








11

13

15

17

19

21

23

25

27

29

31

33

35

37

39

41

43

45

47

RO 127796 B1

virus (PNRSV) from plum 'Earliblue' shoots through thermotherapy in vitro. Journal
of Fruit and Ornamental Plant Research., Vol. 16: 101-109, sau termoterapia asociata cu
chimioterapia in vitro la soiurile Empress si Early Rivers (Cieslinska, 2007, Application of
thermo-and chemotherapy in vitro for eliminating some viruses infecting Primus sp.
fruit trees, Journal of Fruit and Ornamental Plant Research., Vol. 15: 117-124).

Rezultate au fost obtinute si in producerea plantelor libere de virus de capsun
(Biswas si colaboratorii, 2007, World Journal of Agricultural Sciences 3(6): 757-763.
ISSN 1817- 3047).

Toate aceste solutii prezente in literatura au insa caracteristici care pot reprezenta
dezavantaje in anumite situatii:

- nu au aplicare universal3, ci se refera la alte specii de plante sau genotipuri;

- solutiile respective vizeaza alte virusuri;

- unele sunt foarte costisitoare, de exemplu, cea in care se utilizeaza interferonul;

- se refera la utilizarea culturilor de tesuturi in alte scopuri $i nu numai acela de
obtinere a plantelor libere de virus.

Problema tehnica pe care o rezolva inventia consta in realizarea unui procedeu
pentru obtinerea materialului saditor de visin liber de virusul PNRSV prin culturi in vitro, la
soiul Schattenmorelle, in mai multe faze si etape, avand ca efect cresterea calitatii din punct
de vedere fitosanitar a materialului biologic.

Astfel, procedeul pentru obtinerea materialului saditor liber de virusul Prunus Necrotic
Ring Spot Virus prin culturi in vitro la soiul de visin Schattenmorelle se desfagoara in trei
faze: |. Faza de diferentiere, pentru derularea careia sunt necesare etapele:

a) - pregatirea mediului de cultura pentru initiere;

b) - pregatirea materialului biologic;

¢) - inocularea explantelor in conditii aseptice;

d) - diferentierea materialului biologic inoculat.

Il. Faza de multiplicare, care comporta urmatoarele etape:

a) pregatirea mediului de cultura pentru multiplicare si transferul 1astarilor obtinuti in
urma diferentierii pe mediul de multiplicare;

b) multiplicare cultura primara;

c) pregatirea mediului de cultura pentru multiplicare si transferul Iastarilor obtinuti in
cultura primara pe mediul de multiplicare;

d) multiplicare subcultura 1;

e) pregatirea mediului de cultura pentru multiplicare si transferul 1astarilor obtinuti in
subcultura 1, pe mediul de multiplicare;

f) multiplicare subcultura 2;

g) pregatirea mediului de cultura pentru multiplicare si transferul Iastarilor obtinuti in
subcultura 2, pe mediul de multiplicare;

h) multiplicare subcultura 3.

lll. Faza de inradacinare, pentru derularea careia sunt necesare etapele:

a) pregatirea mediului de cultura pentru inradacinare si transferul |astarilor de pe
mediul de multiplicare pe mediul de inradacinare;

b) inradacinarea, precedata de retestarea virala si aclimatizarea plantelor sanatoase.

Inventia de fata inlatura dezavantajele prezentate in literatura amintita si prin aceea
ca nu este necesara aplicarea culturilor in vitro in acelasi timp cu alte proceduri, ca
termoterapie, chimioterapie, in cazul de fatd, solutia optima fiind reprezentaté de marimea
explantului in corelatie cu conditiile de cultura, la genotipul de visin luat in studiu, respectiv,
Schattenmorelle.
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Avantajele inventiei sunt urmatoarele:

- permite obtinerea de plante libere de virus la un soi cu cerintéd mare pe piata interna-
tionala a carui producere este limitata de efectul virozelor,

- pe langa scopul in sine, obtinerea de material s&ditor liber de virusuri se realizeaza
si 0 sporire a cantitatii de material prin multiplicarea acestuia in cultura in vitro, pornind de
la zeci de plante in etapa de multiplicare, la finele subculturilor 3-4, se pot obtine zeci de mii
de plante;

- nu sunt implicate proceduri care sa prezinte risc de poluare;

- costurile sunt mai reduse decat in cazul aplicarii mai multor tehnici in acelasi timp:
cultura in vitro asociata cu chimioterapie sau cultura in vitro asociata cu termoterapie etc.

in continuare, se da un exemplu de realizare in legaturd cu figura, in care este
reprezentat algoritmul de lucru al procedeului conform inventiei, fiind reliefate cele trei faze
de baza: diferentierea sau initierea, multiplicarea si inradacinarea, fiecare dintre aceste faze
fiind explicitate prin etape, care comporta importante particularitati tehnice.

