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(57) Rezumat:

1 2
Inventia se referd la biotehnologie si poate formate sunt supuse unui control virusologic si
fi utilizatd in agriculturd pentru obtinerea cele libere de virus se transferd in substrat de
plantelor de vitd-de-vie libere de virusul sol si turba.
rasucirii frunzelor. Revendicari: 1

Procedeul, conform inventiei, constd in Figuri: 2
cultivarea in vitro a embrionilor imaturi S
obtinuti de la genitori de vita-de-vie apireni i
combinatii hibride ale acestora, colectarea
ciorchinilor dupa 30...45 zile de postanteza,
pretratarea la temperatura de 4?C, stenlizarea
cu alcool etilic si solutie de hipoclorit de sodiu,
excizarea semintelor imature §i inocularea pe
un mediu nutritiv, cultivarea la intuneric la o
temperaturd de 25+2°C timp de 30 zile, iar
ulterior la aceeasi temperaturd, cu un
fotoperiodism de 16 ore lumind, 8 ore intuneric
si iluminare de 2000 1x, apoi embrionii viabili
se transferd pe un mediu nutritiv, plantulele




(54) Process for producing leafroll virus-free grapevine plants

(57) Abstract:
1

The invention relates to biotechnology and
can be used in agriculture for producing
leafroll virus-free grapevine plants.

The process, according to the invention,
comprises in vitro cultivation of immature
embryos produced from stoneless grapevine
parent forms and hybrid combinations thereof,
vintage of bunches of grapes in 30...45 days
after pollination, treatment at 4°C, sterilization
with ethyl alcohol and sodium hypochlorite
solution, separation of immature seeds and
inoculation into a nutrient medium, cultivation

2

in the dark at 25+£2°C for 30 days, then at the
same temperature, with a photoperiodism of 16
hours light, 8 hours darkness and illumination
of 2000 1x, then the viable embryos are
transferred to a nutrient medium, the formed
plantlets are subjected to a virological control
and the virus-free plantlets are transferred to
soil and peat substrate.

Claims: 1

Fig.: 2

(54) Cnioco0 mosry4yeHusi pacTeHNH BUHOIPaja CBOOOJHBIX OT BUpPYCa

CKpyYuBaHus JIUCTHEB

(57) Pegepar:
1
H300peTente OTHOCUHTCS K OHOTEXHOIOTHH
U MOXET OBITh HCIIOIH30BAHO B CEIHCKOM
XO34icTBE  JUIA  IIONIYYEHHS  pacTeHHH

BUHOIPA/IA CBOOOJIHBIX or BUpYCA
CKPYYHBAHUS JTHCTHCB.
Crroco0, COTITaCHO H300pETCHUIO,

BKIIIOUACT  KyIbTHBHPOBAaHWE  in  Vitro
HE3PENBIX  3apOfbIIIeH, MOIYYEHHBIX  OT
0€3KOCTOIKOBBIX POTHUTEIHCKHX bopm
BUHOIPaJa U WX THOPHIHBIX KOMOWHAIUH,
coop rposmeit uepes 30...45 mHelt mocme
OIBUICHHUS, 00paboTKy npu TemrepaTtype 47C,
CTCPUIIM3AITMIO  OTHJIOBBIM  CIIUPTOM  H
PacTBOPOM TUIIOXJIOPUTA HATPUS, H3BICUCHHE
HE3PEIBIX CEMSH U HHOKYJIHPOBAHHEC B

2

MUTATCIFHYI0  CPETy, KYJILTHBHPOBAHUC B
TEMHOTE TIPH TemIrepaType 25+2%C B Teuenue
30 e, 3aTeM IpU TOH KE TEMIEparype, ¢
¢doromepuomusmMomM 16 9acoB cBeT, 8 dacoB
TeMHOTa H ocBenénnocTy B 2000 Tr0KC, 3aTeM
JKU3HECITOCOOHBIC 3apOJBIIH  MIEPCHOCAT Ha
MUTATCIEHYIO CPETy, 00Pa30BaBIIHECS POCTKU
IOJIBEPTAIOT BUPYCOIOTHIECKOMY KOHTPOIIO U
CBOOOHBIC OT BHPYCOB POCTKH ITEPEHOCAT Ha
cyOcTpat u3 mouBH U TOpda.

I1. popmymsr: 1

Qur.: 2
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Descriere:

Inventia se refera la biotehnologie si poate fi utilizatd in agriculturd pentru obtinerea plantelor
de vita-de-vie libere de virusul rasucirii frunzelor.

