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Abstract. This study addresses the use of hot water therapy, hot air therapy, and in
vitro culture as additional techniques for eliminating viruses during the phytosanitary
selection process of grapevines, aiming to produce healthy plants free from infectious
agents. The findings detail the application of these methods to grapevine varieties such
as Meleag and Codrinschii, in- fected with one or more virotic or bacterial pathogens,
are presented, highlighting the successful generation of healthy plants after sanitation.
Furthermore, the study emphasizes the positive im pact of these methods on reducing
the time required to obtain phytosanitary clones, thereby enhancing the efficiency of
phytosanitary selection in viticulture. The combination of thermotherapy and in vitro
culture has proven to be effective in clearing grapevines of Grapevine fleck virus (GFkV),
Grapevine fanleaf virus (GFLV), and bacterial canker. Plants free from bacterial canker
have been obtained from the Meleag variety, while grapevine plants free from GFLV and
GFkV viruses have been successfully obtained from Codrinschii variety, facilitating the
establishment of a mother plantation in the PREBASIC biological category.

Keywords: Grapevines; In vitro culture; Phytosanitary selection; Thermotherapy; Clones;
Virus free plants; Crown gall.

Rezumat. Tn studiul dat au fost abordate termoterapia cu apa fierbinte si termoterapia
cu aer fierbinte, precum si cultura in vitro ca o tehnica suplimentara pentru eliminarea
virusurilor in procesul de selectie fitosanitara a vitei de vie pentru a obtine plante sana-
toase si lipsite de agenti infectiosi. Sunt prezentate rezultatele aplicarii acestor metode
in cazul unor soiuri de vita-de-vie precum Meleag si Codrinschii infectate cu unul s-au
mai multi agenti patogeni de etiologie virotica sau bacteriana, evidentiind succesul
obtinerii de plante sanatoase dupa asanare. De asemenea, se subliniaza impactul po-
zitiv al acestor metode asupra scurtarii perioadei de obtinere a clonelor fitosanitare,
contribuind astfel la imbunatatirea procesului de selectie fitosanitara in tehnologia de
obtinere a clonelor sanatoase de vita-de-vie. Combinatia dintre termoterapie si cultura
in vitro s-a dovedit a fi eficienta pentru asanarea plantelor de virusurile GFkV, GFLV si
cancerul bacterian. Au fost obtinute plante libere de cancer bacterian din soiul Meleag
si plante de vita-de-vie din soiul Codrinschii libere de virusurile GFLV si GFkV pentru
infiintarea plantatiei-mama de categoria biologica PREBAZA.

Cuvinte-cheie: Vita-de-vie; Selectie fitosanitard; Culturd in vitro; Termoterapie; Clone;
Plante libere de virusuri; Cancer bacterian.
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INTRODUCERE

in domeniul viticulturii, aparitia unor noi tipuri de boli cronice ale vitei de vie,
imbunatatirea metodelor de diagnosticare si biotehnologia pentru multiplicarea rapi-
da a clonelor sanatoase sunt tendinte in dezvoltare continua. Obiectivul principal in
acest context este de a dezvolta clone de vita-de-vie cu randament crescut, cu struguri
de calitate superioara si lipsite de boli precum cele virale, fitoplasmatice si cancerul
bacterian, pentru a le putea introduce in plantatiile de productie cat mai rapid posibil.
Obtinerea de clone de vita-de-vie sanatoase prin selectia fitosanitara reprezinta un
proces care implica o serie de etape interconectate, desfasurate in urmatoarea sec-
venta: selectia prin observare vizuala a tufelor asimptomatice; testarea pentru infectii
latente cu boli virale si cancer bacterian; micropropagarea clonelor sanatoase selectate
si infiintarea unei plantatii de reproducere PREBAZA; cultivarea vitei-de-vie, produce-
rea butasilor altoiti si infiintarea unei plantatii de categoria biologica BAZA. Asanarea
plantelor de vita-de-vie de agenti infectiosi, ce provoaca boli cronice, este un pas cru-
cial in selectia fitosanitara, pentru a asigura productia de plante sanatoase. Prezen-
ta virusurilor, fotoplasmelor si a cancerului bacterian in plantele de vita-de-vie au un
impact semnificativ asupra variabilitatii caracteristicilor agrobiologice ale soiurilor, nu
permit plantelor de vita-de-vie sa realizeze pe deplin potentialul soiului, reduc rezis-
tenta plantelor la factorii negativi de mediu, maresc susceptibilitatea la agenti pato-
geni, reduc calitatea, atat a portaltoilor, cat si a altoilor, reduc randamentul si calitatea
recoltei, precum si capacitatea de depozitare a acesteia. Aceste boli se caracterizeaza
prin natura lor sistemica, prezenta infectiei in forma latenta, precum si prin lipsa ma-
surilor directe eficiente de combatere. Pentru a limita raspandirea bolilor sistemice in
procesul de multiplicare, este necesar sa fie selectat material viticol sanatos, sau sa se
elimine particulele daunatoare din clonele selectate inainte de a le include Tn procesul
de multiplicare (BpaTtkoBa, et al., 2018). Regulamentul privind producerea, certificarea,
controlul si comercializarea materialului de inmultire si a celui saditor viticol stabileste
standarde stricte Si procedun pentru a se a5|gura ca materialul viticol destinat mul-
tiplicarii este sanatos si lipsit de boli. Tn acest regulament, se specifica cinci boli de
etiologie virotica care reprezmta amenintari semnificative pentru vita-de-vie: GLRaV,
GFLV, Cloroza infectioasa, Fleck, GRSPaV. In plus, regulamentul mentloneaza cancerul
bacterian si ingalbenirea aurie (Flavescence dorée) (HG nr. 418 din 09.07.2009).

