile sunt prezentate ca medie + abaterea standard. Literele a, b indica diferente semnificative statistic intre variante,

conform testului post-hoc (P < 0,05). Valorile care au litere diferite pe aceeasi coloand sunt semnificativ diferite intre ele.

Rezultatele sunt in concordanta cu studiile realizate anterior, care mentioneaza ca lumina
cu spectru ingust, de tip rosu-albastru, stimuleazd formarea radacinilor, dar poate limita
dezvoltarea lastarilor [145]. In cazul nostru, plantele de viti-de-vie cultivate sub lumini ,,Fito” au
prezentat internoduri inegale, un numar mai mic de frunze si dimensiuni reduse ale acestora, in
comparatie cu cele crescute sub iluminare ,,alb-rece”.

Dupa 30 de zile de cultura, datele prezentate in tabelul 4.4 arata, ca sursele de iluminare au
avut efecte diferite asupra Inradacinarii si cresterii plantelor cultivate in vitro. Iluminarea ,,alb-
cald” a contribuit la formarea unui numar mare de internoduri (7,68) si cele mai lungi radacini
(20,68 cm), dar a fost insotita de formarea de calus in proportie de 36,6% si frunze de dimensiuni
mici (1,27 cm?). Desi cresterea a fost activa, aspectul general al plantelor a fost dezechilibrat, ce
sugereaza o repartizare neuneforma a resurselor.

Sursa ,,alb-rece” a favorizat o dezvoltare echilibrata: frunze cu cea mai mare suprafata (2,0
cm?), lastari bine formati, fard calus si o ratd de inrdddcinare de 63,3%. Aceste rezultate sunt
asociate cu valorile cele mai ridicate ale parametrilor de iluminare (6000K, PPFD = 63,
DLI = 4,05), care au oferit conditii bune pentru fotosinteza si crestere.

Sursa ,,Fito” a oferit cele mai bune rezultate pentru inradacinare (90%), dar a limitat
dezvoltarea partilor aeriene: plantele au avut lastari mai scurti, mai putine frunze si o suprafata
foliard mai mica (1,12 cm?), evidentiind influenta luminii asupra morfogenezei.

Analiza statistica a datelor. Datele initiale obtinute in cadrul celor trei repetitii pentru
fiecare sursd de lumind sunt prezentate in Anexa 8. Pentru evaluarea semnificatiei influentei
spectrelor de lumind LED asupra parametrilor morfologici si fiziologici analizati, a fost aplicata
analiza dispersionald univariatd ANOVA (Anexa 9). Rezultatele obtinute aratd ca lumina LED a
avut o influenta slab-moderatad asupra procesului de rizogeneza, cu un grad de influentd 1 = 0.28
(28%), valoare care, conform scalei Chaddock, se incadreaza in intervalul 0.1-0.3. Datele statistice

complete sunt prezentate in tabelul 4.5.
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Tabelul 4.5 Datele statistice obtinute prin analiza dispersionala univariata

Parametru p-value F calculat F critic n.(gradulvde Holp o‘feza
influentd) nula

Procesul de 0.028 3.7 3.1 0.28 Respinsa
rizogeneza

Suprafata foliara 0.019 4.17 3.15 0.34 Respinsa
Iniltimea plantei 0.004 5.81 3.14 0.39 Respinsa
Lungimea 0.66 0.17 3.1 0.07 Adevirata
radacinilor

Nota: p-value — probabilitatea de semnificatie; F calculat — valoarea obtinuta prin testul Fisher; F critic — valoarea critica a testului
Fisher pentru nivelul de semnificatie ales; n — coeficientul de determinare (gradul de influentd al factorului asupra caracterului

analizat); Ho — ipoteza nula (acceptata daca F calculat <F critic si p > 0,05).

Dintre parametrii analizati, indltimea plantelor a prezentat cea mai puternica corelatie cu
tipul de iluminare, cu un grad de influentd de 39%. De asemenea, s-a constatat cd suprafata
frunzelor este afectata intr-o mdsura moderatd de spectrul de lumina, cu n = 0.34 si p = 0.019.
Lungimea radacinilor nu a fost influentatd semnificativ de spectrul de lumina LED utilizat, ipoteza
nula fiind acceptatd (p = 0.66), ceea ce sugereaza cd acest parametru este controlat de alti factori
fiziologici sau de compozitia mediului de cultura.

Spectrele de emisie ale surselor de iluminat utilizate in cadrul studiului au prezentat
caracteristici distincte, cu impact diferit asupra dezvoltarii vitroplantelor de vita-de-vie. Corpurile
de iluminat cu lumina ,,alb-rece” si ,,alb-cald” au generat un spectru larg, cuprins intre 460 si 700
nm, acoperind zonele albastra, verde, galbena, portocalie si rosie, insd cu intensitati variabile in
domeniul spectral verde-rosu. Spre deosebire de acestea, corpul de iluminat ,,Fito” a emis
predominant in regiunile albastra si rosie, cu un maxim in apropierea A = 465 nm si un al doilea
maxim in zona rosie (A = 650 nm), incluzand si radiatie din spectrul infrarosu apropiat (>700 nm),
dar cu absenta totala a radiatiei in intervalul 500-575 nm.

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'-m™), 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 [53].

Iluminarea 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 armonioasa. [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.
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In concluzie, tipul de lumind LED influenteaza diferit rizogeneza si morfogeneza in
culturile in vitro de vita-de-vie. Se recomanda utilizarea spectrului ,,Fito” pentru initierea
inrddacindrii, urmata de trecerea la iluminare ,,alb-rece” pentru sustinerea cresterii vegetative si

pregatirea plantulelor pentru aclimatizare.

4.3 Selectarea mediilor nutritive pentru regenerarea si multiplicarea accelerata

in vitro si aclimatizarea ex vitro

Pe langa compozitia chimica a mediului nutritiv, un rol esential in succesul culturii in vitro
il are echilibrul fitohormonal, determinat de raportul dintre auxine si citokinine, care controleaza
procesele morfogenetice — regenerarea ldstarilor, formarea radacinilor si inducerea calusului.
Stabilirea unui raport optim intre regulatorii de crestere constituie o conditie fde bazd pentru
obtinerea unor vitroplante viabile, stabile si cu potential ridicat de aclimatizare.

Procesul de multiplicare accelerata a plantelor de vitd-de-vie se desfdsoard, in mod
obisnuit, in patru etape distincte: inocularea explantului pe mediu nutritiv in cultura in vitro; etapa
de micropropagare propriu-zisa, in care se urmareste obtinerea unui numar maxim de clone;
inradacinarea lastarilor multiplicati in vitro; in final, adaptarea plantelor la conditiile ex vitro.
Fiecare etapa a procesului are un rol decisiv in obtinerea unui rezultat bun, iar alegerea corectd a
mediului nutritiv reprezintd un factor-cheie pentru reusita.

Inca de la inocularea explanturilor in mediul de culturd in vitro, apar dificultati legate de
specificitatea reactiilor morfologice si organogenetice ale diferitelor soiuri de vitd-de-vie la
fitohormoni, vitamine, macro- si microelemente, precum si la combinatiile acestora. Fiecare soi
cultivat poate raspunde diferit la componentele mediului nutritiv, ceea ce face necesara o selectie
individualizatd a acestor elemente si a proportiilor lor pentru a optimiza cresterea si dezvoltarea
explanturilor [17]. Aceastd particularitate impune testarea mai multor variante de mediu nutritiv
pentru a identifica combinatiile optime care favorizeaza regenerarea si multiplicarea in vitro,
asigurand totodatd stabilitatea morfologica a plantelor obtinute.

O alta provocare majora este adaptarea plantelor cultivate in vitro la conditiile ex vitro,
care prevede trecerea de la un mediu steril, controlat, la un mediu extern cu variatii semnificative.
La aceasta faza, un procent semnificativ de plante nu reuseste sa se adapteze, iar conform datelor
din literatura de specialitate, rata de supravietuire a vitroplantelor poate scadea pana la 25% in
etapa de aclimatizare [190]. Cauza principald a mortalitétii ridicate este legata de imperfectiunile
structurale ale plantelor, atat la nivel morfologic, cat si fiziologic [180]. Pentru a mari sansele de
succes in multiplicarea si aclimatizarea plantelor de vitd-de-vie, este esential sa fie selectat mediu

nutritiv, care sa ofere echilibrul optim intre nutrienti si substantele de crestere.
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4.3.1 Selectarea mediilor nutritive pentru regenerarea explantelor de viti-de-vie

In cultura in vitro, succesul procesului de regenerare a plantelor este influentat direct de
compozitia mediului nutritiv, care include saruri minerale (macro- si microelemente), zaharoza,
vitamine, regulatori de crestere (fitohormoni) si, in unele cazuri, adaosuri organice. Alegerea
corectd a combinatiei acestor componente este esentiald pentru initierea si sustinerea proceselor
de diferentiere si dezvoltare a tesuturilor vegetale [77].

Printre fitohormoni, citochininele au un rol important in stimularea diviziunii celulare si a
cresterii frunzelor, contribuind totodatd la incetinirea proceselor de Tmbatranire a tesuturilor.
Acestea actioneaza prin intensificarea biosintezei de acizi nucleici si proteine, dar si prin
redirectionarea resurselor nutritive spre zonele de crestere activd, fenomen cunoscut drept
»activitate de atractie” [77]. Auxinele, la randul lor, stimuleazd alungirea internodurilor,
dezvoltarea sistemului radicular si participa la initierea organelor vegetative [ 100].

Conform modelului clasic Skoog—Miller, raportul dintre auxine si citochinine determina
directia procesului de regenerare: concentratiile mai mari de auxine favorizeazd formarea
radacinilor, in timp ce un exces de citochinine favorizeaza dezvoltarea lastarilor [ 141]. La raporturi
egale, celulele tind sa se divizeze activ, dar fara a se diferentia clar in organe specifice. Totusi,
acest model trebuie aplicat cu acurdtete, intrucét rdspunsul fiziologic poate varia semnificativ in
functie de soi, tipul de explant si conditiile experimentale [59].