Strategia generald de obtinere a materialului liber de infectie cuprinde metode ale culturii in
vitro a meristemelor, aprobate si aplicate pe larg in eradicarea germenilor virali. Un procedeu
inovativ in aceastd directie se propune a fi embriogeneza directd, ce are drept model regenerarea
plantelor sandtoase din embrioni proveniti prin incrucisari hibride, autopolenizari sau polenizari
libere a genitorilor atacati de viroze. In acelasi timp cultura in vitro a embrionilor imaturi este
unica metodd care permite obtinerea formelor noi hibride cu antrenarea genitorilor apireni.

Este cunoscut procedeul de eradicare a virusurilor vitei-de-vie, inclusiv virusul rdsucirii
frunzelor (serotip 1, grapevine leafroll-associated virus 1 - GLRaV-1), pe calea cultivarii in vitro a
meristemelor apicale [1].

Insd acest procedeu are si dezavantaje. In cazul utilizirii meristemelor apicale cu dimensiunile
de 0,5 mm, mérime a explantului ce asigurd o eradicare mai inaltd (95%) a virusului, se induce si
formarea de calus, ceea ce poate genera o variabilitate somaclonald. Prin utilizarea explantelor cu
dimensiuni de Imm se omite initierea de calus, insd rata de plantule libere de virus este mai redusd
(77,5%).

Problema pe care o rezolva inventia constd in sporirea numarului de plante libere de germenii
virali ai virusului GLRaV-1 complementar salvarii embrionilor imaturi si recuperdrii de plantule
sdndtoase obtinute din combinatii hibride, autopolenizari sau polenizari libere a formelor cu diferit
grad de apirenie.

Esenta inventiei consta 1n aceea ca procedeul include cultivarea in vitro a embrionilor imaturi
obtinuti de la genitori de vitd-de-vie apireni §i combinatii hibride ale acestora, colectarea
ciorchinilor dupa 30...45 zile de postanteza, pretratarea la temperatura de 4°C pentru 10...12 zile,
sterilizarea bobitelor cu alcool etilic de 70% pentru 2...3 s, apoi in solutie de hipoclorit de sodiu de
5,2% timp de 15 min si clatirea in apa distilatd sterild, excizarea semintelor imature si inocularea
pe mediul nutritiv Nitsch-Nitsch, suplimentat cu acid indolil acetic 1,5 mg/l, zeatind 1 mg/l, acid
giberelic 0,2 mg/1 si carbune activat 2,5 g/1, cultivarea timp de 30 zile la Intuneric la o temperaturad
de 25+2°C, iar ulterior la aceeasi temperaturd, cu un fotoperiodism de 16 ore lumina, 8 ore
intuneric i iluminare de 2000 1x, la a 10...15-a zi de la primele germindri embrionii viabili se
transferd pe un mediu nutritiv, continand ? de macro - microelemente, vitamine §i un continut
mtegral de hormoni fata de mediul Murashige-Skoog, suplimentat cu zaharoza 15 g/1, mio-inozitol
100 mg/l, glicind 3mg/l, benzilaminopurina 0,45 mg/1 si agar 6,8 g/, apoi plantulele formate se
transferd pe un mediu nutritiv continand ? de macro - microelemente §i vitamine fatd de mediul
Murashige-Skoog, lipsit de hormoni, dupéd care se efectueaza controlul virusologic si transferul
plantulelor libere de virus in substrat de sol si turba in raport de 1:3.

Noutatea inventiei constd in eradicarea virusurilor, in special a virusului rdsucirii frunzelor
(serotip 1) al vitei-de-vie, pe calea cultivérii in vitro a embrionilor imaturi, rezultati din incrucisari
hibride, autopolenizari sau polenizari libere a formelor cu diferit grad de apirenie.

Rezultatul inventiei rezida in eradicarea GLLRaV-1 pe calea salvérii embrionilor imaturi prin
culturi in vitro si conversia acestora in plantule, ceea ce asigurd solutionarea concomitentd a doua
probleme majore asociate producerii materialului initial pentru ameliorare la genotipurile de tip
stenospermocarpic: recuperarea embrionilor si obtinerea populatiilor hibride de plante séndtoase
cu diferit grad de apirenie.