Este adevarat ca unele plante de vita-de-vie pot fi purtatoare de agenti pato-
geni Intr-o forma asimptomatica, ceea ce inseamna ca acestea nu prezinta simptome
evidente ale bolii. Acest fenomen poate fi influentat de mai multi factori, cum ar fi
concentratia scazuta a agentului infectios, conditiile climatice nefavorabile pentru ma-
nifestarea acestuia sau starea generala de sanatate a plantei. Cu toate acestea, chiar
si in absenta simptomelor vizibile, plantele a5|mptomat|ce pot reprezenta o sursa de
|nfect|e Si pot contribui la diseminarea bolilor virotice si a cancerului bacterian. Tn cazul
in care protoclonele selectate pentru multiplicare au ob’gmut rezultate pozitive in urma
testarilor pentru virusuri si agrobacteria R. vitis, este necesar sa se astepte cel putin un
an pentru a identifica alte plante, proces care implica alocarea de timp si resurse ma-
teriale suplimentare. Daca protoclonele selectate sunt valoroase din punct de vedere
economic, atunci, pentru a asigura curatarea materialului viticol si eliminarea agentilor
patogeni, sunt aplicate o serie de proceduri specifice de asanare. Termoterapia este cea
mai frecventa metoda terapeutica aplicata in protocoale de asanare (Waite & Morton,
2007) : termoterapia cu apa fierbinte si termoterapia cu aer fierbinte, iar, in vederea
maximizarii eficacitatii in eliminarea virusilor, cultura in vitro este adesea integrata in
acest proces. Selectia celei mai potrivite tehnici depinde de tipul de agent patogen, de
planta gazda si de resursele disponibile.
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Scopul acestui studiu consta in asanarea protoclonelor de vita-de-vie in cadrul
procesului de selectie fitosanitara. Obiectivele acestui studiu includ asanarea protoclo-
nelor de vita-de-vie infectate cu agrobacterii R. vitis folosind metoda termoterapiei cu
apa fierbinte si cultura in vitro si asanarea materialului viticol infectat cu virusuri speci-
fice vitei-de-vie prin utilizarea metodei termoterapiei cu aer fierbinte si cultura in vitro.