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) purind)
asupra regenerarii explanturilor de vita-de-vie in conditii controlate de laborator. Au fost evaluate
patru variante de medii nutritive, formulate pe baza mediului nutritiv Murashige si Skoog (MS) cu
concentratia redusa la jumatate (Y2 MS) pentru sarurile minerale. Fiecare varianta a fost completata
cu diferite combinatii de fitohormoni, dupd cum urmeaza: Varianta 1: 1 mg/l [AA; Varianta 2:
2 mg/l IAA; Varianta 3: 1 mg/l IAA + 0,3 mg/l 2iP; Varianta 4: 2 mg/l IAA + 0,6 mg/l 2iP. Aceste
combinatii au fost selectate in baza modelului Skoog-Miller.

In calitate de material biologic au fost utilizate partile apicale ale plantelor initiale de vita-
de-vie din soiul Meleag, libere de boli virale si de cancerul bacterian. Explantele au fost prelevate
in faza de crestere activa si cultivate pe medii agarizate, in conditii de asepsie. Pentru fiecare
varianta de mediu nutritiv au fost utilizate cate 30 de explante, distribuite in trei repetari biologice.
In total, au fost analizate 90 de plante de viti-de-vie in conditii de cultura in vitro. Evaludrile au
fost realizate dupa 40 de zile de cultura, iar rezultatele au fost exprimate sub forma de medii
aritmetice + abaterea standard (tabelul 4.6). Calculele statistice si formulele utilizate pentru

determinarea mediilor si abaterilor standard sunt prezentate in Anexa 10.
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Tabelul 4.6 Rezultatele influentei fitohormonilor asupra parametrilor de crestere si

dezvoltare in vitro a vitei-de-vie

3 = o ) g = = S s s~
zz| o f 9 F 25 | 3 3 £E | §5 52
=l RO =& =R = ) 8= 43 o Zos
S| 25 | 25| 28 | EE | § | BT | 352 33
< S [} ~= = 2 2 S & < o
> = ~ = = = S = =
1 [100.040.0 | 50.0+32 | 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 | 7.00:0.4 | 5.5+0.2 | 10.3£0.4 | 2.70.3 | 0.46=0.04 | 0.74+0.06
4 1100.040.0 | 63.3+3.6 [ 7.2040.5 | 83+0.3 | 9.840.5 | 3.5+0.4 | 0.34+0.03 [ 0.56+0.05

Nota: Valorile sunt exprimate ca medie + abaterea standard, calculate din 3 repetari.

Analiza datelor din tabelul 4.5, obtinute in urma testdrii celor patru variante de medii
nutritive evidentiaza, cd toate explantele au rdspuns pozitiv la suplimentarea mediului cu
fitohormoni, formand radacini in proportie de 100%, indiferent de concentratia de AIA sau de
adaosul de 2iP. Aceasta reactie uniforma, in ceea ce priveste inradacinarea, confirmd eficienta
auxinei in initierea rizogenezei in conditiile experimentale aplicate, si sugereaza o buna capacitate
de regenerare a soiului Meleag in conditii controlate. Cu toate acestea, procesele de dezvoltare
ulterioara au variat intre cele patru variante testate.

In ceea ce priveste rata de dezvoltare a plantelor, exprimati procentual, cele mai bune
rezultate au fost Inregistrate in varianta 3 (IAA 1 mg/l + 2iP 0,3 mg/1), unde 80% dintre explantele
inrddacinate au dezvoltat lastari. Aceasta variantd a inregistrat si cele mai mari valori pentru
numarul de lastari laterali (2,7+0,3 buc.) si masa uscata foliara (0,74+0,06 g), sugerand ca un raport
echilibrat Intre auxina si citochinina favorizeaza simultan atat formarea organelor vegetative, cat
si acumularea de biomasa, contribuind la obtinerea unor vitroplante uniform dezvoltate.

Varianta 2, in care a fost utilizata o doza dubla de AIA (2 mg/l) fara adaos de citochinina,
a determinat o crestere vegetativa relativ buna (inaltime medie de 8,2+0,6 cm si 12+0,7 frunzulite),
dar doar 50% dintre explante au dezvoltat complet plante. De asemenea, s-a remarcat un numar
redus de lastari laterali (2,2+0,2), ceea ce indica o stimulare partiald a ramificarii.

In varianta 4 (2 mg/l IAA + 0,6 mg/l 2iP), desi rata de dezvoltare a fost intermediara
(63,34£3,6%), s-a observat o usoara scadere a masei radiculare (0,344+0,03 g), ceea ce poate fi
asociat cu un posibil dezechilibru hormonal cauzat de concentratiile ridicate de fitohormoni

Varianta 1 (IAA 1 mg/l, fard citochinind) a aratat rezultate moderate, cu 50% plante
dezvoltate si parametri vegetativi echilibrati, dar mai scazuti comparativ cu variantele care au
inclus 2iP. Absenta lastarilor laterali indica faptul ca citochininele sunt necesare pentru stimularea
organogenezei lastarilor laterali. Aceste rezultate evidentiazd importanta raportului dintre auxina

si citochinind in reglarea proceselor de regenerare si dezvoltare a vitei-de-vie.
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Pentru a stabili influenta mediilor nutritive studiate asupra caracteristicilor morfologice si
fiziologice ale plantelor regenerate, a fost aplicata analiza ANOVA si calculul coeficientului de
corelatie Pearson, interpretat conform scalei Chaddock. Formulele utilizate pentru calcularea
datelor sunt prezentate in Anexa 10. Rezultatele obtinute sunt prezentate in tabelul 4.7.

Tabelul 4.7 Corelatiile parametrilor de crestere si semnificatia statistica a diferentelor
intre variantele studiate

B o Coeﬁcien‘gii Interpretare Valoarea p
Parametrii studiati de corelatie Chaddock ANOVA ANOVA Interpretare
Pearson (7) - |
Indltimea medie -0.11 Corelatie slaba 0.85 Ne(s;r:r(l)lgga)ltw
E}[lemrj(r) Cﬁl;ld u -0.26 Corelatie slaba 0.063 Aproa(r;eszrzgi)ﬁcativ
Numar mediu frunzulite -0.1 Corelatie slaba 0.72 Ne(s;le)igge)ltiv
Lastari laterali 0.56 Corelatie evidentd 0.012 S?pmilig((:)%t)iv
Masa radiculara 0.74 glire:erllf(izg 0.0 S(eg?égfl?gv
Masa foliard 0.67 | Corelatic evidentd | 0.00018 S?pmgigg?)”

Nota: Coeficientii de corelatie Pearson () au fost interpretati conform scalei Chaddock. Valorile p obtinute in urma analizei
univariate ANOVA indica semnificatia statistica a diferentelor dintre variantele de mediu nutritiv testate. Diferentele se considera

semnificative la p <0.05.

Analiza datelor prezentate in tabelul 4.7 evidentiaza influenta semnificativa a compozi- tiei
mediului nutritiv asupra mai multor parametri morfologici ai vitroplantelor de vitd-de-vie.
Formarea lastarilor laterali a fost influentata semnificativ de concentratiile de fitohormoni, in
special de prezenta citochininelor. Varianta 4 (2 mg/l IAA + 0,6 mg/l 2iP) a generat cel mai mare
numar de lastari laterali (3,5 buc.), iar varianta 1 (1 mg/l IAA, fara citochinind) nu a prezentat
deloc ramificare. Valoarea p obtinutad pentru acest parametru a fost 0.012, indicand o diferenta
semnificativa statistic, iar coeficientul de corelatie » = 0.56 indica la o corelatie evidenta, potrivit
scalei Chaddock. Rezultatul confirma ca prezenta citochininelor este esentiala pentru stimularea
ramificdrii, un aspect important pentru multiplicarea vegetativa a materialului saditor.

Pentru biomasa radiculara, cele mai mari valori au fost obtinute in varianta 3 (1 mg/l [AA
+ 0,3 mg/1 2iP), cu o medie de 0,46 g, iar cele mai mici valori au fost inregistrate in variantele
suplimentate doar cu auxine (0,09 g). Valoarea p a fost 0.0 (F-infinit), ceea ce indica o diferenta
extrem de semnificativa. Corelatia puternicd (» = 0.74) confirma cd suplimentarea echilibratd cu
auxine si citochinine stimuleaza eficient dezvoltarea sistemului radicular.

Pentru biomasa foliara, varianta 3 s-a dovedit a fi cea mai eficientd (0,74 g), iar prima

varianta a generat cele mai slabe rezultate (0,33 g). Rezultatele obtinute indica o diferenta
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semnificativd (p = 0.00018), cu un coeficient de corelatie » = 0.67 (corelatie evidentd). Acest lucru
subliniaza faptul ca dezvoltarea partilor aeriene este, de asemenea, influentatd pozitiv de
suplimentarea combinata cu auxine si citochinine.

Iniltimea plantelor, numarul de internoduri si de frunze nu au fost influentate semnificativ
de variantele testate (p > 0.05), iar corelatiile observate au fost slabe (» < 0.3). Aceste rezultate
indica faptul ca acesti parametri sunt mai putin sensibili la variatiile de fitohormoni in conditiile
experimentale aplicate, reflectand o stabilitate morfologica relativa a soiului studiat.

Analiza comparativd a parametrilor morfologici si fiziologici a evidentiat diferente
semnificative 1Intre variantele testate, subliniind importanta compozitiei hormonale in
directionarea si calitatea regenerarii plantelor cultivate in vitro. Rezultatele obtinute aratd ca
selectia corectd a combinatiilor de fitohormoni reprezintd un element important in eficienta etapei
de regenerare a explantelor. Reteta bazata pe 1 mg/l AIA si 0,3 mg/l 2iP s-a dovedit a fi optima
pentru stimularea regenerarii si dezvoltdrii armonioase a vitroplantelor, putand fi aplicatd cu
succes in tehnologia de obtinere a clonelor asanate de vita-de-vie.