Procedeul pentru obtinerea materialului s&ditor liber de virusul PNRSV prin culturi in
vitro la soiul de vigin Schattenmorelle se bazeaza pe metoda de inmultire a plantelor in vitro,
procedeu in urma caruia, prin utilizarea unui substrat de culturd cu componente in con-
centratii optimizate si a materialului biologic (explantul) la dimensiuni de asemenea optimi-
zate, numarul de plante obtinut este intr-un anumit procent si liber de virus. Pentru obtinerea
plantelor libere de virus, procedeul incepe in faza de diferentiere, numita si initiere.

Mediul de cultura necesar fazei de diferentiere este cunoscutul mediu (Murashige&Skoog,
1962- A revised medium for rapid growth and bioassays with tobacco tissue cultures,
Physiol. Plant 15: 473-497), obtinut prin combinarea anumitor cantitati din solutiile stoc, dupa
cum urmeaza: 80-100 ml/l din solutia stoc de macroelemente cu concentratia 10X, 8-12 ml/l
din solutia stoc de microelemente cu concentratiade 100X, 8-12 ml/l din solutia stoc de vitamine
cu concentratia de 100X.

Pentru initierea culturilor, in componenta balantei hormonale este utilizata giberelina
GA3 (acid giberelic) in cantitati de 0,05...0,2 mg/l; in asociere cu auxina IBA (acid indolil
butiric) in cantitati de 0,01...0,03 mg/l, si in asociere cu citochinina BAP (6-benzilaminopurina)
in cantitatide 0,1...0,5 mg/l. Pentru ca fierul s fie accesibil plantelor, administrarea in mediul
de cultura se face sub forma de chelat de fier Na,FeEDTA, in cantitate de 32 mg/l. Drept sursa
de carbon organic, este folosita zaharoza, 20...30 g/l, iar pentru solidificare, este folosit agar,
6...8 g/Il. Mediul astfel obtinut este distribuit in eprubete in vederea steriliz&rii, care se face
in autoclava la o presiune de 1,2 atm timp de 20 min.

Materialul biologic este recoltat in perioada februarie-martie si este reprezentat de
ramuri cu varsta de un an, de la plantele depistate pozitiv in urma testului DAS-ELISA (Clark
si Adams, 1977, Characteristics of the microplate method of enzyme-linked immunosorbent
assay for the detection of plant viruses. J. Gen. Virol., 34: 475-483), utilizand un kit PNRSV
si/sau TAS- ELISA (Cambra si colaboratorii, 1994, Detection of plum pox potyvirus using
monoclonal antibodies to structural and non-structural proteins, EPPO Bull. 24, 569-577).
Explantele cu care se infiinteaza culturile in vitro sunt obtinute din mugurii acestor ramuri din
care se extrage, la binocular, tesutul meristematic. Dezinfectia materialului biologic se face
prin spalareamugurilor in apa cu detergentlichid 3:1, urmata de imersie in alcool etilic 96 vol%,
timp de 10...15 min; imersie in hipoclorit de calciu cu o concentratie de 6 % (w/v) timp de
15...20 min, 3 spalari a cate 2...3 min fiecare, in apa bidistilata si sterila.

Prelevarea explantelor se efectueaza in spatiu aseptic, sub hota cu flux de aer
laminar. Instrumentarul, reprezentat de pensete, anse, bisturie, este sterilizat in timpul
lucrului prin flambare. Marimea explantelor este cuprinsa intre 0,1 si 1 mm. Explantele se
pun in eprubeta, dupa care sunt trecute in scop de diferentiere in camera de crestere.
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Diferentierea, numita siinitierea sau regenerarea explantelor, se deruleaza in conditii
controlate, sianume: expunere 16 h lalumina cu o intensitate luminoasa de 2.500...3.000 lucsi
si 8 intuneric, la temperatura de 21...23° C. Timpul necesar regenerarii explantelor pentru
a putea fi trecute in faza de multiplicare este de 28...32 zile.

Caurmare a conditiilor descrise mai sus, respectiv, marime explant, mediu de cultura,
balanta hormonald, factori de mediu, capacitatea de regenerare a materialului biologic in
faza de diferentiere este influentatd de marimea explantului. Explantele cu marimi de
0,1...0,2 mm, asigura o capacitate regenerativa de 44% a explantelor fata de 70% explante
regenerate la dimensiunea explantului de 0,4...0,5 mm si 80% explante regenerate in cazul
explantelor de 1 mm, asa cum este ilustrat in graficul de mai jos.