MATERIALE S| METODE

In calitate de material biologic au fost utilizate plante de vita-de-vie (Vitis vinifera
L.) din mai multe soiuri: Meleag, Basarabia, Codrinschii, identificate ca fiind infectate
natural cu unul, sau mai multe virusuri. Procesul de evidentiere a protoclonelor a fost
efectuat in plantatiile industriale, cat si pe cele de selectie din Republica Moldova. Tes-
tarea pentru virusuri. Probele pregatite au fost supuse testarii pentru prezenta virusuri-
lor folosind metoda ELISA-test conform metodei Clark si Adams (1977). Aceasta metoda
ne-a permis sa detectam rapid si fiabil virusuri precum GFLV, GLRaV1 si GLRaV3, GFRV
si vitivirusul GVA. Testarea pentru cancer bacterian. Pentru testarea formelor latente
ale cancerului bacterian, a fost folosita metoda microbiologica prin izolarea pe mediul
nutritiv Roy & Sasser (1983). Termoterapia cu apa fierbinte. Acest proces s-a desfasurat
intr-un termostat de laborator de tip LP-516, modelul 1387. Coardele au fost fragmenta-
te in segmente a cate 2 ochi, grupate si etichetate, apoi scufundate in rezervor cu apa cu
temperatura de 51°C timp de 45 de minute. Termoterapia cu aer fierbinte. Metoda data
a fost realizata in camera de crestere cu conditii controlate de tip: KK 500TOP+FIT cu o
temperatura de 25°Cin timpul zilei si 23°Cin timpul noptii, sub o fotoperioada de 16 ore
si o intensitate a luminii de 4000 de lucsi. Acestea au fost mentinute la t=38°C £1° timp
de 40 de zile. Pentru cultura in vitro a fost utilizat mediul Murashige& Skoog (1962) su-
plimentat cu 1,25 mg/L AlA si 0,5 mg/1 2iP si solidificate cu 4,75 g/l agar, pH ajustat la 6,2.

REZULTATE $I DISCUTII

In prima etapa a procesului, pe parcursul perioadei de vegetatie din plantatiile vi-
ticole, au fost identificate si selectate tufe care nu prezentau simptome ale bolilor virale
si fitoplasmatice, dar care se caracterizau printr-un set de caracteristici ampelografice
specifice soiului respectiv, precum si prin randament crescut si calitate superioara a
strugurilor. in perioada toamnei, dupa caderea frunzelor, in timpul colectarii coardelor
de vita-de-vie, tufele care pareau sa fie sanatoase, din punct de vedere vizual, au fost
supuse unei examinari aditionale pentru a verifica existenta sau absenta simptomelor
de striere a lemnului, scurt-nodare a vitei-de-vie si prezenta cancerului bacterian.

In etapa a doua, s-a efectuat testarea materialului viticol selectat pentru infectii
latente cu boli virale si cancer bacterian. In urma acestor teste, biotipurile care au obti-
nut rezultate negative, precum Basarabia A-36 (33), au fost avansate la etapa urmatoare
a selectiei fitosanitare. Cu toate acestea, este notabil de mentionat ca, de multe ori,
asa cum se poate observa in tabelul 1, toate biotipurile selectate dintr-un anumit soi
au fost infectate cu unul, sau mai multi agenti infectiosi simultan. Astfel, protoclona
Basarabia A-36 (46) a fost infectata cu un complex de doua virusuri: virusul rasucirii
frunzelor GLRaV-3 si virusul marmorarii frunzelor GFkV. Protoclona Basarabia A-36 (37) a
fost infectata cu un complex format din virusul marmorarii frunzelor GFkV si o infectie
latenta de cancer bacterian (R. vitis) (Tabelul 1).
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Tabelul 1. Rezultatele testarii protoclonelor de vita-de-vie in
procesul de selectie fitosanitara

N2 Soiul Adresa R. vitis Virusuri
GLRaV-1 | GLRaV-3 | GFLV GFRV GVA
1 Meleag T2-19-25 - - - + + -
2 Meleag T2-19-9 - - - + + -
3 Meleag T2-19-7 + - - - - -
4 Basarabia A-36 (33) - - - - ; _
5 Basarabia A-36 (46) - - + - + i
6 Codrinschii 1-9-1-3 - - - + +
7 Codrinschii 1-9-7-4 - - - + + -
8 Codrinschii 1-9-8-1 - - - - + .
9 Codrinschii 1-11-6-1 + - - - + _
10 | Codrinschii 1-10-7-5 - + - - + _

