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In vitro culture of entire or fragmented meristem explants having 0.2 
mm, 0.5 mm and 1 mm size and prelevated from the apical bud of vinifera 
genotype Feteasca Neagra, was applied in order to eliminate viruses causing 
grapevine leafroll and fanleaf. 

As far as ultrastructural studies continue to hold a special place in 
defining the virus-host plant relationship, and some modifications of the cell 
organites may have a diagnostic value, the regenerated plant selection was 
made by using ultramicroscopic analysis. The plants regenerated from 
fragmented meristematic explants having a dimension of 1 mm presented all 
the cells as having thick cytoplasm with a grainy aspect, but also cells 
presenting blade-like shapes developing as myelinic shapes, multivesicle 
shapes and lots of endoplasmic reticule contours. 

Both 80% - 90% of the plants regenerated from entire meristematic 
explants of 0.2 mm size prelevated from the apical meristem as well as from the 
1st and the 2nd axillary bud of the mother plants infected by the leafroll virus, 
and 50%-80% of the plants prelevated from the apical meristem and only from 
the 1st axilary bud of the mother plants infected by the fanleaf virus showed 
normal ultrastructural aspects characteristic for the virus-free plants. 

The plants regenerated from meristematic tissues representing the 
apical pitch and a leaf primordial (0.5 mm size) isolated from the apex and 
the 1st axillary bud, when fragmented, they showed quite high percentage of 
virus-free plants: 20% - 40% for the fanleaf virus and 30% - 60% for the 
virus determining leafroll, depending on the genotype.    The efficiency of the 
method increases by more than 20% when the explants are isolated at the 
level of the apex. 

Plant regeneration from leaf explants by direct adventive organogenesis 
(without differentiation of callus tissue generating genetic variability) induced 
the obtention of virus-free plants in a rate of 11.11% - 25% when using leaf 
explants of 0.5 and 1 mm, not fragmented. When fragmentation is applied, the 
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efficiency of the method is neatly higher, determining a percentage of virus-free 
plants of 100% for the virus causing leafroll. 

Keywords: Vitis, grapevine viruses, plant tissue culture, shoot tips, axillary 
buds, ultrastructural modifications, leafroll, fanleaf. 

Reabilitarea sectorului de producere a materialului sãditor viticol conform 
normelor UE prin utilizarea unor tehnici si tehnologii moderne de devirozare,  
înmultire si selectie constituie o problemã de actualitate pentru viticultura 
româneascã. 

Tãrile care fac parte din Comunitatea Europeanã nu pot comercializa 
materialul sãditor viticol, decât dacã acesta rezultã în urma selectiei clonale si este 
testat la bolile virotice (material viticol Certificat). În paralel cu selectia geneticã a 
soiurilor, au devenit obligatorii selectia acestora din punct de vedere sanitar, 
multiplicarea si comercializarea descendentelor clonale numai dacã sunt libere de 
virusuri, [6], si în special de virusurile scurt-nodãrii si rãsucirii frunzelor [1]. 

Aceste virusuri cauzeazã tulburãri metabolice, slãbesc vigoarea de crestere, 
perturbã functionalitatea organelor de reproducere si diminueazã substantial 
randamentele de productie [2, 5, 1]. 

Cu toate ca in prezent tehnicile moleculare constituie  instrumente 
importante de selectie, studiile ultrastructurale continua sa ocupe un loc special in 
definirea relatiei virus – planta gazda, intrucat anumite modificari ale organitelor 
celulare tind sa aiba valoare de diagnostic. (3, 4). 

In aceasta lucrare este prezentata o metoda rapida si eficienta de devirozare 
si selectie a plantelor infectate cu cele doua virusuri, care se bazeaza pe analiza 
ultrastructuralã a plantelor regenerate prin cultura in vitro a explantelor 
meristematice de diferite dimensiuni, prelevate din zona apicala a lastarilor 
infectati cu cele douã virusuri.  

MATERIAL ŞI METODĂ 
Plante donor de vitã de vie, Vitis vinifera cv.Feteasca neagrã, prezentând 

simptome caracteristice virusurilor rãsucirii frunzelor si scurt-nodãrii , indexate si testate 
serologic ca fiind pozitive pentru prezenta virusurilor Grapevine leafroll (GLRaV-3) si 
Grapevine fanleaf (GFLF) au fost pãstrate în vase de vegetatie si utilizate ca sursã de 
explante.  

