Coordonator: Catita PLOPA
Autori: Catita PLOPA, Marioara TRANDAFIRESCU,
Doina CLAPA, Mihaela SUMEDREA

Detectia,
epidemiologia si
prevenirea
bolilor virotice la
speciile pomicole



INTRODUCERE

I.1. Importanta virologiei pentru pomicultura

II.1. Reactia la atacul agentilor patogeni

I1.2. Manifestarea prezentei virusurilor in planta-simptome

II1.1. Metode de testare

IV.1. Cai de transmitere a virusurilor

CUPRINS

CAPITOLULI
IMPACTUL VIRUSURILOR ASUPRA PLANTELOR

CAPITOLUL II
RELATIA DINTRE PLANTA GAZDA SI VIRUSURI

CAPITOLUL III
DETECTIA VIRUSURILOR

III.1.1.Metode biologice

III.1.2. Metode serologice

111.1.3 Metode moleculare

CAPITOLULI1IV
EPIDEMIOLOGIA VIRUSURILOR



CAPITOLUL YV
PREVENIRE SI CONTROL

V.1 Metode PrevVentiVve.......cccveeiieriieeiieriieeieeeiie e eieeseee e esene s 85
V.1.1. Ameliorarea rezistenfei genetice ..........cceevvveeerveerreveennne 85
V.1.2. Utilizarea materialului saditor liber de virusuri............... 86
V.1.3. Respectarea masurilor de carantina fitosanitara............... 90
V.1.4. Controlul chimic sau biologic al vectorilor..................... 92

V.2. Metode curative de obtinere a plantelor pomicole libere de

VITUSUT L. ettt ettt ettt et e st e et e sateenbeesateenbeesaaeenbeesnneenseesnseenseennne Hi
V2.1 = CUIULL 070 VIEFO e 111
V.2.2. TerMOtEIapia ...cccuveerereerieeieereerieeeieesieeereeseneeseeseeeesseenens 118
V.2.3. Chimioterapia.....c.ceeveereeerieeniieeieeniieseeeiee e esiee e 119

BIBLIOGRAFIE. ... ..o 121



INTRODUCERE

Importanta pomiculturii §i a fructelor pentru alimentatia omului,
pentru economie, pentru industria farmaceutica sau prelucratoare si nu in
ultimul rand pentru rolul pe care il are asupra mediului Inconjurator sunt
lucruri bine stiute atat de pomicultori cat si de alte categorii de specialisti.
Obtinerea randamentelor dorite sunt limitate de actiunea mai multor factori:
ecologici, biologici, tehnologici si asigurarea corelatiei dintre acestia. In
acest scop se impune realizarea unor cercetari fundamentale privind modul
in care diferitele genotipuri din cadrul speciilor aflate in culturd reactioneaza
la factorii cu care vin in contact. Un factor limitativ il constituie actiunea
agentilor patogeni de tip viral ca urmare a daunelor pe care pot sa le produca
in cazul necunoasterii modului precis de interactiune a complexului agent
patogen-planta-vector. Elaborarea si aplicarea masurilor de prevenire si
combatere a virusurilor plantelor pomicole necesitd, deci, cunostinte
aprofundate.

Proiectul din cadrul Programului PARTENERIATE — Contract 52-
165/01.10.2008, cu titlul Studiul relatiei patogen-gazda-agent de
transmitere in scopul aplicarii masurilor preventive §i limitarii pagubelor
produse de virusuri si organisme asemandtoare a avut ca obiectiv general
,ldentificarea si stabilirea virulentei si a epidemiologiei unor agenti

patogeni de tip viral si phytoplasmatic in vederea realizarii unui control



bazat pe diminuarea accentuata a tratamentelor fitosanitare, cu obtinerea de
recolte pomicole sandtoase”.

Prin continut, cartea se adreseaza slujitorilor stiintei din cercetare si
mediului universitar, studentilor, inginerilor si tuturor celor interesati de
aspecte stiingifice si practice din domeniul virologiei pomicole.

Autorii



CAPITOLULII
IMPACTUL VIRUSURILOR ASUPRA PLANTELOR

I.1. Importanta virologiei pentru pomicultura

Bolile virale provoaca pierderi economice in plantatiile pomicole,
productiile scad, iar pierderile calitative nu se pot cuantifica cu exactitate.
Impactul economic desi de importantd majora, este influentat de factori
biotici si abiotici. La culturile perene, este si cazul speciilor pomicole,
bolile virale sunt mai periculoase decat la culturile anuale, deoarece
virusurile pot ramane in stare latenta, raspandindu-se dintr-o livada in alta
fara stirea cultivatorilor, ajungand pana la urma sa provoace daune majore.
Astfel de boli devenite cronice pot avea consecinte economice foarte
serioase, drept urmare a pierderilor de timp, bani si nu n ultimul rand prin
blocarea terenului cu o culturd care merge in pierdere datoritd actiunii
virusurilor.

Uneori, cultivatorii pot mentine productivitatea livezilor bolnave la
un nivel profitabil prin tdierea i Indepartarea pomilor infectati si inlocuirea
acestora, masura ce poate controla raspandirea virusului, alteori, cu toate
aceste masuri infectia este foarte mare si pierderile sunt foarte severe.
Gradul de impact depinde de agentul patogen sau tulpina acestuia in
combinatie cu soiul §i asigurarea unei nutrifii corespunzatoare.

Literatura de specialitate  prezintda diferite tipuri de daune.
Exemplele sunt numeroase.Pierderile de productie pot ajunge péana la 54,5
% in cazul infectiei cu Prunus necrotic ring spot virus (PNRSV) + Tomato

ring spot virus (TomRSV) la soiul de visin Montmoreny (Ramsdel si



colab.1992) Virusurile ILAR, au redus procentul de prindere a mugurilor
altoi la cires (soiul Van) cu 44,8 % in cazul infectiei cu Prune dwarf virus
(PDV), respective 68 % la infectia cu PNRSV (Maxim, 2000), etc. Dupa
Kegler si colab.(1972) pierderile inregistrate la soiul Schattenmorelle au fost
foarte mari, intre 76-93 % in cazul infectiei cu PNRSV. La prun, creeaza
pagube foarte mari virusul Plum pox (PPV), care poate diminua productia
cu pana la 85 % la soiurile sensibile, PDV 50-82 % si PNRSV 15-45 %
(Cociu si colab., 1997). Un nivel ridicat de infectie cu ACLSV la diferite
soiuri si portaltoi de mar a fost raportatd de catre mai multi autori: in
Anglia - 93,5% (Campbell, 1961), in Moldova - 86% (Verderevskaja si
colab. 1985), in Statele Unite ale Americii - 60% (Waterworth, 1993), in
Republica Ceha - 69% (Karesova si colab. 2001). Virusul a fost semnalat si
la noi 1n tarda (Minoiu N., 1987) si cel mai frecvent este intalnit la mar unde
reduce semnificativ productia pomilor infectati, dar poate produce si infectii
mixte la prun (Preda si colab.2001).

Problema pagubelor produse de bolile virotice si phytoplasmatice
este o preocupare permanentd a oamenilor de stiintd din domeniu. Daca in
1930 se cunosteau numai 5 boli virotice, in 1977 sunt amintite 95
(Cameron R.H.,1977).

Pe plan mondial, se acorda o importantd deosebitd studiului bolilor
provocate de virusuri. In cadrul Societatii Internationale de Horticultura
(ISHS) functioneaza Comisia pentru boli virotice la pomii fructiferi (Virus
Diseases of Fruit Trees). Sub egida acesteia se organizeaza simpozioane, in
cadrul cdrora se dezbat problemele create de aceste viroze si rezultatele

obtinute.

In Polonia, 1in cadrul Institutului de Pomiculturd si Floricultura

Skierniewice, functioneaza o colectie de virusuri pe plante pomicole. In
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cadrul ,,Plant Patology Research Institute” din Italia o importanta directie de
cercetare in cadrul departamentului de virologie, o constituie dezvoltarea si
inovarea tehnicilor de obtinere a materialului virus free. In Franta, in cadrul
,French National Institute for Agricultural Research” se desfasoara cercetari
referitoare la metodele de detectie virala. In vederea diminudrii pagubelor
produse de acest tip de agenti patogeni, in SUA a fost lansat ,,National
Program for Controlling Virus Disease of Temperate Tree”.

In Romania, cercetiri referitoare la identificarea virusurilor si
phytoplasmelor pomicole au fost facute sporadic, prin metode clasice si pe
areale foarte restranse, tehnica ELISA fiind accesibild la foarte putine
unititi de profil din tard (2-3 unitati de cercetare pomicold). In ultimii 2-3
ani si In Romania, insa tot la scara foarte restransa (1-2 unitati de cercetare),
au inceput, dar in faza de pionierat, testarile virale prin tehnica moleculara
PCR, unde cercetarile au fost din pacate din lipsa de resurse materiale,
canalizate numai asupra virusului Plum pox, boala deosebit de pagubitoare
pentru prun. Conform literaturii de specialitate, In Romania au fost

semnalate 1n jur de 70 de virusuri cu incidenta la toate speciile pomicole.

Rezultatele cercetarilor din virologie sunt publicate periodic in
reviste de specialitate sau on-line. Buletinul EPPO, este publicatia oficiala a
Organizatiei Europene de Protectie a Plantelor (http://www.eppo.org/).
EPPO este o organizatie interguvernamentald, fondatd in anul 1951,
responsabila pentru cooperarea europeand in domeniul sanatatii plantelor. in
volumele OEPP se gdsesc norme pentru fiecare din subdomeniile protectiei
plantelor, printre care si virologie pomicold. In prezent Romania nu se

incadreaza in totalitate in aceste standarde.
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CAPITOLUL II
RELATIA DINTRE PLANTA GAZDA SI VIRUSURI

I1.1. Reactia la atacul agentilor patogeni

Aparitia starii de boala la plante in cazul de fata la speciile pomicole,
este rezultatul interactiunii patogen-plantd gazda-mediu. Factorii de mediu
actioneaza fie in favoarea plantei gazda, fie In favoarea parazitului sau, de
cele mai multe ori, asupra complexului planta gazda-agent patogen.

In 1995 Bos si Parlevliet au adoptat pentru identificarea raportului

gazda-patogen diagrama prezentata in fig. 1.

Fig. 1- Diagrama de identificare a raportului gazda- pathogen dupa Bos si Parlevliet

(1995)
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Fiecare fenomen component poate constitui un mecanism separat
care implica gene specifice. Efectele fiecarei caracteristici nu pot fi decelate
si masurate individual.

Pentru a se realiza procesul patologic o sursa infectioasa trebuie sa
prezinte o serie de Tnsusiri biologice. Termenii care caracterizeaza agentul
patogen implicit virusurile fitopatogene (agresivitate, virulenta,
patogenitate), sunt extrem de controversati, astfel Shanner, si colab., 1992
mentioneaza ca in mod evident predomina confuziile.

Agresivitatea este definitd de Societatea Olandeza de Patologia
Plantei ca “abilitatea patogenului de a ataca, de a stabili o relatie parazitara
si de a se dezvolta (multiplica in cazul virusurilor) pe o gazda pe care s-o
invadeze in spatiu si timp”.

Termenul de agresivitate este cantitativ si masurat de gradul de
atacare al populatiei gazda de invazie sau infectie al gazdei (F% = frecventa
atacului), dar este in egald masurd influentatd de susceptibilitatea si/sau
rezistenta acesteia. De aceea, agresivitatea trebuie evaluatd pe un sir de
genotipuri gazda masurand nivelul dezvoltarii, invaziei, patogenului pe sau
in specia gazda, prin evaluarea plantei gazda si a populatiei patogene pe
plante si numarul de plante infectate — adica frecventa atacului.

Virulenta se defineste ca si “capacitatea patogenului de a cauza
simptome” si indicd severitatea simptomelor pe care un patogen le cauzeaza
gazdei pe unitatea de atac. Shanner si colab., 1992 afirma ca termenul se
referd la abilitatea unui patogen de a inifia reactia si a cauza boala.

Un patogen, specie, subspecie, biotip sau tulpind poate avea o
virulenta mai ridicatd pe genotipul unei gazde i mai scazutd sau fara
virulenta pe alt genotip. Mecanismul virulentei este astfel usor de confundat
cu diferentele de sensibilitate ale genotipurilor diferite ale plantelor gazda.

12
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Pentru a separa virulenta patogenului de efectul sensibilitatii gazdei,
severitatea simptomelor trebuie sd fie masuratd pe o serie de genotipuri
gazda 1n relatie cu marimea sursei de infectie.

Patogenitatea este capacitatea cantitativa de a cauza boala si este
determinata, atat de agresivitatea cat si de virulenta patogenului. Nivelul ei
poate fi evaluat fie prin masurarea sursei de infectie (gradul de infectare sau
de invazie ca un parametru al agresivitatii) si prin severitatea simptomelor
produse pe o serie de genotipuri gazda in relatie cu frecventa patogenului.

Transformarile care au loc Tn gazda in timpul si dupd stabilirea
relatiilor de parazitare depind in mare masura de genotipul gazda, care
permite, suporta sau contracareaza activitatea patogenului.

Cele trei grupe de termeni relevanti pentru comportarea gazdei sunt:

Susceptibilitatea si rezistenta pot include o serie de mecanisme,
fiecare controlate de una sau mai multe gene diferite, care trebuie sa fie
identificate. In cazul virusurilor fitopatogene aceste gene sunt activate in
timpul patrunderii vectorului si/sau in timpul multiplicarii si raspandirii
interne a virusurilor (Bos si Parlevliet, 1996).

Virusurile fitopatogene sunt introduse in mod pasiv in celula
sensibild (prin leziunile de la nivelul tesuturilor protectoare) prin
intermediul vectorilor.

Odata patruns in celula plantei gazda are loc decapsidarea, iar acidul
nucleic viral (de reguld acidul ribonucleic) prin functia de coordonare,
determind celula sa sintetizeze ARN si proteind virala care ulterior se
asambleaza 1n interiorul celulei fiind astfel initiat procesul de multiplicare.
In unele situatii acidul nucleic viral, se poate atasa de acidul nucleic al
celulei. In acest caz, simptomele de boali dispar iar multiplicarea inceteaza.
Anumite conditii determind desprinderea acidului nucleic viral §i reluarea

13



procesului de imbolndvire. Cu alte cuvinte multiplicarea virusurilor se
realizeaza cu ajutorul celulei infectate. Odatd stabilitd replicarea virald in
celula initial infectata, virusul sau forma sa de transport trece la raspandirea
de la o celula la alta pentru a stabili cicluri noi de replicare (Webster si
colab., 1994).

Faptul ca virusurile sunt lipsite de metabolism propriu si utilizeaza
aparatul biochimic al plantei gazda face dificila gasirea de mijloace de
combatere adecvate.

In timpul multiplicarii, virusurile induc efecte citopatogene. Pana in
prezent nu au fost identificate mecanismele responsabile pentru distrugerea
celulelor de cétre virusuri.

Susceptibilitatea este complexul de caracteristici care fac ca un
organism sd devind gazda unui parazit, si/sau relativa sa inabilitate de a
impiedica atacul parazitului si astfel infectia cu un patogen, sau mai simplu
capacitatea unui organism de a fi atacat de un alt organism daunator.

Rezistenta este definitd de cercetatori ca fiind  abilitatea unei gazde
de a impiedica cresterea si activitatea unui organism parazit sau fitofag
precum si multiplicarea unui virus”.

Cooper si Jones, 1983 pledeaza pentru folosirea termenilor “rezistent
si susceptibil ca si capetele opuse ale unei scdri care acopera efectele
infectiei multiplicarii si invaziei asupra unui individ infectabil”. Rezistenta,
la fel ca si susceptibilitatea, poate cuprinde o serie de mecanisme incluzind
si rezistenta la intrarea si raspandirea parazitului. Intensitatea simptomelor
manifestate de gazda este determinatd de sensibilitatea gazdei si/sau

toleranta ei si de virulenta parazitului.
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Minoiu N., 1973 a stabilit reactia diferita fatd de virusul ingalbenirii
nervurilor la 39 soiuri de par si gradul de infectare cu pietrificarea fructelor
de par la 56 de soiuri.

Sensibilitatea este abilitatea gazdei de a raspunde la atac sau
infectie. Termenul de sensibilitate este in general folosit pentru a indica
severitatea reactiei gazdei (Am. Phytopathol. Soc., 1940; Br. Mycol. Soc.
PI. Pathol. Comm., 1950; Holliday, 1989) si uneori ca o alternativa la
susceptibil (Fed. Br. P1. Pathol. Terminol. Subcomm., 1973).

Un alt mecanism de rezistentd este hipersensibilitatea.
Hipersensibilitatea plantelor a fost definitd ca “reactia violentd a unui
organism patogen sau a unui virus constand in moartea instantanee a
tesutului infectat, prevenind astfel raspandirea ulterioarda a infectiei” (Am.
Phytopathol. Soc., 1940; Br. Mycol. Soc. Pl. Pathol. Comm., 1950; Fed. Br.
PI. Pathol. Terminol. Subcomm., 1973; Holliday, 1989).

In prezent hipersensibilitatea este consideratd ca cel mai important
mecanism de apdarare al plantelor, care apare numai in sistemele
incompatibile plantd gazda-patogen (M. Parvu, 1998). S-a demonstrat ca
hipersensibilitatea apare in cazul multor patogeni printre care §i virusuri
fitopatogene.

Celulele infectate de patogeni, cat si cele imediat inconjuratoare,
sufera o serie de modificari, care in final duc la moartea si brunificarea
celulelor vegetale afectate. Ca urmare patogenul este izolat si totodatd
localizat in tesuturile necrozate, el nemaiputandu-se raspandi in tesuturile
sanatoase.

Hipersensibilitatea implicd necroze care se dezvoltd in jurul locului

de infectie, dar care nu sunt vizibile intotdeauna cu ochiul liber. In sistemele
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compatibile agent patogen-plantd gazda nu are loc recunoasterea parazitului
potential si nu este declansata reactia de hipersensibilitate.

Rolul hipersensibilitatii in rezistenta plantelor la boli este mult
controversat. Dixon si Harrison, 1990 sustin ca acumularea de fitoalexine
insoteste manifestarea raspunsului prin hipersensibilitate.

De mentionat este faptul ca reactia de hipersensibilitate prin necroza
celulard sau tisulard nu trebuie confundatd cu simptome de necroze
caracteristice anumitor boli.

Toleranta conform Ametican. Phytopathology. Society., 1940, este
definita ca abilitatea unui organism afectat de a suporta actiunea unui
factor patogen sau invazia unui organism patogen, fara a reactiona sau cu o
usoara reactie, materializata prin absenfa completd sau aproape completa a
simptomelor si pagubelor. In Br. Mycol. Soc. Pl. Pathol. Comm., 1950 se
mentioneaza ca toleranta este abilitatea unui organism de a suporta infectia
unui patogen fara a manifesta stare grava de boala. Cooper si colab., 1983
subliniaza ca toleranta este opusad sau invers proportionald cu sensibilitatea
si afirma cd “termenii tolerant si sensibil sunt capetele opuse ale unei scari
care acopera reactia la boald a unei plante, incluzand si infectia
patogenului”.

Severitatea bolii si nivelul final de prejudiciu pe sau in planta gazda
este cauzatd de patogenitatea virusului si vulnerabilitatea gazdei (efectele
rezistenta si toleranta ei pe de alta parte). Buddenhagen, 1974 arata ca aici
trebuie sd se faca deosebirea intre aportul patogenului si al gazdei. Cand se
apreciaza rezistenta genotipurilor in sens strict, comportarea patogenului
trebuie evaluata, masurdnd sau numarand cantitatea acestuia / unitatea de

tesut gazda. In majoritatea cazurilor virusurile manifestd o sensibilitate
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ridicatd la factorii externi, dar continuitatea lor in naturd este asigurata
existentei unor posibilitati variate de transmitere (mecanic, prin seminte,

artropode, nematode, etc.).

I1.2. Manifestarea prezentei virusurilor in planta-simptome

Infectia produsa de virus fiind sistemica, afecteaza intreaga planta,
astfel ca simptomele apar pe majoritatea organelor acestora. Infectia si
multiplicarea virusurilor in plante nu duc intotdeauna la aparitia
simptomelor vizibile. In acest caz este vorba de o infectic aparenti.
Numeroase virusuri nu produc niciodatd simptome la anumite plante gazda,
acest tip de inaparentd se numeste infectie latentd, iar plantele cu infectie
latentd se numesc purtitoare fara simptome (Pop, 1967). La numeroase
virusuri se poate observa mascarea simptomelor, o disparitie temporara a
acestora in anumite conditii de temperatura, nutritie, stadiu de dezvoltare si
aparitia in alte conditii (Preda, 2005).

Identificarea agentului patogen dupa simptome nu se poate face cu
exactitate decat in foarte putine cazuri. Acelasi virus poate sd inducd
simptome diferite in functie de planta gazda, tulpind, conditiile de mediu.
Pot sa existe situatii cand o singura planta este infectata cu doud sau mai
multe virusuri ceea ce duce la cumularea mai multor tipuri de simptome. In
urma infectiei, virusurile produc la plantd modficari structurale, biochimice,
fiziologi, celulare, care se manifestd prin modificari morfologice
(simptome) ce apar pe diferite organe.

Principalele tipuri de simptome pot fi grupate astfel:

Cloroza - aparitia petelor de decolorare pe anumite organe sau pe

intreaga planta, ca urmare a distrugerii cloroplastelor (Apple chlorotic leaf
17



spot virus), sau blocarii biosintezei clorofilei. Cel mai adesea, celulele
parazitate au cloroplaste mult mai mici, mai putine si mai slab colorate.

Mozaic - descrie o gamd de simptome caracterizate printr-o
alternantd de zone de culoare verde pal sau verde mai inchis cu verdele
normal. Cand separarea zonelor verzui si galbui este difuza, se foloseste
termenul de marmorare, ca de exemplu mozaicul marului (Aplle mosaic
virus) (Pop, 1967).

Pete inelare- apar datoritd morfologiei frunzei atacate. Termenul
prin care se defineste virusul este particula anulus = inel (Annulus pruni,
sin. Plum pox virus).

Antocianoza - excesul de pigment rosu-violaceu poate rezulta fie in
urma distrugerii clorofilei, relevandu-se prezenta antocianilor existenti in
mod normal, fie producerii de antociani (Little chery virus).

Necrozele - corespund zonelor cu celule moarte. Initial ele apar pe o
arie limitatd, dar se pot extinde. La nivelul frunzelor se pot observa pete
necrotice (Aplle mosaic virus) sau necrozarea nervurilor (Prunus Necrotic
ringspot virus), necroze apicale, ulceratii necrotice, necroza tesutului
conducidtor.

Maturi de vrajitoare - corespunde unei proliferari abundente de
ramuri cu internoduri erecte si frunze mici, deformate (Apple proliferation
phytoplasma) :

Talie pitica (nanism) - lastarii se dezvoltd 1n rozete avand
internoduri scurte (Prune dwarf virus), etc.

Zagrai si colab. (2001) au ajuns la concluzia ca infectiile cu virusul
Plum pox influenteaza negativ calitatea fructelor, prin modificarile
biochimice pe care le produce. Astfel la majoritate genotipurilor de prun
studiate s-a constat o reducere a continutului in substanta uscata cu 7,3 %.

