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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 Pitesti 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 Spdth (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 si ACLSV sunt virusuri care produc pagube importante la speciile
samburoase. Preda (1999), aratd ca numarul de pomi inmultiti in pepiniera infectati cu
virusul ACLSV, se poate situa la un procent care poate ajunge pana la 2,1%. Cheia
masurilor preventive in lupta impotriva acestora o reprezintd infiintarea de plantatii
sandtoase, cu material saditor liber de virusuri. Diagnosticarea corectd este un pas crucial
in prevenirea raspandirii infectiei prin altoire.

Pornind de la aceste considerente, in lucrarea de fata s-a facut uz de metoda de
diagnostic DAS — ELISA, metoda ce este recomandata ca fiind sensibila, sigura si rapida
pentru detectarea virusurilor, comparativ cu testele biologice care necesitd timp
indelungat, volum mare de munci si spatii specifice (Van der Meer— 1986). In acelasi
timp este si 0 metoda relativ ieftina comparativ cu PCR (Paunovic s.a. — 2004) si poate
fi folosita cu succes la testele care nu impun analize moleculare in vederea identificarii
susei specifice. In ceea ce priveste devirozarea, dintre metodele utilizate, cultura de
meristeme ramane totusi metoda cea mai avantajoasd, tinand cont de faptul cd pe langa
scopul in sine: obtinerea de material saditor liber de virusuri, se realizeaza si o sporire a
cantitatii de material prin multiplicarea acestuia in culturd ,,in vitro”. in aplicarea metodei
de eliberarea de virusuri a materialului infectat trebuie insa tinut cont de parametrii optimi
care s duca la o buna eficienta avand in vedere faptul ca o serie de factori influenteaza
reugita acestui proces: marimea explantelor (Deogratias— 1987), numarul de subculturi
si balanta hormonala.
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Lucrarea de fatd isi propune stabilirea unor solutii atit pentru testarea rapida a
materialului biologic din verigile de inmultire cat si eliberarea de agenti patogeni de tip
viral prin cultura de meristeme.

MATERIAL S| METODA

a) Testarea virotica

Metoda utilizata a fost DAS — ELISA (dupa Clark si Adams — 1977). Testarea s-
a efectuat in doua faze:

| — Tnaintea infiintarii culturilor ,,in vitro”, caz in care antigenul a fost obtinut din
frunze recoltate de la plantele donor de muguri din care au fost obtinute meristeme;

Il — in timpul desfasurarii culturilor ,,in vitro” dupa fazele de multiplicare,
antigenul fiind obtinut in acest caz din lastari adventivi formati in tufele multiplicate.

Antiserurile utilizate au provenit de la firmele BIORAD si BIOREBA

b) Cultura de meristeme

Materialul biologic folosit pentru infiintarea culturilor ,,in vitro” a fost reprezentat
de meristeme de la soiurile Anna Spath si Tuleu gras (prun), Stella, Superb si Van
(cires), llva si Nana (visin).

Mediul de cultura s-a bazat pe doua variante:

-V1 = componentele de baza ale mediului MBO + BAP = 1 mg/l + AIB = 0,1
mg/l;

-V 2 = componentele de baza ale mediului MBO + BAP = 1 mg/l 2iP = 0,1 mg/I
+ Kin = 0,1 mg/l + AIB = 0,1 mg/l;

Conditiile asigurate culturilor au constat in: T = 22-24 C si fotoperioada de 16
ore lumina si 8 ore intuneric.

REZULTATE SI DISCUTII

a) Testarea serologicd a materialului biologic initial

Prima testare a scos in evidentd prezenta infectiilor virale la toate soiurile
analizate (Tabelul 1). Infectia cu PDV a fost depistata la soiurile Anna Spéth si
Tuleu gras (prun), Superb (cires) si [lva (visin). Soiurile de visin Ilva si Nana, au
avut reactie pozitiva la virusul PNRSV, remarcand si faptul ca soiul Ilva s-a
dovedit a fi infectat §i cu PDV. Virusul ACLSV a fost depistat numai la soiurile
de cires Stella si Van.

Tabelul 1
Reactia materialului biologic luat in studiu fata de infectiile virale
Specia/soiul PDV PNRSV ACLSV

Prun

Anna Spath + - -

Tuleu gras + - -
Cires

Stella - - +

Superb + - -

Van - - +
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Specialsoiul PDV PNRSV ACLSV
1 2 3 4
Visin
llva + + -
Nana - + -

Nota: + = reactie pozitiva
- = reactie negativa

b) Eliberarea de virusuri in functie de marimea explantelor

In acest scop au fost analizate toate soiurile luate in studiu pe doui
categorii de marimi de explante 0,1 si 0,2 — 0,3 mm. Urmarind datele din tabelul
2 se constatd, n general, un grad variabil al infectiilor virale (intre 2,8 si 20 %)
dupa parcurgerea ,,in vitro” a fazelor de diferentiere si multiplicare.