Explantele initiale au fost reprezentate prin tesuturi meristematice întregi si 
fragmentate cu dimensiunea de 0.2 mm, 0.5 mm si 1 mm prelevate din mugurele apical 
si din primii doi muguri axilari precum si din explante foliare cu dimensiunea de 0.5 mm 
si 1 mm, întregi si fragmentate, prelevate din mugurele apical. Explantele au fost 
inoculate pe medii de culturã sterilizate prin autoclavare la 121° C si 1 atm. si 
repartizate în vase de cultura sterile.  

Componentele mediilor utilizate au fost asigurate in cadrul urmãtoarelor variante: 
1. Cultura de explante meristematice intregi 
Culturile au fost stabilite si multiplicate pe mediul Murashige& Skoog (1962) 

suplimentate cu 2.25 mg/l BAP si 0.25 mg/l ANA si solidificate cu 8g/l agar. 
2. Cultura de explante meristematice fragmentate 
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Culturile au fost stabilite pe mediul lichid Raymond & Cheé (1982) aditionat cu 2 
mg/l BAP. Diferentierea si multiplicarea lãstarilor din muguri adventivi au fost realizate 
pe acelasi mediu de bazã, solidificat cu 8 g/l agar. 

3. Cultura de explante foliare 
Inducerea mugurilor adventivi a fost realizatã pe mediul de bazã Murashige & 

Skoog (1962) suplimentat cu 1.5 mg/l BAP, 0.2 mg/l AIA si 40 mg/l adenine sulphate. 
Multiplicarea lãstarilor diferentiati a fost realizatã prin cultura succesivã a 

explantelor nodale la interval de 30 – 45 zile pe acelasi mediu de bazã în care AIA a 
fost înlocuit cu Thidiazuron. 

Pentru studiu electronomicroscopic probele au fost prefixate intr-o solutie de 3% 
glutaraldehidã in tampon cacodylate si postfixate intr-o solutie 2% de tetraoxid de 
osmiu in 0.05M cacodylate buffer. Dupã deshidratare in serii de etanol finalizatã in oxid 
de propilen, probele au fost incluse in EPON 812. Sectiunile ultrafine au fost realizate la 
un ultramicrotom LKB , contrastate conform tehnicii Reynolds (1963) cu citrat de plumb 
si acetat de uranil si vizualizate la un microscop electronic TESLA BS 500. 

REZULTATE ŞI DISCUŢII 
Cele mai frecvente modificãri evidentiate la nivel ultramicroscopic la 

plantele cu grade diferite de devirozare au fost urmãtoarele: 
In celulele plantelor regenerate de la primul mugure axilar, la majoritatea 

plantelor decelate ca fiind infectate cu virusul rasucirea frunzelor sunt evidentiate 
grupuri de celule parenchimatice cu structura modificata in sensul prezentei a 
numeroase vacuole, de diferite dimensiuni, provenite prin dezorganizarea unor 
organite celulare, ca plastide si mitocondrii. In celulele xilematice exista 
numeroase elemente fibrilare, dispuse in manunchiuri. 

In cazul plantelor regenerate de la al doilea mugure axilar la plantele 
bolnave, cele mai frecvente modificãri au fost observate in celulele parenchimatice 
vecine placii ciuruite unde se remarca frecventa microfilamentelor în mãnunchiuri 
sau rãspândite randomic si a unor corpi multiveziculari (fig.1). 

 
Figura 1. Sectiune traversalã print-o placã ciuruitã 

 
In celulele xilematice sunt de asemenea prezente microfibrile in 

mãnunchiuri, formatiuni cristaloide electron-dense si microveziculare iar in unele 
cezuri pot fi observate microfilamente rãspandite randomic in citoplasmã la 
plantele regenerate din meristeme de 0.5 mm. 
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In ce priveste plantele regenerate prin metoda meristemelor fragmentate, 
alãturi de celule parenchimatice cu structura aparent normalã se afla celule lipsite 
de continut sau încãrcate cu microfilamente si microcorpusculi rãspanditi 
randomic.  