18



Pattantyus si Minoiu (1994) au constata ca PDV si PNRSV determind o
acumulare pronuntatd a aminoacizilor liberi in perioada iunie - septembrie.
skeskosk

Cercetarile efectuate in cadrul proiectului 52-165 au avut drept scop
printre altele si determinarea unor modificari biochimice survenite in plante
in urma unor infectii naturale la plantele infectate cu diferiti agenti patogeni
din grupa virusurilor. Materialul biologic luat in studiu a provenit de la
pomi sanatosi §i pomi infectati cu urmatoarele virusuri:

-Prune dwarf (PDV) este al doilea virus ca incidentd la specia prun
dupd PPV (Plum pox virus). PDV produce simptome atit pe frunze caz in
care cele afectate sunt alungite si se ingusteaza fiind asemanatoare cu cele
de salcie, cat si pe ramuri, lastarii avand internoduri scurte. Pomii atacati
au habitus redus iar la soiurile sensibile se constata si sterilitatea florilor.

-Apple chlorotic leaf spot (ACLSV), al carui atac poate fi constatat la
majoritatea speciilor pomicole (Malus, Pyrus si Prunus). Acest virus este
frecvent intdlnit in livezile de mar, in principal, unde uneori cauzeaza
infectii latente.

-Apricot chlorotic leaf roll, este o phytoplasmd care are incidenta
crescutd, pericolul fiind cu atat mai mare cu cat plantele infectate sunt
portaltoi afectand astfel si calitatea materialului saditor.

Soiurile de mar luate in studiu au fost: "Wagener premiat', 'Golden
delicious' si 'I[dared'. Determinarile au fost facute pe fructe si frunze.

La prun au fost analizate frunze si ramuri de la soiurile: 'Renclod
Althan', 'Vanat romanesc', 'Vanat de Italia', 'D'Agen’, 'Centenar'.

La piersic analizele s-au facut pe material biologic reprezentat din

frunze de la portaltoiul 'Adaptabil'.
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Soiurile de cais cu grade diferite de sensibilitate fatd de infectiile
virale cu Apple chlorotic leaf spot virus (ACLSV), au fost:

- 'CR 2-63' = foarte slab atacat (F.S.A.)

- 'NJA 19'=slab atacat (S.A.)

- 'Stark Early Orange' = mijlociu atacat (M.A.)

- 'Royale' = puternic atacat (P.A.)

- 'Earliril' = foarte puternic atacat (F.P.A.)

- 'Timpurii de Chisinau' = foarte puternic atacat (F.P.A.)

La soiurile de cais s-au efectuat determindri biochimice ale sucului
celular din frunze si fructe in doua perioade diferite de vegetatie: in plind
activitate (luna iunie) si la sfarsitul perioadei (luna octombrie).

Elementele minerale au fost determinate astfel:

Azotul total s-a determinat din mineralizatul pe cale umeda cu acid
sulfuric concentrat - metoda Kjeldahl.

Calciul, potasiul, sodiul si magneziul s-au determinat prin
fotometria in flacara. Fosforul s-a determinat fotocalorimetric la SPEKOL

Determinarile biochimice s-au referit la continutul in:

Substanta uscata - determinata gravimetric prin uscarea probelor in
etuva la 105°C si cantariri repetate pana la pondere constantd. Rezultatul s-a

exprimat in g% si s-a calculat dupa formula:

Substanta uscatd % = 100 — apa%

Apa totala - determinata tot gravimetric prin scaderea valoricd a
greutdtii constante a substantei uscate din valoarea greutdtii materialului

vegetal proaspat.

Apa totala % = cantitatea de apa pierdutd (g) x 100

greut. mat.vegetal proaspat (g)
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Vitamina C - determinatd prin metoda Tillmans modificata.
Principiul metodei se bazeaza pe relatia de oxidoreducere dintre acidul
ascorbic si 2,6 diclorfenolindofenol. Rezultatul s-a exprimat in mg %.

Aciditatea totala - determinatd prin metoda titrimetrica. Principiul
metodei constd In neutralizarea unui volum de extract apos din fructe cu
solutie de NaOH 0,1 n 1n prezenta fenolftaleinei ca indicator. Rezultatul s-a
exprimat in g% acid malic.

Zaharul total - determinat prin metoda Fehling-Soxhlet. Principiul
metodei se bazeaza pe reactia de oxido-reducere dintre cuprul din solutia
alcalind de cupru a tartratului de sodiu si potasiu (reactivul Fehling)
gruparea aldehidica si cetonicd a zaharurilor reducatoare. Rezultatul s-a
exprimat in g%.

Glucidele pe forme si totale s-au determinat titrimetric prin
micrometoda Bertraud-Iljin. Rezultatele sunt exprimate procentual din 1 g
substanta uscata.

Polifenol-oxidaza. Extractia enzimei s-a efectuat prin omogenizarea
frunzelor majorate, cu o solutie tampon acetat pH=4,7. Principiul metodei
constd in oxidarea acidului ascorbic in acid dehidroascorbic si titrarea
acidului ramas neoxidat. Activitatea se exprimad in ml I 0,01 n.

Taninurile s-au determinat din material vegetal proaspat. S-a folosit
metoda Lowenthal-Neubeur, care permite aflarea cantitdtii de permanganat
de potasiu consumat in procesul oxidarii taninurilor in mediu acid si In
prezenta indigo-carminului, ca indicator pentru sfarsitul reactiei. Rezultatul
s-a exprimat n g%.

Hidratii de carbon s-au determinat din material vegetal uscat la

60°C prin metoda Fehling-Soxhlet, care se bazeaza pe proprietatea
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monozaharidelor de a reduce o solutie alcalind cum este solutia Fehling.
Rezultatul s-a exprimat in g%.

Aminoacizii s-au determinat  prin cromatografie pe hartie
(monodimensionala, ascendentd) cu solvent Partrige.

Extractia aminoacizilor liberi s-a realizat cu alcool etilic 80%.
Indepartarea pigmentilor s-a ficut prin retinerea lor pe un continut puternic
acid (Amberlit IR + 120) si reluarea ulterioard cu amoniac. Evaluarea
spectrofotometricd a aminoacizilor a fost facutd pe spoturile de aminoacizi
revelati cu ninhidrind si transformati in compusi cuprici. Rezultatul s-a
exprimat in mg% alanina.

Extractia fenolilor totali din materialul vegetal uscat s-a realizat in
solutie alcoolica prin refluxare la 100°C. Dozarea s-a facut cu reactivi
Folin-Ciocalteau, iar citirea la spectrofotometru s-a facut la 765 nm.

Pentru determinarea continutului total de polifenoli din frunze s-a
folosit metoda fotocolorimetricd descrisa de Singleton si Rossi (1965) cu
mici modificari.

Si in acest caz s-au utilizat: reactiv Folin-Ciocalteu 2N (Sigma-
Aldrich), acid galic (Sigma), carbonat de sodiu anhidru (Sigma-Aldrich).

Pentru stabilirea curbei de calibrare s-a preparat o solutie stoc de
5000 p.p.m G.A din care prin dilutii succesive in apa s-au preparat cinci
etaloane cu un continut de 50, 100, 150, 200 si 250 p.p.m GA.

Protocolul de lucru a cuprins urmatoarele etape: 1ml de extract
(diluat 1:10 cu apa ultrapurd); ImL apd ultrapura (blank); 1ml din fiecare
solutie etalon s-au introdus in baloane de 25 mL si s-au adaugat cate 5 mL
reactiv F.C (diluat 1:10 cu apa ultrapurd). Dupd 2 minute s-au addugat 4 ml
solutie 7,5% Na2CO3 si s-au ldsat la incubat timp de 2 de ore la temperatura
camerei. Rezultatele au fost exprimate in echivalent acid galic (EGA).
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Curba de calibrare si rezultatele pentru doua loturi de probe sunt prezentate

in figura 2.

I T T T
0 50 100 150 200 250
Concentration (mg/L)

Fig. 2. Curba de calibrare

Determinarile fiziologice au fost efectuate la cais in dinamica si
s-au referit la urmatorii indicatori fiziologici:

- transportul electrolitilor prin membrane;

- continutul total de electroliti in tesut;

- calculul indicelui de permeabilitate ;

- intensitatea procesului de respiratie ;

- intensitatea procesului de fotosinteza ;

- continutul in pigmenti fotoasimilatori (clorofila a, clorofila b,

raport a / b, carotina, xantofila) determinat spectrofotometric;

- continutul in pigmenti antocianici.
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Pigmentii fotoasimilatori s-au determinat dupa metodologia Hagar si
Bertensath (1966) cu modificarile aduse de Stirban si Frecus (1966). S-a
folosit material vegetal proaspat, utilizand ca solvent acetond 85% si
neutralizand sucul celular cu CaCOs;. Citirile s-au efectuat la spekol in
lungimile de unda specifice pentru “clorofila a”, “clorofila b” si carotenoizii
totali.

Transportul electrolitilor prin membrane s-a determinat prin
vegetal cu ajutorul unui conductometru de tip OK - 102.

Continutul total in electroliti in tesut a fost determinat
conductometric in extractul obtinut prin mojararea tesuturilor in apa
distilata.

Calculul indicelui de permeabilitate (IP) s-a realizat cu formula:

IP = Transportul ionilor /Continutul total in electroliti

Intensitatea procesului respirator a fost determinata prin cantitatea
de CO; degajata de unitatea de masa foliard in unitatea de timp cu ajutorul
analizatorului de CO, (RIKEN).

Intensitatea procesului de fotosinteza a fost determinata prin gaz
cromatografie.

Continutul in pigmenti clorofilieni si pigmenti galbeni a fost
determinat prin metoda ARNOU, care se bazeazad pe extractia clorofilei din
frunza in acetona 80% si aflarea extinctiei extractului la un spectofotometru
la lungimea de unda de 645 nm, 663 nm si 470 nm.

Calculul cantitatii de pigmenti fotoasimilatori s-a realizat folosind

formulele :
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Clorofilaa=12,21 x A 663 - 2,81 x A 646 ( mg / ml extract );
Clorofilab = 20,13 x A46 -5,03 x A63 ( mg/ ml extract );

Xantofila + Carotina = 1000 x A 470 - 3.27 x CA - 104 x Cb (mg /
ml extract)

229
in care:

A 663 ; A 646 si A 470 = valorile extinctiilor la lungimile respective
de unda ; Ca si Cb = valorile cantitatii de clorofila a si respectiv
clorofila b.

Determinarea continutului in pigmenti antocianici s-a efectuat tot cu
ajutorul spectofotometrului de tip SPEKOL (anterior s-a realizat extractia
acestora cu alcool metilic + 1 % acid clorhidric), iar citirea extinctiei s-a
facut la lungimea de unda de 530 nm.

Calculul continutului in pigmenti antocianici s-a realizat cu ajutorul
relatiei :

Antociani (mg/100g )=E x 11,6
in care:

E = valoarea extinctiei citite la spectrofotometru

11,6 (100) = factor pentru calcularea continutului in antociani.
10

Rezultatele obtinute au scos in evidentd un comportament diferit in
functie de specie si agentul patogen.

La mar infectia produsd de virusul ACLSV a produs modificéri in
ceea ce priveste continutul Tn macroelemente (tabelul 1). Se constatd o
scadere a cantitdfii de zahar total in cazul infectiei cu ACLSV de la o medie
de 10,36 %, in cazul probelor neinfectate, la 9 % in cazul probelor infectate.

Concentratia in K, P, Ca, Mg a fost de asemenea diminuatad diferentele intre
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probele neinfectate si neinfectate fiind in medie de 0,03 % pentru P, 0,32
pentru K, 0,04 pentru ca si 0,03 pentru Mg (valori exprimate in % din
S.U.T.).

Prezenta virusului PDV la prun, produce o serie de modificari:

Analiza datelor din tabelul 2, aratd ca materialul biologic infectat
are un continut mai redus in zahar solubil la variantele infectate fatd de
variantele neinfectate.

Variantele infectate au prezentat, in functie de soi, cantitati mai mici
de zahar (diferentele fatda de variantele neinfectate fiind cuprinse intre

82,90% s1 95,50% in frunze si intre 61,50% si 77,50% in ramuri).
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Continutul in macroelemente al fructelor de mar in urma

infectiilor virale cu virusul Apple chlorotic leaf spot

Tabelul 1

Soiul Varianta Azot total % P % din K % din Ca % din Mg % din
S.U.T. S.U.T. S.U.T. S.U.T.
Wagener premiat neinfectat 10,0 0,14 2,63 0,11 0,05
infectat 8,7 0,11 2,35 0,09 0,03
Golden delicious neinfectat 11,9 0,17 2,54 0,18 0,06
infectat 10,1 0,12 2,23 0,12 0,04
Idared neinfectat 9,2 0,16 2,75 0,17 0,06
infectat 8,2 0,12 2,40 0,12 0,03
Media probe negative ACLSV 10,36 0,15 2,64 0,15 0,06
Media probe pozitive ACLSV 9,00 0,12 2,32 0,11 0,03
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Tabelul 2

Modificari cantitative in zahir solubil apirute in urma infectiilor cu Prune dwarfla prun

Soiul Varianta Zahar solubil % fata de | Zahar solubil % % fata de

% (frunze) martor (ramuri) martor

Renclod neinfectat 6,75 100,00 1,30 100,00
Althan infectat 5,60 82,90 0,80 61,50
Vanat neinfectat 5,63 100,00 1,60 100,00
romanesc infectat 490 87,00 1,24 77,50
Vanat de neinfectat 6,00 100,00 1,42 100,00
Italia infectat 5,40 90,00 1,05 73,94
D’Agen neinfectat 5,65 100,00 1,40 100,00
infectat 5,40 95,50 0,87 62,14

Centenar neinfectat 6,00 100,00 1,38 100,00
infectat 5,30 88,33 1,20 86,96

Media probe negative 6,00 100,00 1,42 100,00
Media probe pozitive 5,32 88,74 1,03 72,40

Scaderea concentratiei glucidelor in lastari determind o rezistentd mai

slaba la ger, contribuind astfel la declinul prematur al pomilor virozati, mai ales

in zonele cu temperaturi scazute in cursul iernii.

Analizele biochimice efectuate la soiuri de prun neinfectate si infectate

cu virusul Prune dwarf, au scos in evidenta faptul ca azotul total, din frunze si

ramuri, scade in urma infectiei virale (tabelul 3). Diferentele fata de martor, au

variat intre 72,31% si 83,33% 1n frunzele s1 72% - 75,46% cand materialul

biologic analizat a fost reprezentat de ramuri.
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Tabelul 3
Continutul in azot total in frunzele si ramurile unor soiuri de prun

in urma infectiilor cu Prune dwarf virus

Soiul Varianta | Azot total % % fata de Azot total % % fata
(frunze) martor (ramuri) de

martor

Renclod Althan | neinfectat 1,80 100,00 1,26 100,00
infectat 1,50 83,33 0,95 75,40

Vanat romanesc | neinfectat 1,95 100,00 1,38 100,00
infectat 1,41 72,31 1,00 72,46

Vanat de Italia | neinfectat 2,55 100,00 1,23 100,00
infectat 1,85 72,55 0,90 73,17

D’Agen neinfectat 2,60 100,00 1,25 100,00
infectat 2,10 80,77 0,90 72,00

Rezultatele cu privire la continutul in aminoacizi liberi din frunzele unor
soiuri de cais cu grade diferite de sensibilitate fatd de infectiile cu Apple

chlorotic leaf spot virus (ACLSV), sunt prezentate in tabelul 4 si figura 3.

Tabelul 4
Continutul in aminoacizi liberi in frunzele unor soiuri de cais cu grade diferite

de sensibilitate la atacul cu Apple chlorotic leaf spot virus

SOIUL Gradul Ciste- Serina|Treo- |Alani-na|Tirozina |Metio- [Leucina
infectiei ina nina nina
virale mg alanina
C.R. 2-63 F.S.A. 3,01 9,89 (24,33 | 24,00 17,66 3,12 3,12
IN.J.A. 19 S.A. 3,12 10,00 |24,66 | 24,33 18,33 3,33 3,33
Stark Early M.A. 3,33 12,00 126,00 | 26,00 18,66 3,56 3,56
Orange
Royale F.P.A. 3,56 14,00 |34,00 | 30,00 23,33 3,89 3,78
Earliril S.A. 3,76 14,76 134,66 | 33,66 24,66 4,00 3,89
Timpurii de F.P.A. 4,02 14,89 33,53 | 24,33 3,76 3,76 3,89
Chisindau

29



Aminoacizi liberi Aminoacizi totali
Fig. 3- Continutul in aminoacizi liberi in frunzele unor soiuri de cais cu grade diferite de

sensibilitate la atacul cu Apple chlorotic leaf spot virus

Datele inscrise in tabelul 4 evidentiaza ca, in frunzele de cais, in
cantitate mai mare se gdsesc aminoacizii liberi: serina, treonina, alanina si
tirozina, iar in cantitate mai mica aminoacizii: cisteina, metionina si leucina.
Referitor la continutul in aminoacizi liberi, soiurile mai sensibile au un continut
mai mare, deci acumularea lor, contribuie la sensibilizare, deoarece cresterea
continutului in aminoacizi 1n tesutul bolnav fatd de tesutul sdnatos se explica
prin reducerea sintezei proteice cat si prin intensificarea descompunerii
proteinelor.

In ceea ce priveste continutul frunzelor de cais in substanta uscati
(tabelul 5), analizele efectuate in doud perioade diferite de vegetatie (la

inceputul lunii iunie si la sfarsitul lunii octombrie), aratd cd soiurile cu o
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rezistenta sporitd fatd de infectia cu Apple chlorotic leaf spot virus au prezentat
un continut mai mare de substantd uscata (figura 4). Astfel, la soiurile de cais
'CR 2-63', 'NJA 19' si 'Stark Early Orange', continutul in substantd uscata a
fost, In medie, de 35,26 g, 33,60 g si respectiv 32,08 g. Comparativ, soiurile cu
o sensibilitate ridicata, 'Earliril' si "Timpurii de Chisindu', au prezentat un
continut in substanta uscata mai mic (31,94 si respectiv 26,29g).

Tabelul 5
Continutul in substanta uscata si apa totala din frunzele unor soiuri de cais in

doua stadii de vegetatie

Soiul Gradul Perioada Greut. Greut. Subst. Apa
infectiei medie proaspata a uscata uscata totala

virale frunz. (g) const. totala | const. (g) (%)

@

iunie 56,0 20,7833 37,12 62,82
C.R. 2-63 F.S.A. octombrie 50,0 16,7132 33,40 66,60
Media 53,0 18,7483 35,26 64,74
iunie 85,0 31,0225 36,60 63,50
N.J.A. 19 S.A. octombrie 50,0 15,3545 30,70 69,30
Media 68,0 23,1885 33,60 66,40

Stark unie 52,0 18,1097 34,83 65,17
Early M.A. octombrie 56,0 18,4203 29,32 70,68
Orange Media 54,0 17,2650 32,08 67,92
unie 60,0 37,0599 34,02 65,98
Royale P.A. octombrie 50,0 15,1237 30,26 69,74
Media 55,0 26,0963 32,14 67,86

unie 38,0 12,4078 32,65 67,35
Earliril F.P.A. octombrie 43,0 13,4763 31,23 68,77
Media 41,0 12,9421 31,94 68,06

Timpurii unie 50.0 15,1337 30,27 69,73
de F.P.A. octombrie 41,0 13,3135 22,30 77,70
Chisindu Media 46,0 14,2236 26,29 73,71
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Comparand continutul procentual in substantd uscatd a frunzelor, in
urma determinarilor efectuate in doud perioade diferite de vegetatie, s-a
constatat ca vara, biosinteza de substanta uscatd este mai mare fata de toamna,
cand pomii se pregatesc pentru sezonul rece, astfel incat din frunze prin
fenomenul de translocatie, o parte din substantele asimilate migreaza spre
organele de consum (ramuri, trunchi, radacini).

La soiurile sensibile sau cu comportare slaba la atacul virusului,
fenomenul se explica si prin defolierea prematura (iulie-august) a pomilor. Din
datele tabelului 5 se evidentiaza de asemenea corelatia directa intre continutul
in apa al frunzelor si comportarea diferita a soiurilor de cais fatd de atacul
virusului. In acest caz un procent mai scizut al apei totale din frunze

caracterizeaza o rezisten{d mai mare a soiurilor la infectie.

Apa totald % Substanta uscata %

Fig. 4- Continutul in substanta uscata si apa totala din frunzele de cais in

doua stadii de vegetatie diferite
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Referitor la compozitia chimica a fructelor, (tabelul 6) se constata un
continut mai ridicat pentru substanta uscata, aciditate si zaharul total al fructelor
neinfectate comparativ cu cele care prezinta grade diferite de atac ale virusului
cu Apple chlorotic leaf spot virus. Aceasta situatie evidentiaza un dezechilibru
biochimic materializat printr-un metabolism complet modificat al pomilor
infectati. Corespunzdtor acestor modificari calitative se inregistreaza si o
diminuare cantitativd a productiei, oglinditd prin valorile usor scazute ale

greutatii unui fruct si respectiv a unui sambure.

