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Prefata

Lucrarea Testarea prunului transgenic ‘HoneySweet’ in Romdnia
inglobeaza o sinteza a cercetarilor care au vizat prunul transgenic cu
rezistenta derivata din patogen, cercetari efectuate la Statiunea de
Cercetare-Dezvoltare pentru Pomicultura (SCDP) Bistrita, de-a lungul
unei perioade de peste doua decenii.

In primul capitol sunt prezentate sintetic problematica virusului
Plum pox (PPV) pentru cultura prunului §i necesitatea obtinerii de soiuri
rezistente, ca solutie eficienta in combaterea acestuia, cu referire speciala
la prunul transgenic.

In cel de-al doilea capitol se regdsesc rezultate ale testdrii
rezistentei prunului transgenic la infectiile naturale cu virusul Plum pox
in conditii endemice din Romadnia §i ale verificarii stabilitatii rezistenfei
prunului HoneySweet la infectiile artificiale mixte cu PPV §i virusuri
heteroloage. Capitolul este completat cu prezentarea unor rezultate
referitoare la ereditatea rezistentei la PPV a prunului transgenic
HoneySweet.

Capitolul al treilea este destinat prezentarii cercetarilor din
Romdania referitoare, pe de o parte, la potentialul impact al prunului
transgenic asupra diversitatii populatiilor indigene a virusului Plum pox,
iar pe de alta parte, asupra unor organisme non-fintd, in spefa asupra
populatiilor indigene de afide vectori, respectiv asupra albinelor.

Rezultatele cercetarilor privind performangele agronomice §i
fenotipice ale prunului transgenic ‘HoneySweet’ in conditiile din Romania
sunt sintetizate in cel de-al patrulea capitol, studiile fiind efectuate in



contextul producerii de fructe libere de virusul Plum pox si a reducerii
poluarii mediului.

Rezultatele de ansamblu obtinute de-a lungul timpului, de la
obtinerea prunului transgenic §i pdna in prezent sunt utilizate pentru
constructia ultimului capitol dedicat unor recomandari privind politica
nationala referitoare la eventuala cultivare a prunului transgenic in
Romania.

Obtinerea rezultatelor prezentate in lucrare a fost posibila atat
prin colaborarea, la nivel national, dintre SCDP Bistrita si Universitatea
de Stiinte Agicole si Medicina Veterinara Cluj-Napoca si Universitatea
Babes Bolyai, Facultatea de Biologie, cdt si la nivel international dintre
SCDP Bistrita si USDA Appalachian Fruit Research-SUA, INRA
Bordeaux-Franta, IVIA Valencia-Spania. Aceste cercetari au fost finatate,
in principal, in cadrul a doua mari proiecte, unul national finantat de catre
Ministerul Agriculturii si Dezvoltarii Rurale (ADER 4.1.3 / 2015) si un
altul international (FP5 -TRANSVIR-QLK3-CT-2002-02140) finantat de
catre Comisia Europeana (cofinantare Ministrerul Educatiei, Cerecetarii
si Tineretului). La acestea se aduga si alte proiecte finatate de cdtre
Departamentul de Stat al Agriculturii —SUA si Black See Biotechnology
Association, precum §i un proiect de colaborare bilaterala SCDP Bistrita-
INRA Bordeaux.

Lucrarea se adreseaza atat fermierilor din pomicultura, cdt si altor
specialisti din domeniu, precum si profesorilor, studentilor si altor
potentiali beneficiari (DAJ, UFJ, ITCSMS, etc). De asemenea, lucrarea
ofera informatii importante care pot fi utilizate de ministerele de resort in
elaborarea politicii nationale referitoare la prunul transgenic §i alte
OMG-urile cu insert similar.
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CAP. I. INTRODUCERE

Cercetdrile privind obtinerea prunului transgenic cu rezistenta
derivatd din patogen au fost initiate si derulate in Statele Unite ale Americii
(SUA), iar testarea rezistentei la virusul Plum pox s-a efectuat atat in SUA
cat si 1n tari ale Uniunii Europene (UE), respectiv in Franta, Spania,
Polonia, Cehia si Romania, ca o necesitate pentru identificarea unor solutii
eficiente Tn combaterea virusului Plum pox.