Rezultatele studiului nostru sunt sustinute si de rezultatele raportate de Aazami M. (2010),
care a analizat efectul unor fitohormoni asupra doua soiuri de Vitis vinifera in cultura in vitro [1].
Autorul a constatat ca prezenta auxinelor si citochininelor in mediul de culturd influenteaza
semnificativ regenerarea si dezvoltarea vitroplantelor, iar eficienta rdspunsului depinde de
concentratie, combinatie si genotip. Aceste constatdri confirma concluziile obtinute in cadrul
prezentului studiu, conform carora un raport echilibrat intre AIA si 2iP favorizeaza concomitent
dezvoltarea sistemului radicular si a partilor aeriene, asigurand o regenerare echilibrata si stabila
a plantelor de vita-de-vie in culturd in vitro.

Rezultatele obtinute in cadrul studiului nostru se coreleaza cu cele raportate de Kim si
colab., care au testat combinatii de fitohormoni pentru regenerarea soiului Shine Muscat [85].
Autorii au aratat ca administrarea a 2,0 uM BAP pentru stimularea lastarilor si 1,0 uM IBA pentru
formarea radacinilor a dus la o regenerare eficienta si la obtinerea unui numar mare de plante
sanatoase. Desi hormonii utilizati au fost diferiti (BA si IBA in studiul coreean, IAA si 2iP in
studiul nostru), efectul stimulator al combinatiei auxind—citochinind asupra morfogenezei a fost
evident In ambele cazuri. Acest lucru confirma ca raportul dintre aceste substante trebuie adaptat
in functie de soi, pentru a obtine rezultate bune in micropropagare. In plus, cercetitorii coreeni au
verificat stabilitatea genetica a plantelor regenerate in culturd in vitro prin utilizarea de markeri
moleculari ISSR, fapt ce confirma fiabilitatea si potentialul acestui protocol pentru integrarea in
procesul de multiplicare a clonelor asanate, stabile din punct de vedere genetic [96].

Rezultatele obtinute confirma ca reteta hormonald bazatda pe 1 mg/l AIA si 0,3 mg/l 2iP
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este optima pentru stimularea regenerarii si dezvoltarii morfologice echilibrate a vitroplantelor de
vitd-de-vie, demonstrand aplicabilitate in cadrul tehnologiei de obtinere a clonelor asanate.
Diferentele identificate intre variantele testate evidentiazd importanta ajustarii raportului

auxind/citochinind in functie de genotip, pentru asigurarea unei regenerari eficiente si uniforme.

4.3.2 Selectarea mediilor nutritive pentru multiplicare si aclimatizare la conditii

ex vitro

In procesul de multiplicare a materialului saditor de viti-de-vie, substratul utilizat in
etapele de culturd in vitro si de aclimatizare ex vitro are un impact decisiv asupra succesului
regenerdrii i adaptarii plantelor. Traditional, n etapa de multiplicare, s-au utilizat medii solide pe
baza de agar, completate cu fitohormoni, care permit inducerea lastarilor si, ulterior, inrddacinarea
acestora in medii separate. Mai multi autori au semnalat ca aceastd abordare poate avea anumite
limitari, printre care se numara riscul de aparitie a hiperhidricitatii, precum si modificari
histologice si morfologice (alungirea internodurilor, lipsa formarii carceilor). Aceste fenomene
duc la diminuarea treptatd a potentialului de multiplicare al explantelor si limiteaza aplicarea pe
scard larga a tehnicii in procesul de obtinere a clonelor [23, 125].

Tranzitia vitroplantelor din conditii in vitro catre conditii ex vitro reprezintd etapa finala,
dar totodata una dintre cele mai critice si sensibile faze ale procesului de micropropagare, avand
un impact esential asupra succesului intregii tehnologii de obtinere a materialului siditor. In
aceastd faza, pierderile de material vegetal pot fi considerabile, ajungand frecvent la 80-95% din
cauza dificultatilor intdmpinate de plantele crescute in conditii sterile, care trebuie sa se adapteze
rapid unui mediu semnificativ diferit [181]. Plantele formate in vitro prezinta o conformatie
morfologicd si fiziologica specifica, neadaptatd la parametrii variabili ai mediului extern:
umiditate mai scdzutd, expunere crescutd la lumind naturald si prezenta microorganismelor
patogene din sol. Aceste conditii contrasteaza puternic cu cele din spatiile de cultura, unde
umiditatea este constant ridicatd, iar concentratia de CO: este redusd. Aclimatizarea reusitd
presupune, ca planta sa isi regleze procesul de transpiratie si sd dezvolte un sistem radicular
capabil sd asigure schimbul eficient cu substratul nutritiv. Lipsa acestei tranzitii fiziologice
determind, compromiterea completd a plantelor dupa transferul in conditii ex vitro.

Substraturile utilizate in etapa de aclimatizare trebuie sa indeplineasca atdt functiile
traditionale (fixarea mecanica a plantelor si asigurarea nutritiei), cat si cerintele specifice ale
plantelor crescute in vitro. In acest sens, substratul trebuie si se caracterizeze prin urmatoarele
proprietati: capacitate mare de retinere a apei, combinata cu o aerare optima a zonei radiculare; un

nivel ridicat de nutritie minerald, fara riscul de arsuri fiziologice cauzate de fertilizanti asupra
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plantelor sensibile aflate in adaptare; sterilitate initiald sau posibilitatea de sterilizare fard a
compromite celelalte proprietati ale substratului. Avand in vedere complexitatea functiilor pe care
trebuie sa le Indeplineasca, substraturile pentru aclimatizare sunt, de reguld, amestecuri bi- sau tri-
component, alcatuite din materiale precum turba, nisip, perlit, substraturi pe baza de schimbatori
de ioni, biocompost, ingrasdminte minerale si agenti hidroretentori [186].

Substraturile pe baza de schimbatori de ioni contin toate elementele nutritive esentiale
pentru cresterea plantelor, in concentratii ridicate si forme sigure pentru plante (de exemplu, Biona,
Triona) [143]. Compozitia acestor substraturi include ionite sintetice (precum KU-2, EDE-10P,
AN-2F, FIBAN — un tip de ionit fibros), dar si ionite naturale, cum este clinoptilolitul — un tip de
zeolit natural. Acestea sunt saturate cu macroelemente biogene (K*, Ca?", Mg?*, NH4", Fe**, NOs™,
SO+*, H2PO4+") si microelemente (Mn*", Cu**, Zn**, MoO+*", B4O7*", Co*, Na*, CI). Acestea
contin toate elementele esentiale pentru cresterea si dezvoltarea plantelor, fiind disponibile intr-o
forma accesibila fiziologic, dar osmotic inactiva, ceea ce previne stresul salin si asigurd o nutritie
echilibrata si stabila in timp.

In cadrul procesului de obtinerea a clonelor asanate, substratul ,,Biona-311" a fost utilizat
cu succes atat in faza de multiplicare accelerata in vitro, cat si in etapa de aclimatizare ex vitro. In
faza de multiplicare, lastarii de vitd-de-vie au fost transferati pe ,,Biona-311” imediat dupa
regenerare, fard etapa intermediara de inrddacinare separata. S-a observat ca substratul a permis o
crestere rapida, formarea unor lastari cu 6-8 internoduri in decurs de 30-35 de zile si o
inradacinare simultand, fard necesitatea modificarii compozitiei substratului. Sistemul radicular
format pe ,,Biona-311" a fost mai bine dezvoltat, ramificat si viguros, comparativ cu cel obtinut
pe medii nutritive ttraditionale solidificate cu agar.

Dupa atingerea capacului containerelor de catre lastari, acesta este indepartat treptat, iar
plantele continua dezvoltarea pe acelasi substrat, insa in conditii de tip ex vitro. In aceasta faza,
frunzele dezvoltate 1si recapatd pilozitatea caracteristica soiului, indicand tranzitia catre o
morfologie adaptata conditiilor externe. Un aspect important observat in practica este cd, in timpul
deschiderii treptate a recipientelor, nu au fost inregistrate cazuri de contaminare microbiana, ceea
ce demonstreazd eficienta substratului si a regimului aplicat. Umiditatea substratului este
mentinuta prin aplicarea periodicd a apei distilate sterilizate prin autoclavare, ceea ce asigura
conditii stabile si previne stresul hidric in perioada de aclimatizare. Observatiile au indicat o
tranzitie lind cétre conditiile ex vitro, cu o rata ridicata de supravietuire a plantelor, lipsa vitrificarii
si aparitia pilozitatii frunzelor intr-un interval mai scurt. Pentru a evalua eficienta practicd a
substratului ,,Biona-311” in multiplicarea si aclimatizarea microbutasilor de vita-de-vie, in tabelul

4.8 sunt prezentate datele acumulate in perioada 2018-2020.
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Tabelul 4.8 Evaluarea eficientei substratului ,,Biona-311” in etapele de multiplicare si
aclimatizare a vitei-de-vie (2018-2020)

. . Plante Media
Anul . . Microbutasi S . .
cercetarii Soi/Clona multiplicati (l:;uc.) aclimatizate pierderilor de
’ (buc.) plante, %
Plavai 368 355 3,5
Chismis moldavschii 376 369 4.2
Cramposie 425 418 1,6
Copceac 435 426 2,1
Apiren roz 410 393 4,1
2018 Legenda 338 325 3.8
Moldova 472 450 4,7
Telti Curuc 415 396 4,6
BxR Kober 5 BB 176 174 5,9
RxR 101-14 295 291 3,0
BxR SO4 249 246 3,1
Busuioaca de Moldova 175 163 6.9
Busuioaca de Bohotin 165 157 4,8
2019 Onitcanschii belai 210 203 3.3
Maleque 560 550 1,8
Freedom 365 355 2,7
Chismis lucistai 420 399 5,0
Sauvignon 365 342 6,3
Tudor 374 364 2,7
2020 Telti Curuc 412 400 2,9
Feteasca regala 392 379 3.3
Negru de Caugeni 212 207 2,4
Feteasca alba 220 214 2,7
Merlot 110 103 6,4
Total 7967 7679 3,82%

Datele prezentate in tabelul 4.8, reflectd rezultatele obtinute in cadrul procesului de
multiplicare si aclimatizare a microbutasilor de vitd-de-vie in perioada 2018-2020, utilizand
substratul de ioniti ,,Biona-311”. Au fost inregistrati 7967 de microbutasi multiplicati si 7679 de
plante de vita-de-vie crescute si aclimatizate, ceea ce corespunde unei pierderi de 3,82%.