Tabelul 6
Compozitia chimica a fructelor de cais sanatoase si atacate
de Apple chlorotic leaf spot virus
Soiul Starea Productia Greut. la | Greut.la | Acid. mg% | S.U. |Zahar
fitosanitara kg/pom | t/ha fructe (g) | samb. (g) | acid malic % total
g%
Stark neinfectat 25,0 |12,3 37,5 3,0 0,90 12,5 10,7
Early infectat 10,0 4,9 20,0 2,5 0,63 10,2 2
Orange 8,33
Earliril neinfectat 250 12,3 41,5 3,0 1,11 11,5 9,71
infectat 13,0 6,4 35,5 1,7 0,85 7,9 5,09
Royale neinfectat 20,0 9,9 35,5 3,0 1,34 12,0 10,2
infectat 14,0 6,9 22,0 2,8 0,80 11,0 5
9,13
C.R. 2-63 | neinfectat 30,0 14,8 34,0 2,5 2,03 12,0 10,2
infectat 240 (11,8 22,5 2,0 1,11 10,8 5
8,98
IN.J.A. 19 | neinfectat 25,0 (12,3 41,5 2,0 1,85 10,0 8,13
infectat 20,0 9,9 30,0 1,7 1,44 9,3 7,38
Timpurii | neinfectat 30,0 (14,8 26,0 3,0 0,62 10,5 8,65
de infectat 23,0 |11,3 18,0 1,5 0,42 7,4 5,34
Chisindau
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Datele sunt orientative deoarece in cadrul fiecarui soi pomii prezentau
un grad diferit de infectie virala cu Apple chlorotic leaf spot virus. Din analiza

datelor tabelului 7 si figura 5, se evidentiaza faptul ca, scaderea pigmentilor

.. . . - ) . a+b
asimilatori, pe forme “a”, “b” si “c” si In mod deosebit a raportului
c

, este

un indiciu evident de aparitie a unor factori daundtori proceselor metabolice
normale, in cazul nostru comportarea diferentiatd a soiurilor de cais, fata de
atacul infectiilor cu Apple chlorotic leaf spot virus. In general, la cais, In cazul

soiurilor sensibile la atacul virusului Apple chlorotic leaf spot virus, raportul

este mult mai mic decat la cele rezistente. Acest lucru este evident,
c

comparand valoarea raportului Inregistrata la soiurile sensibile Timpurii de
Chisinau si Earliril care a oscilat intre 2,22 si 2,45 mg/g substantad proaspata.
Comparativ la soiurile rezistente CR 2-63 si NJA 19; valoarea raportului

a oscilat intre 2,76 si 2,86 mg/g substan{a proaspata.
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(mg/g substanta proaspata) infectate cu Apple chlorotic leaf spot virus

Continutul in pigmenti asimilatori din frunzele unor soiuri de cais

Tabelul 7

Specia si| Gradul | Perioada a b c Pigmenti | Raport

soiul | infectiei| medie — — — totali a+b
virale 663 645 472
C

iunie 0,9803 0,3616 0,3384 1,6803 3,9654

C.R. 2-63 F.S.A. | octombrie | 0,3294 0,1233 0,2900 0,7427 1,5610
Media 0,6549 0,2425 0,3142 1,2116 2,86

iunie 1,3699 0,5516 0,4431 2,3646 4,3365

N.J.A. 19 S.A. | octombrie | 0,6900 0,2279 0,5812 1,4891 1,5652
Media 1,0230 0,3898 0,5122 1,9250 2,76

Stark iunie 1,9851 0,4486 0,7251 3,1588 3,3564

Early M.A. | octombrie | 0,7222 0,1899 0,4926 1,4891 1,5652
Orange Media 1,3537 0,3193 0,6084 2,2819 2,75

iunie 2,1560 0,7037 0,7412 3,6009 3,8582

Royale P.A. | octombrie | 0,9633 0,2435 0,7598 1,9666 1,5883
Media 1,5597 0,4736 0,7734 2,8067 2,63

iunie 1,7866 0,8119 0,7049 3,3034 3,6863

Earliril F.P.A.| octombrie | 0,8729 0,2822 0,8056 1,9007 1,3594
Media 1,3298 0,5171 0,7553 2,6032 2,45

Timpurii iunie 1,4327 0,5722 0,7452 2,7501 2,6904

de F.P.A.| octombrie | 0,9385 0,1839 0,6647 1,7871 1,6886
Chisindu Media 1,1856 0,3781 0,7050 | 2,2687 2,22
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Pigmenti totali atb
c

Fig.5- Concentratia pigmentilor asimilatori din frunzele unor soiuri de cais

(mg/g substanta proaspata)

Analiza variatiei procentuale a glucidelor (indeosebi a celor solubile in
apd) ca principali produsi primari ai fotosintezei, constituind substratul
respirator, plastic si de rezerva al pomilor, evidentiaza un metabolism deficitar
(tabelul 8) in cazul soiurilor mai sensibile la atacul virusului.

Datele acestui tabel, evidentiaza faptul ca soiurile cu un grad sporit de
rezistentd fatd de infectiile cu Apple chlorotic leaf spot virus prezinta o cantitate
mai mare a formelor solubile si direct reducatoare respectiv glucoza si fructoza
(figura 6). De asemenea valoarea procentuald a glucidelor totale este mai
ridicata la determinarile efectuate vara comparativ cu cele efectuate toamna.
Aceasta explica faptul ca o anumitd compozitie a sucului celular poate
determina mascarea sau chiar disparitia simptomelor de infectii virale in timpul

verii datoritd temperaturilor ridicate inregistrate in acest sezon.
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Tabelul 8

Continutul in glucide pe forme si totale din frunzele unor soiuri de cais

(mg/g substanta uscati) infectate cu Apple chlorotic leaf spot virus

Specia Gradul Perioada Forma de glucide (g.glucozi/g S.U.):
si soiul | infectiei medie Glucide | Glucide | Glucide | Totale Raport
virale direct solub. | insolub. solub.
reduc. in apa in apa insolub.

iunie 28,41 1,11 28,38 57,90 1,04

CR.2-63 | F.S.A. octombrie 19,83 2,00 16,07 37,90 1,35
Media 24,12 1,55 19,25 47,90 1,33

iunie 28,30 1,80 20,92 51,02 1,43

IN.J.A. 19 S.A. octombrie 15,82 2,88 18,84 37,54 0,99
Media 22,06 2,34 19,88 44,28 1,22

Stark iunie 30,00 1,10 18,69 49,79 1,66
Early M.A. octombrie 14,09 2,20 20,58 36,87 0,79
Orange Media 22,04 1,15 19,63 43,34 1,18
iunie 24,44 3,40 20,16 48,00 1,28

Royale P.A. octombrie 12,01 5,73 17,00 34,74 1,04
Media 18,22 4,57 18,58 41,37 1,12

iunie 20,28 0,90 24,60 45,78 0,86

Earliril F.P.A. octombrie 6,64 3,69 15,03 25,36 0,69
Media 13,46 2,29 19,81 35,57 0,77

Timpurii iunie 13,20 4,08 18,90 36,18 0,91
de F.P.A. octombrie 10,09 3,41 17,94 31,44 0,75
Chigindu Media 11,64 3,74 18,42 33,80 0,83
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Glucide direct
reducitoare Glucide totale Solubile/insolubile

Fig. 6- Continutul procentual in glucide pe forme si totale din frunzele unor soiuri de cais

(mg/g substanta uscatd) infectate cu Apple chlorotic leaf spot virus

In ceea ce priveste continutul in substante minerale, este cunoscut faptul
ca virusurile care produc mozaicuri determind cresteri de concentratie in azot,
iar cele care produc ingilbeniri determini scideri. In ceea ce priveste
elementele minerale K si P; cu cat cantitatea acestor elemente in frunze este mai
ridicatd, cu atat rezistenta soiurilor fata de atacul virusului este mai mare. Foarte
semnificativd in acest sens este compararea soiului de cais 'Timpurii de
Chisindu' apreciat ca foarte sensibil la atacul virusului, la care s-au inregistrat in
medie 2,11 g N total la 100 g S.U. si respectiv 0,28 g P,Os si 0,42 g K,0O
comparativ cu soiul 'CR 2-63' apreciat ca rezistent la care s-au inregistrat in
medie 0,97 N total la 100 g S.U. si respectiv 0,90 g P,Os si 0,79 g K,O.
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Continutul in elemente minerale din frunzele unor soiuri de cais

Tabelul 9

(g elemente / 100 g substanta uscati) infectate cu Apple chlorotic leaf spot virus

Specia si Gradul Perioada N P,05 | K,O | Na,O CaO Total
soiul infectiei medie total elemente
virale minerale

iunie 1,97 | 1,53 | 0,95 0,14 0,40 4,99

C.R.2-63 F.S.A.| octombrie | 0,98 | 0,27 | 0,63 0,15 0,38 2,41
Media 0,97 | 0,90 | 0,79 0,14 0,39 3,70

iunie 1,07 | 1,28 | 0,86 0,10 0,33 3,64

N.J.A. 19 S.A.| octombrie | 0,64 | 0,26 | 0,60 0,13 0,32 1,95
Media 0,85 | 0,77 | 0,73 0,11 0,32 2,79

Stark iunie 1,21 | 1,25 | 0,81 0,12 0,30 3,69
Early M.A. | octombrie | 0,80 | 0,23 | 0,42 0,11 0,29 1,85
Orange Media 1,00 | 0,74 | 0,61 0,11 0,29 2,77
iunie 2,43 | 1,10 | 0,80 0,09 0,28 4,70

Royale P.A.| octombrie | 1,05 | 0,21 0,43 0,09 0,24 2,02
Media 1,74 | 0,65 | 0,61 0,09 0,26 3,36

iunie 2,60 | 1,04 | 0,74 0,07 0,29 4,74

Earliril F.P.A.| octombrie | 1,50 | 0,21 0,32 0,07 0,26 2,36
Media 2,05 | 0,62 | 0,53 0,07 0,44 3,55

Timpurii iunie 2,68 | 0,46 | 0,60 0,08 0,27 4,09
de F.P.A.| octombrie | 1,55 | 0,11 0,25 0,07 0,24 2,22
Chisinau Media | 2,11 | 0,28 | 0,42 | 0,07 0,25 3,15
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Tabelul 10

Variatia procentuali a proteinei brute (%) in frunzele unor soiuri de cais infectate cu

Apple chlorotic leaf spot virus

Specia si Gradul Perioada de vegetatie Media
soiul infectiei  |in plini vegetatie | La sfarsitul anuala
virale (iunie) sezonului
(octombrie)

C.R. 2-63 F.S.A. 16,18 8,38 12,28
N.J.A. 19 S.A. 15,77 6,63 11,20
Stark Early Orange M.A. 12,35 8,69 10,52
Royale P.A. 11,20 7,60 9,40
Earliril F.P.A. 7,59 6,64 7,08
Timpurii de Chisinau F.P.A. 6,70 4,06 5,38

Tabelul 10 si figura 7, evidentiaza faptul ca media valorii proteinei brute

.....

Apple chlorotic leaf spot virus. De la valoarea de 12,28% inregistrata la soiul cu

rezistenta sporitd 'CR 2-63', scade la 5,38% la soiul foarte sensibil "Timpurii de

Chisinau'.
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Inceputul
vegetatie

Sfarsitul
vegetatiei

Media
anuala

Fig. 7 - Variatia procentuala a proteinei brute (%) in frunzele

unor soiuri de cais infectate cu Apple chlorotic leaf spot virus

Continutul in polifenoli, fenoli totali si substante tanoide

Tabelul 11

din frunzele unor soiuri de cais in urma infectiei cu Apple chlorotic leaf spot virus

Specia si soiul Gradul Polifenolioxidaza |Subst. tanoide [ Fenoli totali mg
infectiei virale ml g% acid galic
1,0, (0,01 n)
C.R. 2-63 F.S.A. 0,35 2,98 80,0
IN.J.A. 19 S.A. 0,30 2,78 73,0
Stark Early Orange M.A. 0,25 2,67 62,6
Royale P.A. 0,15 2,50 40,0
IEarliril F.P.A. 0,10 2,62 45,0
Timpurii de Chigindu F.P.A. 0,05 2,56 50,0
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La cais, continutul in polifenoli, substante tanoide, cu rol in catalizarea
de sinteza a fitoalexinelor si a altor compusi ca inhibitori ai procesului infectios,
se gaseste In cantitate mai mare la soiurile cu rezistenta sporita fata de infectia

virald si in cantitate mai mica la soiurile sensibile (tabelul 11, figura 8).

Polifenolioxidaza ml 1,0, Subst. tanoide g% Fenoli totali mg acid galic

Fig. 8. - Continutul in polifenoli, fenoli totali si substante tanoide din frunzele unor soiuri

de cais infectate cu Apple chlorotic leaf spot virus

La soiurile rezistente de cais, 'CR 2-63', 'N.J.A.19' si 'Stark Early
Orange', acest continut oscileaza intre 0,25 si 0,35 ml I 0,01 n, iar la soiurile
sensibile si foarte sensibile 'Royale', 'Earliril' si "Timpurii de Chisinau' intre 0,05

s10,15mlI; 0,01 n.
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Scara rezistentei naturale a acestor soiuri de cais este data si de
continutul Tn substante tanoide cu rol inhibitor al procesului infectios viral. La
soiul rezistent 'C.R. 2-63', cantitatea de substante tanoide a fost de 2,98%.

Substantele fenolice care se opun prima datd patrunderii si multiplicarii
virusului 1n organismul vegetal si din care prin oxidare rezultd chinonele,
substante extrem de toxice pentru particulele virale, in cantitatea cea mai mare
la soiul cu rezistenta sporitd, de exemplu 'C.R.2-63', fiind de 80 mg acid galic
(tabelul 11).

La prun si piersic se constata ca probele depistate negativ la analiza
DAS ELISA au un continut mai ridicat de polifenoli, intre 15,08 (‘Centenar’) si
16,87 mg/g EGA (‘Adaptabil') (tabelul 12). La probele depistate pozitiv,
continutul in polifenoli totali este mai scazut (11,07 mg/g EGA la 'Centenar' si

11,00 mg/g EGA la 'Adaptabil’).

Tabelul 12
Continutul in polifenoli totali la prun si piersic(mg/g)
Denumire soi Rezultate analiza Masa proba PT mg/g E G.A.
mg/l
Centenar pozitiv PDV 79,30 1,43 11,07
Centenar negativ 105,10 1,39 15,08
Adaptabil pozitiv ACLRV 77,40 1,41 11,00
Adaptabil negativ 119,00 1,41 16,87

Modificarile care apar in urma infectiei pot sa fie si de ordin morfologic
(figura 9):

-frunzele sunt clorotice (ingalbenite);
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-dimensiunile frunzelor sunt mai reduse la cele atacate decat la cele
neatacate;

-tendinta de rasucire a frunzelor da acestora aspect de barcuta;

-lastarii au internoduri scurte sunt ramificati anormal;

-liberul este necrozat.

Fig. 9 - ACLRYV la portaltoiul Adaptabil

Cercetarile cu privire la variatia unor indicatori fiziologici la soiurile
rezistente sau sensibile la atacul virusului Apple chlorotic leaf spot virus, sunt
prezentate in tabelul 13. Din analiza acestora s-au remarcat diferente
semnificative intre valorile unor indici fiziologici din frunzele unor soiuri
rezistente ('CR 2-63") comparativ cu cele apartinand unor soiuri sensibile
(‘Timpurii de Chisinau') la infectiile virale.

Astfel, in cazul soiului rezistent 'CR2-63' transportul electrolitilor prin
membrane a fost de 0,95 ori mai mic fatd de soiul sensibil "Timpurii de
Chisinau'.
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Tabelul 13

Variatia unor indicatori fiziologici 1a doua soiuri de cais din clase diferite de rezistenta

fata de infectiile cu Apple chlorotic leaf spot virus

Transport . Total
R Indice . .
ioni prin electroliti Intensitatea .
de R Fotosinteza
Soiul membrane ermea (p s/g/20ml/ respiratiei meCO2/
(1 s/g/20ml/ ll’mi e H20 mgCO2/ f’nz Y
H20 (IP) distilata) kg/h
distilata)
CR 2-63 97.8593 0.1052 930 438,8724 16,46
rezistent
Timpuriu de
Chisinau 102,6786 0,0766 1340 666,2155 4,91
foarte sensibil

Continutul total in electroliti la soiul rezistent a fost mai mic decat la
soiul sensibil si anume de 930 p s/g/20ml/apa distilatd fatd de 1340 p
s/g/20ml/apa distilata.

Valorile celor doi indicatori prezentafi anterior, prin calculul IP (care
reprezinta raportul Intre transportul ionilor prin membrana si continutul total in
electroliti) avem o imagine mai clard a gradului de selectivitate al membranei.
In cazul soiului rezistent, IP a fost mai mare (0,1052) fatd de cel al soiului
sensibil (0,0766). In ceea ce priveste intensitatea respiratiei in cazul soiului
rezistent sau sensibil la atacul virusului Apple chlorotic leaf spot virus s-a
observat de asemenea diferente semnificative.

In cazul soiului rezistent intensitatea respiratiei a fost de 438,8724 mg
COy/kg/h fata de soiul sensibil in care a crescut la 666,2155 mgCO»/kg/h.
Intensitatea respiratiei in frunzele soiului rezistent ('CR 2-63") prezintd valori
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mai scazute comparativ cu cea a soiului sensibil la care respiratia este mai
intensa.

In ceea ce priveste intensitatea fotosintezei in cazul soiului rezistent
comparativ cu cel sensibil la atacul patogenului s-a observat ca aceasta a scazut
mult in tesutul atacat fiind de 4,91 mg CO,/dm?/h fata de 16,46 mgCO,/dm*/h
in tesutul neatacat.

Constatandu-se diferenta intre valorile unor procese fiziologice
inregistrate in cazul soiurilor rezistente comparativ cu cele sensibile,
determindrile au fost efectuate la un numar mai mare de soiuri si hibrizi de cais
cunoscuti ca avand o comportare diferita fatd de atacul infectiilor cu Apple
chlorotic leaf spot virus. Rezultatele obtinute sunt prezentate in tabelul 14. Din
analiza acestora reiese faptul ca valorile transportului electrolitilor prin tesut, in
doua faze diferite de vegetatie, au fost diferite si, de asemenea, s-au Inregistrat
diferente Intre soiuri in functie de gradul de rezistentd al acestora la infectia
virala. Astfel, la soiul 'Timpurii de Chisinau' considerat sensibil la atacul
virusului Apple chlorotic leaf spot virus, valorile transportului ionilor prin
membrane au fost de 176,90 p s/g/20ml/apa distilatd pentru luna aprilie si de
108,0247 n s/g/20ml/apa distilatd pentru luna august. Se observda o scadere
progresiva a valorii IP pe parcursul perioadei de vegetatie. De asemenea, la
soiul sensibil 'Timpurii de Chisinau', valorile IP, parametru care exprima mai
clar permeabilitatea membranelor, a fost mai micd (0,0529) fata de soiul
rezistent 'CR 2-63' la care IP a fost de 0,0746. Aceasta aratd cresterea
selectivitatii. membranelor corelat cu gradul de rezistentd fatd de atacul

virusului. Astfel se poate aprecia ca este posibild stabilirea unei corelatii intre
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rezistenta soiului la atacul virusului Apple chlorotic leaf spot virus si valorile

unor indici fiziologici, existand diferente intre soiurile rezistente si cele

sensibile.

Tabelul 14

Dinamica unor parametri fiziologici la unele soiuri de cais cu rezistenta

diferita fata de atacul virusului Apple chlorotic leaf spot

SOIUL Transport electroliti prin Total electroliti Indice de
membrane p s/g/20ml/apa distilata | permeabilitate

u s/g/20ml/apa distilata

02 aprilie 05 august 02 aprilie 05 august
C.R. 2-63 183,09 58,1818 32530,12 650 0,0746
NJ.A. 19 139,39 57,1428 28816,19 550 0,0601
Stark Early

197,67 88,1758 29824,56 610 0,0934

Orange
Royale 148,81 82,7814 30219,78 500 0,0895
Earliril 118,26 55,5555 28906,25 485 0,0529
Timpurii de 176,90 108,0247 | 13097,07 650 0,1309
Chiginau
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CAPITOLULIII
DETECTIA VIRUSURILOR

II1.1. Metode de testare

In cadrul virologiei pomicole o problema foarte importanti o constituie
detectarea si identificarea virusurilor.

Metodele pentru detectarea principalelor virusuri si phytoplasme sunt
stabilite periodic de European and Mediterranean Plant Protection Organization
OEPP. Standardele OEPP sunt supuse unei revizuiri periodice.

Conform acestor standarde metodele recomandate pentru detectarea

bolilor virotice si fitoplasmelor sunt cuprinse in tabelele 15, 16,17,18 19.

Tabelul 15
Metode pentru detectarea virusurilor la mar, par si gutui
Apple chlorotic leaf spot trichovirus (ACLSV)
P Indicatori lemnosi in cAmp pentru Malus Simptome
-Malus platycarpa (3/-/2y) Inele clorotice si desene lineare pe
frunze.
-Malus sylvestrtis R 12740 7TA (3/-/2y) Distorsiuni ale frunzelor si piticire.
-Pyronia veitchii (3/-/2y) Inele si mozaic in benzi

P Indicatori lemnosi in camp pentru Pyrus si

Cydonia

-Cydonia oblonga C7/1 (3/-/2y) Inele si mozaic in benzi
-A20 (3/-/2y) Inele i mozaic in benzi
-Beurré Hardy (3/-/2y) Inele si mozaic in benzi
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-Pyronia veitchii (3/-/2y)

Inele si mozaic in benzi

P Indicatori lemnosi in sera pentru Malus

-Malus platycarpa (3/-/20/8w)

Inele clorotice si desene lineare pe

frunze.

-Malus sylvestrtis R 12740 7A (3/22/4W)

Distorsiuni ale frunzelor si piticire

P Indicatori lemnosi in sera pentru Pyrus si Cydonia

-Nouveau Poiteau (3/22/10w)

Inele si mozaic in benzi

P Indicatori ierbosi

-Chenopodium quinoa, Chenopodium amaranticolor,

Nicotiana occidentalis '37 B’

P Test serologic si molecular: -ELISA, RT-PCR,
IC-RT-PCR

m Transmitere naturala: necunoscutd

Apple stem-grooving capillovir

us (ASGV)

» Indicatori lemnosi in cAmp pentru Malus

-Virginia Crab (3/-/3y)

Caneluri necrotice pe cilindrul

lemnos.

» Indicatori lemnosi in cAmp pentru Pyrus si Cydonia

-Virginia Crab (3/-/3y)

Caneluri necrotice pe cilindrul

lemnos.

-Pyronia veitchii (3/-/3y)

Caneluri necrotice pe cilindrul

lemnos.

» Indicatori lemnosi in sera pentru Malus

-Virginia Crab (3/-/3y)

Caneluri necrotice pe cilindrul

lemnos.

-Malus micromalus GMAL273 (4/26-32/4w)

Pete clorotice/nectrotice, epinastie,

necroze ale tulpinii.

» Indicatori lemnosi in sera pentru Pyrus si Cydonia
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-Virginia Crab (3/26/8w)

Caneluri necrotice pe cilindrul

lemnos.

» Indicatori ierbosi

-Chenopodium quinoa

P Test serologic si molecular

-ELISA, RT-PCR,

m Transmitere naturald: necunoscutd

Apple stem-pitting foveavirus (ASPV)

» Indicatori lemnosi in cAmp pentru Malus

-Pyronia veitchii (3/-/2y)

Adancituri in xilem.

~Spy 227 (3/-12y)

Epinastie si declin.

-Virginia Crab (3/-/3y)

Adancituri in xilem

» Indicatori lemnosi in cAmp pentru Pyrus si Cydonia

-Jules d'Arolles (3/-/2y)

Ingalbenirea/inrosirea nervurilor si
impestritarea limbului de-a lungul
nervurilor.

-Pyronia veitchii (3/-/2y)

Adancituri in xilem

-Virginia Crab (3/-/3y)

Adancituri in xilem

» Indicatori lemnosi in sera pentru Malus

-Pyronia veitchii (3/22/8w)

Adancituri in xilem

~Spy 227 (3/24/12w)

Epinastie si declin.

-Virginia Crab (3/26/4w)

Adancituri in xilem

» Indicatori lemnosi in sera pentru Pyrus si Cydonia

-Pyronia veitchii (3/22/8w)

Adancituri in xilem

-Virginia Crab (3/26/4w)

Adancituri in xilem

» Indicatori ierbosi

-Nicotiana occidentalisssp. Obliqua

-Nicotiana occidentalis '37 B'

» Test serologic sau molecular: -ELISA, PCR
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m Transmitere naturald: necunoscutd

Apple proliferation phytoplasma

» Indicatori lemnosi in cAmp

- Golden Delicious (5/-/2y)

Maturi de vrajitoare §i marirea
stipelelor.

P Test serologic sau molecular: PCR

P Test microscopic: DAPI

m Transmitere naturald: posibil prin afide

Pear decline phytoplasma

» Indicatori lemnosi in cAmp

-Doyenné du Comice (3/-/2y)

Incretirea frunzelor si colorarea
frunzelor toamna timpuriu.