Graficul 1

Variafid capacititii vmgim:m.» (g T faictic do
mirimea explantuiod

Test Duncan (P<0,05)

Dupa perioada de diferentiere, lastarii astfel obtinuti sunt transferati, in aceleasi
conditii de asepsie, din camera sterila, pe mediul de cultura specific celei de-a doua faze de
cultura in vitro, respectiv, faza de multiplicare.

La mediul de baza Murashige&Skoog, continand 80...110 ml/l din solutia stoc de
macroelemente cu concentratia 10X, 8...12 ml/l din solutia stoc de microelemente cu
concentratia de 100X, 8...12 ml/l din solutia stoc de vitamine cu concentratia de 100X, este
adaugaté balanta hormonala reprezentatéd de 0,8...1,2 mg/l BAP siauxina 0,1...0,3 mg/| ANA
(acid alfa naftil acetic).

Vasele de cultura utilizate au capacitatea de 150 ml, cu un continut de mediu de
culturd de aproximativ 20 ml. in fiecare vas, sunt transferate cate 5 plante. Ca urmare a
corelarii actiunii citochininelor cu cantitatea de auxine si cu proportiile de macroelemente,
microelemente si vitamine din mediului de culturd Murashige&Skoog in conditii de mediu
reprezentate de expunere 16 la lumina cu o intensitate luminoasa de 2.500...3.000 lucsi si
8 intuneric latemperatura de 21...24°C, se obtin cresteri insemnate ale numarului de |astari
adventivi. Dupa o perioada de 4...6 saptamani, asigurarea necesarului nutritional de catre
mediul de cultura devine critica, datoritd consumului componentelor mediului de cultura, in
scopul aparitiei de muguri adventivi din care se dezvoltd apoi lastari. Dupa o perioada de
4...6 saptamani, lastarii obtinuti se separa intre ei si sunt transferati pe un mediu de cultura
proaspat, realizat dupa aceeasi reteta, ca la cultura primara de multiplicare.

Repetarea subculturilor poate fi eficienta pana la subcultura 3 inclusiv, dupa care se
inregistreaza o scadere a ratei de multiplicare. in tabelul de mai jos, este prezentata evolutia
ratei de multiplicare pe parcursul culturii primare si a inca trei subculturi.
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Tabel
SUBCULTURA RATA DE MULTIPLICARE
Cultura primara 1:3
Subcultura 1 1:5
Subcultura 2 1.6
Subcultura 3 1.6
Subcultura 4 1:5

In subcultura 1, numarul de I3stari adventivi creste fata de cultura primara, de la 3
lastari adventivi pe lastarul initial, la 5 lastari adventivi pe Iastarul initial, in subcultura 1 sila
6 lastari adventivi, in subculturile 2 si 3. In subcultura 4, se constatd deja o scidere a
randamentului la multiplicare. Lastarii obtinuti sunt trecuti in continuare la inradacinare.

Ca urmare a procedeului descris mai sus, se obtin cresteri substantiale in ceea ce
priveste numarul de Iastari, care vor fi trecuti la inradacinare.

in faza de inradécinare, componenta mediului de cultura este identica cu cea de la
fazele precedente. Vasele de cultura au o capacitate de 780 ml, cu un continut de mediu de
cultura de 80...100 ml. In fiecare vas, sunt puse un numar de 10 plante. Transferul plantelor
se realizeaza in conditii de asepsie la hota cu flux de aer laminar. Vasele cu culturi sunt
trecute in scop de inrddacinare in camera de crestere, unde li se asigura conditii de mediu
ca la fazele precedente.

Rizogeneza lastarilor obtinuti in faza de multiplicare a fost evaluata in functie de
componentele mediilor de cultura si balanta hormonala.

Mediul de cultura este reprezentat de componentele Murashige&Skoog, in urmatoa-
rele cantitati: 40...60 ml/l din solutia stoc de macroelemente cu concentratia 10X, 4...6 ml/|
din solutia stoc de microelemente cu concentratia de 100X, 8...12 ml/l din solutia stoc de
vitamine cu concentratia de 100X si balanta hormonala 0,1...0,3 mg/l GA; in asociere cu
0,5...1,5 mg/l IBA.

Succesul procedeului este masurat prin randamentul de plante libere de virus obti-
nute. Procentul de plante libere de virus este determinat in urma retestarii virotice prin meto-
de serologice DAS-ELISA (Clark si Adams, 1977, Characteristics of the microplate
method of enzyme-linked immunosorbent assay for the detection of plant viruses, J.
Gen. Virol., 34: 475-483) si/sau TAS-ELISA (Cambra si colaboratorii, 1994, Detection of
plum pox potyvirus using monoclonal antibodies to structural and non-structural
proteins, EPPO Bull. 24, 569-577), utilizand un kit PNRSV.