Virusul Plum pox (PPV) este cel mai distructiv agent viral si patogen
de carantina al speciilor pomicole sdmburoase, cauzand uriage pierderi de
productie si deprecieri calitative, In special in livezile din centrul si estul
Europei, unde boala este larg raspandita (Nemeth, 1986). Virusul a fost
semnalat pentru prima oard in Bulgaria (Atanassov, 1932), iar de atunci s-a
raspandit progresiv in cea mai mare parte a continentului european, in jurul
Bazinului Mediteranean, in Orientul Apropiat si Orientul Mijlociu, in sudul
si nordul Americii (Argentina, Canada, Chile si SUA) precum si in Asia
(China, Iran, Kazakhstan si Pakistan) (Capote si colab., 2006), iar recent in
Japonia (Maejima si colab., 2010), devenind astfel o problema mondiala de
maxima importantd pentru cultura speciilor pomicole samburoase. Acest
virus este extrem de pagubitor deoarece poate deprecia foarte mult calitatea
fructelor (prin deformari puternice - Foto 1, scurgeri de gome, dezechilibre
intre zahar si aciditate, decolordri ale pielitei etc.) si cauzeaza adesea
caderea prematurd a acestora (Foto 2), fructele devenind improprii
consumului. Aceste efecte au serioase consecinte economice din cauza
pierderilor uriase de productie care se Inregistreaza an de an. Cheltuielile
globale asociate cu managementul limitdrii impactului acestei boli la nivel
mondial, excluzand costurile aferente pierderilor de productie, au fost
estimate la peste 10 000 milioane de euro pe o perioada de 30 de ani, ceea
ce Tnseamna un impact social considerabil (Cambra si colab., 2006).



a b
Foto 1. Simptome ale virusului Plum pox pe fructe (a) si afectiuni ale

pulpei (b)
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Foto 2. Caderea prematura a fructelor provocata de virusul Plum pox



In tara noastrd virusul Plum pox este raspandit in toate zonele de
culturd ale prunului producand pagube deosebite, pana la 85% si chiar
compromitera totald a productiei la soiurile sensibile (Minoiu, 1997). O
evaluare la scard nationald, efectuatda in perioada 2006-2009 developeaza
situatia extrem de critica si necontrolabila la virusului Plum pox in
plantatiile de prun din Romania. Nicio livada de prun nu a fost gasita libera
de PPV, iar rata medie de infectie s-a situat la 68,5 % (Zagrai si colab.,
2010a). In ceea ce priveste existenta tulpinilor virale ale PPV 1in livezile de
prun din Romania, rezultatele au relevat doar prezenta PPV-D (Dideron
sau cloroticd) si PPV-Rec (recombinata), atit in infectii singulare cat si
mixte (Figura 1), generatoare ale altor posibile variatiuni genetice prin
recombinare (Zagrai si colab., 2010b). Este foarte interesant ca, desi
Romania este cunoscuta ca un centru endemic al virusului Plum pox,
tulpina PPV-M (Marcus sau necroticd), cunoscutd ca cea mai epidemica si
mai agresiva, nu a fost identificatd in Romania (Zagrai si colab., 2006,
2008a, 2009, 2010b,c). Evident, patrunderea acestei tulpini Tn Romania ar
agrava si mai mult situatia existenta. Oricum, in contextul actual, infectiile
cu PPV reprezinta factorul cel mai limitativ pentru profitabilitatea culturii
prunului Tn Romania. Astfel, poate fi explicat in cea mai mare parte
regresul productiei acestei specii, desi in Roménia prunul raméne specia
pomicold dominanta.