-Pyronia veitchii (3/-/2y)

P Test serologic sau molecular: PCR

P Test microscopic: DAPI

m Transmitere naturald: Psylla pyri

Tabelul 16.

Metode pentru detectarea virusurilor la migdal, cais, piersic si prun

Apple chlorotic leaf spot trichovirus (ACLSV)

Simptome

» Indicatori lemnosi in cAmp

- Puieti de GF305 sau Elberta (3/-/2y)

Pete verde inchis adancite in tesutul
frunzei.

» Indicatori lemnosi in sera

“Puieti de GF305 (5/20/12w)

Pete verde inchis adancite in tesutul
frunzei.

P Indicatori ierbosi

Chenopodium quinoa,
Chenopodium amaranticolor.

Chenopodium quinoa, Chenopodium amaranticolor.

P Test serologic sau molecular: ELISA, PCR

ELISA, PCR and IC-PCR.

51




m Transmitere naturala: necunoscutd

Apple Mosaic Virus (ApMYV)

P Indicatori lemnosi in camp

-GF305 sau Elberta puieti sau prun Ersinger (3/-/2y)

Frunzele infectate prezintd pete
verde- galbui, galben deschis
inelare sau benzi distribuite

neregulat pe suparfata limbului.

» Indicatori lemnosi in sera

-GF305 sau Elberta puieti (5/20/12w)

Frunzele infectate prezintd pete
verde- galbui, galben deschis
inelare sau benzi  distribuite

neregulat pe suparfata limbului.

» Indicatori ierbosi

-peste 65 de specii de plante erbacee din 19 familii sunt
susceptibile la inocularea mecanica. Printre acestea
sunt: C. quinoa, C. amaranticolor, Cucumis sativus,
Cucurbita maxima, Nicotiana clevelandii, Petunia

hybrida.

P Test serologic sau molecular: ELISA

m Transmitere naturala: necunoscutd.

Cherry Green Ring Mottle Virus (CGRMYV)

P Indicatori lemnosi in camp

- Bing, Shirofugen, Kwanzan (3/-/2y)

Epinastia frunzisului, pete mici pe
nervuri, incretirea frunzelor
infectate. Scoarta este adesea
brazdata de fisuri longitudinale.

» Indicatori lemnosi n sera

P Indicatori ierbosi

-Impossible, at present

P Test serologic sau molecular: PCR

m Transmitere naturala: necunoscuta
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Mirobolan Latent Ringspot Nepovirus (MLRSYV)

P Indicatori lemnosi in camp

» Indicatori lemnosi in sera

-GF305 sau Elberta puieti (5/20/12w)

Piticirea plantelor, internoduri
scurte si aparitia rozetelor de frunze

» Indicatori ierbosi

-C. quinoa

P Test serologic sau molecular: ELISA

m Transmitere naturala: necunoscutd

Plum Pox Virus PPV

P Indicatori lemnosi in camp

-GF305, Elberta, , P. tomentosa (3/-/2y)

Frunzele infectate au aspect pestrit,
sunt deformate si nervurile sunt
ingalbenite. Izolatele severe produc
necroze $i piticirea intregii plante.

-GF 31 (1/-/1y)

Pete ruginii inchise si craparea
scoartei.

» Indicatori lemnosi in sera

-GF305 puieti (5/20/12w)

Frunzele infectate au aspect pestrit,
sunt deformate si nervurile sunt
ingalbenite. [zolatele severe produc
necroze §i piticirea intregii plante.

» Indicatori ierbosi

Chenopodium foetidum, N. clevelandii

P Test serologic sau molecular: ELISA sau PCR.
Datoritd distributiei neregulate a virusului in pomul
infectat, se recolteaza mai multe probe pentru testare

dintrun pom.

m Transmitere naturald: afide
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Prune Dwarf Virus PDV

P Indicatori lemnosi in camp

Bing (3/-/2y)

Pete si innele clorotice

Shirofugen (5/-/6-52w)

Tesuturi necrozate §i gomoze in
jurul mugurelui inserat in lasarul de
1 an.

GF305 puicti (3/-2y)

Frunzele inefectate sunt mai mici.
Plata este pitica si internodurile
sunt scurte.

» Indicatori lemnosi in sera

GF305 puieti (5/20/12w)

Frunzele inefectate sunt mai mici.
Plata este pitica si internodurile
sunt scurte

» Indicatori ierbosi

C. sativus, C. maxima

P Test serologic sau molecular: ELISA, PCR

m Transmitere naturald: polen, seminte

Prunus Necrotic Ring Spot Virus (PNRSV)

» Indicatori lemnosi in camp

-Bing (3/-2y)

Pete si inele clorotice pe frunze;
enatiuni pe frunze intre nervuri si
marginea frunzei.

-Shirofugen (5/-/6-52w)

Tesuturi necrozate si gomoze in
jurul mugurelui inserat in lasarul de
1 an.

~puieti GF305 (3/-2y)

Necroze cu forma neregulata pe
frunzele infectate; necroza
lastarilor.

» Indicatori lemnosi n sera

“puieti GF305 (5/20/12w)

Frunzele inefectate sunt mai mici.
Planta este piticd si internodurile
sunt scurte.

P Indicatori ierbosi

-C. quinoa, C. sativus, C. maxima

P Test serologic sau molecular: ELISA, PCR

m Transmitere naturala: polen, seminte
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Strawberry Latent Ringspot Virus (SLRSV)

P Indicatori lemnosi in camp

-puieti de GF305 sau Elberta (3/-/2y)

Piticirea plantei, internoduri scurte
si aparitia rozetelor.

P Indicatori lemnosi in sera

~puieti de GF305 (5/20/12w)

Piticirea plantei, internoduri scurte
si aparitia rozetelor.

» Indicatori ierbosi

-C. quinoa, C. amaranticolor, C. sativus

P Test serologic sau molecular: ELISA

m Transmitere naturald:nematodul Xiphinema
diversicaudatum

Tomato Black Ring Nepoviru

s (TBRV)

P Indicatori lemnosi in camp

-puieti de GF305sau Elberta (3/-/2y)

Piticirea plantei, internoduri scurte
si aparitia rozetelor.

P Indicatori lemnosi in sera

-puieti GF305 (5/20/12w)

Piticirea plantei, internoduri scurte
si aparitia rozetelor.

P Indicatori ierbosi

-C. quinoa, C. amaranticolor, C. sativus

P Test serologic sau molecular: ELISA

m Transmitere naturald: nematozii Longidorus

attenuatus, L. elongatus

Tabelul 17.

Metode pentru detectarea viroizilor la migdal, cais, piersic si prun

Peach Latent Mosaic Pelamoviroid (PLMVd)

» Indicatori lemnosi in cAmp

P Indicatori lemnosi in sera

- puieti de GF305

Tulpinile latente pot fi detectate
prin protectie incrucigatd: GF 305

55




este inoculat prin chip-budding si 2
luni mai tarziu, reinoculat cu tulpini
severe care produc mosaic foliar.
Absenta  simptomelor  datorate
tulpinilor ~ severe = demostreaza

prezenta tulpinilor latente.
(Desvignes, 1976).
P Test serologic sau molecular: PCR, hybridization PCR, hybridization
m Transmitere naturald: necunoscuta
Tabelul 18

Metode pentru detectia phytoplasmelor la migdal, cais, piersic si prun

European Stone FruitYellows Phytoplasma

» Indicatori lemnosi in cAmp

- puieti de GF305, Luizet Declin general al plantei,

ingalbenirea si rularea frunzelor.

» Indicatori lemnosi in sera

-puieti de GF305 , Luizet (5/20/12w) Declin general al plantei,

ingalbenirea si rularea frunzelor

P Test serologic sau molecular: PCR

» Microscopie: DAPI

m Transmitere naturala: Cacopsylla pruni

Peach Asteroid Spot Agent

P Indicatori lemnosi in sera

GF305 seedling (5/20/12w -Pete circulare acoperite de
fumagina dupa 4 luni

P Test serologic sau molecular: -

m Transmitere naturala: necunoscuta
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Tabelul 19

Nematozii vectori de virusuri la migdal, cais, piersic si prun

Vectorul Virusul

Xiphinema diversicaudatum Strawberry latent ringspot nepovirus
Longidorus attenuatus Tomato black ring nepovirus
Longidorus elongatus Tomato black ring nepovirus

I11.1.1. Metode biologice

Utilizarea indicatorilor biologici este o secventd obligatorie 1in
depistarea virusurilor si a phytoplasmelor, care permite detectarea agentilor
patogeni cu transmitere mecanicd. Metoda poate fi privitd ca si o metoda
complementara dar nu o metodd de substituire pentru alte proceduri de
diagnostic. Indicatiile referitoare la stabilirea indicatorilor, in functie de
virusuri, sunt date de Grupul de lucru pentru virozele pomilor fructiferi al
ISHS. Aceste indicatii apar in Acta Horticulturae, dupa fiecare intalnire la 3 ani.

Astfel, pentru fiecare indicator sunt necesare minim trei - cinci plante
care pot fi observate pe o duratd de la cateva luni la 4-5 ani in functie de virusul
care se urmireste. In vederea asigurdrii acestui necesar de plante se impune
existenta unui stoc pastrat in conditii optime pentru a servi ca plante donor.

Inoculdrile mecanice. In acest scop cele mai utilizate sunt plantele

ierboase (indicatori biologici ierbosi). Sursa de inocul o reprezintd sucul
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provenit din frunzulitele tinere, petale, scoartd, etc. Inocularea se poate face
prin frecare sau prin injectare.

Concentratia de virus la o plantd infectata este mai mare in anumite
tesuturi decat in altele. Ca sursa de inocul, Whorter (1953) a folosit flori si
petale pentru virusul patarii inelare necrotice (PNRSV) la cires, iar Tremaine si
colab. (1964) scoarta de la plantele de cires. Van der Meer (1968) evidentiaza
virusul ACLSV cu inocul obtinut din petale de mar, Ehlers si Moore (1957),
Baumamm (1961), Wiliams si colab. (1962, 1963), Schimanski (1970) au
folosit polen de la plantele infectate.

Alegerea plantei de inoculat se face in functie de scopul urmarit si de
plante care se infecteaza sistemic cu virusul respectiv si care reactioneaza prin
formarea de leziuni locale (Ionica,1977).

Sensibilizarea plantei la infectie (Yarwood, 1956; Yarwood si colab.,
1967) se realizeaza prin mentinerea 24 de ore la intuneric, eventual usoara
ofilire, mentinere la temperatura ridicatd (6-9 ore la 36°C sau 60 secunde la
45°C), efectul acestui tratament se observa chiar dupa trei zile, desi scade
treptat (Bawden si colab.,1967).

Tratamente dupa inoculare. Pentru marirea efectului inoculdrii se aplica
adesea, atat plantelor intregi cat si portiunilor de planta anumite tratamente, si
anume:

- temperatura influenteaza simptomele, in special a leziunilor locale (Schneider
si colab.,1962; Yarwood, 1961) si chiar poate determina receptivitatea fata de

virus la plantele care in mod obisnuit nu sunt atacate de acel virus;
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-lumina dupa inoculare favorizeaza aparitia leziunilor locale (Ionica, 1977);
-umiditatea. Se recomanda uscarea rapida a frunzelor dupa inoculare (Yarwood,
1963) sau cu curent de aer sau cu hartie de filtru, la interval de cateva secunde
dupa inoculare;

-glucidele (frunze detasate tinute n sucrozd) actioneaza in directd legatura cu
regimul de lumina (Huguelot, 1964) determinand cresterea numarului de leziuni
locale;

Reactia frunzelor detasate este diferitd de a celor ramase pe planta,
asemenea frunze inoculate si tinute apoi in apa si la intuneric, formeaza mai
multe leziuni locale decat frunzele de pe planta tinute in aceleasi conditii sau
decat frunzele detasate si tinute dupa inoculare in sucroza (Schneider si colab.,
1962).

Detectia prin altoire. Aceastd metoda se bazeaza pe trecerea virusului de la
partenerul infectat la cel sanatos si aparitia simptomelor care confirma existenta
infectiei. Ca sursa de inocul se folosesc muguri de pe plante cu simptome
virale. Succesul in transmiterea virusurilor este influentat de sursa de inocul,
planta indicator, metoda de altoire, precum si de masura in care este facut

contactul intre inocul si planta indicator, temperatura si alti patogeni.
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I11.1.2. Metode serologice

Metodele de diagnosticare serologica servesc la rezolvarea unor
probleme multiple, ca de exemplu, diagnosticarea diferentiata a virururilor care
produc simptome exterioare asemanatoare. Pe de alta parte, pot exista situatii
cat plantele sunt purtatoare ale virusurilor in stare latenta si care in conditii
obisnuite nu prezinta nici un fel de simptome externe.

Diagnosticul serologic permite identificarea rapida a plantelor bolnave
datorita specificitatii reactiilor serologice, bazate pe combinarea intre virusul
existent si sucul acestora, in calitate de antigen, §i un antiser corespunzator.
Proteinele particulelor virale pot actiona cu antigen, inducand in tesuturile
limfatice ale animalelor cu sange cald formarea anticorpilor cu care ele
reactioneaza specific

Metodele de diagnosticare serologica au cunoscut de-a lungul timpului
modificari, sau au aparut altele noi, ceea ce a dus la simplificarea stabilirii unui
diagnostic. Cercetarile efectuate au vizat stabilirea unui diagnostic cat mai
precis prin diferite metode utilizate in virologia plantelor.

Reactia de precipitare in mediul lichid si gel este o tehnica introdusa
in practica imunologicd de Oudin (1952) si Ouchterlony (1962). Difuzia
antigenului si a anticorpilor se face intr-un gel de agar sau agaroza prin difuzie
simpld sau prin difuzie dubla.

Reactia de aglutinare. Tehnica acestei reactii a fost descrisd de Dunin
si Popova (1937), Munro (1954), Van Shlogteren (1955) si a cunoscut

modificari care au fost descrise de Bazicevich si colab. (1963)
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Reactia de hemaglutinare. Gomes si colab. (1967) au folosit aceasta
reactie pentru studiul inrudirii serologice intre virusurile plantelor si virusurile
umane. Richeter (1969) a folosit acest procedeu pentru identificarea virusului
latent al patarii ineleare la capsun (Strawberry latent ringspot virus) la piersic.

Reactia de neutralizare a infectiozitatii. Principiul reactiei a pornit de
la faptul ca infectiozitatea virusului scade daca o suspensie care contine virus
se amestecd cu serul omolog, cu serul normal, sau cu un antiser eterolog.
Aceastd metoda a reprezentat un alt pas important in studiul tulpinilor unor
agenti patogeni de tip viral Rapaport (1957).

Reactia de fixare a complementului. Acest procedeu a fost utilizat
pentru a stabili inrudirea serologicd a tulpinilor unor virusuri. Wright (1963),
(Ghena si colab.,1971).

Reactia de anafilaxie. A fost utilizatd pentru studiul in vitro a gradului
de virulenta a virusurilor plantelor (Ghena,1972).

Fiecare dintre tehnicile descrise anterior prezintd avantaje si
dezavantaje, care au limitat uneori intrebuintarea lor.

incepénd cu anii 1970 (Clark si colab., 1976, Voller si colab.,1976,
1976, Clark si Adams, 1977), diagnosticarea virusurilor prin metode serologice
cunoaste beneficiile unei noi tehnici care este utilizatd cu succes si astazi, si
anume tehnica ELISA.

Tehnica serologica ELISA. Principiul testului ELISA (Enzime-Linked-
Immuno-Sorbent-Assay) se bazeaza pe posibilitatea cuplarii anticorpilor cu o
enzimd si fixarea anticorpilor pe o suprafatd de plastic. Aceasta reactie

serologicd de fixare a anticorpilor poate fi realizatd ,,in vitro” combinand
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antiserul cu o suspensie continand antigenele agentului. Pentru detectarea
prezentei unui virus in plantd este amestecat un esantion din planta testatd cu
anticorpii amestecati cu enzima specifici virusului. Prezenta antigenului este
pusd in evidentd prin formarea unui complex imunologic asociat cu enzima
fixata a anticorpilor, in prezenta unui substrat de enzime hidrolizate de acest
substrat rezultdnd o reactie pozitivd prin aparitia unui produs colorat. In cazul
cand proba este negativa (planta este sandtoasa) nu existd complex, nici enzime,
deci produsul nu se coloreazd. Nu existd evidentiere nici dacd proba este
infectatd cu un alt virus acesta nefiind recunoscut prin anticorpii utilizati. Prin
aceastd tehnica a fost detectat virusul Plum pox in frunze, flori, fructe si
radacini (Clark si colab.,1976; Adams, 1976; Dosba, Lacer si colab.,1986).

Metoda DAS-ELISA comportd anumite etape si anume:

1. Peliculizarea placii de polistiren cu solutie de IgG
(imunogamaglobulina) antivirus in solutie tampon de acoperire la pH 9,6.
Fixarea anticorpilor se realizeaza prin legaturi electrostatice foarte stabile in 4-
16 ore in functie de temperaturd (30-37°C, dupi indicatiile protocolului de

lucru).

2. Legarea antigenului viral de anticorpul fixat, pentru formarea
complexului anticorp — antigen. Antigenul provenit (obtinut din frunze mojarate
cu o solutie tampon) este introdus in godeurile placii unde are loc reactia de
cuplare anticorp -antigen. Asezarea in placa se face dupa o schitd a placii
(figural) care sa corespundd programului PC de citire al MICROPLATE
READER.

Dupi repartizarea in godeuri, placa se mentine la 4°C timp de 12 ore.
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3. Reactia antigenului cu conjugatul imunoenzimatic (IgG-marcat). In
aceasta faza exista patricularitatea metodei TAS fata de metoda DAS si anume
ca pentru cuplarea conjugatului cu antigenul se adaugad solutie diluata de
conjugat in doua faze:

-Proba AB, care se incubeaza 2-3 ore la 37°C, urmatd de 3 spalari cu
tampon de spalare, urmata de faza: Antispecies conjugat Ab, care se incubeaza
2 ore la 37°C, urmata de 5 spalari.

In cazul DAS - ELISA reactia antigenului cu conjugatul are loc intr-o
singura faza.

Dupa toate fazele descrise anterior placile se spala de 3-5 ori cu o
solutie speciald ob{inuta din tampon de spalare si apa distilata.

4. Reactia cu substratul specific

Aceasta etapa se bazeaza pe reactia care are loc intre substrat si enzima,
din conjugat cu formarea unui produs colorant. Intensitatea reactiei de culoare,
care masoard cantitatea de anticorpi specifici legati de antigene, prezenti in
serul de cercetat, se determina fotometric. Densitatea optica (DO) a solutiei
colorate se evalueaza in raport cu densitatea optica a martorului sanatos. Se
considerd probe pozitive cele care au valoarea extinctiei cel putin de doud ori

mai mare decat cea a martorului negativ si este mai mare de 0,1.
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Fig. 10. Reactia de culoare obtinuta in urma testului ELISA
pentru probele pozitive la virusurile PDV si PNRSV la prun

In figuralO este prezentat rezultatul testdrilor unor probe de prun
efectuate prin testul DAS-ELISA cu antiseruri pentru virusurile PDV si
PNRSV, produse de firma SEDIAG. Este relevanta reactia de culoare produsa la
esantioanele pozitive.

Pentru marirea preciziei diagnosticului serologic este foarte importanta
alegerea momentului de testare, cand se realizeaza concentratia maxima de
virus in plantd. Esantioanele pentru testare trebuie sa fie prelevate la inceputul
sezonului de crestere cand temperaturile sunt moderate si nu influenteaza
reducerea concentratiei de virus.

Metoda ELISA a cunoscut, de la forma initiala DAS-ELISA, modificari

care sa permitd in unele cazuri marirea eficientei. Astfel frecvent este aplicata
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metoda TAS-ELISA (triple antybody sandwich) (Cambra, 1994) care mai este
cunoscud si ca DASI-ELISA (double antybody sandwich indirect).

Etapele 1n acest caz sunt:

1. Peliculizarea placii de polistiren cu solutie de IgG (imunogamaglobulina)
antivirus.

2. Legarea antigenului viral de anticorpul fixat, pentru formarea complexului
anticorp — antigen.

3. Adaugarea anticorpului specific monoclonal (M sau D).

4. Adaugarea conjugatului imunoglobulind cu fosfataza alcalina.

5. Reactia cu substratul specific.

AgriStrip este ce mai recentd metoda serologica si se bazeaza pe
imunocromatografie utilizand anticorpi specifici. Reactia apare in 1-2 minute si
atinge intensitatea maxima in 10-15 minute. Pana in prezent pentru pomii
fructiferi aceasta metoda se foloseste numai pentru virusul PPV.

AgriStrip magnetic permite o diagnosticare foarte rapidd. Testul se
bazeaza pe reactia dintre antigen si anticorp combinatd cu separarea suspensiei

pe principiul unui magnet .

III. 1. 3 Metode moleculare

PCR (Polimerase Chain Reaction): IC/RT-PCR, Real time PCR,
Multiplex RT-PCR, sunt tehnici moleculare care se utilizeaza si la
diagnosticarea virald a plantelor detectdnd concentratii scazute ale virusului in

tesuturile plantelor chiar dacd nu prezintd simptome. Prin utilizarea acestei
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metode  se realizeazd o caracterizare completd facand astfel posibild
identificarea de noi virusuri sau tulpini. Pentru aceasta sunt necesare o serie de
analize biochimice complexe si nu in ultimul rand costisitoare care sa permita
analiza acizilor nucleici si a proteinelor virale. Tehnica de amplificare genica
(PCR), dupa cum 1i spune si numele, realizeaza o amplificare exponentiald si
selectiva a secventelor de AND {inta, specifice virusului cercetat. Principiul
general al PCR se bazeaza pe utilizarea unei perechi de amorse
oligonucleotidice si a unui AND polimeraza termostabil intr-un procedeu
constand in inlantuirea Tn mod repetitiv a trei etape:

- denaturarea acizilor nucleici (bicatenari);

- hibridarea amorselor;

- extensia enzimatica.

Acest procedeu conduce la producerea exponentiala a unui fragment de
ADN si permite analizarea acestuia prin diferite tehnici de decelare.