Analizand rezultatele pe soiuri si ani se constatd, cd pierderile inregistrate in timpul
aclimatizarii sunt reduse si relativ constante, cu valori cuprinse intre 1,6% si 6,9%, ceea ce reflecta
o stabilitate a procesului tehnologic. Datele obtinute se situeazd mult sub valorile raportate in
literatura de specialitate. Conform recomandarilor metodice elaborate de Djigadlo si colab.,
pierderile inregistrate la tranzitia din conditii in vitro catre ex vitro pot atinge 80-95% din
materialul saditor, in special in cazul speciilor pomicole si viticole [181]. De asemenea, o lucrare
recentd realizata de cercetatori din Polonia a evidentiat vulnerabilitatea crescutd a vitroplantelor
fatd de stresul exogen aparut In urma tranzitiei la conditiile ex vitro, cauzat in principal de
schimbarile bruste ale parametrilor microclimatici. Autorii confirmd ca, potrivit datelor

experemintale, rata redusd de supravietuire reprezintd o problemd comund in practica
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biotehnologica aplicata plantelor perene [76]. Prin comparatie, datele noastre demonstreaza ca
utilizarea substratului de ioniti ,,Biona-311”" in combinatie cu o tehnica graduala de deschidere a
recipientelor si irigare cu apa distilata sterilizata, a contribuit semnificativ la reducerea pierderilor
in timpul aclimatizarii.

Rezultatele obtinute in cadrul studiului de multiplicare si aclimatizare a microbutasilor de
vita-de-vie pe substratul ,,Biona-311" evidentiaza faptul, cd substratul dat reprezintd o optiune
eficienta si stabila pentru utilizare in procesul de obtinere a clonelor asanate. Rata inalta de
supravietuire dupa tranzitia la conditiile ex vitro, dezvoltarea viguroasa a sistemului radicular si
lipsa fenomenelor de vitrificare confirmad capacitatea substratului de a favoriza adaptarea
fiziologica treptatd a plantelor, reducand pierderile si sporind calitatea materialului saditor obtinut.
Astfel, ,,Biona-311” poate fi recomandatd ca solutie tehnologicd optimad pentru integrarea in

schemele de micropropagare aplicate in viticultura.

4.4 Concluzii la capitolul 4

1. Aplicarea metodei PCR in testarea materialului saditor viticol s-a dovedit eficienta
pentru identificarea tulpinilor patogene de A. vitis si A. tumefaciens, ceea ce a permis diferentierea
precisa intre bacteriile fitopatogene si cele saprofite. In cazurile in care izolatele din complexul
Agrobacterium spp. sunt identificate pozitiv prin metoda microbiologica, se recomanda testarea
suplimentara prin PCR pentru confirmarea caracterului patogen. Aceasta abordare contribuie la
excluderea din procesul de multiplicare a plantelor infectate.

2. Studiul influentei spectrelor LED 1in cultura in vitro a demonstrat ca spectrul ,,Fito” este
optim pentru inducerea radacinilor, iar iluminarea ,,alb-rece” sustine dezvoltarea vegetativa.
Rezultatele justifica aplicarea unui regim de iluminare diferentiat, adaptat fazei fiziologice a
plantelor regenerate, contribuind la optimizarea conditiilor de cultura.

3. Studiile privind compozitia mediului nutritiv pentru regenerarea explanturilor au aratat
ca varianta cu 1 mg/l AIA si 0,3 mg/l 2iP oferd cele mai bune rezultate in ceea ce priveste
dezvoltarea coordonatd a aparatului radicular si a lastarilor. Importanta raportului auxini—
citochinind a fost confirmata, evidentiind necesitatea ajustarii acestuia in functie de soi.

4. Substratul pe baza de ioniti ,,Biona-311” s-a dovedit eficient atat in multiplicarea
lastarilor, cat si in etapa de aclimatizare, contribuind la formarea unui sistem radicular bine
dezvoltat, absenta vitrificdrii si o ratd de supravietuire de peste 94%, fapt ce confirma stabilitatea
fiziologica a plantelor si sustine recomandarea acestui substrat pentru utilizarea in producerea pe

scard larga a clonelor asanate de vitd-de-vie.
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CONCLUZII GENERALE

In urma testirilor fitosanitare efectuate in perioada 2018—2023, s-a constatat ci materialul
saditor viticol utilizat in Republica Moldova este contaminat cu agenti patogeni de etiologie
virala si bacteriana. 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 si 40%, iar infectiile mixte au prezentat
o incidenta semnificativ mai mare [41] (subcapitolul 3.1).

Infectiile latente cu bacteria A. vitis, au fost detectate cu o frecventd inalta, in special in cazul
soiurilor autohtone cu bob alb, gradul de infectare variind intre 0% si 60%. Prezenta butucilor
sandtosi, care prezinta insusiri agrobiologice valoroase, reprezintd o premisd importanta pentru
identificarea unor indivizi autentici, cu potential de a fi utilizati la constituirea clonelor si
multiplicarea acestora in scopul producerii materialului saditor viticol sandtos [41]
(subcapitolul 3.2).

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 A4. vitis si, in scopuri profilactice,
previne dezvoltarea bolilor fitoplasmatice. Tratamentul cu aer fierbinte este eficient pentru
eliminarea virusului scurt-nodarii (GFLV) si a virusului marmordrii frunzelor de viti-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 vitd-de-vie lipsite de infectii
virale, fitoplasmatice si bacteriene [39] (subcapitolele 3.4.1-3.4.2).

A fost stabilit ca, metoda PCR permite diagnosticarea rapida si fiabild a patogenitatii tulpinilor
de A. vitis 1 A. tumefaciens in termen scurt, prin detectarea prezentei plasmidei p7i ca indicator
al virulentei, si poate fi aplicata cu succes pentru accelerarea procesului de selectie fitosanitara
si obtinerea clonelor sdnatoase de vitd-de-vie [43] (subcapitolul 4.1).

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 ratd 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
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internodurilor, iar lumina alb-cald (T<1700 K) a oferit un echilibru optim intre cresterea
partilor aeriene si subterane [42, 44] (subcapitolele 4.2—4.4).

A fost implementatd metoda de multiplicare acceleratd in vitro in cadrul procesului de selectie
fitosanitara, ceea ce a permis obtinerea a 7179 de plante de origine clonala, cu care a fost
fondata o plantatie-mami de categorie biologica Prebazi. In prezent, aceasta include clone
asanate din 23 de soiuri de vita-de-vie altoi si 4 soiuri portaltoi, cultivate pe o suprafatd totala
de 3,05 ha [20] (subcapitolele 3.5-3.6).

In baza rezultatelor obtinute privind rispandirea agentilor patogeni de etiologie virala,
fitoplasmatica si bacteriana in plantatiile viticole din Republica Moldova, a fost elaborata o
tehnologie complexd de obtinere a clonelor sandtoase de vitd-de-vie. Aceasta prevede o
succesiune logica de etape, care includ: identificarea vizuald a butucilor aparent sanatosi;
testarea fitosanitara in scopul evidentierii infectiilor latente; aplicarea tratamentului termic cu
apa fierbinte asupra plantelor initiale selectate, atat in scop de asanare, cét si cu rol profilactic;
multiplicarea accelerata a plantelor sandtoase prin metoda microbutasirii in vitro; precum si
infiintarea plantatiilor-mama de categoria biologica Prebaza si Bazd destinate producerii

materialului de Tnmultire viticol certificat [40] (subcapitolele 3.3-3.6).
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RECOMANDARI PRACTICE

Avand 1n vedere lipsa unor mijloace chimice eficiente pentru combaterea bolilor vitei-de-
vie de etiologie virala, fitoplasmaticd si bacteriana (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.

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 °C timp de 45 de minute.

De asemenea, in vederea reducerii riscului de transmitere a infectiilor fitoplasmatice si
bacteriene, este recomandat ca coardele altoi recoltate din plantatiile comerciale sa 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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ANEXE
Anexa 1

Act de infiintare a plantatiei-mama de categoria biologica Prebaza an. 2019

ACT
privind infiintarea plantatiei-mama de categorie biologica "PREBAZA"
din 06 iulie an.2020

Noi, subsemnatii, membrii a comisiei Laboratorului de Virusologie si Control Fitosanitar
ISPHTA, Bondarciuc Victor, Dubceac Marcela, Haustov Evghenii, Constantinova Irina i Nazari
Ton am intocmit acest act pentru a confirma faptul cd in perioada 15-19 iunie 2020, in plantatia
mama de categorie biologicd "PREBAZA", au fost plantate clone 10 soiuri a vitei de vie cu vite
vegetante pe raddcini proprii crescute in sera laboratorului. Materialul sdditor a fost obtinut in
anii 2019-2020 prin metoda de butasire microclonal in vitro a clonelor initiale libere de virusi si
cancer bacterian, in urmatorul sortiment si cantitate:

Soiuri tehnice (buc.) | Soiuride masi (buc.)
Feteasca alba cl.INVV10-21 172 | Tudor cl.INVV56-36 112
Feteasca regald cl.INVV10-71 162 | Cisgmis lucistii c.INVV5-81 220
Merlot cl.INVV14-41 150 | Soiuri de portaltoi

Negru de Cuseni cl.INVV21-11 165 | RxR 101-14 c.INVV11-32 330
Sauvignon cl.INVV 10-91 210 | BxR SO4 cl.INVV6- 42 450
Telti Curuc cl.INVV11-55 396 | BxR Cober SBB cl.INVV3-21 430

In total au fost plantate 2797 buc. (1,20ha) vitelor vegetante de vita de vie.

