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VIRUSURILOR ASOCIATE RASUCIRII FRUNZEI
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(57) Rezumat:

Prezenta inventie se referd la un procedeu de obtinere hipoclorit de calciu 8...10%timp de 4...7 min, inocularea
de plante de vita de vie libere de virusul fleck si viru- pe mediul de cultura specific vitei de vie, regenerarea
surile asociate rasucirii frunzei serotipurile 1+3. Pro- de plante prin culturi in vitro, testarea in vederea
cedeul conform inventiei consté in tratamentul in camp selectiei vitelor libere de virusurile mentionate.

electric uniform de 10...40 V/cm, timp de 5...20 min, al

plantelor de vita de vie infectate, prelevarea apexurilor Revendicari: 1

intens regenerative (0,2...0,3 cm), dezinfectia cu

Cu incepere de la data publicérii cererii de brevet, cererea asigura, in mod provizoriu, solicitantului, protectia conferitd potrivit dispozitiilor
art.32 din Legea nr.64/1991, cu exceptia cazurilorin care cererea de brevet de inventie a fost respinsd, retrasd sau considerata ca fiind retrasa.
Intinderea protectiei conferite de cererea de brevet de inventie este determinata de revendicrile continute in cererea publicatd in conformitate
cu art.23 alin.(1) - (3).

RO 127461 A0



PROCEDEU DE ELIMINARE A VIRUSULUI FLECK SI VIRUSURILOR
ASOCIATE RASUCIRII FRUNZEI SEROTIPURILE 1+3 L

PRIN ELECTROTERAPIE a0
BRI § St
DESCRIEREA INVENTIEI el

Inventia se referd la un procedeu de eliminare a virusului fleck si virusurilor asociate
rasucirii frunzei serotipurile 1+3 la vita-de-vie, prin utilizarea unui cdmp electric uniform
aplicat plantelor infectate, care constituie materialul biologic necesar regenerdrii de plante
sdnatoase prin culturi in vitro.

Metodele clasice de obtinere de plante de vitd-de-vie libere de virusuri sunt cultura de
meristem si/sau termoterapia .

Aceste metode prezintd dezavantajele dificultétii izoldrii meristemului de dimensiuni
cdt mai mici (0,2-0,3 mm), cerintele multiple necesare pentru asigurarea viabilititii
explantului, existenta de echipamente mari consumatoare de energie, perioadd lungi de
obtinere a plantelor sanétoase, dependenta ratelor de insénatosire de tipul virusului si marimea
explantuluui.

Necesitatea obtinerii unei cantitdti suficiente de material horticol sinitos a dus la
aparitia si dezvoltarea metodelor alternative de devirozare: chimioterapia in vitro,
electroterapia, crioprezervarea, metode care nu au fost incd elucidate in totalitate. Sunt
cunoscute principiile prin care exista posibilitatea blocarii multiplicarii virale, insd parametrii
de lucru necesita experimentare (Hormozi-Nejad si colab., 2010; Bayati si colab., 2011).

Problema pe care o rezolva inventia este aceea de obtinere de plante de vitid-de-vie
libere de virusuri cu largd raspandire si impact economic asupra culturii vitei-de-vie (virusul
fleck si virusurile asociate rasucirii frunzei serotipurile 1+3), in timp relativ scurt si consum
redus de energie.

Obiectivul principal al procedeului este acela de utilizare a curentului electric ca
metoda de blocare a multiplicarii virale si la stabilirea unui protocol de regenerare de plante
libere de virusuri (electroterapie).

Electroterapia, conform inventiei constd in utilizarea curentului electric sub forma
cAmpului electric uniform in vederea inactivarii virusului ca urmare a cresterii temperaturii in
interiorul celulei vegetale (Gonzales, si colab., 2006).

Procedeul de obtinere de plante de vita-de-vie libere de virusuri, conform inventiei,
consta in: tratamentul in cdmp electric uniform de 10...40V/cm timp de 5...20 min a plantelor

de vita-de-vie infectate, prelevarea apexurilor intens regenerative (0,2-0,3 cm), dezinfectia
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acestora cu hipoclorit de calciu 6-10% timp de 4...7 min si inocularea pe mediu de cultura
specific vitei-de-vie, in conditii sterile la hota cu flux de aer laminar.

Desfasurarea proceselor de organogeneza, de multiplicare a materialului biologic
rezultat prin proliferarea lastarilor, inrddacinarea in vitro au loc in conditii controlate in
camere de crestere: temperatura 18...25°C, fotoperioada 16 ore lumina si iluminarea 3000-
3500 Ix.