Nu exista nicio metoda curativa de combatere a acestui periculos
patogen. Pentru eradicarea virusului Plum pox, metode stricte precum:
carantina fitosanitard, propagarea materialului saditor liber de viroze,
tratamente suplimentare pentru combaterea vectorilor viruliferi, eliminarea
pomilor infectati s.a. sunt recomandate a fi aplicate. Masurile de carantina
si programele de eradicare bazate pe eliminarea pomilor infectati s-au
dovedit a fi adesea ineficiente pentru stoparea raspandirii PPV, mai ales in
zonele endemice. In pofida pierderilor uriase de productie, in foarte multe
tari, printre care si Romania, se accepta si acum coexistenta cu boala.



Transylvania
70% PPV-D
18% PPV-Rec

12% PPV-D+Rec

73% PPV-D
14% PPV-Rec
13% PPV-D+Rec

Muntenia
68% PPV-D
8% PPV-Rec

24% PPV-D+Rec

Figura 1. Distributia tulpinilor PPV la nivelul regiunilor Transilvania,
Muntenia si Moldova (Zagrai si colab., 2010)

Datoritd raspandirii rapide a PPV prin intermediul afidelor si
existentei numeroaselor gazde potentiale, eradicarea bolii devine extrem de
dificil de realizat odatd ce prezenta ei a fost semnalatd intr-o regiune. De
prin crearea unor soiuri rezistente, raman de mare interes In viziunea
oricarui ameliorator european, fiind cea mai sigura modalitate de lupta
eficientd impotriva acestui distructiv patogen viral. Desi de peste 70 de ani
s-au facut eforturi considerabile pentru identificarea si cumularea genelor
de rezistenta naturale prin metode de ameliorare conventionala (Kegler si
colab., 1998), lipsa acuta a surselor de rezistentd la PPV au determinat o
eficienta redusd a acestor eforturi in controlul Plum pox-ului. Un tip de
rezistentd naturald, prin hipersensibilitate, a fost, totusi, raportat la soiul de
prun Jojo (Hartmann si Petruschke, 2002). Rezistenta la PPV a soiului Jojo
a fost insa contestata ulterior de catre Polak si colab. (2005), care au aratat
ca virusul Plum pox poate fi prezent in tesuturile acestui soi deoarece se
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transmite la portaltoi. De asemenea, a fost raportata depasirea barierei
constatat chiar o reactie sistemicd cu simptome severe de PPV (Polak si
JaroSovd, 2011). In aceast situatie, obtinerea unor forme de prun rezistente
la PPV prin utilizarea tehnicilor de inginerie genetica raméne ca o solutie
alternativa sau complemetara la ameliorarea conventionald.

Sanford. J. C. si Johnston, S.A. (1985), Powel si colab. (1986) au
aratat ca, prin transgenezd, plantele transformate, exprimand invelisul
proteic al virusului (CP), pot fi rezistente la infectiile virale. Aceasta
strategie, denumita ,,rezistenta derivata din patogen” (RDP), a fost aplicata
in programele de ameliorare a rezistentei prunului la PPV ca o abordare
complementard la ameliorarea conventionald. Aplicarea strategiei RDP la
Prunus domestica L. a condus la obfinerea mai multor clone de prun
transgenic ce confin 1-3 copii ale genei ce codificd proteina capsidei
virusului Plum pox, impreuna cu doi markeri selectionabili (npt II - marker
selectionabil 1n procesul de transformare si uid A - marker cromogenic)
(Scorza si colab., 1994). Una dintre aceste clone, denumitd Cs patentatad in
Statele Unite ale Americii sub denumirea ‘HoneySweet’ (Scorza si colab.,
2007), s-a remarcat, mai nti, printr-un Tnalt grad de rezistenta la virusul
Plum pox in cazul inoculdrilor efectuate in conditii de sera (Ravelonandro
si colab., 1997; Hily si colab., 2004).

Reusita obtinerii clonei transgenice Cs este rezultatul cooperarii
dintre USDA - ARS Kearneysville (West-Virginia, USA) si INRA
Bordeaux (Franta) si reprezinta un mare succes in lupta impotriva celei mai
devastatoare maladii virale (Plum pox sau Sharka) intalnitd la speciile
samburoase. De asemenea, prunul transgenic cu RDP deschide noi
rezistenta la PPV a clonei Cs poate fi transmisd la descendenti dupa
modelul caracterelor alternative (Scorza si colab., 1998; Ravelonandro si
colab., 2001).
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Daca ne referim la mecanismul rezistentei, soiul ,,HoneySweet” a
fost creat pe un principiu care se aseamana cu vaccinarea la oameni. Prin
inserarea in genomul plantei a unui fragment mic de ADNc din virusul
Plum pox, se creeaza o reactie imunitard a plantei care recunoaste orice
infectie cu acest virus si 1l distruge.