Deoarece majoritatea virusurilor la pomii fructiferi au materialul genetic
reprezentat de ARN, pentru diagnosticare este nevoie de o etapa suplimentara
de revers transcriere care se produce anterior polimerizarii $i amplificarii,
metoda devenind astfel RT-PCR (Reverse Transcription Polymerase Chain
Reaction). AND polimeraza termostabila neputand polimeriza decat AND este
necesar ca ARN-ul tintd sd fie In prealabil transcris In AND complementar.
Aceasta transformare se produce prin actiunea enzimei reverstranscriptaza in
prezenta unei zone de amorsaj si a unui amestec de patru dezoxinucleotide
trifosfat. Odata obtinut segmentul de AND tinta poate fi amplificat si este supus

reactiei de polimerizare in lant. Denaturarea dublului helix, care va servi ca
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matritd, este prima etapa care are loc sub un tratament termic la 90-95°C, in
urma caruia rezultd structuri monocatenare pe care se pot fixa amorsele.
Acestea trebuie sa fie specifice secventelor finta al virusului cercetat si
suficient de polivalente pentru a recunoaste diferite izolate. Prin reducerea
controlatd a temperaturii se produce cea de a doua etapa, hibridarea (cuplarea
primerului — primer annealing) cand cele doua amorse se fixeaza la
extremitatile 3' ale fragmentelor {inta ale celor doua catene, delimitand regiunea
de amplificat. Pornind de la cele doud amorse si gratie prezentei unui AND
polimeraza are loc o sinteza a lanturilor complementare de AND, deci a treia
etapa denumitd extensie enzimatica (extensia lantului catalizatdi de AND
polimeraza). Temperatura la care se realizeazi aceasti etapa este de 70-75°C. In
ciclul urmator operatiunea se reia plecand de la AND-ul tinta original si ADN-
ul produs in primul ciclu de amplificare. Repetarea operatiunii de n ori conduce
la obtinerea de 2" copii de fragmente de acid nucleic tinta. Ciclurile termice
sunt specifice fiecarui virus si se realizeaza prin intermediul unui aparat special

numit DNA Thermal Cycler.
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CAPITOLUL 1V

EPIDEMIOLOGIA VIRUSURILOR

IV.1. Cai de transmitere a virusurilor

Prezenta infectiei virale este determinata de circuitul virusului n natura,
proces 1n care un rol imens il au vectorii §i rezervorul natural de virusuri (plante
cu infectii latente, resturi de plante infectate).

Transmiterea de la o plantd la alta necesita interventia unui factor extern
care sd vehiculeze agentul infectios si sd mijloceasca introducerea lui printro
rana in celula sensibila deoarece multiplicarea virusurilor are loc intracelular,
iar cuticula reprezinta o bariera in patrunderea lor in tesuturi (Pop, 1967). O alta
conditie este aceea de a asigura contactul direct intre protoplasma infectata si
protoplasma sandtoasa (Semal, Van Der Veken, 1989).

Transmiterea virusurilor, desi dependentd uneori de o serie de factori a
fost grupata astfel:

1. Transmiterea prin rani mecanice. Inocularea artificiala cu ajutorul
unui abraziv (rdnirea celulelor epidermice) si infectia naturald prin contactul
organelor (in timpul lucrarilor agricole, prin ranirea radacinilor care vin in
contact, prin frecarea plantei receptoare de frunzele plantelor bolnave datorita
curentilor de aer si formarea leziunilor, etc.). In pepiniere si in plantatiile
intensive, virusul se poate raspandi prin anastomoza radicularda a pomilor

sanatosi si bolnavi (ApMV).
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2. Transmiterea prin contact protoplasmatic:

-grefe - punerea 1n contact a protoplasmei celulelor vii a plantelor
sanatoase §i infectate se realizeaza prin diferite modalitati. Sunt diferite tipuri
de grefa: lemnoase, ierboase, de tesuturi cultivate “in vitro”, radacini,
lastari,etc.

-plante, vectoare intermediare - cuscuta realizeaza un contact biologic
intre protoplasma a doud plante si joacd rolul unui intermediar capabil sa
infrangd cazurile de incompatibilitate de grefa si sd uneasca o planta ierboasa cu
o plantd lemnosd prin intermediul  haustorilor (echivalentul radacinilor
adventive) care se dezvolta pornind de la epiderma si patrund in tesuturile
plantei gazda unde pot stabili contacte cu xilemul si floemul.

3. Transmiterea prin inmultire vegetativa. Dintre virusurile care se
transmit prin altoire mentiondm: Apple stem pitting virus, Pear bark split, Pear
stem pitting, Apple stem grooving, Pear stony pit, Plum pox virus.

4. Transmiterea prin inmultire generativa. Transmiterea prin polen si
samanta. Transmiterea prin samantd este posibila la producerea si Inmultirea
portaltoilor. Majoritatea fitovirusurilor nu sunt transmise prin samantd sau
polen provenind de la plante mama infectate. Totusi unele virusuri pot fi
transmise prin samantd ca de exemplu virusurile din grupa ILARVIRUS si
NEPOVIRUS. La speciile pomicole, virusurile care se transmit pe aceastd cale
sunt Cherry leaf roll virus (CLRV), Arabis mosaic virus (ArMV), Prunus
necrotic ring spot virus (PNRSV). Raspandirea virusului Apple mosaic virus
(ApMYV) se realizeaza prin Inmultirea i comercializarea materialului infectat.

Rezultate mai recente aratd ca ApMV este transmis prin samanta. Astfel, In
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experientele lui Cameron si Thompson (1985), virusul s-a transmis in proportie
de 2 % prin samanta de alun si a fost identificat prin metoda ELISA, in polenul
de mar. La mar au fost depistati in pepiniera puieti foarte tineri cu simptome de
mozaic, provenifi din sdmanta infectata.

5. Transmiterea prin vectori de diferite tipuri:

-transmiterea  prin  nematozi:  Xiphynema  coxi,  Xiphynema
diversicaudatus transmit virusurile CLRV, ArMV, nematozii Longidorus
elongatus si Longidorus macrosoma transmit virusul Raspberry ring spot virus
(RpRSV), nematodul Longidorus attenuatus transmite virusul Tomato black
ring virus (TBRV).

- transmiterea prin acarieni

- transmiterea prin insecte: insecte cu aparat bucal pentru intepat si supt
homoptere - paduchii de frunze, cel mai mare numar de insecte vectoare care
transmit virusul prin stilet; Cicade - grup important de vectori, activi in
transmiterea microplasmelor; Insecte cu aparat bucal pentru rupt si masticat
Coleoptere, Lepidoptere.

6. Transmiterea prin ciuperci. Diferite ciuperci transmit fitovirusuri
de la planta infectata la planta neinfectata. Vectorii fungi sunt indispensabili
pentru transmiterea naturald a acestor virusuri.

Infectiile naturale care apar prin diferite cdi de transmitere pot sa fie
foarte pagubitoare. Pornind de la efectul negativ pe care il au infectiile virale
asupra plantelor pomicole, in general, ne-am propus efectuarea unor cercetari

care au ca drept obiectiv depistarea virusurilor din banca de gene a 1.C.D.P.
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Pitesti — Mardcineni, virusuri transmise pe cale naturald prin cdile amintite
anterior la cires.

In studiul efectuat de Plopa si colab. 2010, au fost testati pomi din
soiurile: Rubin, Daria, Merton Favorit, Jabonlay, Kordia, Adelone, Poznaska,
Mona, My 6806, Salmo, 2 D 28-28, Chinook, Summit, HY 5690, Bigareau
Oratowsky, Orias, Chavanes, Italia 14, Valera, Durono Nero, Alamii, Ramon
Oliva, Vinka, Visa, Lyons, Rainier, Italia 3, Silva, Italia 19, Roz amar de
Marculesti, Bigarreau Burlat, Kristin, Amara, Scorospelka, Larian, Izverna,
Seize Gedi Orias, Venus, Rosii de Bistrita, Beriessa, Metropoliskaia Ciornaia,
Ponoare, Precoce de la Marco, New Star, Sam, Amar negru de Maxut,
Bigarreau Donissen, Bing, Colina, Vanda, Rainbow, Kordia, Rivan, Van,
Germersdorf.

Esantioanele testate au fost reprezentate de frunze colectate de la plante
la care nu se putea pune un diagnostic precis in urma simptomelor vizuale.

Probele testate prin metoda DAS-ELISA (Clark & Adams, 1977),
pentru detectarea virusurilor: PPV, CLRV, ArMV, ACLSV , RpRSV, SLRV
(Strawberry latent ringspot virus), TBRV, au fost efectuate cu reagenti
serologici care au provenit de la firma BIOREBA urmand instructiunile din
protocol.

Metoda TAS — ELISA utilizatd pentru detectarea virusurilor: PPV,
PNRSV s1 PDV, a fost efectuata cu serological reagents de la firma SEDIAG.
Pentru depistarea virusului PPV, a fost folosit si testul AGRISTRIP,
comercializat de firma BIOREBA.
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Testarile efectuate au scos in evidentd prezenta virusurilor ArMV,
CLRV, RpRSV, TBRV si PPV. Cea mai mare incidenta s-a constatat la virusul
RpRSV care a inregistrat un procent de 44% din esantioanele testate. RpRSV a
fost urmat de virusul PPV cu o rata de infectie care s-a situat la 33 % din
esantioanele testate si virusul 7BRV pentru care au fost pozitive 30% din
esantioane. Virusurile CLRV si ArMV au inregistrat o ratd de 4 % respectiv 2 %
(figura 11).

Facand referire la soiurile sensibile la virusurile depistate (tabelul 20) s-
a putut constata ca la virusul RpRSV au fost depistate pozitive soiurile:
Poznaska, Mona, Salmo, 2D 28-28, Chinook, Summit, Bigareau Oratowsky,
Durono Nero, Alamii, Ramon Oliva, Vinka, Lyons, Rainier, Italia 3, Silva,
Italia 19, Roz amar de Marculesti, Bigareau Burlat, Kristin, Amara, Izverna,
Seize Gedi Orias, Venus, Rosii de Bistria, Bigarreau Donissen.

Virusul PPV a fost depistat la soiurile: Rubin, Kordia, Adelone, 2 D 28-
28, Chinook, Orias, Chavanes, Italia 14, Bigarreau Burlat, Kristin, Izverna,
Venus, Rosii de Bistrita, Berriesa, Amar negru de Maxut, , Bing, Colina, Rivan.

Cu virusul TBRYV, au prezentat infectie soiurile: Kordia, 2 D 28-28,
Chinook, HY 5690, Orias, Chavanes, Italia 14, Vinka, Italia 3, Larian, Secize
Gedi, Orias, Beriessa, Metropoliskaia Ciornaia, Precoce de la Marco, New Star,
Sam.

Virusul CLRV a fost depistat la soiurile: Rubin §i Daria. Din materialul
biologic de cires testat a fost depistatd si o infectie cu virusul ArMV la soiul

Ponoare.
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In studiile noastre au fost identificate situatii unde infectia virala a fost
produsa de un complex viral (tabelul 20):

-RpRSV + TBRV + PPV — la genotipurile: 2D 28-28, Chinook;

-CLRV + PPV — la soiul Rubin;

-TBRV + PPV — soiul Kordia, Orias, Chavanes, Italia 14, Beriessa;

-RpRSV + TBRYV, la soiurile: Vinka, Italia 3 si Seize Geidi Orias;

-RpRSV + PPV la soiurile: Bigarreau Burlat, Kristin, Venus, Rosii de

Bistrita;
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30% A

25% A
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RpRSV PPV TBRV CLRV ArMV ACLSV ApMV PDV PNRSV SLRV

Fig. 11 — Incidenta virusurilor testate in Banca de gene de cires

de la ICDP Pitesti-Maracineni
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Virusuri detectate prin testul ELISA la cires in banca de gene (semnificatia ELISA)

Tabelul 20

No Soiul ACLSV | ApMV ArMV CLRV PDV PNRSV | RpRSV SLRV TBRV PPV
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
1. | Rubin (0.993) | -/(0.506) | 0.557) | +/(0.874) | -/(0.854) | -/(0.993) | -/(0.518) | -/(1.100) | -(0.436) | +/(2.342)
2. | Daria (0.968) | /(0.494) | -/(0.569) | +/(0.855) | -/(0.829) | -/0.968) | -/(0.469) | -/(1.079) | -/(0.415) | -/0.537)
3. | Merton Favorit (0.940) | /(0.453) | 40.618) | -/0.362) | -/(0.839) | (0.475) | -/0.499) | -/(1.053) | -/(0.469) | -/(0.572)
4. | Jabonlay (0.946) | /(0.519) | -/(0.468) | -(0351) | -/(0.858) | -/0.746) | -/(0.501) | -/(1.143) | -/(0.480) | -/(0.608)
5. | Kordia (0.938) | /(0472) | -(0.452) | -/(0.466) | -/(0.868) | -40.739) | -/0.477) | -/(1.114) | +/(1.096) | +/(2.000)
6. | Adelone (0.944) | /(0.491) | 40.622) | -/0.483) | -/(0.862) | -/(0.748) | -/0.575) | -/(1.091) | -(0.517) | +/(2.050)
7. | Poznaska (0.954) | /(0.495) | -(0.631) | -A0321) | -/(0.864) | -/0.754) | +/(1.382) | -/(1.103) | -/(0.428) | -/(0.522)
8. | Mona (0.947) | /(0.496) | 40.521) | -/0.434) | -/(0.853) | -(0.749) | +/(1.565) | -/(1.101) | -/(0.495) | -/(0.615)
9. | My 6806 (0.775) | /(0.405) | -/(0.509) | -/(0.441) | -/0.861) | -40.777) | -(0.460) | -/0.957) | -/(0.483) | -/(0.600)
10. | Salmo (0.776) | /(0417) | -/(0.603) | -/(0.418) | -/(0.858) | -/0.777) | +/(1.592) | -/(1.043) | -/(0.538) | -/(0.587)
11. | 2D 2828 J(0.781) | /(0.518) | 40.628) | -/0.450) | -/(0.858) | -/(0.783) | +/(1.551) | -/(1.050) | +/(1.312) | +/(2.032)
12. | Chinook (0.767) | /(0.490) | -(0.631) | -/(0.599) | -/(0.850) | -40.769) | +/(1.523) | -/(1.033) | +/(1.093) | +/(2.013)
13. | Summit (0.764) | /(0.446) | (0.590) | -/0.529) | -/(0.847) | (0.764) | +/(1.627) | -/(1.067) | -(0.492) | -/(0.568)
14. | HY 5690 0.779) | /(0471) | -/(0.452) | -/(0.506) | -/(0.851) | -40.779) | -(0.492) | -/(1.057) | +/(1.089) | -/(0.573)
15. | Bigareau Oratowsky (0.798) | /(0.448) | -/(0.483) | -/0.495) | -/(0.871) | -/(0.795) | +/(1.328) | -/(1.029) | -/(0.594) | -/(0.624)
16. | Orias (0.805) | /(0.429) | -40.428) | -/(0.475) | -/(0.868) | -/(0.801) | -/(0.480) | -/(1.022) | +/(1.999) | +/(2.116)
17. | Chavanes (0.798) | -/(0.453) | -(0.525) | -/(0.444) | -/(0.863) | -/0.795) | -/0.556) | -/(1.016) | +/(1.028) | +/(2.095)
18. | Italia 14 (0.856) | /(0.463) | -(0.557) | -(0.415) | -/(0.863) | -/(0.845) | -/(0.535) | -/(1.015) | +/(1.042) | +/(1.941)
19. | Valera J(0.831) | -/(0.462) | -(0.556) | -A0.514) | -/(0.861) | -/0.828) | -/0.563) | -/(1.017) | -/0.577) | -/0.590)
20. | Durono Nero (0.844) | /(0.506) | -/(0.468) | -/(0.421) | -/(0.876) | -/(0.844) | +/(1.501) | -/(1.056) | -/(0.605) | -/(0.562)
21. | Alamii J(0.816) | /(0473) | -/(0.559) | -/(0.464) | -/(0.895) | -/0.818) | +/(1.647) | -/(1.126) | -/(0.557) | -40.674)
22. | Ramon Oliva J(0.820) | /(0.509) | -(0.519) | -(0.554) | -/(0.896) | -/0.817) | +/(1.473) | -/(1.130) | -/(0.535) | -/(0.637)
23. | Vinka (0.809) | /(0.503) | -0.479) | -/0.572) | -/(0.893) | -/(0.805) | +/(1.638) | -/(1.136) | +/(1.160) | -/(0.578)
24. | Visia J(0.822) | -/(0.536) | -(0.601) | -/(0.443) | -/(0.886) | -/0.816) | -/0.562) | -/(1.123) | -/(0.533) | -/(0.591)
25. | Lyons J(0.821) | A0479) | (0.597) | 40.516) | -/(0.899) | -(0.822) | +/(1.569) | -/(1.139) | -/(0470) | -/(0.571)
26. | Rainier (0.950) | -/(0.474) | -/(0.602) | -/(0.559) | -/(0.887) | -/0.955) | +/(1.588) | -/(1.126) | -/(0.667) | -/(0.595)
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27. | Italia 3 (1.009) | 4(0.521) | (0.578) | -(0.523) | -/(1.004) | -/0.968) | +/A1.571) | -/(1.127) | +/(1.033) | -/(0.452)
28. | Silva (0.964) | (0.473) | J(0477) | /0.486) | -/(1.005) | -4(0.946) | +/(1.599) | /(1.139) | -/0.636) | -/(0.450)
29. | Italia 19 (0.989) | -/(0.468) | (0.413) | -/(0.449) | -/(0.994) | -/0.942) | +/1.552) | -/(1.135) | -/(0.498) | -/(0.439)
30. | Rozamar de Marculesti | -/(0.996) | -/(0.535) | (0.564) | /(0.460) | -/(0.981) | -/0.940) | +/1.494) | -/(1.116 | -/0.509) | -/(0.444)
31. | Bigarreau Burlat (1.008) | /(0.442) | J(0.550) | 40.512) | -/0.990) | -/(0.988) | +/(1.528) | /(1.138) | -/0.464) | +/(2.110)
32. | Kristin J(1.018) | #(0.461) | (0.547) | -/(0.454) | -/(0.991) | -/0.998) | +/1.674) | -/(1.136) | -/(0.539) | +/(1.939)
33. | Amara (0.993) | (0.474) | J(0.654) | /(0.433) | -/(1.060) | -/(0.994) | +/(1.595) | /(1.049) | -/0.601) | -/(0.495)
34. | Scorospelka (0.994) | -/(0.429) | (0.664) | -/(0.450) | -/(1.069) | -0.999) | -(0.538) | -(1.036) | -/(0.503) | -/(0.501)
35. | Larian J(1.004) | /(0.473) | J(0471) | /0.377) | 4(1.074) | 40.988) | /(0.465) | /(1.048) | +/(1.557) | -/(0.550)
36. | lzverna (0.989) | #(0.513) | (0.537) | /0.510) | -/1.070) | -0.994) | +/(1.573) | /(1.035) | -/0.477) | +/(1.975)
37. | Seize Gedi Orias (1.007) | #(0.422) | (0.521) | -/(0.455) | -/(1.064) | -/(0.980) | +/(1.669) | -/(1.053) | +/(1.011) | -/(0.598)
38. | Venus (0.993) | 4(0.471) | J(0.652) | /(0.564) | -/(1.048) | (0.990) | +/(1.663) | /(1.005) | -/0.474) | +/(1.956)
39. | Rosii de Bistrifa J(1.009) | 4(0.434) | (0.507) | -/(0.409) | -/(1.048) | -0.977) | +/A1.493) | -(0.978) | -/0.450) | +/(1.956)
40. | Beriessa (0.977) | 4(0.510) | J(0.528) | /(0443) | 4(1.075) | 40.997) | 40499) | /(1.047) | +(1.102) | +/(2.136)
41. | Metropoliskaia Ciornaia | -(0.994) | (0.509) | -(0.706) | -/(0.385) | -(1.046) | -(0.956) | -(0A14) | -/(0.927) | +/(1.047) | -/(0.573)
42. | Ponoare (0.975) | (0.504) | +/(1.928) | /(0.499) | -/(1.067) | -(0.943) | -(0.520) | -(0.970) | -/(0.482) | -/(0.656)
43. | Precoce de la Marco /(0.995) | 4(0.530) | 4(0.597) | 40.413) | 4(1.063) | 4(0.960) | /(0.535) | /(0.975) | +/(1.054) | -/(0.695)
44, | New Star (0.997) | #(0.461) | (0.046) | -/(0.454) | -/(1.056) | -/(0.983) | -(0.466) | -/(0.968) | +/(1.045) | -/(0.605)
45. | Sam /(0.998) | /(0.493) | J(0.686) | /(0.548) | (0.975) | 0.996) | /(0.546) | /(1.036) | +/(1.201) | -/(0.670)
46. | Amar negru de Maxut (0.956) | (0.476) | (0.557) | /(0.489) | -/(0.873) | -/(0.854) | -/(0.527) | -(1.027) | -/0.563) | +/(1.981)
47. | Bigarreau Donissen (0.941) | /(0.460) | /(0.544) | /(0.574) | -/(0.904) | /(0.845) | +/(1.621) | /(1.012) | -/0.434) | -/(0.559)
48. | Bing /(0.960) | /(0.442) | J(0.491) | -/(0.521) | -/(0.887) | -/(0.839) | /(0473) | /(1.041) | -/0.657) | +/(2.056)
49. | Colina (0.982) | -/(0.494) | (0.725) | -(0.500) | -/(1.001) | -0.948) | -(0.507) | -(1.021) | -/0.461) | +/(2.025)
50. | Vanda /(0.990) | (0.473) | (0.565) | -/(0.581) | -/(0.882) | -(0.854) | J(0.517) | -/1.052) | /0447y | -/0.562)
51. | Rainbow J(1.000) | #(0.412) | (0.559) | -(0.551) | -/(0.903) | -0.864) | -(0.591) | -/(1.123) | -/0.457) | -/(0.503)
52. | Kordia /(0.983) | 4(0.467) | J(0477) | -/0.604) | -(0.974) | (0.928) | 4(0.579) | A1.216) | -/0.485) | -/(0.648)
53. | Rivan (0.993) | /(0.491) | J(0.654) | /(0.536) | -/(0.923) | -40.944) | J(0511) | /(1.121) | -/0.492) | +/(2.027)
54. | Van (0.894) | -/(0.454) | (0.652) | -/0.555) | -/(1.042) | -0.918) | -(0.550) | -/(1.105) | -/0.588) | -/(0.677)
55. | Germersdorf (0.921) | 4(0.452) | (0.521) | A0.577) | (1.035) | -0978) | -(0.492) | -/A1.326) | -/0.677) | -/0.682)
Positive control 3.352 3.390 2.040 3.380 3.388 3.358 2218 3.326 2.298 2.254
Negative control 0.972 0.455 0.610 0.360 0.872 0.972 0.500 1.071 0.426 0.395
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Cu un singur virus au fost depistate pozitiv soiurile: Daria (CLRYV),
Adelone Poznaska, Mona, Salmo, Summit, Bigareau Oratowsky, Durono Nero,
Alamii, Ramon Oliva, Lyons, Rainier, Silva, Italia 19, Roz amar de Marculesti,
Amara, Amar negru de Maxut, Bing, Colina, Rivan (PPV), HY 5690, Larian,
Metropoliskaya Ciornaia, Precoce de la Marco, New Star, Sam (7BRV),
Bigarreau Donisen (RpRSV), Ponoare (ArMV). Nu au prezentat infectii soiurile:
Merton Favorit, Jabonlay, My 6806, Valera, Visia, Scorospelka, Vanda,
Rainbow, Kordia, Van, Germersdorf.

Prezenta virusului Plum pox, a fost pusd in evidentd si in urma testarii
prin metoda AGRISTRIP (figura 12). Si 1n acest caz, probele pozitive au fost
reprezentate de soiurile: Rubin, Kordia, Adelone, 2 D 28-28, Chinook, Orias,
Chavanes, Italia 14, Biggarecau Burlat, Kristin, Izverna, Venus, Rosii de

Bistrita, Beriessa, Amar negru de Maxut, Bing, Colina, Rivan.