Semniturile:

Sef laborator, dr. st. agr. _— %2@@/ yaws), Bondarciuc Victor
%54 g =

Colaborator stiintific Haustov Evghenii
Colaborator stiintific < ;/f@j % Dubceac Marcela
W""

Constantinova Irina

Colaborator stiintific 7
2 Y s
Agronom 17&31’7//) % - Nazari Ion
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Anexa 2

Act de infiintare a plantatiei-mama de categoria biologica Prebaza an. 2020

APROB:

dr hab., prof univ.
D A2 Taran Nicolae
7 /0L 1ulie an.2019

ACT

privind infiintarea plantatiei-mama de categorie biologicd "PREBAZA"
din 02 julie an.2019

Noi, subsemnatii, membrii a comisiei Laboratorului de Virusologie si Control Fitosanitar
ISPHTA, Bondarciuc Victor, Sultanova Oliga, Dubceac Marcela, Haustov Evghenii,
Constantinova Irina si Nazari Ion am intocmit acest act pentru a confirma ca in perioada 11-15
iunie 2019, in plantatia mama de categorie biologicd "PREBAZA", au fost plantate 7 soiuri a vitei
de vie cu vite vegetante pe radicini proprii crescute in sera laboratorului. Materialul siditor a
fost obtinut in anii 2017-2018 §i multiplicat prin metoda de butasire microclonald in vitro a
clonelor initiale libere de virusi si cancerul bacterian, in urmétorul sortiment i cantitate:

Soiuri tehnice (buc.) | Soiuri de masi (buc.)
Copceac cl.INVV18-15 426 | Moldova cl.INVV13-12 450
Legenda cl.INVV31-36 325 | Cigsmis moldavschii INVV5-81 369
Pinot noir cl.INVV12-44 418 | Apiren roz cl.INVV40-42 393
Plavae c.INVV 21-22 355
Subtotal 1524 | Subtotal 1212
Total 2736 (1,17ha)
Semnaturile:

.

Sef laborator, dr. st. agr. Bondarciuc Victor

_q’

Colab.st.coord. dr. st. biolr. Sultanova Oliga

Colaborator stiintific (/%)7/( Dubceac Marcela
V4
Colaborator stiintific é%éﬂ% ~—— Constantinova Irina

Mo =
Agronom ,.'./:)737»9ﬂ Z Nazari Ion
/&
Y/
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Anexa 3

Act de infiintare a plantatiei-mama de categoria biologica Prebaza an. 2021

/ o APROB:
Director adjung#tii hab., prof univ.
"o S Taran Nicolae

ACT
privind infiintarea plantatiei-mama de categorie biologica "PREBAZA"
din 09 iulie an.2021

Noi, subsemnatii, membrii a comisiei Laboratorului de Virusologie si Control Fitosanitar
ISPHTA, Bondarciuc Victor, Sultanova Oliga, Dubceac Marcela, Haustov Evghenii,
Constantinova Irina si Nazari Ion am intocmit acest act pentru a confirma faptul ca in perioada
10-18 iunie 2021, in plantatia mami de categorie biologicd "PREBAZA", au fost plantate clone
7 soiuri a vitei de vie cu vite vegetante pe raddcini proprii crescute in sera laboratorului.
Materialul saditor a fost obtinut in anii 2019-2020 prin metoda de butasire microclonala in vitro
a clonelor initiale fard virusi i cancer bacterian, in urmatorul sortiment si cantitate:

Soiuri tehnice (buc.) | Soiuri de masi (buc.)
Onitcanscii belii cl.IVV9-14 140 | Velicacl. INVV2-32 121
Busuioca de Moldova cl.LINVV19-57HR 120 | Muscat Iona cl. INVV3-55 124
Busuioca de Bohotin cl.INVV18-67HR 118 | Soiuri de portaltoi

Luminita cL.INVV3-40 74 | Maleque cl.31MD 550
Subtotal 452 | Subtotal 795
Total 1247buc. (0,54ha)

Semnaturile:

Sef laborator, dr. st. agr. B / Bondarciuc Victor
Colab.st.coord. dr. st. biolr. @%/ 1 g Sultanova Oliga
Colaborator stiintific Haustov Evghenii

24
Colaborator stiintific /\’;?% i Dubceac Marcela

Injiner superior ///2;, et Constantinova Irina

Agronom Nazari Ion
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Act de infiintare a plantatiei-mama de categoria biologica Baza an. 2019

a dy//hab., prof univ.
A" Taran Nicolae

ACT
privind infiintarea plantajiei-mama de categorie biologicd "BAZA"
din 02 iulie an.2019

Noi. subsemnatii, membrii ai comisiei Laboratorului de Virusologie si Control
Fitosanitar ISPHTA, Bondarciuc Victor, Sultanova Oliga, Dubceac Marcela, Haustov Evghenii,
Constantinova Irina §i Nazari lon am intocmit acest act pentru a confirma ¢a in perioada 24-28
iunie 2019, in plantatia mama de categorie biologicd *BAZA", au fost plantai butasii a 7 soiuri
de vita de vie folosind butagi altoii vegetanfi, crescuti in sera \aboratorului. Materialul pentru
altoire a fost pregatit din plantafia-mama de categorie biologica "PREBAZA" a ISPHTA. inainte
de altoire, coardele altoi si portaltoi au fost tratate termic cu apd la temperatura de 50°C = 1°C
timp de 45 de minute. Dupd stratificare, butagii au fost plantafi in casete cu substrat nutritiv §i
plasate in sera laboratorului. Butasii pentru plantare au fost cresculi in serd in casete cu substrat
din turbd, in urmitorul sortiment §i cantitate:

Soiuri tehnice Cantitatea | Soiuri de masa Cantitatea
(ha) (ha)
Viorica cl.INVV8-116 0,18 Osennii ciornii cLINVV 2-16 0,06
| Riton cl. INVV 9-18 0,12 Surucenschii belii c.INVV12-36 0,03
Codreanca cl.INVV2-4 0,03
Guzun cl.INVV 30-32 0,03
lalovenschii ustoicivii 0,03
Semndturile: /
Sef laborator, dr. §t. agr. — %MK (4 Bondarciue Victor
=
Colab.gt.coord. dr. §t. biolr. = //7 _Sultanova Oliga
Colaborator stiintific Haustov Evghenii

Colaborator stiintific ‘% Dubceac Marcela

Injiner superior Constantinova Irina

-~ Nazari [on

Agronom
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Anexa 5

Act de infiintare a plantatiei-mama de categoria biologica Baza an. 2021

APROB:
ydr. hab., prof univ.
Taran Nicolae

ACT >
privind infiinarea plantatici-mama de categori ‘biologicd "BAZA"
din 30 iunie an.2021

Noi, subsemnafii, membrii ai comisiei Laboratorului de Virusologic §i Control
Fitosanitar ISPHTA, Bondarciuc Victor, Sultanova Oliga, Dubceac Marcela, Haustov Evghenii,
Constantinova Irina si Nazari lon am intocmit acest act pentru a confirma ca in perioada 14-25
junie 2021, in plantatia mama de categorie biologicl "BAZA", au fost plantafi butasii a 15 soiuri
de vita de vie folosind butasi alioifi vegetanti, crescui in sera laboratorului. Materialul pentru
altoire a fost pregatit din plantatia-mama de categorie biologica "PREBAZA" a ISPHTA. Inainte
de altoire, coardele altoi §i portaltoi au fost tratate termic cu apd la temperatura de 50°C = 1°C
timp de 45 de minute. Dupa stratificare, butasii au fost plantagi in casete cu substrat nutritiv §i
plasate in sera laboratorului. Butasii pentru plantare au fost crescuti in serd in casete cu substrat
din turba, in urmitorul sortiment §i cantitate:

Soiuri tehnice Cantitatea | Soiuri de masa Cantitatea
(ha) (ha)

Viorica cL.INVV8-16 0,30 Moldova cl.INVV16-71 0,30
Riton ¢l.INVV9-18 0,20 Moldova ¢l.INVV13-12 0,25
Floricica ¢l.INVV2]-31 0.20 Chigmis lucistii cl.INVVS5-81 0,24
Legenda cl.INVV21-36 0,10 Apiren roz cl.INVV40-42 0,07
Feteasca neagra cl.INVV18-2 0,20 Fumoasa alba cl.INVV3-41 0,03
Copceac cl.INVV18-2 0.15 Leana cl.INVV5-28 0.03
Plaivaie cL.INVV21-22 0,12 Tip Vierul cLINVV52-22 0,03
Pinot noir cl.INVV12-44 0,09

Sef laborator, dr. st. agr. s Bondarciuc Victor

Colab.st.coord. dr. §t. biolr. Sultanova Oliga

Colaborator stiintific @/\/‘ Dubceac Marcela
Colaborator stiintific /M Haustov Evghenii

Injiner superior

— Constantinova Irina

Agronom Nazari lon
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Anexa 6

Act de infiintare a plantatiei-mama de categoria biologica Baza an. 2023

ACT .
privind infiinfarea plantajiei-mama de categorie biologics
din 4 septembrie an.2023

Noi, subsemnalii, membrii ai comisici Laboratorului de Virusologie §i Control
Fitosanitar ISPHTA, Bondarciuc Victor, Sultanova Oliga, Dubceac Marcela, Haustov Evghenii,
Constantinova Irina i Nazari Ion am intocmit acest act pentru a confirma ci in perioada 7-30
august 2023, in plantajia mama de categorie biologica "BAZA", au fost plantaji butasii a 15
soiuri de vii de vie folosind butasi altoifi vegetanti, crescuti in sera laboratorului. Materialul
pentru altoire a fost pregatit din plantajia-mama de categorie biologicad "PREBAZA" a ISPHTA.
Inainte de altoire, coardele altoi si portaltoi au fost tratate termic cu apé la temperatura de 50°C +
1°C timp de 45 de minute. Dupd stratificare, butasii au fost plantati in casete cu substrat nutritiv
i plasate in sera laboratorului. Butagii pentru plantare au fost crescufi in serd in casete cu
substrat din turba, in urmitorul sortiment §i cantitate:

Soiuri tehnice Cantitatea | Soiuri de masa Cantitatea
(buc) (buc)