Rezistenta la PPV a prunului transgenic HoneySweet este de tipul
RDP (rezistentd derivata din patogen), bazatd pe silentiere
posttranscriptionala care determind o inhibitie a replicarii virale.
Mecanismul rezistentei este prezentat schematic in figura 2.

/PFV-CP PRV-CP \

Figura 2. Prezentarea i )2

schematica a
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rezistenta la PPV prin "5“"3“1 - & {
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posttranscriptionala 1/

la prunul transgenic ANV SV

citoplasma Al

HoneySweet & fragm;mrggm'w

Mai precis, doua copii ale genei capsidale ale virusului Plum pox

(PPV-CP) pozitionate cap la cap (hairpin), inserate in genomul prunului
HoneySweet, genereaza molecule de ARN dublu catenar la nivelul
citoplasmei. Sub actiunea unei endoribonucleaze specifice, numitd DICER,
ARN-ul dublu catenar este fragmentat, prin clivare, rezultind astfel
molecule de ,,small interfering RNA”. Aceste molecule se ataseaza pe baza
de complementaritate de ARN-ul viral infectios In cadrul unui complex de
silentiere indusa ("RNA induced silencing complex" — RISC). Rezultatul
final al acestui proces complex este degradarea ARN-ului viral si stoparea
infectiei.
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CAP. II. REZISTENTA PRUNULUI TRANSGENIC LA
VIRUSUL PLUM POX

Rezistenta prunului transgenic a fost studiatd atat sub presiune de
infectie naturald cu PPV 1intr-o zona endemica, cat si sub presiune de
infectie artificiald, prin inoculare cu muguri infectati cu PPV. De
asemenea, cercetdrile au fost extinse la studiul ereditatii mecanismului de

rezistenta.

2.1. Studiul rezistentei prunului transgenic la infectiile naturale cu
virusul Plum pox in conditiile endemice din Romania

In Roménia, testarea rezistentei prunului transgenic in conditii de
mare presiune a infectiei naturale cu PPV s-a efectuat in trei loturi
experimentale, situate in perimetrul Statiunii de Cercetare-Dezvoltare
pentru Pomiculturda din Bistrita (Zagrai si colab., 2008b). Prunii
transgenici, care au facut obiectul acestor testari, au fost produsi in Franta,
la INRA Bordeaux. In concordanti cu recomandirile Uniunii Europene,
loturile experimentale au fost inconjurate de o zond tampon care, la
Bistrita, a fost constituita din livezi de mar.

Primul lot, infiintat in anul 1996, a inclus 60 de pruni transgenici,
din sapte clone (C,, C3, C4, Cs, Cg, PT3 si PTS5). Prunii transgenici au fost
plantati in interiorul unei livezi de prun in varsta de 6 ani puternic infectata
cu PPV. Dupa un an de la plantare, 35 de pruni transgenici s-au uscat,
probabil din cauza adaptarii reduse a portaltoiului Prunus marianna la
conditiile solului argilos din regiune. Pentru a corecta aceastd aparenta
inadaptare, au fost infiintate alte doud loturi experimentale in anul 1998,
utilizandu-se ca portaltoi mirobolanul (Prunus cerasifera).

Al doilea lot experimental a inclus opt pomi apartinand clonei
transgenice Cs, care au fost intercalati in vecinatatea unor pruni
conventionali, cunoscuti ca fiind toleranti la PPV. Presiunea de infectie cu
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PPV a fost asigurata de alti pruni conventionali, infectati cu acest virus
care se aflau la extremitatile lotului.