Minilastarii inradacinati sunt aclimatizati conform tehnologiei de regenerare a vitei de
vie prin cultura in vitro.

Plantele regenerate sunt testate in vederea alcatuirii loturilor de plante libere de virusul
fleck si virusurile asociate rasucirii frunzei serotipurile 1+3.

Inventia prezintd urméatoarele avantaje:

- utilizeaza un procedeu simplu, economic si eficient, destinat eradicarii virusului
fleck si virusurilor asociate rasucirii frunzei serotipurile 143, prin tratament in cAmp electric
uniform al plantelor infectate;

- reduce timpul de regenerare a plantelor de vita-de-vie libere de virusurile mentionate
cu 40...50%;

- utilizeazd minim de echipamente pentru tratamentul in cdmp electric uniform si
cultura in vitro si Inlatura procesele tehnologice energofage care utilizeaza un numar mare de
aparate si instalatii;

- prin folosirea apexurilor intens regenerative elimina inconvenientul ratei mici de
viabilitate a explantelor de dimensiuni reduse;

- este 0 metoda prietenoasd mediului, protocolul de lucru se desfisoara in conditii
controlate oferite de cultura in vitro, fara utilizarea de substante poluante.

Se da in continuare un exemplu de realizare a inventiei:

Electroterapia consta in tratamentul in cAmp electric uniform de 10...40V/cm, timp de
5...20 min a plantelor de vitd-de-vie infectate.

Varfuri de lastari prelevate de la plantele tratate electric se fasoneaza si se
dezinfecteaza cu hipoclorit de calciu 6-10%, timp de 4...7 min, dupa o imersare in alcool
etilic 80%.

Spalarea materialului biologic de agentul sterilizant se realizeazd prin 3-4 clatiri
succesive cu apa distilata sterila.

Dupa dezinfectia materialului vegetal, se preleveaza in conditii sterile la hota cu flux
de aer laminar apexuri intens regenerative de 0,2—0,3 c¢m si se inoculeaza pe mediu de cultura

M&S (Murashige si Skoog, 1962) suplimentat cu hormoni si vitamine specific vitei-de-vie,
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dupi ce in prealabil a fost distribuit in vase de culturd, autoclavat la 120°C si 1 atm. timp de
10 min.

Vasele de culturd se incubeazd in camere de crestere la temperatura 18...25°C,
fotoperioada 16 ore lumina si iluminarea 3000-3500 Ix, o perioada de 1...3 subculturi pe
mediu de multiplicare specific vitei de vie urmate de o subculturd pe mediu de inrddacinare.

Lastarii inraddcinati sunt aclimatizati conform tehnologiei de regenerare a vitei-de-vie
prin cultura in vitro: se spald de resturile de agar si se planteazi in ghivece pe substrat de
turba imbogatita cu substante nutritive.

Plantele regenerate sunt testate in vederea alcatuirii loturilor de plante libere de virusul
fleck si virusurile asociate rasucirii frunzei serotipurile 1+3.

Plantele regenerate, libere de virusul fleck si virusurile asociate rasucirii frunzei

serotipurile 1+3 constituie sursa de material de inmultire viticol certificat.
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REVENDICARI

1. Procedeul de obtinere de plante de vitd de vie libere de virusuri, caracterizat prin
aceea ca, protocolul de lucru constd in: tratamentul in cAmp electric uniform de 10...40 V/em
timp de 5...20 min a plantelor infectate, prelevarea apexurilor intens regenerative (0,2-0,3
cm), dezinfectia cu hipoclorit de calciu 6-10% timp de 4...7 min, inocularea pe mediul de
cultura specific, in conditii sterile la hota cu flux de aer laminar. Desfasurarea proceselor de
organogenezd, de multiplicare a materialului biologic rezultat prin proliferarea lastarilor,
inrddacinare in vitro au loc in conditii controlate in camere de crestere: temperatura
18...25°C, fotoperioada 16 ore lumind si iluminarea 3000-3500 Ix. Perioada de incubare pe
mediu de culturd este de 1...3 subculturi. Lastarii inrddacinati sunt aclimatizati conform
tehnologiei de regenerare a vitei de vie prin culturd in vitro. Plantele regenerate sunt testate in
vederea alcatuirii loturilor de plante libere de virusul fleck si virusurile asociate risucirii

frunzei serotipurile 1+3.
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