Acestea au fost observate în special în cazul plantelor regenerate din 
explante meristematice cu dimensiunea de 1 mm. 

Aspecte asemãnãtoare se regãsesc, în mare parte la plantele regenerate din 
meristemul izolat din mugurii axilari în cazul unor plante afectate de scurt-nodare. 
Unele celule parenchimatice sunt lipsite de continut si sunt prezente în schimb 
elemente microfibrilare în timp ce alte celule au citoplasma rarefiatã, iar elementele 
de reticul tind sã se grupeze in spatiul perinuclear, aspect caracteristic infectiilor cu 
virusul scurt nodarii (fig. 2). 

 
Figura 2. Grup de celule parenchimatice cu modificãri specifice infectiilor virale 
 
In ce priveste restul organitelor, în special plastidele evidentieazã modificari 

majore, constând in contur ondulat, sistem lamelar modificat, granule de amidon 
voluminoase si stroma electron densã. 

In celulele vitroplantelor regenerate din explante meristematice fragmentate 
recoltate din mugurele apical, pe lângã plante cu celule la care ultrastructura nu 
prezintã altarari vizibile la nivelul nucleului (la dimensiunea explantului de 0.2 
mm), au fost identificate plante cu celule cu numeroase formatiuni veziculare si cu 
elemente de reticul endoplasmic in spatiul perinuclear, aspecte ce pot fi asociate cu 
prezenta particulelor virale GFLV (la dimensiuni mai mari de 0.2 mm) (fig. 3). 

 
Figura 3. Formatiuni veziculare în zona perinuclearã 
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80% - 90% din plantele regenerate din explante meristematice întregi de 0.2 
mm prelevate din meristemul apical, precum si din primul si al doilea mugure 
axilar de la plantele mamã infectate cu  virusul rãsucirii frunzelor, precum si 50% - 
80% din plantele prelevate din meristemul apical si din primul mugure axilar de la 
plantele mamã infectate cu  virusul scurt-nodãrii au evidentiat aspecte 
ultrastructurale normale, caracteristice plantelor libere de virusuri (fig.4). 

 
Figura 4. Celule parenchimatice cu structurã normalã 

 
Plantele regenerate din tesuturi meristematice formate din domul apical si o 

primordie foliarã (0.5 mm dimensiune) izolate din apex si primul mugure axilar, în 
conditiile fragmentãrii au evidentiat procente ridicate de devirozare:  20% - 40% 
pentru virusul scurt-nodãrii si 30% - 60% pentru virusul care determinã rãsucirea 
frunzelor. Eficienta metodei creste cu peste 20% în conditiile izolãrii explantelor de 
la nivelul apexului. 

Regenerarea plantelor din explante foliare prin organogenezã adventivã 
directã (fãrã diferentiere de tesut calusal generator de variabilitate geneticã) a indus 
devirozarea plantelor în proportie de 11.11% - 25% în conditiile utilizãrii 
explantelor foliare de 0.5 si 1 mm, nefragmentate. In conditiile fragmentãrii, 
eficienta metodei este net superioarã determinând un procent de devirozare de 
100% pentru virusul care determinã rãsucirea frunzelor. 

CONCLUZII 
Dimensiunea si natura explantelor utilizate în regenerarea plantelor au avut o 

influentã foarte mare asupra gradului de devirozare. 80 – 90% dintre plantele 
testate au prezentat un aspect ultrastructural normal, în conditiile regenerãrii 
plantelor din explante meristematice prelevate din mugurele apical care au fost 
alcãtuite numai din domul meristematic (0.2 mm). Regenerarea plantelor din acest 
tip de explant este însã foarte dificilã, rata de regenerare fiind micã. 

Detasarea si cultivarea in vitro a unor meristeme de dimensiuni mai mari 
(0.5 mm si 1 mm) cu una sau douã primordii foliare, au crescut probabilitatea 
prezentei virusurilor si la nivelul vârfurilor de crestere cu 20 – 30%. 

Rezultate încurajatoare (peste 50% din plante devirozate) au fost obtinute în 
conditiile fragmentãrii explantelor meristematice, în special la dimensiunea de 
0.5 mm. 
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