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Abstract: Prune dwarf, Prunus necrotic ring spot and Apple chlorotic 

leaf spot are spread in many species belonging to Prunus genus such as: plum, 
apricot, peach, sweet cherry and others and causes great damages. One way to 
prevent PPV infections is represented by ,,virus free” material production. For 
this goal at the Researche Institute for Fruit Growing  Piteşti there were 
developed many  researches that used especially DAS-ELISA technology and 
tissue cultures. The biological material used for experiments was represented 
by meristems of buds from Tuleu gras and Anna Späth (plum), Stella, Superb 
and Van (sweet cherry), Ilva and Nana (sour cherry). The experiments followed 
to establish  the optimal parameters to obtain the ,,virus free” material 
depending on virus type and hormonal balance, culture number (transfer 
number in the  multiplication phase) and the explants size. 

INTRODUCERE 
PDV, PNRSV şi ACLSV sunt virusuri care produc pagube importante la speciile 

sâmburoase. Preda (1999), arată că numărul de pomi înmulţiţi în pepinieră infectaţi cu 
virusul ACLSV, se poate situa la un procent care poate ajunge până la 2,1%. Cheia 
măsurilor preventive în lupta împotriva acestora o reprezintă înfiinţarea de plantaţii 
sănătoase, cu material săditor liber de virusuri. Diagnosticarea corectă este un pas crucial 
în prevenirea răspândirii infecţiei prin altoire.  

Pornind de la aceste considerente, în lucrarea de faţă s-a făcut uz de metoda de 
diagnostic DAS – ELISA, metodă ce este recomandată ca fiind sensibilă, sigură şi rapidă 
pentru detectarea virusurilor, comparativ cu testele biologice care necesită timp 
îndelungat, volum mare de muncă şi spaţii specifice (Van der Meer– 1986). În acelaşi 
timp este şi o metodă relativ ieftină comparativ cu PCR (Paunovic ş.a. – 2004) şi poate 
fi folosită cu succes la testele care nu impun analize moleculare în vederea identificării 
suşei specifice. În ceea ce priveşte devirozarea, dintre metodele utilizate, cultura de 
meristeme rămâne totuşi metoda cea mai avantajoasă, ţinând cont de faptul că pe lângă 
scopul în sine: obţinerea de material săditor liber de virusuri, se realizează şi o sporire a 
cantităţii de material prin multiplicarea acestuia în cultură ,,in vitro”. În aplicarea metodei 
de eliberarea de virusuri a materialului infectat trebuie însă ţinut cont de parametrii optimi 
care să ducă la o bună eficienţă având în vedere faptul că o serie de factori influenţează 
reuşita acestui proces: mărimea explantelor (Deogratias– 1987), numărul de subculturi 
şi balanţa hormonală.  
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Lucrarea de faţă îşi propune stabilirea unor soluţii atât pentru testarea rapidă a 
materialului biologic din verigile de înmulţire cât şi eliberarea de agenţi patogeni de tip 
viral prin cultura de meristeme. 

MATERIAL ŞI METODĂ 
a) Testarea virotică 
Metoda utilizată a fost  DAS – ELISA (după Clark şi Adams – 1977). Testarea s-

a efectuat în două faze:  
I – înaintea înfiinţării culturilor ,,in vitro”, caz în care  antigenul a fost obţinut din 

frunze recoltate  de la plantele  donor de muguri din care au fost obţinute meristeme; 
II – în timpul desfăşurării culturilor ,,in vitro” după fazele de multiplicare, 

antigenul fiind obţinut în acest caz din lăstari adventivi formaţi în tufele multiplicate. 
Antiserurile utilizate au provenit  de la firmele BIORAD şi BIOREBA 
 
b) Cultura  de meristeme 
Materialul biologic folosit pentru înfiinţarea culturilor ,,in vitro”  a fost reprezentat 

de  meristeme  de la soiurile Anna Späth şi Tuleu gras (prun), Stella, Superb şi Van 
(cireş), Ilva şi Nana (vişin). 

Mediul de cultură  s-a bazat pe două variante: 
-V1 = componentele de bază ale mediului MBO + BAP = 1 mg/l + AIB = 0,1 

mg/l; 
-V 2 = componentele de bază ale mediului MBO + BAP = 1 mg/l 2iP = 0,1 mg/l 

+ Kin = 0,1 mg/l + AIB = 0,1 mg/l; 
Condiţiile  asigurate  culturilor au  constat în: T = 22-24 C şi fotoperioadă de 16 

ore lumină şi 8 ore întuneric. 