Fig. 12. Evidentirea virusului PPV prin metoda AGRISTRIP la cires
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La cais si piersic, in arealul Constanta, baza materiala de lucru a fost
reprezentatd de 535 soiuri §i hibrizi de cais si 855 soiuri si hibrizi de piersic de
provenienta ecogeografica diferita.

Observatiile vizuale au privit evidentierea simptomelor tipice pentru
bolile virale. Virusul cu cea mai mare incidenta a fost virusul Plum pox, cu
atac pe frunze (mai-iunie) si pe fructe si sdmburi la maturitatea de recoltare a
acestora (iulie-septembrie).

Pentru evaluarea intensitatii simptomelor virotice pe aceste organe
vegetative s-a folosit urmatoarea scara de apreciere:

0 = fara simptome;

(+) = simptome foarte reduse;

+ = simptome moderate;

++ = simptome puternice;

+++ = simptome foarte puternice.

Pentru evidentierea infectiilor latente cu PPV s-a folosit metoda
biotestarii folosind indicatorii biologici lemnosi, respectiv GF 305 pentru specia
piersic si Luizet pentru specia cais. Principiul de baza al biotestarii consta in
altoirea in dubla oculatie si se bazeaza pe trecerea virusului de la partenerul
infectat (soiul sau hibridul testat) la cel sandtos (indicatorul) si aparitia
simptomelor vizibile. Ochiul provenit de la indicator se amplaseaza la 5-10 cm
deasupra ochiului de la pomul testat (figura 13).

Specific lucrarilor de testare este operatia de ciuruire a lastarului
provenit din ochiul pomului de testat pentru a favoriza cresterea ldstarului

indicatorului pe care urmeaza sa se evidentieze simptomele de PPV.
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In vederea verificarii starii de sanatate a indicatorului, la fiecare soi
testat s-a lasat cate un puiet altoit numai cu indicatorul. Pentru evaluarea
simptomelor de PPV pe frunzele indicatorului s-a folosit aceeasi scarda de

apreciere utilizata si in cazul controlului vizual.

Fig. 13. Metoda biotestarii pe indicatori biologici lemnosi
Rezultatele observatiilor vizuale evidentiazd faptul ca din cele 535

soiuri §i hibrizi un numar de 103 soiuri si hibrizi (19,4%) au prezentat

simptome de Plum pox virus pe frunze, fructe sau samburi (figura 14).
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Asa cum este evidentiat In tabelul 21, se remarca pe de o parte largi
diferente de manifestare a simptomelor de PPV intre soiurile si hibrizii din
colectie, iar in cadrul acestora o mare variabilitate privind intensitatea de
manifestare a simptomelor pe organele vegetative. Cele mai intense simptome
se manifestd pe fruct si saimbure, ceea ce evidentiaza ca efectuarea observatiilor
numai pe frunze nu este suficientd pentru a identifica prezenta virusului. De
altfel, toate soiurile identificate ca virozate au facut obiectul testarilor pe

indicatorul biologic Luizet, rezultatele evidentiindu-se in anul urmator.

Fig. 14 — Simptome ale virusului Plum- pox pe samburi, frnze si fructe de cais
http://www.ipmimages.org/browse/detail.cfim ?imgnum=0660083
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Sensibilitatea unor soiuri si hibrizi la infectiile cu PPV

Tabelul 21

Sensibilitatea pe:

Nr- Soiul sau hibridul Frunze Fructe Samburi
0 1 2 3 4
1 | Marculesti 16/7 A +H++ -+ e+
2 | Marculesti 91 + + It
3 | Marculesti 66/16A () + T
4 | Saturn 0 + 4+
5 | Sirena ++ 4t St
6 | Baneasa 26/16 ++ +++ -
7 | Baneasa 28/10 +++ +++ -
8 | Baneasa 28/17 0 ++ T+
9 | RR20-54 + ++ ++
10 | NJ 535 (+) +) (4)
11 | Early Golden +++ - +++
12 | NJA6 0 ++ ++
13 | Reale d’Imola +++ ++ T+
15 | Screara +++ +++ Tt
16 | Harcot + 0 0
17 | Mamaia +++ T+ T+
18 | Mandula cayszi +++ e +++
19 | Marculesti 42/27 +++ +++ +++
20 | Mari de Tarnave 0 0 0
21 | Joubert Foulon (+) + +
22 | Moniqui () (+) (+)
23 | Reliable 0 ) T
24 | Callatis ) + )
25 | Marculesti 42/25 +++ +++ +++
26 | Cais de Olanda 0 ++ 4+
27 | DIR76T28 (+) 4 (+)
28 | Stark Early Orange 0 (+) 0
29 | Ananas 0 + S+
30 | Sulmona +++ A 4+
31 | Stella 0 0 0
32 | NJA 48 0 0 0
33 | Amal 0 (+) )
34 | Umberto (+) + +
35 | Canada 51144 0 + ++
36 | Vivagold 0 0 0
37 | Traian 0 0 0
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0 1 2 3 4
38 | Mari de Cenad +) (+) )
39 | Excelsior 4+ i+ T+
40 | Best of Hungari ++ -t .
41 | Canette +++ +++ S+
42 | Don Gaetano ++ T .
43 | Royal ) +++ +++
44 | Rosii timpurii 0 0 0
45 | NJA'11 (4) I+ T+
46 | Wenacthee ++ T4+ .
47 | Eten Bey +) + I
48 | Neptun ++ T+ T+
49 | Precoce de Colomer +) (+) 0
50 | Venus +) ++ T+
51 | Blenril (+) ++ T+
52 | Alberge de Montgamet + ++ it
53 | Slava Diurgna +++ T+ T+
54 | Litoral (4) T+ T
55 | Selena (4) T+ Tt
56 | NJA 19 + ++ ++
57 | Tonda di Tossiguano + ++ ++
59 | Farmigdale 0 T T
60 | Early Bee + 4+ .
61 | Tabriz Nakjavan 0 0 0
62 | Baneasa 3 + + T
63 | Piestany 8/35 ++ T+ T+
64 | Marculesti 17/1 0 (+) )
65 | NJA 17 (+) ) )
66 | Marculesti 7/28 0 + +
67 | Racoszi Magyar caiszi +++ +++ +++
68 | Angounois ++ T+ Tt
69 | Saianet 2-25-4 0 T+ T+
70 | NJA 42 0 0 0
71 | Busiereska 4t o+ T
72 | Balmont 0 0 )
73 | Piestany 8/42 S+ I T+
74 | Balsoi Pozdnii S+ 4+ T+
75 | Sephid + 0 0
76 | Marculesti 98 (+) ++ T+
77 | V 600-2030 0 (+) 0
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0 1 2 3 4
78 | RR. 20-54 0 (+) 0
79 | LR. Viceroy 603-2 0 (+) (+)
80 | Montedoro 0 (+) (+)
81 | Kets pshor 0 0 0
82 | Rakche karpo 0 ) )
83 | BSR29AT109 0 0 0
84 | Worley’ peach ++ +++ +++
85 | DIR75T28 (+) () ()
86 | De Costanjeni 0 + +
87 | Piestany 0/25 0 0 (+)
88 | Baneasa 33/16 0 (+) (+)
89 | Favorit (+) (+) (+)
90 | De Silistra ++ +++ +++
91 | Canino 0 (+) (+)
92 | ABC 0 () ()
93 | Goldrich 0 0 0
94 | Riland 0 0 0
95 | Marculesti 19 (+) (+) ++
96 | V6312019 +++ +++ +++
97 | Marculesti 9/5 0 0 0
98 | Soiul 132 0 0 0
99 | Marculesti 24/1 0 0 0

100 | V 60102 (+) + +

101 | NY 493 0 ++ ++

102 | Baneasa 40/40 0 0 0

103 | Mari de Marculesti 0 0 0

In ceea ce priveste testarea pe indicatori biologici lemnosi, rezultatele au
evidentiat faptul ca 16,66% din soiurile de piersic si 42,35% din soiurile de cais
testate prezinta infectii latente cu P.P.V. La specia piersic majoritatea soiurilor
testate (83,33%) nu au prezentat simptome de Plum-pox virus (figural$).
Astfel, asa cum rezulta din tabelul 22, doar 5 pomi (10,86%) din doua soiuri au
prezentat reactii pozitive in urma testarii prin metoda biologicd. Intensitatea
simptomelor pe indicatorul biologic, a fost insa puternica (soiul Cardinal= ++)

si foarte puternica (soiul Jerseyland= +++). Reactiile pozitive au fost
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confirmate si prin metoda serologicd, ceea ce evidentiazd faptul ca desi
concentratia virusului in plante era mare, simptomele In camp erau mascate

(latente).

Fig. 15 — Simptome ale virusului Plum- pox pe frunze si fructe de piersic
http://www.agf.gov.bc.ca/cropprot/ppv.htm
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Evidentierea infectiilor latente cu PPV a unor soiuri de piersic

Tabelul 22

Nr. Soiul de testat Rata de infectie Reactia pe indicator Testarea
crt. serologica
1 Southland 0/3 0 negativ
2 Springcrest 0/4 0 negativ
3 Jerseyland 2/5 +++ pozitiv
4 Springold 0/3 0 negativ
5 Cardinal 3/5 ++ pozitiv
6 Flacara 0/3 0 negativ
7 Redhaven 0/4 0 negativ
8 Cora 0/5 0 negativ
9 Delta 0/5 0 negativ
10 | Jersyglo 0/3 0 negativ
11 | Collins 02 0 negativ
12 | Dixired 0/4 0 negativ

Soiuri infectate: 2 (16,66%)

Pomi infectati: 5/46 (10,86%)

La specia cais, asa cum rezultd din tabelul 23, un numar de 11 pomi

21,15%) apartinand la sase soiuri (42,35%) au prezentat reactii pozitive pe
p

indicatorul biologic.

In functie de intensitatea simptomelor pe indicator, dati de concentratia

virusului in pomul testat, soiurile latent infectate au apartinut urmatoarelor trei

grupe:

- fara simptome

Excelsior, Selena, Goldrich, Stark Early Orange);

57,14% din soturi (Traian, NJA 42, Tudor, Dacia,

- cu simptome foarte reduse (+) = 14,28% din soiuri (Sirena si Neptun);
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- cu simptome puternice ++ = 28,57% din soiuri (Umberto, Sulmona, Cea

mai buna de Ungaria si Mamaia).

Tabelul 23
Evidentierea infectiilor latente cu PPV a unor soiuri de cais
Nr. Soiul testat Rata de infectie Reactia pe Testarea
crt. indicator serologica
1 Traian 0/3 0 negativ
2 Sirena 172 ) pozitiv
3 Umberto 2/4 ++ negativ
4 NJA 42 0/3 0 negativ
5 Tudor 0/5 0 negativ
6 Dacia 0/3 0 negativ
7 Sulmona /5 ++ pozitiv
8 C.M.B. de Ungaria 4/5 ++ pozitiv
9 Excelsior 0/3 0 pozitiv
10 Neptun /5 ) negativ
11 Mamaia 2/3 ++ pozitiv
12 Selena 0/4 0 negativ
13 Goldrch 0/5 0 negativ
14 Stark Early Orange 0/3 0 negativ

Soiuri infectate: 6 (42,35%) Pomi infectati: 11/52 (21,15%)
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CAPITOLUL YV
PREVENIRE SI CONTROL

V.1. Metode preventive

V.1.1. Ameliorarea rezistentei genetice

Acest obiectiv este prezent 1n toate programele de ameliorare care
prevad crearea de soiuri. Importanta unui astfel de obiectiv este mare si
finalizarea lui se materializeazd prin implicatii economice si ecologice cu
impact extraordinar asupra vietii oamenilor. Utilizarea soiurilor rezistente duce
la reducerea sau eliminarea tratamentelor chimice, ceea ce duce la costuri
reduse si nu 1n ultimul rand la eliminarea poluarii mediului pe care o implica
aplicarea acestora. Controlul genetic pentru rezistenta verticald si rezistenta
orizontald si modul de transmitere in descendentd constituie prima secventa in
reusita programelor de ameliorare. De asemenea se are in vedere reactia
plantelor la atacul agentilor fitopatogeni (imunitate, toleranta, hipersensibilitate,
sensibilitate). Durabilitatea si stabilitatea rezistentei nu depind numai de genele
de rezistentd, ci si de potentialul genetic al parazitului si de rapiditatea cu care
se adapteaza la noua rezistenta (Eenik, 1976). Rezistenta transgenica poate fi
luatd in considerare ca urmare a incorporarii unei partia a genomului virusului
in planta gazda. Aceasta tehnologie insa este controversata in special in Europa

si ca urmare utilizarea in scop comercial este In prezent nesigurd. La speciile
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pomicole cu interes major primele experiente de evaluare a rezistentei au fost
facute la prun privind rezistenta la Plum pox (Sutic si Rankovic, 1981).

Ameliorarea rezistentei genetice la virusuri a devenit un obiectiv extrem
de important. In toate programele de ameliorare unul din obiective il reprezinta
crearea de genotipuri cu rezisten{d genetica. Aceasta Insd necesitd mai intai o
informare aprofundatd. Se are in vedere agentul patogen si susele, reactia
plantei gazda prin rezistentd, tolerantd, imunitate, sensibilitate, etc. In multe
cazuri mecanismele interactiunii plantd — agent patogen nu sunt clar intelese
datorita gradului de complexitate.

Unii specialisti admit totusi ca majoritatea surselor, folosite in diferite

combinatii genomale, au un determinism poligenic al rezistentei.

V.1.2. Utilizarea materialului saditor liber de virusuri

In Romania certificarea materialului siditor se face conform Ordinului
1295/2005, care transpune prevederile Directivei Consiliului Comunitatii
Europene nr. 92/34/CEE privind comercializarea materialului de Tnmultire si de
plantare fructifer, ultima data amendata prin Directiva Consiliului nr.
2003/61/CE din 18 iunie 2003, precum si Prevederile Directivelor Comisiei nr.
93/48/CEE din 23 iunie 1993, nr. 93/64/CEE din 5 iulie 1993 si nr. 93/79/CEE
din 21 septembrie 1993. Testele virotice si testele pentru alte organisme

daunatoare se efectueazd in laboratoare acreditate sau recunoscute oficial
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conform metodelor internationale acceptate. Prelevarea de probe pentru aceste
teste se face oficial sau sub supraveghere oficiala.

Sectiunea a IV-a face referire la ,,Certificarea materialului de inmultire
si plantare fructifer din punct de vedere virotic”. Potrivit acestei sectiuni
materialul saditor trecut prin schema de certificare trebuie sd Indeplineasca

conditiile ,,liber de virus” sau ,,testat de virus” (tabelul 24) dupa cum urmeaza:

Tabelul 24.

Speciile si virusurile supuse testarii virale la producerea materialul saditor pomicol

Specia Virusul Stare fitosanitara
Malus Apple chlorotic leaf spot trichovirus v.f. v.t.
Apple mosaic ilarvirus v.f. v.t.
Apple stem grooving capillovirus v.f. v.t.
Apple stem pitting foveavirus v.f. v.t.
Apple proliferation phytoplasma v.f. v.t.
Chat fruit v.f.
Gren crinkle v.f.
Rough skin v.f.
Star crack v.f.
Ring spot v.f.
Russet ring v.f. v.t.
Rubbery wood v.f.
Flat limb v.f.
Russet wart v.f.
Spy epinasty and declin v.f. v.t.
Platycarpa scaly bark v.f. v.t.
Pyrus si Cydonia Apple chlorotic leaf spot trichovirus v.f.
Apple stem grooving capillovirus v.f. v.t.
Apple stem pitting foveavirus v.f. v.t.
Pear decline phytoplasma v.f. v.t.
Bark split v.f.
Bark necrosis v.f.
Pear blister canker viroid v.f.
Rough bark v.f.
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Quince sooty ringspot

v.f.

Rubbery wood v.f. v.t.
Quine yellow blotch v.f.
Per stony pit v.f.
Vein yellows/red mottle v.f. v.t.
Prunus amygdalus | Apple chlorotic leaf spot trichovirus v.f. v.t.
Apple mosaic ilarvirus v.f. v.t.
Plum pox potyvirus v.f. v.t.
Prune dwarfilarvirus v.f. v.t.
Prunus necrotic ringspot ilarvirus v.f. v.t.
Tomato black ring nepovirus v.f.
Prunus domestica, | Apple chlorotic leaf spot trichovirus v.f. v.t.
Prunus insititia si | Apple mosaic ilarvirus v.f. v.t.
Prunus salicina Myrobolan latent ringspot nepovirus v.f.
Plum pox potyvirus v.f. v.t.
Prune dwarf ilarvirus v.f. v.t.
Prunus necrotic ringspot ilarvirus v.f. v.t
Apricot chlorotic leafroll MLO v.f. v.t.
Prunus avium, | Apple chlorotic leaf spot trichovirus v.f. v.t.
Prunus cerasus si | Apple mosaic ilarvirus v.f. v.t
Prunus mahaleb Arabis mosaic nepovirus v.f. v.t.
Cherry green ring mottle foveavirus v.f.
Cherry leaf roll nepovirus v.f. v.t.
Cherry mottle leaf trichovirus v.f.
Prune dwarf ilarvirus v.f. v.t.
Prunus necrotic ringspot ilarvirus v.f. v.t
Raspberry ringspot nepovirus v.f. v.t.
Strawberry latent ringspot nepovirus v.f. v.t.
Tomato black ring nepovirus v.f. v.t
Little cherry closteroviruses 1 i 2 v.f.
Necrotic rusty mottle v.f.
Rusty mottle (American si European) v.f.
Prunus armeniaca | Apple chlorotic leaf spot trichovirus v.f. v.t
Apple mosaic ilarvirus v.f. v.t
Plum pox potyvirus v.f. v.t
Prune dwarf ilarvirus v.f. v.t
Prunus necrotic ringspot ilarvirus v.f. v.t
Apricot chlorotic leafroll MLO v.f. v.t
Peach asteroid spot v.f.
Prunus persica Apple chlorotic leaf spot trichovirus v.f. v.t
Apple mosaic ilarvirus v.f. v.t
Cherry green ring mottle foveavirus v.f.
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Plum pox potyvirus v.f. v.t.
Prune dwarfilarvirus v.f. v.t.
Prunus necrotic ringspot ilarvirus v.f. v.t.
Strawberry latent ringspot nepovirus v.f. v.t.
Apricot chlorotic leafroll MLO v.f. v.t.
Peach latent mosaic pelamoviroid v.f. v.t.
Peach asteroid spot vt
Juglans Cherry leaf roll nepovirus v.f.
Corylus avellana Hazel maculatura lineare MLO v.f.
Apple mosaic ilarvirus v.f. v.t.
Fragaria -virusuri transmise prin afide v.f.
Strawberry crinkle rhabdovirus v.f.
Strawberry mild yellow edge v.f.
Strawberry mottle v.f.
Strawberry vein-banding caulimovirus v.f.
-virusuri transmise prin nematozi de frunze v.f.
Strawberry green petal MLO v.f.
-virusuri transmise prin nematozi v.f.
Arabis mosaic nepovirus v.f.
Raspberry ringspot nepovirus v.f.
Strawberry latent ringspot nepovirus v.f.
Tomato black ring nepovirus v.f.
Ribes Strawberry latent ringspot nepovirus v.f. v.t.
Raspberry ringspot nepovirus v.f.
Arabis mosaic nepovirus v.f. v.t.
Black currant reversion agent v.f.
Gooseberry vein-banding agent v.f.
Cucumber mosaic cucumovirus v.f.
Rubus Black raspberry necrosis virus v.f.
Cucumber mosaic cucumovirus v.f.
Raspberry leaf mottle v.f.
Raspberry leafspot v.f.
Raspberry vein chlorosis rhabdovirus v.f.
Raspberry yellow spot v.f.
Rubus yellow net virus v.f.
Apple mosaic ilarvirus v.f. v.t.
Strawberry latent ringspot nepovirus v.f. v.t.
Raspberry ringspot nepovirus v.f.
Arabis mosaic nepovirus v.f. v.t.
Cherry leaf roll nepovirus v.f.
Tomato black ring nepovirus v.f. v.t.
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Raspberry bushy dwarf virus v.f. v.t.
Rubus stunt MLO v.f.
Vaccinium Blueberry shoestring virus v.f.
Blueberry stunt phytoplasma v.f.
Blueberry witche's broom phytoplasma v.f.
Cranberry false blossom phytoplasma v.f.
Blueberry mosaic agent v.f.
Blueberry red ringspot caulimovirus v.f.
Cranberry ringspot agent v.f.

v.f = liber de virusuri; v.t.= testat la virusuri

V.1.3. Respectarea masurilor de carantina fitosanitara

Data fiind importanta practicd pe care o prezinta virozele plantelor
pomicole, s-a cautat sd se stabileascd mijloacele prin care se poate lupta
impotriva lor. Lupta impotriva virozelor plantelor pomicole este eficienta atunci
cand se bazeazd mai ales pe masuri preventive, profilactice care au drept scop
sa impiedice extinderea infectiei i sd reducad la minimum pierderile provocate
de viroze (Bobes, 1983). In acest scop se are in vedere limitarea rezervelor
biologice prin anumite masuri:

Izolarea. Raspandirea virusului este mult incetinitd cand culturile
sensibile sunt separate prin culturi imune la virus, dar gazde pentru vectori. Se
stie despre afide ca pot fi purtate de vant sute de kilometri, totusi virusurile
transmise prin stilet pot fi inactivate in timpul zborului prelungit sau in timpul
hranirii ocazionale a afidelor pe plante insensibile la virusul respective. Acesta
este un considerent important de care trebuie sd se tind seama in amplasarea

solelor.
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Buruienile sunt frecvent rezervoare de virusuri care sunt raspandite pe
plantele de culturi. Intdmplator o distantdi mare de izolare poate scidea
considerabil acest pericol (Simons, 1957).
virusurile transmise prin sol cu ajutorul rotatiei. Aceasta s-a dovedit eficace
existand si posibilitatea controlarii altor virusuri transmise prin nematozi,
tinand cont de buruieni in paralel, daca vectorii depind ca sursa de infectie, de
plantele de cultura si buruienile specifice.

Culturile protejate. Plantele pomicole nu pot fi plantate n spatii
protejate, pentru a fi ferite de vectorii virusurilor. Cand acest lucru este impus
in cazul categoriilor biologice superioare, mentinerea unei igiene fitosanitare
trebuie sa fie foarte strictd, astfel este interzisd vizitarea unei culturi sanatoase
dupa una virozata fara spalarea mainilor si schimbarea hainelor in prealabil iar
pentru eventualele lucrari se vor dezinfecta uneltele folosite.

Nutritia plantelor. Nutritia excesivd cu azot creste atat numarul
afidelor/planta cat si sensibilitatea plantelor la infectia virald. Ingrdsamintele
organice cresc de asemenea sensibilitatea la viroze (Sastrz si colab.,1962). Cu
privire la fertilizarea rationala (ingrdsaminte cu azot, fosfor, microelemente: B,
Cu, Mn, Mo, Zn, Fe), in literature de specialitate sunt multe situatii cand
existenta unor virusuri este justificatd printro fertilizare defectuoasa Cherry
boron rosette, este o viroza care in cazul aplicarii unor tratamente pe baza de
bor dispare, pomii revin la normal (Minoiu si colab.,1987).