Feteascd alba cl.LINVVI13-111 610 | Chigmis lucistii cL.INVVS-81 710

Feteasca regald cl.INVV10-71 720 Apiren roz cL.INVV40-42 200
| Negru de Caugeni ¢l.INVV21-1 630 Moldova cL.INVV16-71 250

Copceac cl.INVV18-15 520

Plavaie cLINVV21-22 715

Floricica cLINVV 21-31 900

Legenda cl.INVV21-36 360

Telti curuc cl.INVV11-55 600

Pinot noir cl.INVV12-44 300

Sauvignon cLINVV10-91 998

Merlot ¢l. INVV 14-4] 1100

Semnaturile:

Sef laborator, dr. §t. agr. — Bondarciuc Victor
Colaborator stiintific Z = Dubceac Marcela
Colaborator stiintific Haustov Evghenii

Injiner superior /// " Constantinova Irina

Agronom W Nazari lon
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Anexa 7

Act de infiintare a plantatiei-mama de categoria biologica Baza an. 2024

privind infiintarea plantatiei-mama de categorie biologica "BAZA"

ACT

din 4 septembrie an.2024

Noi, subsemnatii, membrii ai comisiei Laboratorului de Virusologie si Control
Fitosanitar ISPHTA, Bondarciuc Victor, Haustov Evghenii, Dubceac Marcela si Constantinova
Irina am intocmit acest act pentru a confirma cé in perioada 12 august - 04 septembrie 2024, in
plantatia mama de categorie biologicd "BAZA", au fost plantati butasii a 12 soiuri de vitd de vie
folosind butasi altoiti vegetanti, crescuti in sera laboratorului. Materialul pentru altoire a fost
pregitit din plantatia-mama de categorie biologicd "PREBAZA" a ISPHTA. Inainte de altoire,
coardele altoi si portaltoi au fost tratate termic cu api la temperatura de 50°C + 1°C timp de 45
de minute. Dupd stratificare, butagii au fost plantati in casete cu substrat nutritiv si plasate in sera
laboratorului. Butasii pentru plantare au fost crescuti in serd in casete cu substrat din turbd, in

urmatorul sortiment si cantitate:

Soiuri tehnice Cantitatea | Soiuri de masa Cantitatea
(buc./ ha) (buc)
Luminita cl.INVV3-40 315/0,14 | Moldova cl.INVV16-71 275/0,12
Busuioca de Moldova 107/0,05 | Chigsmis moldavschii c.INVVS5-81 56/0,03
Copceac c.INVV18-15 253/0,11 Avatar 141/0,06
Legenda c.INVV21-36 355/0,16 | Muscat Iona 249/0,11
Sauvignon cl.INVV10-91 146/0,07 | Nev York 74/0,04
Telti curuc cl.INVV11-55 59/0,03 Tomcord 58/0,03
Subtotal 1235/0,56 | Subtotal 853/0,39
Total 2088 / 0,95
Semnaturile:

Cercetdtor st.coord. dr. st. agr.

Cercetator st.coord. dr. st. agr.

Cercetitor stiintific

Inginer superior

Bondarciuc Victor

Haustov Evghenii

g \
W Dubceac Marcela
W ~ Constantinova Irina
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Anexa 8

Datele experimentale si formulele de calcul utilizate pentru evaluarea influentei spectrelor
de lumina asupra dezvoltarii vitei-de-vie in cultura in vitro

Obiect: plante de vita-de-vie din soiul Feteasca regala.
Conditii experimentale: mediu nutritiv MS ', temperatura 24 + 2 °C, fotoperiod 16/8 ore.
Scop: evaluarea influentei surselor de lumina ,,alb-cald”, ,,alb-rece” si ,,Fito” asupra dezvoltarii
plantelor in vitro. Numar de repetitii: 3.
Formulele utilizate in prelucrarea datelor experimentale: Media aritmetica (X): X = Xx; / n;

Tabelul 8.1 Rezultatele obtinute in conditiile iluminarii cu lumina ,,alb-calda”

Parametru Repetitia 1 Repetitia 2 Repetitia 3 Medle. pe

’ ’ repetitii
Plante inradacinate (%) 63.3 73.3 533 63.3
Calus (%) 36.6 40.0 33.3 36.7
Internoduri (nr) 7.6 7.4 7.7 7.6
Frunze (nr) 7.8 7.4 7.4 7.5
Iniltimea plantei (cm) 6.6 59 6.6 6.4
Lungimea radacinilor (cm) 20.7 18.1 19.4 19.4
Suprafata totala a frunzelor (cm?) 10.7 9.7 9.8 10.1
Suprafata medie a frunzei (cm?) 1.3 1.2 1.3 1.3

Tabelul 8.2 Rezultatele obtinute in conditiile iluminarii cu lumina ,,alb-rece”

Parametru Repetitia 1 | Repetitia 2 Repetitia 3 Medle. pe

’ ’ ’ repetitii
Plante inradacinate (%) 63.3 70.0 64.3 65.8
Calus (%) 0.0 0.0 0.0 0.0
Internoduri (nr) 6.4 6.9 6.2 6.5
Frunze (nr) 6.2 6.9 6.2 6.5
Iniltimea plantei (cm) 6.0 6.8 5.8 6.2
Lungimea radacinilor (cm) 13.6 14.4 13.0 13.7
Suprafata totala a frunzelor (¢cm?) 12.9 12.9 12.5 12.8
Suprafata medie a frunzei (cm?) 2.0 1.9 1.9 1.9

Tabelul 8.7 Rezultatele obtinute in conditiile iluminarii cu lumina ,,Fito”

Parametru Repetitia 1 | Repetitia 2 Repetitia 3 Medle. pe

’ ’ ’ repetitii
Plante inradacinate (%) 63.3 70.0 64.3 65.8
Calus (%) 0.0 0.0 0.0 0.0
Internoduri (nr) 6.4 6.9 6.2 6.5
Frunze (nr) 6.2 6.9 6.2 6.5
iniltimea plantei (cm) 6.0 6.8 5.8 6.2
Lungimea radacinilor (cm) 13.6 14.4 13.0 13.7
Suprafata totala a frunzelor (¢cm?) 12.9 12.9 12.5 12.8
Suprafata medie a frunzei (cm?) 2.0 1.9 1.9 1.9

Note: — 0 indica absenta fenomenului (ex. lipsa calusului sau neinrddacinare); — 1 indica prezenta fenomenului;

Valorile sintetizate (medii + s) sunt prezentate in capitolul 4, tabelul 4.4.
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Anexa 9

Formulele utilizate pentru analiza statistica ANOVA

Analiza statistica a fost realizatd prin metoda ANOVA unifactoriala, utilizatd pentru a

determina daca exista diferente semnificative intre valorile medii obtinute sub influenta diferitelor

surse de lumina. Calculele statistice pentru parametrii prezentati in tabelele 4.4-4.5

s-au efectuat conform formulelor de mai jos:

1.

Media aritmetica
X = ZX; / n; unde: X — valoarea medie; x; — valorile individuale; n — numarul de observatii.
Suma pitratelor totale (SST — Total Sum of Squares)
SST = Zi-ik 2™ (x4 — X)?; unde: k — numarul de grupuri (surse de lumind); n; — numarul
de observatii in fiecare grup; X — media generala a tuturor observatiilor.
Suma pétratelor intre grupe (SSB — Sum of Squares Between groups)
SSB = Xi-i¥ n; (Xi — X)% unde: X; — media fiecarui grup.
Suma patratelor in interiorul grupelor (SSW — Sum of Squares Within groups)
SSW =SST - SSB
Media patratelor (MSB — Mean Square Between groups (media patratelor intre grupe);
MSW — Mean Square Within groups (media patratelor in interiorul grupelor).)
MSB =SSB / (k—1) ; MSW = SSW / (N—k); unde: N — numarul total de observatii;
k — numarul de grupuri.
Statistica F (criteriul Fisher):
F=MSB/MSW;
Valoarea F calculata se compara cu F critic din tabelele Fisher la un nivel de
semnificatie o= 0,05.
Gradul de influenta (n):
n = SSB / SST; Reprezinta proportia variatiei totale explicate de factorul analizat.
Intensitatea influentei factorului se apreciaza conform scalei Chaddock:
0 - 0,1 foarte slaba; 0,1 — 0,3 slaba; 0,3 — 0,5 moderata; 0,5 — 0,7 considerabil;
0,7 — 0,9 puternica; 0,9 — 1,0 foarte puternica
Reguli de interpretare:
- Daca F calculat > F critic si p < 0,05 = ipoteza nuld (Ho) este respinsa, factorul are
influenta semnificativa statistic.
- Daca F calculat <F critic =ipoteza nuld este acceptatd, factorul nu are influenta

semnificativa statistic.
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Anexa 10
Date experimentale si formule de calcul utilizate 1a evaluarea influentei fitohormonilor

asupra dezvoltarii in vitro a vitei-de-vie

Obiect: plante de vita-de-vie din soiul Meleag, cultivate in vitro pe diferite variante de mediu.
Scop: evaluarea influentei fitohormonilor asupra procesului de inradacinare, dezvoltare
sicrestere a plantelor in cultura in vitro.
Numar de repetitii: 3.
Datele obtinute includ valorile individuale pentru fiecare variantd de mediu nutritiv, inregistrate
in trei repetitii experimentale. Pentru fiecare planta s-au evaluat urmatorii parametri:
* inradacinare (da/nu);
* dezvoltare (da/nu);
* indltimea lastarului (cm);
* numarul de internoduri;
* numarul de frunzulite;
* numarul de lastari laterali;
* masa uscata radiculara (g);
* masa uscata foliara (g).
Formulele utilizate pentru prelucrarea datelor experimentale:
1. Media aritmetica (X):
X =2XXi/n;
unde: X — valoarea medie; X; — valorile individuale; n — numarul total de observatii.
2. Abaterea standard (s):
s=V[Z(xi— X/ (n—1)];
Reprezintd masura variatiei valorilor fatd de media aritmetica.
3. Coeficientul de corelatie Pearson (r):
r =[x~ D)y~ P/ Vi~ %7 - 2y~ 9]
unde:
Xi, Vi — valorile analizate pentru doi parametri;
X, § — mediile fiecarui parametru;
r — mdsoara intensitatea si directia relatiei dintre cei doi parametri.
4. Analiza variatiei (ANOVA):
Pentru compararea variantelor de mediu s-a aplicat testul ANOV A unifactorial, conform

formulelor prezentate In Anexa 9.
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Tabelul 10.1 Datele experimentale (brute) pentru varianta 1 de mediu nutritiv