REZULTATE ŞI DISCUŢII 
a) Testarea serologică a materialului biologic iniţial 
Prima testare a scos în evidenţă prezenţa infecţiilor virale la toate soiurile 

analizate (Tabelul 1). Infecţia cu PDV a fost depistată la soiurile Anna Späth şi 
Tuleu gras (prun), Superb (cireş) şi Ilva (vişin). Soiurile de vişin Ilva şi Nana, au 
avut reacţie pozitivă la virusul PNRSV, remarcând şi faptul că soiul Ilva s-a 
dovedit a fi infectat şi cu PDV. Virusul ACLSV  a fost  depistat numai la soiurile  
de cireş Stella şi Van. 

 
Tabelul 1 

Reacţia materialului biologic luat în studiu faţă de infecţiile virale 
 

Specia/soiul PDV PNRSV ACLSV 

Prun    

Anna Späth + - - 

Tuleu gras + - - 
Cireş    
Stella - - + 

Superb + - - 

Van - - + 
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Specia/soiul PDV PNRSV ACLSV 

1 2 3 4 

Vişin    
Ilva + + - 

Nana - + - 

 
Notă: + = reacţie pozitivă 
          - = reacţie negativă 
 
b) Eliberarea de virusuri în funcţie de mărimea explantelor 
În acest scop au fost analizate  toate soiurile luate în studiu pe două 

categorii de mărimi de explante  0,1 şi 0,2 – 0,3 mm. Urmărind datele din tabelul 
2  se constată, în general, un grad variabil al infecţiilor virale (între 2,8 şi 20 %) 
după parcurgerea  ,,in vitro” a fazelor de diferenţiere şi multiplicare. 

 
Tabelul 2 

Infecţia cu virusuri apreciată prin testul ELISA la soiurile 
testate în funcţie de mărimea explantelor folosite  la cultura ,,in vitro” 

 

Specia/ 
Soiul 

Dimensiuni 
explant 
(mm) 

Virusul Nr. plante 
controlate 

Nr. plante 
infectate 

(+) 

% 
plante 

infectate (+) 

Prun      
Anna Späth 0,1 PDV 30 2 6,6 

 0,2-0,3 PDV 30 5 16,6 

 Martor neinfectat 
0,2-0,3  10 0 0 

Tuleu gras 0,1 PDV 30 2 6,6 
 0,2-0,3 PDV 32 4 12,5 

 Martor neinfectat 
0,2-0,3  10 0 0 

Cireş      
Stella 0,1 ACLSV 30 0 0 

 0,2-0,3 ACLSV 35 3 8,6 

 Martor neinfectat 
0,2-0,3  10 0 0 

Superb 0,1 PDV 35 1 2,9 
 0,2-0,3 PDV 30 3 10 

 Martor neinfectat 
0,2-0,3  10 0 0 

Van 0,1 ACLSV 30 1 3,3 
 0,2-0,3 ACLSV 33 6 18,1 

 Martor neinfectat 
0,2-0,3  10 0 0 

Vişin      
Ilva 0,1 PDV 30 1 3,3 

 0,2-0,3 PDV 35 7 20,0 

 Martor neinfectat 
0,2-0,3  10 0 0 

 0,1 PNRSV 34 2 5,9 
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Specia/ 
Soiul 

Dimensiuni 
explant 
(mm) 

Virusul Nr. plante 
controlate 

Nr. plante 
infectate 

(+) 

% 
plante 

infectate (+) 

 0,2-0,3 PNRSV 36 3 8,3 

 Martor neinfectat 
0,2-0,3  10 0 0 

Nana 0,1 PNRSV 35 1 2,8 
 0,2-0,3 PNRSV 35 5 14,3 

 Martor neinfectat  
0,2-0,3  10 0 0 

 Notă: * =  determinările au fost făcute după prima subcultură.  
 

