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49 PROCEDEU DE ELIMINARE A VIRUSURILOR
LA VITA-DE-VIE $I CARTOF PRIN

ELECTRO-CHIMIOTERAPIE

(57) Rezumat:

Inventia se referd la un procedeu de regenerare a
plantelor de vitd de vie si cartof infectate cu virusuri.
Procedeul conform inventiei consta in eliminarea viru-
surilor prin electro-chimioterapia fragmentelor de lastari
de la plante infectate, utilizdnd curentul electric ih cuva
de electroforeza orizontald cu 30...120 mA, timp de
5...15 min, si cultivarea in vitro a lastarilor tratati electric
pe un mediu steril, suplimentat cu un amestec de

ribavirind 15...30 mg/l si oseltamivir 30...50 mg/l;
materialul biologic este supus proceselor de organo-
geneza, rezultand plante de vitd de vie regenerate,
libere de virusurile scurtnodarii, asociate rasucirii frun-
zelor si virusul fleck, respectiv, plante de cartof rege-
nerate, libere de virusurile X si Y, serotipurile 1 si 2.
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PROCEDEU DE ELIMINARE A VIRUSURILOR LA VITA DE- VIE SI CARTOF,
PRIN ELECTRO-CHIMIOTERAPIE

DESCRIEREA INVENTIEI

Inventia se referd la un procedeu de eliminare a virusurilor la vita-de-vie si cartof prin
aplicarea succesivad a doud metode: electroterapia in cuva de electroforeza orizontala si
chimioterapia in vitro. Procedeul este aplicabil virusurilor:

- virusul scurtnodarii, virusurile asociate rasucirii frunzei serotipurile 143 si virusul

fleck la vita-de-vie;

- virusurile X si Y serotipurile 1 si 2 la cartof.

Metodele clasice de obtinere de plante libere de virusuri la plante horticole sunt
cultura de meristem si/sau termoterapia.

Aceste metode prezintd dezavantajele dificultatii izoldrii meristemului de dimensiuni
cat mai mici (0,2-0,3 mm), cerintele multiple necesare pentru asigurarea viabilitatii
explantului, necesitatea echipamentelor mari consumatoare de energie, perioadd lunga de
obtinere a plantelor sdnitoase, dependenta ratelor de insandtosire de tipul virusului si marimea
explantului.

Necesitatea obtinerii unei cantitati suficiente de material horticol sidndtos a dus la
aparitia si dezvoltarea metodelor alternative de devirozare: chimioterapia in vitro,
electroterapia, crioprezervarea, sau combinatii ale acestora, metode ale cédror mecanisme de
actiune nu au fost inca elucidate in totalitate. Principiile prin care existd posibilitatea blocarii
multiplicarii virale sunt cunoscute (Awan si colab., 2007; Hormozi-Nejad si colab., 2010;
Nasir si colab., 2010; Bayati si colab., 2011; Panattoni si colab., 2013), insa parametrii de
lucru necesita experimentare.

Problema pe care o rezolva inventia este aceea de obtinere de plante de vitd-de-vie si
cartof, libere de virusuri cu larga raspandire $i impact economic negativ asupra acestor culturi,
in timp mai scurt si cu consum redus de energie, comparativ cu metodele clasice de
devirozare.

Conform inventiei, regenerarca de plante sandtoase se bazeazd pe blocarea
multiplicarii virale prin actiunea cumulatd a curentului electric §i a unui amestec de
chimioterapice, intr-o succesiune de etape bine stabilite numite electro-chimioterapie.

Electro- chlmloterapla conform inventiei constd in utilizarea curentul 1Lelegctric 1n
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nivel celular (Gonzales, si colab., 2006), si a chimioterapicelor ribavirind si oseltamivir,
inhibitoare ale unor enzime care intrerup lantul multiplicarii virale (De Clercq, 2002).

Procedeul de obtinere de plante de vitid-de-vie si cartof libere de virusuri, conform
inventiei, consta in: tratamentul in cuva de electroforeza orizontald cu 30...120 mA timp de
5...15 min a fragmentelor de plantd infectate si cultivarea acestora pe un mediu de cultura
steril, suplimentat cu amestecul de ribavirina 15...50 mg/L si oseltamivir 30....50 mg/L.