Parametru Repetitia 1 Repetitia 2 Repetitia 3
Plante inradacinate (%) 100.0 100.0 100.0
Plante dezvoltate (%) 46.8 50.0 53.2
Iniltime medie (cm) 7.12 7.62 8.12
Internoduri (nr) 7.6 8.0 8.4
Frunzulite (nr) 9.6 10.2 10.8
Lastari laterali (nr) 0.0 0.0 0.0
Masa uscatd radiculara (g) 0.82 0.9 0.98
Masa uscata foliara (g) 0.3 0.33 0.36

Tabelul 20.2 Datele experimentale (brute) pentru varianta 2 de mediu nutritiv

Parametru Repetitia 1 Repetitia 2 Repetitia 3
Plante inradacinate (%) 100.0 100.0 100.0
Plante dezvoltate (%) 47.2 52.8 50.0
Iniltime medie (cm) 7.6 8.2 8.8
Internoduri (nr) 7.5 8.1 7.8
Frunzulite (nr) 11.3 12.0 12.7
Lastari laterali (nr) 2.0 2.4 2.2
Masa uscatd radiculara (g) 0.81 0.99 0.9
Masa uscata foliara (g) 0.35 0.45 0.4

Tabelul 30.3 Datele experimentale (brute) pentru varianta 3 de mediu nutritiv

Parametru Repetitia 1 Repetitia 2 Repetitia 3
Plante inradacinate (%) 100.0 100.0 100.0
Plante dezvoltate (%) 80.0 84.1 75.9
Iniltime medie (cm) 7.0 7.4 6.6
Internoduri (nr) 53 5.5 5.7
Frunzulite (nr) 10.3 10.7 9.9
Lastari laterali (nr) 2.4 3.0 2.7
Masa uscata radiculara (g) 0.42 0.5 0.46
Masa uscata foliara (g) 0.74 0.8 0.68

Tabelul 40.4 Datele experimentale (brute) pentru varianta 4 de mediu nutritiv

Parametru Repetitia 1 Repetitia 2 Repetitia 3
Plante inradacinate (%) 100.0 100.0 100.0
Plante dezvoltate (%) 63.3 59.7 66.9
Iniltime medie (cm) 7.2 6.7 7.7
Internoduri (nr) 8.3 8.0 8.6
Frunzulite (nr) 9.8 9.3 10.3
Lastari laterali (nr) 3.5 3.1 3.9
Masa uscatd radiculara (g) 0.34 0.31 0.37
Masa uscata foliara (g) 0.56 0.51 0.61

Nota: Valorile inscrise pentru cele trei repetitii reprezintd mediile aritmetice ale parametrilor determinati experimental, utilizate la

calcularea mediilor generale si a abaterilor standard prezentate in Capitolul 4, Tabelul 4.6
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DECLARATIA PRIVIND ASUMAREA RASPUNDERII

Subsemnata, declar pe raspundere personald cd materialele prezentate in teza de doctorat
sunt rezultatul propriilor cercetdri si realizari stiintifice. Constientizez cd, in caz contrar, urmeaza

sa suport consecintele in conformitate cu legislatia In vigoare.

Numele, prenumele Dubceac Marcela

Semnatura

Data
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Certificate of Attendance

9

Marcela Dubceac

has participated in the
20" congress of the International Council for the Study of Virus and Virus-Like Diseases of the Grapevine (ICVG)

k]

which took place at Porto Palace Hotel in Thessaloniki, Greece between 25-29 September 2023.

DIPLOME SI DISTINCTII

Thessaloniki, 29 September 2023

Varvara Maliogka,

—

On behalf of the Organizing Committee «...N’J
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I undersigned Dr. Munir Mawassi the head of the Plant Protection Institute at the
ARO-Volcani center, Israel, here certified that Ms. Marcela Dubceac (Moldova)
researcher at Practical Scientific Institute of Horticulture and Food Technology /
Virology and Phitosanitary Control Laboratory carried out an educational stage in
my laboratory at the Plant Pathology Department focused on extraction and
identification of various viruses and viroids infecting grapevine and citrus plants from
the 20" of May to the 18™ of June 2022.

During this period of attendance, Marcela was trained to conduct the following
methods:

1. Total RNA extraction from virus-infected grapevine and citrus plants as well
as from viroid-infected plants using kits and C-TAB relied protocols.
2. ¢DNA with Maxima RT.
3. PCR amplification to identify various viruses such as:
e Grapevine leafroll-associated viruses 3
o Grapevine leafroll-associated viruses 2
e Grapevine Virus A
* Citrus exocortis viroid CEVd
e Pospiviroids
PCR cleanup from the GEL.
Ligation to pGEM-T plasmid.
Transformation of plasmids into E. coli DH5a.

Plasmid extraction via miniprep kits.

goris g U

Sequence analysis and primer sequence designing via bioedit program.
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CURICULUM VITAE

B8 curopass
Marcela Dubceac

Cetatenie: moldoveana Data nasterii: 17/10/1982 Gen: Feminin

R, Numar de telefon: (+373) 61131688 &% E-mail: dubceacm@gmail.com
@ Acasa: str. Avicenna 30, ap. 27, 2025 Chisinau (Moldova)

EXPERIENTA PROFESIONALA

Laboratorul de Virusologie si Control Fitosanitar Culturilor Horticole, IP INCCAAMV (ISPHTA) - Chisinau
, Moldova

Localitatea: Chisinau | Tara: Moldova
Cercetator agronom

[ 06/06/2018 - n curs ]

« Participarea activa la evaluarile in teren privind starea fitosanitara a vitei-de-vie, prin inspectii vizuale, prelevarea de
probe si completarea fiselor de observatie.

* Monitorizarea periodica a plantatiilor-mama de categorie biologica Prebaza si Baza, in scopul mentinerii statutului
de sdnatate conform reglementarilor nationale si europene.

+ Implicarea n selectia fitosanitard a materialului saditor viticol destinat inmultirii clonale.

« Efectuarea testarilor fitosanitare prin metode serologice (ELISA) si moleculare (PCR) pentru identificarea agentilor
patogeni: virusuri, fitoplasme si bacterii.

« Stabilirea culturilor in vitro si aplicarea procedurilor de asanare (termoterapie, chimioterapie) pentru obtinerea de
plante sanatoase.

+ Optimizarea conditiilor de regenerare si multiplicare a vitroplantulelor, adaptate soiurilor autohtone si cerintelor
tehnologice locale.

« Contributia la elaborarea documentatiei necesare pentru acreditarea laboratorului conform ISO/IEC 17025.

+ Colaborarea cu producatori agricoli, pepiniere si autoritati locale pentru implementarea tehnologiilor moderne de
certificare a materialului viticol.

EDUCATIE S| FORMARE PROFESIONALA

Licenta n stiinte ale naturii
Universitatea de Stat din Moldova [ 31/08/2015 - 11/06/2018 ]

Adresa: 60 Alexei Mateevici Street, MD-2009 Chisinau (Moldova) | Site de internet: https://usm.md @ Tipul de
credite: ECTS | Numar de credite: 180

- Utilizarea terminologiei de mediu;

- Sinteza cunostintelor din disciplinele ecologice;

- Observarea si perceperea caracteristicilor, proceselor si fenomenelor mediului;

- Aplicarea unor aspecte ale altor stiinte (chimie, matematica, biologie/economie);

- Planificarea si realizarea lucrarilor practice de laborator si de teren in ecologie;

- Evaluarea problemelor de mediu si propunerea solutiilor corespunzatoare;

Tema tezei: Gestionarea deseurilor in municipiul Chisinau. Elaborarea unui punct de colectare pentru acceptarea
deseurilor necasnice de la populatie.

Studii de master n Stiinte Biologice Aplicate
Universitatea de Stat din Moldova [ 08/09/2018 - 25/01/2020 ]

Adresa: 60 Alexei Mateevici Street, MD-2009 Chisinau (Moldova) | Site de internet: https://usm.md ' Domeniul
(domeniile) de studiu: Stiinte naturale, matematica si statistica: e Stiinte biologice si stiinte conexe neclasificate in
alta parte e Biologie

- Particularitatile celulelor si tesuturilor vegetale izolate in vitro;
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- Aplicarea tehnologiilor in vitro pentru multiplicarea clonala a vitei-de-vie;

- Siguranta alimentara si siguranta mediului;

- Aplicarea biotehnologiilor pentru conservarea biodiversitatii mediului si dezvoltare durabila;
Tema tezei: Obtinerea clonelor fitosanitare de vita-de-vie din soiuri autohtone si de selectie.

PhD
UASM [ 31/10/2019 - 30/10/2022 ]

Adresa: 42 Mircesti Street, Chisinau (Moldova) | Site de internet: https://www.uasm.md/en/contacte | Lucrarea
de diploma: Biotechnologies for obtaining healthy grapevine clones

Modul de psihologie si pedagogie
Universitatea de Stat din Moldova [ 30/09/2019 - 14/05/2020 ]

Adresa: 60 Alexei Mateevici Street, MD-2009 Chisinau (Moldova) | Site de internet: https://www.uasm.md/en/
contacte = Tipul de credite: ECTS = Numar de credite: 60

Curs de formare profesionala - Consilier agricol
Centrul de Consultantd in Agriculturd si Rural (CCAR) [ 16/11/2024 - 20/12/2024 ]

Domeniul (domeniile) de studiu: Stiinte agricole | Numar de credite: 90 ore

- Rolul sistemului AKIS Tn agricultura, etica si impartialitatea n consilierea fermierilor, tehnici de comunicare eficienta
in teritoriu;

- Politica Agricola Comuna (PAC): structurd, functionare, instrumente de implementare si cadrul normativ national;

- Managementul durabil al terenurilor si fermelor, cu accent pe bune practici agricole si utilizarea resurselor in mod
rational;

- Inovatii si tehnologii digitale aplicabile in agricultura, precum si integrarea acestora in procesul decizional la nivel de
ferma;

- Prevenirea si gestionarea riscurilor Tn agricultura: riscuri climatice si naturale, riscuri legate de subventii, notiuni
generale despre asigurarile agricole;

- Managementul durabil al nutrientilor: sistemele de fertilizare, optimizarea regimului nutritiv al solurilor, influenta
lucrérilor solului asupra productivitatii si eroziunii;

- Conditii de munca si securitate Tn agricultura: legislatie, riscuri profesionale, masuri de protectie si prevenire.