Exemplu de realizare a inventiei

Pentru eradicarea in vitro a virusului GLRaV-1 pe calea embriogenezei zigotice au fost
selectate genotipuri de vitd-de-vie de interes ameliorativ aflate in colectia Institutului Stiintifico-
Practic de Horticulturd §i Tehnologii Alimentare, care au fost stabilite purtdtoare de germeni
patogeni ai acestui virus. Conform rezultatelor testelor de diagnostic virusologic (contrastare
negativd, imunoelectronic §i imunoenzimatic) au fost selectati urmaétorii genitori materni: Apiren
roz Basarabean, Apiren extratimpuriu, Apiren negru de Grozesti. In cercetare au fost utilizati
embrioni imaturi obtinuti din autopolenizari, polenizari libere, precum si din combinatii hibride cu
utilizarea acestor forme.

Tinand cont de obiectivele studiului au fost realizate urmatoarele scheme de Incrucigari:

Q sindtos x & infectat

Q infectat x & sdnitos

Q infectat x & infectat
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autopolenizari, planta infectatd

polenizari libere, plantd infectata.

Procedeul, conform inventiei, include cultivarea in vitro a embrionilor imaturi obtinuti de la
genitori de vitd-de-vie apireni si combinatii hibride ale acestora, colectarea ciorchinilor dupa
30...45 zile de postanteza, pretratarea la temperatura de 4°C pentru 10...12 zile, sterilizarea
bobitelor cu alcool etilic de 70% pentru 2...3 s, apoi in solutie de hipoclorit de sodiu de 5,2% timp
de 15 min si clatirea in apa distilata sterild, excizarea semintelor imature i inocularea pe mediul
nutritiv Nitsch-Nitsch, suplimentat cu acid indolil acetic 1,5 mg/l, zeatina 1 mg/l, acid giberelic 0,2
mg/l si carbune activat 2,5 g/1, cultivarea timp de 30 zile la intuneric la o temperaturd de 25+2°C,
iar ulterior la aceeasi temperaturd, cu un fotoperiodism de 16 ore lumina, 8 ore intuneric si
iluminare de 2000 Ix, la a 10...15-a zi de la primele germindri embrionii viabili se transferd pe un
mediu nutritiv, contindnd ? de macro - microelemente, vitamine i un continut integral de hormoni
fata de mediul Murashige-Skoog, suplimentat cu zaharoza 15 g/l, mio-inozitol 100 mg/l, glicind
3mg/l, benzilaminopurind 0,45 mg/l si agar 6,8 g/, apoi plantulele formate se transferd pe un
mediu nutritiv contindnd ? de macro- microelemente si vitamine fatd de mediul Murashige-
Skoog, lipsit de hormoni, dupd care se efectueaza controlul virusologic si transferul plantulelor
libere de virus in substrat de sol si turba in raport de 1:3.

Schema eradicarii germenilor virali la vita-de-vie pe calea embriogenezei zigotice consta din:
inocularea semintelor imature (1), desecarea semintelor (2), excizarea si transferul embrionilor
viabili pe mediul nutritiv de recuperare (3), obtinerea regenerantilor (4), subcultivarea
regenerantilor pe mediul de conversie (5), expertiza virusologica a regenerantilor (6), adaptarea ex
vitro §i transferul plantulelor libere de virusuri in substrat de sol (7) (fig. 1).

Pentru identificarea eficientei procedeului propus de eradicare a virusului GLLRaV-1 a fost
aplicat paralel procedeul cunoscut de eliminare a germenilor virali pe calea cultivérii in vitro a
meristemelor apicale cu dimensiunile de 1 mm. In acest scop de la tufele genitorilor materni i
paterni, In perioada cresterii intensive (iunie-iulie), au fost preluati lastari (6...10 cm), care au fost
spélati in apa curgdtoare timp de 10 min. Pentru aseptizare, fragmentele de ldstari au fost plasate
pentru 10 s in etanol 70% si ulterior trecute in solutie de 1% (v/v) de hipoclorit de sodiu (20%
Clorox) cu doud picéturi de 0,1% Tween 20, apoi clatite In 3 bai de apd sterila, a cate 5 minute
fiecare, pentru inlaturarea totald a clorului. Toate operatiunile de sterilizare a lastarilor, precum si
excizarea apexurilor cu marimea de lmm si inocularea lor pe medii de culturd s-au desfisurat in
conditii aseptice, in interiorul hotei cu flux laminar de aer steril. Vitrocultura a fost initiatd in
eprubete, continand cate 2 ml de mediu nutritiv Murashige & Skoog (1962) suplimentat cu 6-
benzilaminopurind (5 uM), acid naftalenacetic (0,5 uM), 3% zaharoza si 0,8% agar. Valoarea pH-
ului mediului nutritiv a fost ajustatd inainte de autoclavare la 5,7. Pentru inducerea regenerarii
eprubetele au fost incubate in conditii controlate cu un fotoperiodism de 16 ore-lumini,
temperatura de 25+2°C si iluminare de 2000 Ix.