In urma testarii virotice, poate fi apreciat rdspunsul materialului biologic in ceea ce
priveste eliberarea de virus in conditiile prezentate in graficul 2.

Se constata ca explantele cu dimensiunea de 1 mm au avut un randament foarte
scazut, de 25%, in ceea ce priveste numarul de plante libere de virus. Din explantele cu
dimensiunea de 0,4...0,5 mm, la sfarsitul fazei de inradacinare, sunt libere de virus un
procent de 50% din plante. Explantele cu dimensiunide 0,1...0,2 mm, desi in faza de diferen-
tiere au aratat ca nu au avut o capacitate regenerativa buna, in schimb au inregistrat cel mai
mare procent de plante libere de virus, 80%.
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Graficul 2
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Materialul libere de virus a fost trecute ulterior in sera, pe un substrat de perlit pentru
aclimatizare. Conditiile asigurate pe perioada aclimatizarii au constat in asigurarea umiditatii
si a nutritiei prin aplicarea de diferiti fertilizanti foliari pentru plante, recomandata fiind solutia
KNOP (KNO,, KH2PO,, Ca(N0,),MgSQO,).

Procedeul conform inventiei a fost orientat asupra soiului de visin Schattenmorelle,
deoarece este un soi de baza in Europa, cu cerere foarte mare pe piata de fructe, alaturi si
de alte clone provenite din acest soi. Productiile sigure sunt insa limitate, deoarece in caz
de infectie cu PNRSV, dupa Kegler si colaboratorii, 1972, Effect of virase son the yield
and growth of the sour cherry variety Schattenmorelle, Arch. Gartenbau, 20:479-487,
pierderile la soiul Schattenmorelle sunt foarte mari, putand ajunge péana la 76...93%.

Acest soi de visin are o buna pretabilitate la cultura in vitro, de unde deriva avantajele
specifice acestui tip de cultura:

- asigura multiplicarea clonalé rapida, pornind de la cantitati mici de material vegetal,

- necesita spatii mici de cultura, valorificand astfel bine spatiul din camera de crestere;

- se evita efectul sezonier din pepinieristica;

- asigura conservarea materialului obtinut in faza de plantula pana la primirea unor
comenzi de multiplicare.

in urma aplicarii procedeului, s-a ajuns la concluzia ca nu au existat diferente in
evolutia materialului biologic cu care s-au infiintat culturile in vitro de la soiul Schattenmorelle
infectat cu PNRSV fata de martor, care a fost reprezentat de material biologic sénatos de la
soiul Schatenmorelle.
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Revendicari

1. Procedeu de obtinere a unui material saditor liber de virusul PNRSV prin optimizarea
mediului de cultura in vitro la soiul de visin Schattenmorelle, caracterizat prin aceea ca, in
faza de diferentiere, mediul de cultura este constituit pe baza componentelor Murashige&Skoog,
in urmatoarele cantitati: 80...110 ml/l din solutia stoc de macroelemente cu concentratia
10X, 8...12 ml/l din solutia stoc de microelemente cu concentratia de 100X, 8...12 ml/l din solutia
stoc de vitamine cu concentratia de 100X si o balantd hormonala reprezentata din 0,05...0,2
mg/I acid giberelic 0,01...0,03 mg/l acid indolil butiric $i 0,1...0,5 mg/l 6-benzilaminopurina;

- in faza de multiplicare, mediul de cultura este constituit pe baza componentelor
Murashige&Skoog, in urmatoarele cantitati: 80...110 ml/l din solutia stoc de macroelemente
cu concentratia 10X, 8...12 ml/l din solutia stoc de microelemente cu concentratia de
100X, 8...12 ml/l din solutia stoc de vitamine cu concentratia de 100X si o balanta hormonala
reprezentata din 0,5...1,5 mg/l 6-benzilaminopurina si 0,1...0,5 mg/l acid alfa naftil acetic,
repetat pe parcursul a trei subculturi;

- in faza de inradacinare, mediul de cultura este constituit pe baza componentelor
Murashige&Skoog, in urmatoarele cantitati: 40...60 ml/l din solutia stoc de macroelemente
cu concentratia 10X, 4..6 ml/l din solutia stoc de microelemente cu concentratia de
100X, 8...12 ml/l din solutia stoc de vitamine cu concentratia de 100X si o balanta hormonala
reprezentata din 0,1...0,3 mg/l acid giberelic si 0,5...1,5 mg/l acid indolil butiric.

2. Procedeu definit la revendicarea 1, caracterizat prin aceea ca materialul biologic
initial este constituit dintr-un meristem cu dimensiunea de 0,1...0,2 mm, obtinut din muguri
situati pe ramuri anuale.
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