Al treilea lot experimental a inclus 21 de pruni transgenici apartinand
clonelor C,, C4, Cs, Cg si PT3, care au fost plantati randomizat intr-o
livada de prun conventional 1n varsta de doi ani. La data plantarii prunilor
transgenici, incidenta PPV in aceasta livada era de 4,5%.

Monitorizarea PPV 1n cele trei loturi s-a realizat atat prin observatii
vizuale cat si prin diagnostic serologic (DAS-ELISA - Double Antibody
Sandwich-Enzyme Linked Immunosorbent Assay) (Clark si Adams,1977)
si molecular (IC/RT-PCR - Immunocapture-Reverse Transcription-
Polymerase Chain Reaction) (Wetzel si colab.,1991).

In primul lot experimental, dupi 10 ani de testare in cAmp, s-au
infectat 44% dintre prunii transgenici apartinand clonelor C,, C3, C4, Cq si
PT3, in timp ce incidenta PPV 1n prunii conventionali a cresut de la 23%
(1996) la 76% (2006). Dinamica incidentei PPV a fost asemanatoare la
prunii conventionali si la cei transgenici, cu exceptia clonei transgenice C5.
Desi populati frecvent de afidele vectoare, pomii acestei clone nu au fost
infectati, remarcindu-se printr-un nivel inalt si durabil al rezistentei la PPV
(Figura 3).

In al doilea lot experimental, dupa opt ani de testare, toti cei opt pomi
apartindnd clonei transgenice Cs au ramas liberi de PPV. Majoritatea
prunilor conventionali considerati toleranti la PPV, aflati in vecinatatea
prunilor transgenici, s-au infectat cu acest agent patogen. Raspandirea
PPV in cel de-al doilea lot a avut o evolutie crescatoare continua la prunii
conventionali, Tn timp ce rezistenta clonei transgenice Cs s-a dovedit
durabila (Figura 4).

Dinamica raspandirii PPV in cel de al treilea lot experimental a
evidentiat faptul cd, dupa cinci ani de testare in camp, incidenta
patogenului a fost similara la prunii conventionali si la cei transgenici, cu
exceptia clonei Cs. La prunii conventionali, rata infectiei a crescut de la
4,5%, in anul 1998, la 39,8%, 1n anul 2003, ceea ce demonstreaza ca
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prunul transgenic a fost expus la o presiune considerabila de infectie cu
PPV mediata de afide virulifere. Rezultatele testelor de diagnostic
serologic (DAS-ELISA) si molecular (IC-RT-PCR) au confirmat faptul ca
doar clona transgenica Cs a ramas neinfectatda cu PPV (Figura 5).
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Figura 3. Dinamica raspandirii virusului Plum pox in primul lot
experimental

Rezultatele obtinute in cele trei loturi experimentale demonstreaza
existenta unei presiuni de infectie naturald cu PPV corespunzatoare
raspandirii virusului, conditii In care clona Cs a rdmas libera de virus pe tot
parcursul studiului. Se poate conchide astfel, cd prunul transgenic Cs
poseda un nivel inalt si durabil al rezistentei la infectiile naturale cu PPV.

Rezultate similare au fost obtinute si la experientele din Polonia,
Spania si Cehia (Malinowski si colab., 2006; Polak si colab., 2005, 2017).
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Figura 4. Dinamica raspandirii virusului Plum pox in al doilea lot
experimental

% pomilor infectati cu PPV

1998 1999 2000 2001 2002 2003
Anul

—e—conventional - C-5 C2, C4, C6, PT3 ‘

Figura 5. Dinamica raspandirii virusului Plum pox in al treilea lot
experimental



2.2. Studiul stabilitaitii rezistentei la virusul Plum pox a clonei de prun
transgenic Cs in conditiile coinfectiei cu virusuri heteroloage