La 25...35 zile de la inoculare s-a atestat proliferarea si dezvoltarea regenerantilor, care ulterior
au fost transferati pe medii nutritive pentru multiplicare in vase Magenta ce contineau 10...12 ml
mediu. Plantulele cu 3...4 internoduri rezultate din fiecare ciclu de subcultivare au fost transferate
pe mediul pentru rizogenezd Murashige & Skoog (1962) suplimentat cu acid indolilbutiric (0,2
uM). La 6...7 zile dupd pasaj pe acest substrat regencrantii care prezentau un sistem radicular cu
perisori absorbanti bine dezvoltati au fost transferati in vase de plastic de 500 ml cu amestec de
sol:turbd (1:3). Vasele cu regeneranti au fost acoperite cu peliculd de polictilend si transferate in
camera de cultivare la 25+2°C si cu un fotoperiodism de 16 ore-lumina.

Meristemele celor 3 genotipuri de vita-de-vie analizate au prezentat un potential inalt de
raspuns la conditiile in vitro de cultivare (tab.). In pofida cotei inalte a explantelor cu rispuns
pozitiv si eficientei de inducere a regenerantilor, numaérul plantulelor stabilite libere de germeni
virali a fost destul de redus, variind intre 39,1% pentru Apiren extratimpuriu si 68,4% pentru
Apiren roz Basarabean. Totodatd, s-a constatat cd toti cei 23 de regeneranti derivati de la Apiren
negru de Grozesti s-au dovedit a fi purtatori ai serotipului 1 al virusului GLRaV. Nereusita
eradicdrii virale la genotipul dat poate fi cauzatd atdt de particularititile soiului, cat si de starea
fitosanitard grava stabilita la plantele donatoare de explant (infectii mixte).
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Tabel
Rata de regenerare si cota de eradicare a GLRaV-1 prin culturi in vitro a meristemelor si
embrionilor imaturi de vitd-de-vie
Nr | Genotip Numdrul de | Numdrul  de | Numédrul de | Numdrul  de | Cota de plante
explante explante cu | regeneranti plante libere de | libere de virus,
inoculate raspuns pozitiv | obtinuti virus %
Cultura in vitro a meristemelor
1 Apiren  roz | 32 28 19 13 68,42
Basarabean
2 Apiren negru | 44 38 23 - -
de Grozesti
3 Apiren 47 46 23 9 39,13
extratimpuriu
Total 123 112 65 22 35,85
Cultura in vitro a embrionilor imaturi
Genotpul Numadarul de | Numadrul  de | Numdrul de | Numarul  de | Cota de plante
formei embrioni embrioni regeneranti plante libere de | libere de virus
materne inoculati viabili obtinuti virus
1 Apiren  roz | 688 162 181 181 100
Basarabean
2 Apiren negru | 1054 83 12 10 83,33
de Grozesti
3 Apiren 152 77 83 83 100
extratimpuriu
Total 1894 322 276 274 94,44

Conform algoritmului inventiei propuse au fost inoculati 1894 de embrioni imaturi pe mediul
de recuperare Nitsch-Nitsch (1969). La momentul desecdrii s-a determinat ca cota embrionilor
viabili a variat de la 7,9% (Apiren negru de Grozesti) pand la 50,7% (Apiren extratimpuriu) in
functie de genotip si starea lor fitosanitara. Gradul 1nalt de infectare a genotipului Apiren negru de
Grozesti cu agenti virali ai complexului degenerativ (in special infectii mixte) a contribuit la
diminuarea viabilitatii embrionilor.

S-a stabilit cd reactia embrionilor imaturi la cultivarea in vitro este determinata in mare masurd
de genotip, de aceea reusita procedeului de convertire a embrionilor in plantule este direct
dependentd de particularitatile genotipurilor antrenate. O altd trasdturd specificd atribuita
genotipului este poliembrionia, fapt ce a dus la cresterea numarului de regeneranti comparativ cu
numarul de embrioni viabili cultivati (de exemplu la soiurile Apiren extratimpuriu §i Apiren roz
Basarabean). Asemenea plantule reprezintd clone, iar inducerea lor sporeste cota de recuperare si
conversie in plantule.