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

Minilastarii inrddacinati sunt aclimatizati conform tehnologiei de regenerare a vitei-
de-vie si cartofului prin culturd in vitro.

Plantele regenerate sunt testate in vederea alcdtuirii loturilor de plante libere de
virusurile ce le-au infectat initial.

Inventia prezintd urmatoarele avantaje comparativ cu metodele clasice, termoterapia si
cultura de meristem:

- utilizeaza un procedeu simplu, economic §i eficient, destinat eradicarii celor mai
pagubitoare virusuri ce pot infecta vita-de-vie si cartoful, prin actiunea combinata a curentului
electric si a chimioterapicelor;

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

- utilizeazd minim de echipamente pentru tratamentul in cuva de electroforeza
orizontald si cultura in vitro, inlaturdndu-se astfel procesele tehnologice energofage care
utilizeaza un numar mare de aparate si instalatii;

- prin folosirea apexurilor intens regenerative si a fragmentelor nodale, ca tip de
explante, se elimind inconvenientul ratei mici de viabilitate a explantelor de dimensiuni
reduse;

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

Se di in continuare un exemplu de realizare a inventiei.

Electro-chimioterapia constd in tratamentul in cuva de electroforeza orizontald cu

30...120 mA, timp de 5...15 min a fragmentelor de lastari provenite de la plantele infectate.

10%, timp de 4...7 min, dupa o imersare in alcool etilic 80%.
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Spalarea materialului biologic de agentul sterilizant se realizeaza prin 3-4 clatiri
succesive cu apa distilata sterila.

Dupa dezinfectia materialului vegetal, explantele se inoculeazd in conditii sterile la
hota cu flux de aer laminar, pe mediu de culturda M&S (Murashige si Skoog, 1962)
suplimentat cu antiviralele ribavirina si oseltamivir, dupa ce 1n prealabil a fost distribuit in
vase de cultura si autoclavat la 120°C si 1 atm. timp de 10 min.

Vasele de cultura inoculate se incubeaza in camere de crestere la temperatura
18...25°C, fotoperioada 16 ore lumind si iluminarea 3000-3500 1x, o perioada de 1...3
subculturi pe mediu de multiplicare specific vitei-de-vie si cartofului, urmate de o subcultura
pe mediu de inradacinare.

Vitroplantele inradécinate sunt aclimatizate conform tehnologiei de regenerare a vitei-
de-vie si cartofului prin culturd in vitro: se spald de resturile de agar si se planteaza in ghivece
pe substrat de turba imbogatita cu substante nutritive.

Plantele regenerate sunt testate in vederea alcatuirii loturilor de plante libere de
virusuri.

Plantele de vitd-de-vie si cartof, regenerate libere de virusuri constituie sursa de

material de inmultire certificat.
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REVENDICARI

1. Procedeul de regenerare de plante de vitd-de-vie libere de virusul scurtnodirii,
virusurile asociate rasucirii frunzei serotipuri 1+3 si virusul fleck, precum si de obtinere de
material de inmultire de cartof liber de virusurile X si Y serotipurile 1 si 2, caracterizat prin
aceea cd, protocolul de lucru constd in: tratamentul in cuva de electroforeza orizontald cu
30...120 mA timp de 5...15 min a fragmentelor de listari prelevati de la plantele infectate,
dezinfectia cu hipoclorit de calciu 6-10% timp de 4...7 min, inocularea pe mediul de culturd
specific vitei-de-vie si cartofului, suplimentat cu antiviralele ribavirind 15...50mg/L si
oseltamivir 30...50 mg/L, in conditii sterile la hota cu flux de aer laminar. Desfasurarea
proceselor de organogeneza, de multiplicare a materialului biologic rezultat prin proliferarea
lastarilor, inradacinarea in vitro, au loc in conditii controlate in camere de crestere:
temperatura 18...25°C, fotoperioada 16 ore lumina si iluminarea 3000-3500 1x. Perioada de
incubare pe mediu de culturd este de 1...3 subculturi. Lastarii inrddacinati sunt aclimatizati
conform tehnologiei de regenerare a vitei-de-vie si cartofului prin cultura in vitro. Plantele

regenerate sunt testate in vederea alcétuirii loturilor de plante libere de virusuri.
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