Plantele transgenice care exprima gene virale pot avea diferite grade
de rezistentd fata de virusul de la care au fost transferate respectivele gene
(Beachy si colab., 1990). Genele virale cele mai frecvent utilizate in cadrul
strategiei RDP (rezistentd derivatd din patogen) sunt cele care codifica
proteina capsidei (coat protein - CP). De la prima raportare referitoare la
rezistenta tutunului transgenic, mediata de o gend CP, la virusul mozaicului
tutunului (Abel si colab., 1986), aceasta strategie a permis obtinerea mai
multor plante modificate genetic rezistente la diferite virusuri. Clona de
prun transgenic Cs, denumitd "HoneySweet", rezistentd la virusul Plum
pox, este un exemplu notoriu. Rezistenta la PPV a clonei trangenice Cs se
bazeaza pe mecanismul PTGS specific de degradare a ARN viral (Scorza si
colab., 2001). Infectia virala poate declansa mecanismul PTGS, care
presupune sinteza ARNsi (ARN silencing) si degradarea ARN viral
(Hamilton si Baulcome, 1999; Hily si colab., 2005). Ca raspuns la acest
mecanism de apdrare, unele virusuri activeazd gene supresoare ale
silentierii (Anandalakshmi si colab., 1998; Voinnet, 2001). De exemplu,
s-a demonstrat cd gena hc-pro (helper component proteinase) a
potivirusurilor poate fi un supresor al PTGS (Brigneti si colab., 1998;
Kasschau si colab., 1998). Trebuie precizat Insa ca acest fenomen a fost
raportat doar la plantele erbacee (Garcia si Cambra, 2007) 1n conditii de
serd. Nu existd raportari care sa confirme prezenta unui astfel de fenomen
la speciile de pomi fructiferi sau la alte plante, in conditii de camp.

In Roméania, cercetirile privind stabilitatea mecanismului PTGS la
clona transgenicd C5 1n cazul infectiilor mixte cu PPV si cu virusurile
heteroloage Prunus necrotic ring spot virus (PNRSV) si Prune dwarf
virus (PDV) s-au desfasurat la Statiunea de Cercetare-Dezvoltare pentru
Pomicultura din Bistrita, in cadrul a doua experiente efectuate in camp. Un
experiment a fost organizat intr-o livada (lotul 3), iar un altul - intr-o
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pepiniera experimentald (Zagrai si colab., 2008c). Pomilor ce apartineau
clonei transgenice Cs le-au fost inoculate tulpina PPV-D (Dideron sau
cloroticd) si combinatiile PPV + PDV sau PPV + PNRSV. Ca martori, au
fost utilizati pruni conventionali supusi unor inoculdri similare.

Infectiile virale (PPV, PDV si PNRSV) au fost monitorizate prin
observarea vizuald a simptomelor exteriorizate si prin diagnostic serologic
si molecular. Diagnosticul serologic s-a bazat pe rezultatele testului DAS-
ELISA, pentru a carui efectuare au fost folosite antiseruri policlonale
pentru PPV, PDV si PNRSV. Diagnosticul molecular s-a bazat pe
rezultatele IC-RT-PCR, pentru care au fost utilizate perechile de amorse:
P1/P2 pentru PPV (Wetzel si colab., 1991); PNRSV-10F/PNRSV-10R
pentru PNRSV (Marbot si colab., 2003); PDV-17F/PDV-12R pentru PDV
(Kummert si colab., 2001).

in experimentul organizat in livad4, la un an de la inoculare, 1n cazul
clonei transgenice Cs nu a fost observat vreun simptom specific bolilor
generate de cele trei virusuri (PPV, PDV si PNRSV), iar rezultatele testului
DAS-ELISA au fost negative. Prezenta celor trei virusuri a fost insa
confirmata pe lastarii derivati din mugurii folositi pentru inocul. De
asemenea, concentratii reduse ale PPV si PDV au fost detectate n prunii
conventionali pe care au fost facute inoculari.