COMPETENTE LINGVISTICE

Limba(i) materna(e): rusa = romana

Alta limba (Alte limbi):

engleza

COMPREHENSIUNE ORALA B1 CITIT B1 SCRIS B1
EXPRIMARE SCRISA B1 CONVERSATIE A2

Niveluri: A1 si A2 Utilizator de bazd B1 si B2 Utilizator independent C1 si C2 Utilizator experimentat

COMPETENTE

Microsoft Excel / google / youtube / gmail / zoom
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COMPETENTE TEHNICE

Competente tehnice

- Diagnostic fitosanitar al vitei-de-vie prin metode serologice (ELISA) si microbiologice, Tn scopul identificarii
virusurilor si bacteriei A. vitis.

- Prelevarea de probe si evaluarea vizuala a stdrii fitosanitare a plantatiilor-mama (Prebaza si Baza), cu intocmirea
fiselor de observatie.

- Aplicarea biotehnologiilor moderne pentru obtinerea de material viticol sanatos: cultura in vitro.

- Pregadtirea si adaptarea mediilor nutritive (Murashige & Skoog, WPM etc.) pentru regenerarea si multiplicarea rapida
a plantelor de vita-de-vie.

- Organizarea, monitorizarea si intretinerea plantelor in faza de aclimatizare in sera si in camp, cu focus pe
trasabilitatea materialului biologic.

- Elaborarea si implementarea documentatiei pentru acreditarea unui laborator de diagnostic fitosanitar conform
ISO/IEC 17025 (proceduri, echipamente, trasabilitate metrologica).

- Coordonarea activitatilor Tn echipa si instruirea personalului tdnar in domeniul metodelor de laborator.

EDUCATIE S| FORMARE PROFESIONALA

[ 20/05/2022 - 18/06/2022 ]
Educatie si formare profesionala

Participare la Congresul International pentru Studiul Virusurilor si Bolilor de Tip Virusoid ale Vitei-de-vie (ICVG)
International Council for the Study of Virus and Virus-like Diseases of the Grapevine - 20th ICVG Conference
Salonic, Grecia

03.09.2023 - 08.09.2023

Activitati si competente dobandite:

- Prezentarea lucrarii: Establishment of the Nuclear Stock (Pre-base) of the V. vinifera Genus through Phytosanitary
Selection in Moldova

- Schimb de experienta si bune practici cu cercetatori internationali in domeniul diagnosticarii virusurilor vitei-de-vie

- Participare la sesiuni dedicate metodelor moderne de detectare, combatere si gestionare a bolilor virale la vita-de-
vie

Stagiu stiintific - Diagnosticul molecular prin PCR

Institute of Plant Protection, Ministry of Agriculture and Rural Development, Israel
Rishon LeZion, Israel

20.05.2022 - 18.06.2022

Competente dobandite: Extractia ARN total din vitd-de-vie si citrice infectate cu virusuri, utilizdnd kituri si protocoale
bazate pe C-TAB; Sinteza de cADN cu Maxima RT; Reactii PCR pentru identificarea urmatorilor agenti patogeni:
GLRaV-2, GLRaV-3, Grapevine virus A, Citrus exocortis viroid (CEVd), Pospiviroides; Purificarea produselor PCR din
geluri; Ligarea in plasmidul pGEM-T, transformarea in E. coli DH5a; Izolarea plasmidelor prin Miniprep; Analiza
secventelor si proiectarea de primeri cu ajutorul software-ului BioEdit.
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COMPETENTE ORGANIZATORICE

Competente organizatorice
- Experienta Tn organizarea activitatilor de laborator si de teren privind starea fitosanitara a vitei-de-vie.
- Coordonarea testarilor pentru depistarea virusurilor si bacteriilor

- Planificarea si aplicarea metodelor moderne de inmultire si tratare a materialului saditor prin cultura in vitro si
tratamente termice/chimice.

- Participare la elaborarea procedurilor pentru acreditarea activitatii de laborator, Tn conformitate cu cerintele 1SO/
IEC 17025.

- Capacitate de coordonare a echipelor mici si de desfasurare a mai multor procese in paralel, in laborator si pe
teren.

COMPETENTE PERSONALE

Competente personale

- Sociabilitate, capacitate de integrare rapida in colectiv si colaborare eficienta in echipa.
- Abardare creativa si flexibild in realizarea sarcinilor profesionale.

- Abilitati organizatorice Tn coordonarea activitatilor si proiectelor.

- Motivatie pentru realizare profesionala si perfectionare continua.

- Responsabilitate, initiativa si perseverenta Tn atingerea obiectivelor stabilite
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Lista lucrarilor stiintifice la tema tezei
ale d-nei Dubceac Marcela,
doctoranda, cercetator stiintific, Institutul National de Cercetari Aplicative in Agriculturd si
Medicina Veterinara
2. Articole in reviste stiintifice
2.2. in reviste din alte baze de date acceptate de citre ANACEC:
1. DUBCEAC, Marcela, LOSMANSCHII, Constantin. The influence of LED light spectra on the in vitro

growth of grapevine plants. Romanian Journal of Horticulture, vol. 4, 2023, pp. 35-42. DOL:
10.51258/RJH.2023.03. DOI: https://doi.org/10.51258/RJH.2023.03 Revista indexatd in DOAJ.

2. DUBCEAC, Marcela. Metode de asanare a protoclonelor de vitd de vie in procesul de selectie
fitosanitara. In: Acta et Commentationes, Stiinte ale Naturii, UTM, nr. 2(2023), pp. 74—80. 74 DOI:
10.55505/5a.2023.2.09. DOI: https://doi.org/10.55505/sa.2023.2.09 Revistd indexata in DOAJ. UDC:
634.8:631.526.321:581.143.6.

2.3. in reviste din Registrul National al revistelor de profil:

1. DUBCEAC, Marcela, HAUSTOV, Evghenii, BONDARCIUC, Victor. Implementarea metodei PCR
pentru identificarea tulpinilor patogene Allorhizobium vitis ce provoaca cancerul bacterian al vitei-de-vie.
Stiinta Agricola | Agricultural Science, 2024, vol. 1, pp. 47-54. DOI: 10.55505/sa.2024.1.05. Disponibil la:
DOI: https://doi.org/10.55505/sa.2024.1.05 Revista stiintifica de categoria B, indexata in DOAJ.

2. DUBCEAC, Marcela, BONDARCIUC, Victor. Evaluarea influentei fitohormonilor IAA si 2iP asupra

dezvoltérii vitei-de-vie (Vitis vinifera) in cultura in vitro. Pomicultura, Viticultura si Vinificatia, nr. 2(92),

Chisinau, 2024, pp. 6—14. ISSN 1857-3142. DOI: https://doi.org/10.53082/1857-3142.24.92.03. Revistd

stiintificd nationala, categoria C, indexatd AGRIS

3. BONDARCIUC, Victor, SULTANOVA, Olga, DUBCEAC, Marcela. Micropropagarea in vitro — etapa
cruciala in crearea plantatiilor-mama de vita-de-vie. Pomicultura, Viticultura si Vinificatia, nr. 1(91), 2024.
ISSN 1857-3142. DOI: https://doi.org/10.53082/1857-3142.24.92.05.  Revistd stiintificd nationald,
categoria C, indexatd AGRIS

4. DUBCEAC, Marcela, BONDARCIUC, Victor, SULTANOVA, Olga, HAUSTOV, Evghenii. Crearea

plantatiei-mama de categoria biologica Prebaza din genul V. vinifera prin selectia fitosanitard. Pomicultura,
Viticultura si Vinificatia, nr. 1(89), 2023. ISSN 1857-3142. DOI: https://doi.org/10.53082/1857-
3142.23.89.06 . Revista stiintifica nationald, categoria C, indexata AGRIS

5. DUBCEAC, Marcela. Evaluarea parametrilor optici ai recipientelor utilizate in cultura in vitro a vitei-
de-vie: transmisia luminii si uniformitatea radiatiei. Pomicultura, Viticultura si Vinificatia, nr. 2, 2025.

3. Articole in lucrarile conferintelor si altor manifestari stiintifice

3.1. in lucrarile manifestarilor stiintifice incluse in bazele de date Web of Science 5i SCOPUS:

1. DUBCEAC, Marcela, SULTANOVA, Olga, BONDARCIUC, Victor. Propagation of phytosanitary

clones by in vitro culture. In: Biologization of the Intensification Processes in Horticulture and Viticulture.

179


https://doi.org/10.51258/RJH.2023.03
https://doi.org/10.55505/sa.2023.2.09
https://doi.org/10.55505/sa.2024.1.05
https://doi.org/10.53082/1857-3142.24.92.03
https://doi.org/10.53082/1857-3142.24.92.05
https://doi.org/10.53082/1857-3142.23.89.06
https://doi.org/10.53082/1857-3142.23.89.06

International Scientific Conference, 21-23 septembrie 2021, Krasnodar, Rusia, pp. 1-6. DOI:
https://doi.org/10.1051/bioconf/20213403003
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1. DUBCEAC, Marcela. Perfectionarea tehnologiei de obtinere a clonelor fitosanitare de vita-de-vie. Teze
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24 http://repository.utm.md/handle/5014/24194
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3. DUBCEAC, Marcela. Establishment of the nuclear stock (pre-base) of the V. vinifera genus through
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Disponibil la: https://icvg.org/data/ICVG20Abstracts.pdf
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