Plantele din soiul Meleag cu adresa T2-19-25 si T2-19-9 au fost testate pozitiv la
douad virusuri: GFLV si GFRV. n plus, un alt biotip, Meleag T2-19-7, a prezentat o infectie
cu cancer bacterian. De asemenea, au fost identificate trei biotipuri de Codrinschii care
au fost testate pozitiv pentru doua virusuri diferite: 1-9-1-3 , 1-9-7-4, 1-10-7-5, in timp ce
alte doua biotipuri de Codrinschii au fost confirmate ca avand infectie cu un singur
virus, 1-9-8-1 (GFRV), sau cu un singur virus si agrobacteria R. vitis, 1-11-6-1. Astfel, pro-
toclona de vita-de-vie a soiului de masa Basarabia A-36 (33), care a obtinut rezultate
negative in ceea ce priveste testarea pentru boli virale si cancer bacterian, a fost con-
siderata libera de aceste boli si transferata la etapa de multiplicare. Protoclonele so-
iurilor Codrinschii si Meleag, care au fost infectate cu boli virale si cancer bacterian, au
fost supuse procedurilor de asanare. In procesul de obtinere a clonelor sanatoase din
soiurile Meleag si Codrinschii au fost utilizate metode de asanare precum termoterapia
si cultura in vitro. Pentru soiul Meleag a fost selectata protoclona cu adresa T2-19-7, care
prezenta o infectie cu cancer bacterian, si supusa tratarii prin metoda terapiei cu apa
fierbinte, cat si cultura in vitro pentru asanarea acesteia. In cazul soiului Codrinschii, a
fost aleasa planta cu adresa 1-9-7-4, care a fost asanata prin metoda termoterapiei cu
aer fierbinte, inclusiv si cultura in vitro.

Asanarea protoclonei de vita-de-vie infectata cu cancer bacterian prin metoda
termoterapiei cu apa fierbinte

Pentru asanarea protoclonei Meleag T2-19-7, testata pozitiv la forma latenta a
cancerului bacterian (R. vitis), in procesul de selectie fitosanitara a fost aplicata me-
toda termoterapiei cu apa fierbinte. Tn urma cercetarilor anterioare, s-a constatat ca
utilizarea tratamentului cu apa fierbinte la o temperatura de 51°C (BoHgapuyk et al.,
2011; y6uak et al., 2020) nu a avut niciun efect asupra dezvoltarii butasilor de vita-de-
vie si a viabilitatii ochiurilor (Figura 2). Tn acest scop, coardele au fost initial aclimati-
zate la temperatura camerei timp de 24 de ore, apoi fragmentate in segmente a cate 2
ochi, grupate si etichetate, apoi scufundate in rezervor cu apa cu temperatura de 51°C
timp de 45 de minute (Figura 1). Dupa termoterapia cu apa fierbinte coardele au fost
prelucrate cu parafina si plantate in vase de vegetatie cu substrat nutritiv pentru a fi
inradacinate.
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Figura 1. Asanarea coardelor de vitd-de-vie Figura 2. Coardele de vita-de-vie
prin metoda terapiei cu apa fierbinte. peste 14 zile dupa plantare.

Trebuie remarcat ca pentru a suprima infectia cu cancer bacterian in vita-de-vie,
folosind metoda de asanare cu apa calda, este suficient sa se efectueze tratamentul la
o temperatura de 50°C timp de 30 de minute (Bazzi et al., 1991). Avand Tn vedere ca in
prezent bolile vitei-de-vie cu etiologie fitoplasmatica sunt larg raspandite in plantatiile
viticole din Republica Moldova (XaycTos, 2020), cresterea temperaturii la 51°C si prelun-
girea duratei tratamentului la 45 de minute permite sa suprime si posibila prezenta a
agentilor infectiosi responsabili de bolile cu etiologie fitoplasmatica.

Figura 3. Plantele de vita-de-vie multiplicate prin cultura in vitro.

Toamna, dupa caderea frunzelor, au fost testate toate plantele de vita-de-vie care
trecusera prin procesul de termoterapie cu apa fierbinte pentru prezenta bacteriei R. vi-
tis, si toate probele au dat rezultate negative. In luna februarie 2023, vasele de vegetatie
au fost transferate din sera intr-o camera climaterica cu posibilitatea de reglare a fac-
torilor climatici: temperatura la 25°C / 23°C (zi / noapte) sub o fotoperioada de 16 ore,
pentru a stimula cresterea activa a lastarilor. Odata ce a fost obtinuta masa vegetativa
necesara, a inceput procesul de multiplicare a protoclonei Meleag T2-19-7 prin metoda
de micropropagare in vitro. Rezultatul a constat in obtinerea a 100 de plante lipsite de
cancer bacterian (Figura 3).