La doi ani dupa inoculare, rezultatele testelor DAS-ELISA au aratat
ca, la pomii transgenici Cs, virusurile heteroloage (PDV si PNRSV) au fost
translocate de la locul inocularii. De asemenea, la aceiasi pomi Cs, virusul
Plum pox a fost detectat in concentratii foarte reduse si a indus simptome
discrete numai pe cateva frunze de pe ramurile pe care au fost facute
inocularile. Dimpotrivd, la prunii convenfionali (martori), concentratia
virala a fost mare si au apdrut simptome foarte evidente pe frunzele
ramurilor pe care au fost facute inocularile. Mai mult, simptomele induse
de PPV pe ramurile pe care nu au fost facute inoculari au indicat faptul ca
agentul patogen in cauza a invadat o mare parte din coroana prunilor

conventionali.
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La trei ani de la inoculare s-a constatat ca virusul Plum pox nu s-a
raspandit in coroana pomilor apartinind clonei transgenice Cs. In toate
cazurile, atat Tn urma infectiilor singulare cat si in urma infectiilor mixte, la
prunii Cs, virusul Plum pox a indus doar simptome sporadice, constand din
pete difuze si discrete, fiind detectat prin DAS-ELISA si IC-RT-PCR
numai In apropierea zonelor in care au fost facute inoculdrile. Nu au fost
observate simptome pe ramurile pe care nu au fost facute inoculari, iar
absenta PPV a fost confirmatd de rezultatele testelor serologice si
moleculare. Se poate deci conchide, ca la prunii transgenici Cs replicarea
PPV a fost inhibata si, prin urmare, infectia a fost localizata. In schimb, la
aceiasi pruni Cs, desi nu au generat simptome evidente in coroanele
pomilor, virusurile Prune dwarf si Prunus necrotic ring spot au fost
detectate atit pe ramurile pe care au fost facute inoculari cat si pe ramurile
pe care nu au fost facute inoculari, fapt ce indica o infectie sistemica.

In experimentul efectuat in pepinieri, la plantele apartinnd clonei
transgenice Cs, virusul Plum pox a fost transferat de la locurile inocularii,
respectiv din mugurii infectati, insa a fost detectat doar 1n partea bazala a
pomilor Cs, adica in proximitatea inoculului. Desi virusul Plum pox a fost
detectat la un an dupa inoculare, infectia nu a devenit sistemica in
urmatorii doi ani, ceea ce demonstreaza ca a avut loc o inhibitie a replicarii
virale. Dimpotriva, virusurile Prune dwarf si Prunus necrotic ring spot au
produs infectii sistemice rapide, confirmate atat prin diagnostic serologic
cat si molecular, desi PNRSV nu a generat simptome vizibile.

Atat in experimentul efectuat in livada cat si in experimentul efectuat
in pepiniera, la plantele transgenice Cs nu au fost observate diferente in
privinta exteriorizarii simptomelor sau a raspandirii PPV intre variantele de
inoculare. Mai precis, intre varianta in care a fost inoculat PPV si varianta
in care a fost inoculata combinatia PPV + virusuri heteroloage.

Privite in ansamblu, rezultatele arata ca, indiferent de tipul de infectie
(singulara cu PPV sau mixtd cu PPV+PDV/PNRSYV), reactiile clonei
transgenice Cs fatda de PPV au fost similare. Concret, la clona transgenica
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Cs, virusul Plum pox poate produce doar o infectie limitata, independent de
prezenta virusurilor heteroloage. in ambele experimente, aceasta infectie a
ramas insd aproape de locul inoculdrii, nedevenind sistemica, iar
simptomele induse de PPV au fost fie absente, fie sporadice si mijlociu
evidente, indicand o inhihitie efectiva a replicarii virale (Figura 6).

Rezultatele obtinute in Romania, care releva stabilitatea rezistentei la
Plum pox a clonei transgenice Cs in prezenta unor virusuri heteroloage, au
fost confirmate de rezultatele experientelor desfasurate in Spania (Zagrai si
colab., 2008c) si Cehia (Polak si colab., 2017). Mai mult, experientele
efectuate Tn Cehia au aratat ca infectia cu PPV a disparut complet dupa o
perioada lunga de timp (Polak si colab., 2017).