Distrugerea plantelor gazda intermediare. Daunatorii care servesc drept

vectori se dezvoltd adesea pe alte culturi sau plante salbatice, surse de virus. De
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exemplu Myzus persicae este cea mai importanta afida vectoare de fitovirusuri,
iar In zonele cu ierni reci rezistd sub forma de ou pe specii de Prunus. Pentru
acest motiv cultura prunului si piersicului este intezisa in unele zone din Europa
(Kabinrsch, 1969).

Pradatorii si parazitii, joaca un rol important in limitarea populatiilor de
insecte, dar populatiile de paraziti si pradatori in naturd fluctueaza paralel cu
cea a insectelor. Cand afidele sunt putine, pradatorii si parazitii scad in numar
permitand cresterea numarului afidelor. Pentru acest motiv parazitii si pradatorii
ajuta la combaterea vectorilor virali. (Broadbent, 1969).

Combaterea nematozilor. Simptomele virusurilor transmise de nematozi
apar In camp in vetre care cresc lent in timpul culturilor succesive (1-2 mm/an)
(Van der Planky, 1963). Transportul la mare distantd a virusilor transmisi de
nematozi se poate efectua prin particulele de sol, seminte infectate sau plante

virozate.

V.1.4. Controlul chimic sau biologic al vectorilor

In tabelele 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31 si 32, sunt prezentate complexele
de tratamente recomandate a fi aplicate speciilor pomicole: mar, par, gutui,
prun, cires, visin, piersic, cais, capsun, coacaz si agris, pentru combaterea

insectelor cunoscute ca vectori ai virusurilor specifice plantelor pomicole.
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Tabelul 25

PLANUL DE TRATAMENTE PREVENTIVE, APLICATE LA AVERTIZARE,
PENTRU COMBATEREA PATOGENILOR SI DAUNATORILOR LA SPECIA MAR
volum de solutie 1500 I/ha

Nr. Fenofaza s s . .
ert. (perioada) Patogenul sau/si diunitorul Produse de protectia plantelor recomandate Observatii
0 1 2 3 4
1. Umflarea mugurilor | Paduchele din San José, oud de | Confidor Oil SC 004 conc. 1,5%; Tratamentul poate fi: preventiv sau
afide, de cotari, etc. Nuprid Oil 004 EC conc. 1.5%. curativ.
2. Dezmugurit Gargarita florilor de mar - 4. | Calypso 480 SC conc. 0,02% Daci este rezerva (“cuisoare”) pe pom.
pomorum
Fainare - P. leucotricha Bumper 250 EC conc. 0,03%; Shavit 250 EC conc. | Numai la soiurile sensibile (Jonathan,
0,05%; Topas 100 EC conc. 0,02%; Vectra conc. 0,02% | Idared)
sau un produs pe baza de sulf ( Kumulus 80 S conc.
0,3%; Microthiol sp. conc. 0,3%, etc.)
3. Infrunzire Focul bacterian - E. amylovora Alcupral 50 PU conc. 0,3%; Champion 50 WP conc. | Tratament foarte important, mai ales la

Rapan - V. inaequalis

Oua de acarieni

0,3%; Champ 77 WG conc. 0,2%, Kocide 2000 conc.
0,3%; Funguran OH conc. 0,3%; Triumf 40 WG conc.
0,3%; Super Champ conc. 0,3%; Zeama bordeleza
conc. 0,5%

Idem Tratament 1

soiurile sensibile.

Tratamentele cu produse pe baza de
cupru se vor administra pana la
deschiderea primei flori din inflorescenta.

Dacd nu s-a facut tratamentul de la
umflarea mugurilor.
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1 2 3 4
4. Inceputul infloritului | Focul bacterian - E.amylovora Aliette 80 WG conc. 0,3% Pentru prevenirea infectiilor in floare
cauzate de bacteria E. amylovora, mai
ales daca intervin temperaturi ridicate
Rapan - V. inaequalis Chorus 75 WG conc. 0,02%; Score 250 EC conc. 0,015%; | siploi frecvente.
Fainare - P. Leucotricha Clarinet conc. 0,1%; Antineea conc. 0,2%; Folicur Solo
250 EW conc.0,05%.
Insecte minatoare, defoliatoare. Calypso 480 SC conc. 0,02%; Insegar 25 WP conc. 0,04% Daca exista rezerva de daunatori.
5. Inceputul scuturdrii | Rapan - V. inaequalis Unul din fungicidele recomandate la Tratamentul 4. Daca ploua si este presiune mare de
petalelor Fainare - P. leucotricha infectie, se poate asocia si un fungicid
de contact (pe baza de captan,
mancozeb sau folpet), pentru a se
asigura o mai buna protectie.
Viespea - H. testudinea, insecte | Calypso 480 SC 0,02%; Decis 25 WG 0,003%; Fastac 10 | Se recomanda alternarea substantei
minatoare, defoliatoare, etc. EC 0,015%. active
Tratament foarte important daca
existd rezerva biologica.
Fruct cat : Rapan - V. inaequalis Unul din fungicidele recomandate la Tratamentul 4. Daca ploua si este presiune mare de
6. - bobul de mazare Fainare - P. leucotricha infectie, se poate asocia si un fungicid
7. - aluna de contact (pe baza de captan,
8. - nuca Calypso 480 SC conc. 0,02%; Rimon 10 EC conc. 0,06%; | mancozeb sau folpet), pentru a se
Insecte minatoare, defoliatoare, | Coragen conc. 0.01%; Supersect conc. 0,03%; Decis Mega | asigura o mai buna protectie.
afide, viermele merelor - Cydia | 50 EW conc. 0,015%; Runner 2F conc. 0,04%; Se recomanda alternarea substantei
pomonella (G1), etc. active.
9. Fruct in crestere Rapan - V.inaequalis Fungicid de contact: Merpan 50 WP conc. 0,2%; Folpan 50 | Incepind cu 15 VI (infectii
(15 iunie-15 iulie) WP conc. 0,2%; Captadin 50 PU conc. 0,25%; Antracol 70 | secundare).
WP conc.0,2-0,3%.
Fainare — P. leucotricha Fungicid contra fainarii: Kumulus 80 S conc.0,3%; Bumper
10. 250 EC conc. 0,03%; Shavit 250 EC conc. 0,05%; Topas
Paduchele din San José¢ - Q. [ 100 EC conc. 0,02%. Numai la soiurile sensibile (Jonathan,
11. perniciosus (G1), Paduchele lanos | Pyrinex Quick conc. 0,1%; Reldan 40 EC conc. 0,15%; | Idared).

— Eriosoma lanigerum, Viermele
merelor - C. pomonella (G2), etc.

Decis 25 WG conc. 0,003%.
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2

4

12. | Fruct in crestere Rapan - V.inaequalis Idem Tratament 7 Daca este nevoie (pete de rapan pe
(august I) frunze).
13. Fainare — P. leucotricha Idem Tratament 7 Dacé este cazul (ldstari si frunze cu
fainare).
Paduchele din San José - | Insecticid - vezi Tratament 7 Daca este rezerva biologica.
Q. perniciosus (G2), minatoare,
viermele merelor - C. pomonella
(G2)
Acarieni Envidor 240 SC conc. 0,04%; Omite 57 EC conc. 0,1%; | Numai la PED > 3-5 forme mobile
Sanmite 20 WP conc. 0,05%; Talstar 10 EC conc. 0,04%; | /frunza.
Kelthane 18,5 EC conc.0,2%; Torque 550 SC conc.
0,04%.
14. | Fruct in crestere Rapén - V.inaequalis Vezi Tratament 7
(august II Fainare — P. leucotricha Fungicid contra fainarii (vezi Tratament 7) Numai la soiurile sensibile.
-septembrie I) Viermele merelor - C. pomonella | Calypso 480 SC conc. 0,02%; Rimon 10 EC conc. 0,06%; | Numai daca este rezerva biologica.
(G2) Vantex 60 CS conc. 0,008%
15. | Fruct marime naturala Rapan - V.inaequalis Tratamentul reduce pierderile din
Féir}are -P. lgucotricha Topsin M 70 conc. 0,1%; Systhane forte conc. 0,02%. timpul depoz'itérii' fructAelor si rezerva
Boli de depozit de patogeni din camp (infectii
secundare).
16. Tratament foarte important pentru

Ciderea frunzelor

Patogeni micotici §i bacterieni

Sulfat de cupru sau un alt produs pe baza de cupru.

reducerea  rezervei
ciuperci fitopatogene.

biologice de
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TRATAMENTE RECOMANDATE LA SPECIA PAR

Tabelul 26

volum de solutie

1000 I/ha
Nr. Fenf)faza Patogenul sau/si diunitorul Produse de protectia plantelor Observatii
crt. (perioada) recomandate
0 1 2 3 4
1. 10-15% din mugurii florali | Purici meliferi — Psylla spp., acarieni, | Confidor Oil SC 004 conc. 1,5% sau
dezmuguriti paduchele din San-  José — Q. perniciosus, | Nuprid Oil 004 EC conc. 1.5%. Tratament foarte important pentru
insecte defoliatoare reducerea rezervei biologice.
Rapan — V. pirina Alcupral 50 PU conc. 0,3% sau
Focul bacterian — E. amylovora Funguran 50 OH conc. 0,3% sau
Kocide 2000 WP conc. 0,3% sau Tratament obligatoriu.
Champion 50 WP conc. 0,3% sau
Triumf 40 WG conc. 0,3%
2. Rasfirarea inflorescentelor — | Rapan — V. pirina, focul bacterian — E. | Vezi Tratamentul 1. Tratament important.

pana la inceput de inflorire

amylovora, patarile frunzelor

Purici meliferi - Psylla spp., tantarasul
frunzelor de par — Dasyneura pyri, oua de
acarieni.

Vezi Tratamentul 1.

Numai in plantatiile cu atac foarte
mare de purici meliferi in anul
anterior.

La inflorit

Focul bacterian — E. amylovora

Aliette 80 WG conc. 0,3%

Pentru prevenirea infectiilor in
floare cauzate de bacteria E.
amylovora, mai ales dacd 1in
perioada  infloritului  intervin
temperaturi  ridicate §i  ploi
frecvente.
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1

2

~10-15% petale scuturate.

Rapan - V. pirina, patarile frunzelor, focul
bacterian — E. amylovora

Vezi Tratamentul 1.

Tratament obligatoriu.

Purici meliferi - Psylla spp., tantarasul
frunzelor de par — Dasyneura pyri, omizi
defoliatoare, acarieni, etc.

Nomolt 15 SC conc. 0,05% sau
Dimilin 25 WP conc. 0,03% sau
Rimon 10 EC conc. 0,075%

+
Vertimec 1,8 EC conc. 0,1 - 0,15%

Tratament ,.cheie” pentru puricii
meliferi — Psylla spp.

5-6. Cresterea fructelor Systhane forte conc. 0,02% sau
Rapan - V. pirina, patarile frunzelor Dithane M 45 conc. 0,2% sau .
Folpan 50 WP conc. 0,2% sau Daca sunt ploi frecvente.
Captadin 50 WP conc 0,25% sau
Bravo 500 SC conc. 0,15%
Nurelle D conc. 0,075% sau
Purici meliferi - Psyila spp. viermele fructelor Vantex 60 SC conc. 0,1% sau Tratament obligatoriu daca este
(G1), insecte minatoare si defoliatoare Rimon 10 EC conc. 0,075% sau rezerva.
Nomolt 15 SC conc. 0,05%.
7. Cresterea fructelor ] 3
~ 15 iunie Rapén - V. pirina, patirile frunzelor Vezi tratamentele 5-6. Daca sunt pete pe frunze.
Paduchele din San José — Q. perniciosus (G1), | Pyrinex Quick conc. 0,1% sau
purici meliferi — Psylla spp., tantarasul | Sinoratox plus conc. 0,1-0,15% sau < <
frunzelor de par — Dasyneura pyri , afide Reldan 40 EC conc. 0,15% sau Dacd se constatatd atac.
Nurelle D conc. 0,075%
8. Fructe cu diametrul de ~ 4

cm.

Rapéan - V. pirina, patarile frunzelor, focul
bacterian — E. Amylovora

Vezi tratamentele 5-6.

Daca se constatd atac.
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Acarieni

Envidor 240 SC conc. 0,04%; Omite
57 EC conc. 0,1%; Sanmite 20 WP
conc. 0,05%; Talstar 10 EC conc.
0,04%; Kelthane 18,5 EC conc.0,2%;
Torque 550 SC conc. 0,04%.

Numai la PED > 3-5 forme mobile
/frunza.
Daca exista rezerva

Viermele fructelor (G2), Pad. din San José —
Q. perniciosus (G1)

Vezi tratamentul 7

Daca se constata atac.

9 Fructe in crestere Rapan - V. pirina, patarile frunzelor . .
(~ 20 iulie 7$10 august) P P P Vezi tratamentele 5-6. Numai daca sunt pete pe frunze.
Péaduchele din San José — Q. perniciosus (G2),
viermele fructelor, insecte defoliatoare Vezi tratamentul 7 Daci este rezervi biologica.
10. Fructe la dimensiuni normale
(tratament prerecolta) Pentru  reducerea  pagubelor
Rapén - V. pirina 7 i itarii
p p Topsin M 70 conc. 0,1% cauzate in timpul depozitarii
fructelor

Boli de depozit

(tratament facultativ)

Caderea frunzelor

Boli de scoarta si lemn, rapan, foc bacterian

Sulfat de cupru sau un alt produs pe
baza de cupru.

Tratament obligatoriu, la care se
adaugd numai daca este cazul
(infestare puternicd), un insecticid
impotriva adultilor hibernanti de
Psylla spp.
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TRATAMENTE RECOMANDATE LA SPECIA GUTUI

Tabelul 27

Nr. Fenpfaza Patogenul si/sau diunitorul Produse de protectia plantelor Observatii
crt (perioada) recomandate
0 1 2 3 4
Forme hibernante de daunatori (paduchele din Confidor Oil SC 004 conc. 1,5%; | Pentru plantatii cu atac.
1. Umflarea mugurilor San José, acarieni, etc.) Nuprid Oil 004 EC conc. 1.5%.
Monilioza - Monilia spp., antracnoza, Fungicid cupric: Alcupral 50 PU | Tratament foarte important
focul bacterian - E. amylovora conc. 0,3%; Champion 50 WP conc.
0,3%; Kocide 2000 conc. 0,3%;
2. Dezmugurit Funguran OH conc. 0,3%; Oxicupron
50 PU conc. 0,3%; Super Champ
conc. 0,2-0,3%; Zeama bordeleza
conc. 0,5%.
B ) Focul bacterian - E. amylovora Aliette 80 WP conc. 0,3% Tratament important dacd
3. | Rasfirarea inflorescentelor Monilioza - Monilia spp., antracnoza Fungicid cupric (vezi Tratamentul 2) intervin precipitatii frecvente.
Monilioza - Monilia spp., antracnoza Rovral 50 WP conc. 0,1 % sau un | Daca este umiditate
fungicid cupric (vezi Tratamentul 2) atmosferica mare.
. _ . H 0,
4:5. | Scuturarea petalelor Focul bacterian - E. amylovora Aliette 80 WP conc. 0,3%
Insecte defoliatoare §i minatoare Decis 25 WG conc. 0,003%, Nurele D | Daca este rezerva biologica.
50/500 conc. 0.075%
Monilioza - Monilia spp., antracnoza Orius 25 EW conc. 0,1%; Systhane 12 | Daca este nevoie (precipitatii
E conc. 0,05%; Rovral 500 SC conc. | frecvente).
0,1%; Score 250 EC conc. 0,02%;
6-7. | Fructul cat aluna, cat mazarea Vierme - C. pomonella (G1) Calypso 480 SC conc. 0,02%; Rimon | Daca este rezerva (daca au fost

10 EC conc. 0,06%; Pyrinex 20 EC
conc. 0,3%; Decis Mega 50 EW conc.
0,015%; Runner 2F conc. 0,04%;

fructe cu viermi anul trecut).
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Reldan 40 EC conc. 0,15%; Pyrinex

8-9. | Fruct in crestere Pédduchele din San Jose — Q. perniciosus Quick conc. 0,1%; Decis 25 WG | Dacj este rezervi biologica.
conc. 0,003%;
10- Fruct in crestere Vierme - C. pomonella (G2) Unul din insecticidele recomandate la Numai daca este rezerva.
11. tratamentele 6-7.
Tratament important pentru
12. | Dupa caderea frunzelor Patogeni micotici si bacterieni Sulfat de cupru sau un alt produs pe

baza de cupru.

reducerea rezervei biologice.
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TRATAMENTE RECOMANDATE LA SPECIA PRUN

Tabelul 28

Nr. Fenofaza (perioada) Patogenul si/sau diunitorul Produse de protectia plantelor Observatii
crt recomandate
0 1 2 3 4
Forme hibernante de daunatori (paduchele Confidor Oil SC 004 conc. 1,5: Nuprid | Tratament important pentru livezile
1. Umflarea mugurilor din San José, alti paduchi testosi, acarieni, 0il 004 EC conc. 1.5%. cu atac mare in anul anterior.
afide, etc.)
Boli micotice si bacteriene Fungicid cupric: Alcupral 50 PU conc. | Pentru  prevenirea  infectiilor
0,3%; Champion 50 WP conc. 0,3%; | primare de monilie, patarea rosie a
Infoierea corolei Kocide 2000 conc. 0,3%; Funguran OH | frunzelor, ciuruire, etc.
2. (pana la deschiderea primei conc. 0,3%; Oxicupron 50 PU conc.
flori) 0,3%; Super Champ conc. 0,2-0,3%;
Zeama bordeleza conc. 0,5%.
Forme hibernante de daunatori Idem Tratament 1 Daca nu s-a facut Tratamentul 1.
Monilioze (Monilia spp.) Orius 25 EW conc. 0,1% ; Systhane 12 | Tratament foarte important, mai
Patarea rosie a frunzelor - Polystigma E conc. 0,05% ales daca in timpul infloritului
rubrum,ciuruirea frunzelor - Stigmina sau un fungicid de contact: Rovral 500 | intervin perioade ploioase.
carpophyla SC conc. 0,1%; Odeon 720 SC conc.
3 Tnceputul scuturarii petalelor 0,15%; Dithane M 45 conc. 0,2%;
’ (10-15% petale scuturate) Merpan 50 WP conc. 0,25%;
Viespile prunului — Hoplocampa spp., afide, Calypso 480 SC conc. 0,02%; Decis | Daca este rezerva biologica.
insecte defoliatoare, etc. Mega conc. 0,015%; Fastac 10 EC
conc. 0,02%; Karate Zeon conc. 0,015
Y.
Viespea samburilor de prun - Eurytoma Calypso 480 SC conc. 0,02%; Karate | Daca este rezerva biologica
" La 7-10 zile de la Tratamentul | Schreineri, defoliatori, afide, etc. Zeon conc. 0,015 %; Nurelle D | (tratament foarte important).

3

50/500 conc. 0,075%; Fastac 10 EC
conc. 0,015%.
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Dezvoltarea fructelor

Viermele prunelor — Cydia funebrana_(Gl1),

viespea samburilor de prun - Eurytoma
schreineri, afide, etc.

Patogeni micotici

Calypso 480 SC conc. 0,02%; Decis
Mega conc. 0,015%; Vantex 60 CS
conc. 0,015%; Insegar 25 WP conc.
0,03%.

Unul din fungicidele recomandate la

Daci este rezerva biologica (prune
cu viermi anul trecut).

Daca  sunt ploi frecvente,

(mai) Tratamentul 3. obligatoriu se va asocia un fungicid
antimonilic: Rovral 500 SC conc.
0,1% sau Teldor 500 SC conc.
0,08%.
Patogeni micotici Unul din fungicidele de contact | Daca este presiune de infectie (ploi
recomandate la Tratamentul 3. frecvente).
Péaduchele din San José - Q. perniciosus Pyrinex Quick conc. 0,1%; Reldan 40 | Daca este rezerva biologica (livezi
(G1), afide, etc. EC conc. 0,15%; Calypso 480 SC | batrane).
7.8 Dezvoltarea fructelor conc. 0,02%; Decis Mega conc.
* | (iunie) Acarieni 0,015%. PED>3-5 acarieni pe frunza
Omite 57 EC 0,1%; Kelthane conc.
0,2%; Torque 550 SC conc. 0,04%;
Demitan 200 SC conc. 0,07%; Envidor
240 SC conc. 0,04%
19 (; Zﬁf;)m crestere Viermele prunelor - C. funebrana (G2) grr:tlalm(ljé?l té{zgesc_té.cldele recomandate la Daca este rezerva biologica.
Paduchele din San José - Q. perniciosus Unul din insecticidele recomandate la Daca este rezerva biologica.
N .. | (G2), viermele prunelor - C. funebrana, Tratamentele 7-8.
11- Fructe in pargi la unele soiuri acarieni, etc. Pentru prevenirea infectiilor cu
12. (august) Monilioze — Monilia spp.) Teldor 500 SC conc 0,08% sau unul din | monilioza la soiurile timpurii.
fungicidele recomandate la Tratam. 3.
13. | Caderea frunzelor Patogeni bacterieni i micotici Sulfat de cupru sau un alt fungicid Tratament obligatoriu.

cupric.
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TRATAMENTE RECOMANDATE LA SPECIILE CIRES-VISIN

Tabelul 29

Trrt Fenofaza (perioada) Patogenul si/sau diunitorul Produse de protectia plantelor recomandate Observatii
0 1 2 3 4
Paduchi testosi, oud de afide, defoliatoare Confidor Oil SC 004 conc. 1,5%; Nuprid Oil | Foarte important pentru
1. Umflarea mugurilor 004 EC conc. 1.5%. livezile batrane (cu atac).
Fungicid cupric: Alcupral 50 PU conc. 0,3%; | Tratament foarte important.
Champion 50 WP conc. 0,3%; Kocide 2000 | Tratamentul cu produse
2. Buton alb Patogeni bacterieni i micotici conc. 0,3%; Funguran OH conc. 0,3%; | cuprice se va administra
Oxicupron 50 PU conc. 0,3%; Super Champ | pand la deschiderea primei
conc. 0,2-0,3%; Zeama bordeleza conc. 0,5%. flori din inflorescenta.
Monilioza (Monilia spp.) Rovral 500 SC conc. 0,1%; Folicur Solo 250 | Daca este presiune mare de
Patarea rosie a frunzelor - Blumeriella jaapii, EW conc. 0,075% - 0,1%; Orius 25 EW conc. | infectie (precipitatii
ciuruirea frunzelor - Stigmina carpophila 0,1%; Odeon 720 SC conc. 0,15%; Score 250 | frecvente)
3 Tnceputul scuturarii EC conc. 0,02%; Systhane C conc. 0,1%; | Tratament foarte important.
’ petalelor Systhane Forte conc. 0,02%; Topsin M 70 conc.
0,1%; Bravo 500 SC conc. 0,15%.
Insecte defoliatoare, afide, etc. Fastac 10 EC conc. 0,015%; Decis Mega conc. | Numai daca este rezerva
0,015%; Supersect 10 EC conc. 0,03%; biologica.
Boli bacteriene si micotice Unul din fungicidele recomandate la | Se recomanda utilizarea
tratamentul 3. altor produse decat cele
folosite la  tratamentul
Cresterea fructelor si antel_’if)r., pentru ev_itarea
4. DR aparitiei fenomenului de
lastarilor . <
rezistenta.