Plantulele recuperate dupa aspect nu prezentau simptome vizuale specifice virozelor. De
asemenea prin metode de diagnostic virusologic a fost confirmata lipsa agentilor virali. Eficienta
eradicarii virusului GLRaV-1 a fost identificatd prin tehnica imunoenzimaticd DAS-ELISA: A -
aplicarea probelor biologice, B si C — rezultatul reactiei cromatice de identificare a germenilor
GLRV-1 1n regenerantii obtinuti prin cultura de meristeme (B) si a embrionilor imaturi (C) (fig.2).

A fost stabilitd influenta starii fitosanitare si particularitdtilor combinatiei hibride de vitd-de-
vie asupra eficientei procedeului de salvare, recuperare §i conversie a embrionilor imaturi in
plantule. Infectarea formelor parentale cu serotipul 1 al GLRaV influenteazd mai putin viabilitatea
embrionilor.

Conform rezultatelor obtinute, procedeul propus conform inventiei permite eradicarea
germenilor virali chiar si in cazul unor infectii duble sau triple, fapt constatat la genotipul Apiren
negru de Grozesti.

Expertiza virusologicd in baza testului DAS-ELISA a dovedit ci salvarea embrionilor imaturi
prin culturi in vitro si conversia acestora in plantule constituie un procedeu eficient ce asigurd
eradicarea GLRaV-1. Totodatd procedeul propus permite solutionarea concomitentd a doud
probleme majore asociate producerii materialului initial pentru ameliorare la genotipurile de tip
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stenospermocarpic: recuperarea embrionilor si obtinerea populatiilor hibride de plante sdnétoase
cu diferit grad de apirenie.

Plantele clone, stabilite s@natoase, urmeazd a fi multiplicate, pentru crearea plantelor-mama
sandtoase, precum si a formelor hibride de interes ameliorativ.

(56) Referinte bibliografice citate in descriere:

1. Fayek M.A., Jomaa A.H., Shalaby Abdel-Baset A., Al-Dhaher Mohammad-Morshed A.
Meristem tip culture for in vitro eradication of grapevine leafroll-associated virus-1
(GLRaV-1) and grapevine fan leaf virus (GFLV) from infected flame seedless grapevine
plantlets. Ini. Inv., 2009, 4, p. 1-11

(57) Revendicari:

Procedeu de obtinere a plantelor de vitd-de-vie libere de virusul rasucirii frunzelor serotip 1,
care include cultivarea in vitro a embrionilor imaturi obtinuti de la genitori de vitd-de-vie apireni
si combinatii hibride ale acestora, colectarea ciorchinilor dupa 30...45 zile de postanteza,
pretratarea la temperatura de 4?7C pentru 10...12 zile, sterilizarea bobitelor cu alcool etilic de 70%
pentru 2...3 s, apoi in solutie de hipoclorit de sodiu de 5,2% timp de 15 min si cldtirea in apd
distilatd sterild, excizarea semintelor imature si inocularea pe mediul nutritiv Nitsch-Nitsch,
suplimentat cu acid indolil acetic 1,5 mg/l, zeatind 1 mg/l, acid giberelic 0,2 mg/l si cirbune
activat 2,5 g/, cultivarea timp de 30 zile la intuneric la o temperaturd de 25+2°C, iar ulterior la
aceeasi temperaturd, cu un fotoperiodism de 16 ore lumind, 8 ore intuneric si iluminare de 2000 1x,
la a 10...15-a zi de la primele germinari embrionii viabili se transferd pe un mediu nutritiv,
continand ? de macro - microelemente §i vitamine §i un continut integral de hormoni fatd de
mediul Murashige-Skoog, suplimentat cu zaharozad 15 g/l, mio-inozitol 100 mg/l, glicind 3mg/l,
benzilaminopurind 0,45 mg/l si agar 6,8 g/1, apoi plantulele formate se transferd pe un mediu
nutritiv contindnd ? de macro - microelemente si vitamine fatd de mediul Murashige-Skoog, lipsit
de hormoni, dupa care se efectueaza controlul virusologic si transferul plantulelor libere de virus in
substrat de sol si turbd in raport de 1:3.
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