Asanarea materialului viticol infectat cu GFLV si GFRV prin utilizarea metodei ter-
moterapiei cu aer fierbinte

Metoda de tratare termica cu aer fierbinte consta in urmatoarele: plantele sunt
inradacinate in ghivece cu substrat nutritiv si plasate in camere termice speciale cu o
temperatura controlata. Temperatura este ridicata treptat cu 3-4°C la fiecare 3-4 zile
pana la temperatura de +38°C +1. Se considera ca tratamentul termic este mai eficace
impotriva virusilor care se gasesc in tesutul parenchimatic, cum ar fi nepovirusurile
(Gribaudo, 2006). De fapt, virusul Scurt-nodarii (GFLV) a demonstrat o susceptibilitate
semnificativa la stresul termic in diverse specii de Vitis (Panattoni & Triolo, 2010).

Astfel, pentru a asana biotipul din soiul Codrinschii cu adresa 1-9-7-4, infectat cu

78



METODE DE ASANARE A PROTOCLONELOR DE VITA-DE-VIE IN PROCESUL DE SELECTIE FITOSANITARA

GFLV si FlecR, a fost aplicata metoda termoterapiei cu aer fierbinte. Coardele plantei au
fost fragmentate in segmente, fiecare avand cate 2 ochi, iar vasele de vegetatie au fost
transferate intr-o camera climaterica, unde se controla cu precizie factorii climatici.
Cand lastarii au fost inradacinati si au atins o lungime de 4-5 internoduri, tempe-
ratura din camera climaterica a fost crescuta treptat cu 3°C la fiecare trei zile, pentru
a evita socurile de temperatura. Pentru a proteja sistemul radicular de supraincalzire,
vasele au fost acoperite cu o folie protectoare. Temperaturile finale zi/noapte au fost
stabilite la 382C #1°C si au fost mentinute timp de 40 de zile (Figura 4). Dupa aceasta
perioada, portiunile apicale ale lastarilor au fost prelevate, supuse unei sterilizari la su-
prafata si, ulterior, cultivate in eprubete pe mediul nutritiv solidificat cu agar (Figura 5).
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Figura 4. Lastarii de vitd-de-vie dupa 40 Figura 5. Vitroplantuld de vitd-de-vie
de zile de termoterapie cu aer fierbinte. inradacinata pe mediu agarizat.

Eprubetele cu explante inoculate au fost transferate in camera culturala pentru o
perioada de 40 de zile. Dupa aceasta perioada, o parte din vitroplante au fost testate
pentru prezenta virusurilor GFLV si GFkV folosind metoda ELISA, iar rezultatele au indi-
cat 100% rezultate negative pentru ambele virusuri. Astfel, au fost obtinute 110 plante
inradacinate din soiul Codrinschii. Aceste plante au fost ulterior crescute si fortificate in
conditii de serd, iar apoi au fost transplantate in plantatia-mama de categorie biologica

PREBAZA (Figura 6).

Figura 6. Plantatia-mama de categoria biologica PREBAZA.
CONCLUzII

Utilizarea metodei de asanare cu apa fierbinte la o temperatura de 51°C timp de 45
de minute, in combinatie cu cultura in vitro, a reprezentat o abordare eficienta si reusita
pentru eradicarea infectiei cu cancer bacterian (R. vitis) la protoclona de vita-de-vie din
soiul Meleag. Rezultatul s-a materializat in obtinerea a 100 de plante sanatoase.
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Metoda de tratare termica cu aer fierbinte la o temperatura de 370C timp de 40 de

zile, asociata cu cultura in vitro, a demonstrat eficacitate in eliminarea agentilor pato-
geni din protoclona de vita-de-vie din soiul Codrinschii, care era infectata cu virusurile
scurt-nodarii si marmorarii frunzelor de vita-de-vie. Au fost obtinute 110 plante si ul-
terior plantate in plantatia-mama de categorie biologica PREBAZA. Aceasta combinatie
de tehnici, termoterapia si cultura in vitro, s-a dovedit a fi efectiva pentru asanarea
protoclonelor de vita-de-vie in procesul de selectie fitosanitara.
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