Musca cireselor - Rhagoletis cerasi,
afide, minatoare, defoliatoare

Calypso 480 SC conc. 0,02%; Karate Zeon
conc. 0,015%; Laser 240 SC conc. 0,06%.

Daca este rezerva biologica
(fructe cu viermi in anul
trecut).
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Cresterea fructelor

Monilioza (Monilia spp.)

Teldor 500 SC conc. 0,08%; Rovral 500 SC
conc. 0,1%

Daca este cazul.

5. | (la7-8zle de;;a tratamentul | yiermele cireselor - Rhagoletis cerasi Laser 240 SC conc. 0,06%. Daci este rezervi biologica.
Patogeni micotici si bacterieni Topsin M 70 conc. 0,1%; Systhane C conc.
0,1%;
0. . Ce o
6-7. Dup recoltarea fructelor Systhane forte conc. 0,02%; Bravo 500 SC | Daca este rezerva biologica.
conc. 0,15%.
Paduchele din San —José (G1) Pyrinex Quick conc. 0,1%; Reldan 40 EC conc.
0,15%; Decis Mega conc. 0,015%.
s Pz}togem micoticl i Unul din produsele recomandate la tratamentele < .
8-9. In august Paduchele din San -José (G2) 6-7. Daca este nevoie.
< Tratament foarte important
10. Dupa caderea frunzelor Patogeni micotici si bacterieni Sulfat de cupru sau un alt produs pe bazd de

cupru.

pentru reducerea inoculului.
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TRATAMENTE APLICATE LA SPECIILE PIERSIC — CAIS

Tabelul 30

Moliile piersicului si caisului, vierme, afide,
defoliatoare, etc.

(Kumulus 80S conc. 0,3%; Microthiol sp.
conc. 0,3%, etc.)

Calypso 480 SC conc. 0,02%; Karate Zeon
conc. 0,015%; Fastac 10 EC conc. 0,02%;
Decis 25 EC 0,003%; Insegar 25 WP conc.
0,03%.

Nr. Fenofaza (perioada) Patogenul si/sau daunitorul Produse pestl.c lfle’ r.econ}andate Observatii
crt compatibile biologic
0 1 2 3 4
1 Unmflarea mugurilor Paduchi testosi, ouda de acarieni, afide, [ Confidor Oil SC 004 conc. 1,5%; Nuprid Oil | Tratament important
) defoliatoare, etc. 004 EC conc. 1.5%. pentru livezi batrane.
Patogeni bacterieni si micotici Fungicid cupric: Alcupral 50 PU conc. 0,3%; | Tratament important
Champion 50 WP conc. 0,3%; Kocide 2000 | pentru ciuruire S.
conc. 0,3%; Funguran OH conc. 0,3%; | carpophila si basicarea
Oxicupron 50 PU conc. 0,3%; Super Champ | frunzelor 7. deformans.
conc. 0,2-0,3%; Zeama bordeleza conc. 0,5%. | Tratamentul cu produse
cuprice se va administra
2. Buton roz A .
pand la  deschiderea
primei flori din
inflorescenta.
Forme hibernante de daunatori Idem Tratament 1 Daca nu s-a facut
tratamentul 1.
Bagicarea frunzelor -  Taphrina deformans, | Systhane C conc. 0,1%; Score 250 EC conc.
ciuruirea frunzelor - Stigmina carpophila, etc. 0,02%; Bravo 500 SC conc. 0,15%; Topsin
500 SC conc. 0,14%; Dithan M45 conc.
0,2%; Folpan 50 WP conc. 0,2%; Merpan 50
‘WP conc. 0,2%;
Fainarea piersicului - Sphaerotheca pannosa Bumper 250 EC conc. 0,03%; Shavit 250 EC Numai la soiurile
3. La scuturarea petalelor conc. 0,05% sau un produs pe bazd de sulf

sensibile la fainare
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La interval de 7-8 zile de

Basicarea frunzelor - Taphrina deformans

Numai la piersic, daca
ploua frecvent.

4.-5. la tratamentul 3 . o . . . Vezi Tratamentul 3. Se recomanda alternarea
u Moln.le piersicului §i caisului, vierme, afide, produselor pentru evitarea
defoliatoare, etc. fenomenului de rezistenta.
Boli micotice Unul din fungicidele recomandate la Daca este rezerva
6.7 Cresterea fructelor si Tratamentul 3. biologica.
© 7| lastarilor Paduchele din San José (G1), Pyrinex Quick conc. 0,1%; Reldan 40 EC | Numai la soiurile tarzii, in
alti paduchi testosi conc. 0,15%; Decis Mega conc. 0,015%. livezile batrane.
. N Teldor 500 SC conc. 0,08%; Rovral 500 SC | Lratament - preventiv
8. Inainte de recoltare Monilioza (pe fructe) o pentru diminuarea
conc. 0,1% . .
pierderilor.
~ ~ . , - . . Unul din insecticidele recomandate la Daca este rezerva
9. Dupa recoltare (august) Paduchele din S-José(G2), alti paduchi testosi Tratamentele 6-7. biologic.
10. Caderea frunzelor Tratament foarte
Boli bacteriene si micotice Sulfat de cupru sau un alt produs pe baza de 1rpp§)rtant pentrg
cupru. diminuarea rezervei
biologice.
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Tabelul 31
PROGRAM DE PROTECTIE FITOSANI' TARA LA szfPS UN

< DOZA /HA
FAZA FENOLOGICA $§I PATOGENII SI DAUNATORII DE PRODUSE DE UZ CON KG SAU L
PERIOADA COMBATUT FITOSANITAR C LA UN
APLICARII RECOMANDATE %
. TRAT.
0 1 2 3 4 5

1. Aparitia primelor frunze Putregaiul pielos al fructelor si coletului | Zeamd bordeleza sau un alt 0,5 5,0
(Phytophthora cactorum), patarea alba a frunzelor | fungicid cupric
(Mycosphaerella  fragariae) patarea purpurie
(Diplocarpon carliana) etc.

2. Putregaiul pielos al fructelor, patarea alba, patarea | Dithan M 45 sau 0,2 2,0

Aparitia inflorescentelor purpuric;

Acarianul cdpsunului (Tarsonemus fragariae), | Demitan 200 SC 0,07 0,7
acarianul rosu comun (Tetranychus urticae) etc.

3. Buton alb Putregaiul cenusiu (Botrytis cinerea), Topsin 500 SC sau 0,1 1,0

Chorus 75 WG sau 0,03 0,3
Score 250 EC 0,05 0,5

Putregaiul pielos al fructelor Aliette 80 WP 0,2 2,0
Gargarita  coletului  (Otiorhynchus  sulcatus), | Sinoratox 35 EC 0,1 1,0
gargarita florilor (Anthonomus rubi), afide.
Acarieni Demitan 200 SC 0,07 0,7

4. Inflorirea in masa Putregaiul cenusiu Teldor 500 SC 0,15 1,5
Putregaiul pielos al fructelor, patarea alba, Aliette 80 WP 0,2 2,0
Afide Mavrik 2 F 0,05 0,5
Acarieni Demitan 200 SC 0,07 0,7
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1 2 3 4 5
Primele fructe de marime normala
Putregaiul cenusiu al fructelor Teldor 500 SC 0.15 LS
Dupa cosire, la aparitia noilor frunze. Putregaiul pielos al fructelor, patari micotice Zeama bordeleza 0,5 5,0
sau un alt produs pe baza de cupru.
Sinoratox 5G 30-40kg/ha
Gargarita coletului Demitan 200 SC 0,07 0,7

Acarianul capsunului etc.
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Tabelul 32

COMPLEXUL DE TRATAMENTE APLICAT LA AVERTIZARE PENTRU
COMBATEREA PATOGENILOR SI DAUNATORILOR LA COACAZ SI AGRIS

Nr Faza fenologica Boala si daunatorul Denumirea comefcnala a C(:nc.
crt. produsului %o
0 1 2 3 4
Péaduchele din San-José (Quadraspidiotus perniciosus), oua de | Nuprid Oil SC 004
1. Repaus vegetativ afide, acarieni, oua de insecte defoliatoare, etc. 1,5
) Fainare (Sphaeroteca mors-uvae) Bumper 250 EC sau un produs pe 0.0
2 Inceputul infrunzitului baza de sulf ’
: (martie, dec. II-III)
Acarieni, omizi defoliatoare, etc. Daci este nevoie.
Téantarul frunzelor de coacaz (Dasineura tetensi Gl), cotarul | Nurelle D 0,075
agrisului (Abraxas grossulariata), afide (Cryptomyzus ribis, Aphis
. O schneideri, Aphis grossulariae),
3. Toti butonii liberi Fiinare  (Sphaeroteca  mors-uvae), —antracnoza frunzelor
(aprilie, decada III) (Pseudopeziza ribis ) etc. Topsin 70 PU sau 0,07
Bumper 250 EC 0,02
Viespea galbena a frunzelor (Nematus ribesii), tantarul frunzelor, | Calypso 480 SC 0,02
defoliatori +
50 % inflorire Faéinare, antracnoza. Topsin 70 PU 0,07
4. (aprilie, decada III)
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1 2 3 4
Sfredelitorul tulpinilor de coacaz (Synanthedon — Sesia | Nurelle D sau 0,075
50 % fructe legate tipuliformis) tantarul frunzelor (G2), +
(mai, decada II) Rugina (Cronartium ribicola, Puccinia caricina), fainare, | Topsin 70 PU 0,07
antracnoza, etc.
Sfredelitorul tulpinilor de coacaz, tantarul frunzelor, acarieni, Nurelle D sau 0,075
Talstar 10 EC 0,04
100 % fructe legate +
(mai, decada III) Rugina, fainare, antracnoza, etc. Systhane forte 0,1
Paduchele din San-José (G1), sfredelitorul tulpinilor de coacaz, | Calypso 480 SC 0,02
Colorarea primelor fructe (iunie, tantarul frunzelor (G3), +
dec. ) Fainare, rugind, antracnoza, etc. Bumper 250 EC 0,02
Péaduchele din San-José (G2), tantarul frunzelor, acarieni, Pyrinex Quick sau 0,1
Dupa recoltare Reldan 40 EC 0,15
(iulie-august) Rugina, fainare, antracnoza, etc. Systhane forte 0,1
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V.2. Metode curative de obtinere a plantelor pomicole

libere de virusuri

V.2.1 - Culturi ,,in vitro”

Cea mai importantd masura pentru limitarea impactului patogenilor
virali o reprezintd producerea de material saditor liber de virusuri.
Inmultirea prin metode clasice poate fi in unele situatii o cale de raspandire
a acestor virusuri, in schimb cultura de tesuturi este o cale sigurd pentru
obtinerea de plante sanatoase.

Aceasta activitate deosebit de complexa si costisitoare este de stricta
necesitate si include aplicarea unor metode rapide, sigure si de mare
sensibilitate pentru detectarea si eliminarea virusurilor.

Condusa in functie de anumiti parametrii specifici, cultura in vitro
poate sd asigure producerea de plante sanitoase. Esentiald este insa
optimizarea factorilor care influenteaza acest lucru. Principalii factori de
influentd 1n ceea ce priveste randamentul de plante virus free obtinute, sunt
reprezentati de genotip, virus, mediul de culturd si tipul de explant.
Componentele asupra carora se poate interveni sunt reprezentate de tipul de
explant si mediul de culturd (macroelemente, microelemente, vitamine,
balantd hormonala, etc). In cadrul balantei hormonale, citochininele au un
rol determinant chiar prin modul lor de actiune: au rol in organogeneza
directd, in procesele de regenerare adventivd a lastarilor si cresterea
acestora, realizand astfel si cresterea ratei de multiplicare.

Datoritda diviziunii intense a celulelor in meristem, exista o
competitie intre aceasta si particula virald pentru folosirea acizilor nucleici
sintetizafi. Acizii nucleici se pare ca sunt pusi la dispozitia diviziunii
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celulare in detrimentul multiplicarii virale. Alte explicatii precizeaza ca,
datoritd concentratiei ridicate de auxine si citochinine din apexurile
meristematice, penetrarea particulelor virale este opritd sau chiar are loc
inactivarea acestora (Quak, 1977). Meristemul excizat sufera un traumatism
puternic cu atdt mai puternic cu cat el este de dimensiuni mai mici. Acest
lucru a fost remarcat de Walkey si colab. la cires (1969). Astfel ritmul
diviziunii celulare in meristem este mult mai mare, decat ritmul replicarii
virusului. Este de asemenea tipic pentru fiecare specie sau genotip modul de
manifestare In functie de explantul folosit (Isac Maria, 1983).

In cercetarile efectuate la I.C.D.P. Pitesti-Maracineni, in cadrul
proiectului 52-165, au fost stabiliti parametrii optimi care sd conducad la
eficientizarea elimindrii virusurilor PPV, PDV si PNRSV prin culturi in
vitro.

Materialul biologic depistat pozitiv In urma testului viral a provenit
de la soiurile 'Pescarus', 'Silvia', 'Minerva', 'Diana', 'Centenar', 'Tuleu
timpuriu', 'Sarmatic', 'Dambovita’, 'Tuleu gras', 'Vinete de Italia'. Sursa de
explant a fost reprezentatd de muguri apicali recoltati de pe ramuri anuale
Explantele obtinute au avut doud dimensiuni: 0,6-0,7 mm si 0,2-0,3 mm.

Dezinfectia materialului biologic a constat in: spalare cu apa si
detergent lighid Tween 80 timp de 5 min; imersie in hipoclorit de calciu
Ca(OCl); conc. 6% timp de 20 min; imersie in alcool etilic 90 % timp
del0 min; trei clatiri In apa distilata si sterila.

Mediile de cultura au fost constituite pe baza componentelor
Murashige&Skoog (MS -1962), Lee & Fossard (LF - 1977), Quoirin &
Lepoivre (QL-1977) si Woody Plant Medium (Lloyd and McCown -1981).

Toate mediile au continut ca sursd de carbon organic 40g/l dextroza, 8 g I/l
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agar si 32 mg/l Na Fe EDTA. Balanta hormonala a fost asigurata in fucntie
de fazele de cultura, rezultand variantele din tabelul 32.

Dupa inoculare culturile in vitro au fost mentinute la T = 22-24°C si
fotoperioada de 16 ore lumind / 8 ore Intuneric.

Prezenta virusurilor PPV, PDV si PNRSV a fost evaluata prin metoda
TAS-ELISA (Triple-Antybody Sandwich Enzymes Linked Immunosorbent
Assay), dupd protocolul de lucru Clark si Adams (1977). Testérile virale au
fost efectuate in doud faze: la alegerea materialului biologic, fiind deci

selectat sortimentul amintit, si dupa faza de inradacinare.

Tabelul 32.
Variantele experimentale

Varianta Mediul de Faza de diferentiere
baza Vitamine Regulatori de crestere
GA; IBA
V1 MS MS 0,3 mg/l 0,01 mg/1
V2 LF LF 0,3 mg/l 0,01 mg/1
V4 QL Walkey, 1972 0,3 mg/l 0,01 mg/1
V4 WPM WPM 0,3 mg/l 0,01 mg/1
Faza de multiplicare
GA; BAP IBA
Vi MS MS 0,5 mg/l 1 mg/l 0,1 mg/l
V2 LF LF 0,5 mg/l 1 mg/l 0,1 mg/l
V3 QL Walkey, 1972 0,5 mg/l 1 mg/l 0,1 mg/l
Faza de inraddcinare
GA; IBA ANA
V1 LF Walkey 1972 0,1 mg/l 1,5 mg/l -
V2 LF Walkey, 1972 0,1 mg/l - 1,5 mg/l

Evolutia explantelor cultivate in vitro a fost diferitd in functie de
cativa factori:

1. Mediul de cultura: cele mai bune rezultate au fost obtinute pe
varianta V2 cu o medie de 83,25% explante diferentiate si pe V3, cu o

medie de 70,50% explante diferentiate. Mediile de cultura V1 cu 24,75% si
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V4 cu 3,25% nu au asigurat conditii adecvate pentru diferentiere la
majoritatea soiurilor luate in studiu.

2. Marimea explantului, a avut o influentd importantd in ceea ce
priveste capacitatea regenerativa. Datele prezentate 1n tabelul 33,
demonstreaza ca in functie de marimea explantului au fost inregistrate
diferente semnificative.

Tabelul 33

Nivelul de diferentiere al explantelor (%) dupa 4 saptaméani de cultura

Nr Soiul Marimea Mediul de cultura
crt explantului (mm) Vi V2 V3 V4
1 | Pescarus 0.2-0.3 0 30,00 25,00 0
0.6-0.7 12,50 95,00 70,00 10,00
2 | Silvia 0.2-0.3 0 20,00 10,00 0
0.6-0.7 5,00 62,50 60,00 0
3 | Minerva 0.2-0.3 5,00 25,00 10,00 0
0.6-0.7 20,00 80,00 70,00 12,50
4 | Diana 0.2-0.3 10,00 27,50 10,00 0
0.6-0.7 25,00 82,50 70,00 0
5 | Centenar 0.2-0.3 0 32,50 12,50 0
0.6-0.7 10,00 70,00 60,00 0
6 | Tuleu timpuriu 0.2-0.3 15,00 32,50 12,50 0
0.6-0.7 25,00 80,00 62,50 0
7 | Sarmatic 0.2-0.3 7,50 45,00 17,50 0
0.6-0.7 40,00 90,00 82,50 0
8 | Dambovita 0.2-0.3 5,00 37,50 15,00 0
0.6-0.7 27,50 87,50 70,00 0
9 | Tuleu gras 0.2-0.3 10,00 45,00 17,50 0
0.6-0.7 37,50 90,00 80,00 5,00
10 | Vinete de Italia 0.2-0.3 10,00 47,50 20,00 0
0.6-0.7 45,00 95,00 80,00 5,00
Medie diferentiere/ 0.2-0.3 6,25 34,25 15,00 0
sortiment
Medie diferentiere/ 0.6-0.7 24,75 83,25 70,50 3,25
sortiment
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Valorile aratd ca cele mai bune rezultate au fost obtinute la
explantele cu marime de 0,6-0,7 mm care au inregistrat 24,75% explante
diferentiate pe V1, 83,25% pe V2, 70,50% pe V3 si 3,25% pe V4. O scadere
substantiald a capacitatii regenerative s-a inregistrat la explantele cu
dimensiuni de 0,2-0,3 mm: 6.25 % pe V1, 34,25 % pe V2, 15 % pe V3. La
dimensiunea explantului cuprinsa intre 0,2-0,3 mm s-a intalnit si situatia in
care nu a diferentiat niciun explant i anume pe varianta de mediu V4.

3. Soiul a avut o mare influentd in capacitatea regenerativd a
meristemelor. In aceleasi conditii: varianta mediului de cultura (V2),
marimea explantului (0,6-0,7 mm) soiurile 'Vinete de Italia' si 'Pescarus', au
inregistrat valori de 95 % plante regenerate comparativ cu soiul Centenar cu
80% plante regenerate si 'Silvia' cu un procent de 62,5 % plante regenerate.

Rezultatele obtinute in faza de multiplicare aratd ca mediul de

cultura si soiul au influenta si capacitatea de multiplicare (figura 16).
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Fig. 16. — Rata de multiplicare pe diferite medii de cultura
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Cea mai buna multiplicare au inregistrat soiurile 'Vinete de Italia' si
'Pescarus' cu o medie de 2,9 (V2), 2 (V3)si 1,7 (V1) (figura 17).

Dupa 4 subculturi, plantele au fost transferate pe mediu de
inrddacinare pe doud variante V1 si V2. Efectul balantei hormonale a fost
diferit. Cel mai bun mediu de inrddacinare a fost mediul de culturd Lee
Fossard cu 1,5 mg/l IBA (V1) care a inregistrat o medie /sortiment de
88,6% plante inradacinate cu 95% pentru soiul 'Sarmatic' si 82,8% plante

inradacinate pentru soiul "Tuleu timpuriu'.
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Fig. 17. Procentul (%)de inradicinare la soiurile de prun

Cand mediul de culturd a fost suplimentat cu ANA (1,5 mg/l) a fost

inregistrata o mica capacitate de inrddacinare intre 20 si 64,2% (figura 18).
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Dupa faza de inradacinare plantele obtinute au fost testate prin
metoda  TAS-ELISA (Triple-Antybody Sandwich Enzymes Linked
Immunosorbent Assay).

Analiza datelor din figura 18 si figura 19 arata diferente datorate
marimii explantului. Explantele de 0,2-0,3 mm au stabilit rezultate mai bune

comparativ cu explantele de 0.6-0.7 mm.
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Fig. 18. Media (%) plante libere de virusuri dupa micropropagare

provenite din explante cu dimensiuni de 0,6-0,7 mm

Astfel numarul plantelor obtinute, libere de infectie, la meristemele
de 0,2-0,3 mm a fost de 53,6% pentru PPV, 41,3% pentru PDV si 58,9%
pentru PNRSV. Numarul plantelor obtinute, libere de infectie, la
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meristemele de 0,6-0,7 mm a fost de 63,65% pentru PPV, 48,64% pentru
PDV'si 68,97% pentru PNRSV.
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Fig. 19. Media (%) plante libere de virusuri dupa micropropagare

provenite din explante cu dimensiuni de 0,2-0,3 mm

V.2.2. Termoterapia

Acest procedeu este practicat din vremuri stravechi, chiar daca cei
care il practicau In mare parte nu stiau si de ce fac acest lucru. Semintele
plantelor erau expuse la soare, beneficiind astfel de efectele caldurii si de
radiatii pentru eliminarea unor agenti patogeni. Temperatura si durata
tratamentului depind de cuplul gazda-parazit. Expunerea plantelor la

temperaturi inalte duce la inactivarea patogenului sau inhibarea

119



multiplicarii, astfel incat tesuturile care apar in timpul expunerii la
tratament sa fie libere de virus. Plantele care au trecut prin tratamentul
termic sunt supuse testarilor incd doi ani pentru a avea siguranta unui
material sinitos. In pomiculturd, aceastd metodd de obtinere a plantelor
virus free se utilizeaza cu succes inca din anii 1957, 1959, 1960, 1962 si
incercdrile 1i apartin lui Nyland care elimind virusurile Cherry ring mottle

si Plum stunt prin tratament la 38°C timp de 14 zile.

V.2.3. Chimioterapia

Primele cercetari s-au facut la micoplasme. Rezultate referitoare la
inhibarea simptomelor si chiar multiplicarea simptomelor la virusuri au fost
obtinute prin utilizarea a diferiti agenti chimici: nitrat de cobalt, bicromat de
potasiu sau fluorida de amoniu (Christoff, 1958), pentru PPV sau solutie de
nitrat de cobalt si bicormat de potasiu (Pop, 1959). Minoiu (1976) reuseste
sa elimine unele virusuri termorezistente cum ar fi ASPV, Spy 27 epinasty
and decline, ASGV si Pear vein yellows prin administrarea antibioticului
tetraciclind. Unele produse, exemplu ribavirinul, au dat rezultate bune prin

asociere cu culturile de tesuturi (Cassells si colab., 1980).
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