Se remarcă faptul că la explantele cu dimensiuni mai mici, respectiv 0,1 
mm, s-a realizat un grad mai mare de eliberare de virus a materialului infectat, 
respectiv între 0 şi 6,6 % plante infectate faţă de explantele cu dimensiuni 
cuprinse între 0,2 – 0,3 mm la care s-a înregistrat un grad de infecţie cuprins între 
8,3 – 20 %.  

c) Influenţa numărului de repicări (subculturi) asupra devirozării 
Pentru a determina influenţa numărului de repicări (subculturi) experienţele 

au fost  desfăşurate cu un lot de plante provenite din explantele de 0,2 – 0,3 mm, 
pe parcursul a 10 subculturi. 

Testele au fost făcute cu lăstari din fiecare tufă obţinută după multiplicare. 
Urmărind figurile 1, 2 şi 3 se constată că, pe măsură ce numărul de 

subculturi creşte, gradul infecţiilor virale se micşorează indiferent de mediul de 
cultură, chiar dacă această scădere nu evoluează de o manieră identică la toate 
soiurile şi virusurile luate în studiu. 
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Fig. 1. Gradul de infecţie cu virusul ACLSV la microbutaşii soiului Van cultivat in vitro în 
funcţie de subcultura şi mediul de multiplicare 
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În afara diminuării gradului de infecţie virală, odată cu subcultura, s-a 
înregi

rii

 
 
 

Fig. 2. Gradul de infecţie cu virusul PDV la microbutaşii soiului Ilva cultivat  
in vitro în funcţie de subcultura şi mediul de multiplicare 
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Fig. 3. Gradul de infecţie cu virusul PNRSV la microbutaşii soiului Nana cultivat  
in vitro în funcţie de subcultura şi mediul de multiplicare 
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strat o reducere a intensităţii coloraţiei în eşantioanele pozitive. Este 
cunoscut faptul că această intensitate este proporţională cu coloraţia de virus, fapt 
ce a menţinut utilizarea la testul ELISA a raportului: cantitate de material vegetal 
testat/ volum de tampon de 1 g material / 4 ml tampon.  

d) Influenţa balanţei hormonale asupra deviroză  
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Evoluţia gradului de infecţie cu virusuri deşi are tendinţă asemănătoare  pe 
cele două variante de mediu, nu este identică (fig. 1,2,3). Se remarcă procentul de 
butaşi infectaţi, mai mare pe varianta 1 de mediu, comparativ cu  varianta 2 de 
mediu. La soiul Ilva infectat cu PDV  pe varianta de mediul 2 începând cu a 6- a 
subcultură se observă că plantele au fost devirozate în totalitate, în timp ce pe 
varianta de mediul 1 eliberarea totală de infecţia virală începe abia după 
subcultura a 8-a. Soiul Nana infectat cu PNRSV începând cu subcultura a 8-a de 
pe varianta de mediu 2 are toate plantele libere de virus. Pe varianta de mediu 1 
începând cu subcultura a 8-a se constată o evoluţie constantă înregistrându-se 
până la sfârşitul celor 10 subculturi 4 % lăstari infectaţi. O situaţie identică se 
întâlneşte şi în cazul soiului Van infectat cu ACLSV , pe varianta de mediu 1(4% 
lăstari infectaţi începând cu subcultura a 8-a). Pe varianta de mediu 2 se cunoaşte 
o devirozare completă faţă de infecţiile cu ACLSV  la  a 10-a subcultură. 

CONCLUZII 

1. Cu cât dimensiunile explantelor sunt mai mici (păstrând pe cât posibil 
puterea de regenerare - 0,1 mm) cu atât şi devirozarea este mai eficientă 
comparativ cu situaţia când se folosesc în acest scop meristeme cu dimensiuni mai 
mari (0,2 – 0,3 mm). 

2. Există posibilitatea de eliminare a infecţiilor virale chiar la dimensiuni 
ale explantelor  de 0,2 – 0,3 mm situaţie  în care se impune utilizarea unor medii 
de multiplicare bogate în citochinine. 

3. Varianta 2 de mediu de cultură accelerează scăderea gradului de infecţie 
virală. Compoziţia acestui mediu, bogată în hormoni vegetali, respectiv în 
citochinine, nu face decât să confirme ipoteza, cea mai admisă în prezent, 
conform căreia, cu cât multiplicarea  celulară este mai intensă, cu atât şansele de 
eliberare virală sunt mai mari. 

4. În condiţiile date devirozarea a fost mai eficientă faţă de virusul PDV  
comparativ cu virusurile ACLSV şi PNRSV. 
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