Tabelul 2
Infectia cu virusuri apreciata prin testul ELISA la soiurile
testate in functie de marimea explantelor folosite la cultura ,,in vitro”
. Dimensiuni Nr. plante %
Sg:;ﬂfl explant Virusul (r:‘:h:-?lr:t: infectate plante
(mm) (+) infectate (+)
Prun
Anna Spéth 0,1 PDV 30 2 6,6
0,2-0,3 PDV 30 5 16,6
Martor neinfectat
0203 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
Cires
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
Visin
liva 0,1 PDV 30 1 3,3
0,2-0,3 PDV 35 7 20,0
Martor neinfectat
0203 10 0 0
0,1 PNRSV 34 2 5,9
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Special Dimensiuni Nr. plante Nr. plante %
goiul explant Virusul coﬁ:)rolate infectate plante
(mm) (+) 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

Nota: * = determinarile au fost facute dupa prima subcultura.

Se remarca faptul ca 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 intre 0 si 6,6 % plante infectate fatd de explantele cu dimensiuni
cuprinse intre 0,2 — 0,3 mm la care s-a Inregistrat un grad de infectie cuprins intre
8,3 =20 %.

c) Influenta numarului de repicari (subculturi) asupra devirozarii

Pentru a determina influenta numarului de repicari (subculturi) experientele
au fost desfasurate cu un lot de plante provenite din explantele de 0,2 — 0,3 mm,
pe parcursul a 10 subculturi.

Testele au fost facute cu lastari din fiecare tufa obtinuta dupa multiplicare.

Urmarind figurile 1, 2 si 3 se constatd cd, pe masurd ce numarul de
subculturi creste, gradul infectiilor virale se micsoreaza indiferent de mediul de
culturd, chiar daca aceastd sciadere nu evolueazd de o maniera identicd la toate
soiurile si virusurile luate in studiu.

-

Mediul V1
: Mediul V2

% microbutasi infectati cu virus

Numarul de subculturi

Fig. 1. Gradul de infectie cu virusul ACLSV la microbutasii soiului Van cultivat in vitro in
functie de subcultura si mediul de multiplicare
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Fig. 2. Gradul de infectie cu virusul PDV la microbutasii soiului llva cultivat
in vitro in functie de subcultura si mediul de multiplicare

i % diul V1

! N e diul V2

% microbutasi infectati cu virus

Fig. 3. Gradul de infectie cu virusul PNRSV la microbutasii soiului Nana cultivat
in vitro in functie de subcultura si mediul de multiplicare

In afara diminudrii gradului de infectie virald, odati cu subcultura, s-a
inregistrat o reducere a intensitatii coloratiei in esantioanele pozitive. Este
cunoscut faptul ca aceasta intensitate este proportionald cu coloratia de virus, fapt
ce a mentinut utilizarea la testul ELISA a raportului: cantitate de material vegetal
testat/ volum de tampon de 1 g material / 4 ml tampon.

d) Influenta balantei hormonale asupra devirozarii
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Evolutia gradului de infectie cu virusuri desi are tendintd asemanatoare pe
cele doud variante de mediu, nu este identica (fig. 1,2,3). Se remarca procentul de
butasi infectati, mai mare pe varianta 1 de mediu, comparativ cu varianta 2 de
mediu. La soiul Ilva infectat cu PDV pe varianta de mediul 2 incepand cu a 6- a
subcultura se observa cid plantele au fost devirozate in totalitate, In timp ce pe
varianta de mediul 1 eliberarea totald de infectia virala incepe abia dupa
subcultura a 8-a. Soiul Nana infectat cu PNRSV incepand cu subcultura a §-a de
pe varianta de mediu 2 are toate plantele libere de virus. Pe varianta de mediu 1
incepand cu subcultura a 8-a se constatd o evolutie constantd inregistrandu-se
pana la sfarsitul celor 10 subculturi 4 % lastari infectati. O situatie identica se
intalneste si in cazul soiului Van infectat cu ACLSV , pe varianta de mediu 1(4%
lastari infectati incepand cu subcultura a §-a). Pe varianta de mediu 2 se cunoaste
o devirozare completa fata de infectiile cu ACLSV la a 10-a subcultura.

CONCLUZII

1. Cu cat dimensiunile explantelor sunt mai mici (pastrand pe cat posibil
puterea de regenerare - 0,1 mm) cu atit si devirozarea este mai eficientd
comparativ cu situatia cand se folosesc in acest scop meristeme cu dimensiuni mai
mari (0,2 — 0,3 mm).

2. Exista posibilitatea de eliminare a infectiilor virale chiar la dimensiuni
ale explantelor de 0,2 — 0,3 mm situatie 1n care se impune utilizarea unor medii
de multiplicare bogate in citochinine.

3. Varianta 2 de mediu de culturd accelereaza scaderea gradului de infectie
virald. Compozitia acestui mediu, bogatd In hormoni vegetali, respectiv in
citochinine, nu face decat sa confirme ipoteza, cea mai admisd in prezent,
conform careia, cu cat multiplicarea celularad este mai intensa, cu atat sansele de
eliberare virald sunt mai mari.

4. In conditiile date devirozarea a fost mai eficientd fata de virusul PDV
comparativ cu virusurile ACLSV si PNRSV.
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