PPV in CB |anga inocul
Concentratie redusa
_ Simptome sporadice gi discrete

liberde PPV

Figura 6. Prezentarea schematica a reactiei prunului transgenic Cs la

inocularile artificiale cu PPV
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2.3. Ereditatea rezistentei prunului transgenic la virusul Plum pox

Utilizarea clonei de prun transgenic Cs (HoneySweet) in programele
de ameliorare a rezistentei prunului la PPV este imperios necesara, in
primul rand din cauza lipsei acute a surselor de rezistentd la acest virus. In
al doilea rand, nivelul foarte ridicat al rezistentei acestei clone oferd sansa
obtinerii, prin metode de ameliorare conventionald, de noi soiuri de prun
rezistente la PPV.

Sansele de reusita in ameliorarea rezistentei la PPV, prin utilizarea
clonei transgenice Cs ca sursa de rezistentd depind, evident, de eficienta
transmiterii in descendentd a acestei insusiri. Se cunoaste ca, In
determinismul rezistentei la PPV a clonei Cs sunt implicate multiple copii
de transgene (CP) care formeazd un linkage (Scorza si colab., 1998).
Problema care se pune este daca in procesul de gametogeneza acest linkage
va fi stabil sau, 1n caz contrar, cit de mare va fi instabilitatea lui. Acesta a
fost unul dintre obiectivele cercetarilor efectuate la Statiunea de Cercetare-
Dezvoltare pentru Pomicultura Bistrita in perioada 1998-2002, dar s-a avut
in vedere si studiul eventualelor probleme de incompatibilitate care ar fi
putut apdrea la hibridarea dintre soiurile speciei Prunus domestica cu
prunul transgenic.

Pentru studiul transmiterii in descendentd a rezistentei la PPV a
din acest punct de vedere s-a realizat o schema ciclica de hibridare in care
s-a folosit ca tester clona transgenica Cs (genitor patern), iar ca genitori
materni soiurile: Silvia, Minerva, Centenar, Carpatin, Dambovita si hibrizii
P5/1, BN 6/260, BN 6/283.

Tehnica polenizarii a fost cea obisnuita, practicatd in ameliorare.
Izolarea florilor s-a facut fara o prealabild emasculatie, deoarece
majoritatea genitorilor materni sunt androsterili.

Pentru testarea viabilitafii polenului si pentru o justd interpretare a
gradului de interfertilitate s-a determinat capacitatea germinativa a
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polenului, prin insdmantarea acestuia pe un mediu agarizat; citirile s-au
facut la microscop, dupa 24 ore de la insamantare, la 10 campuri
microscopice, determinindu-se procentul de polen germinat din totalul de
graunciori analizati. Determinarea proportiei de fructe rezultate in urma
polenizarii s-a facut la 35 de zile de la data polenizarii.

Recoltarea fructelor rezultate din hibriddri s-a facut la maturitate
deplind iar samburii extrasi au fost stratificati in nisip dupad o prealabila
dezinfectare si pastrati la frigider. Semanatul samburilor s-a facut la
ghivece la sfarsitul lunii februarie iar puietii rezultati au fost transplantati
in camp la inceputul lunii aprilie.

Pentru a se evita unele erori care ar fi putut aparea datorita
neutilizarii castrarii in tehnica hibridarii artificiale, studiul ereditatii s-a
efectuat doar pe descendenta P5/1 x Cs, cunoscut fiind faptul ca genitorul
matern este androsteril si, prin urmare, o eventuald autopolenizare care sa
influenteze raporturile de segregare este exclusa.

Mentionam ca gena de interes (CP) integratd in genomul clonei Cs
poate fi usor evidentiata indirect cu ajutorul a doi markeri selectionabili,
frecvent utilizafi in transgeneza vegetald (uid A si npt 1I). Astfel, pentru
identificarea hibrizilor transgenic s-a evidentiat prezenta genei uid A
(marker) prin testul cromogenic GUS. Varianta utilizata pentru localizarea
activitatii GUS si, indirect, a genei CP a fost cea indigogenica realizatda
conform protocolului descris de Vitha si colab. (1997).

Pentru confirmarea rezistentei la virusul Plum pox a descendentilor
purtatori ai genei CP (evidentiatd indirect prin analiza cromogenica GUS)
s-a efectuat testul de rezistentd. In acest sens, puietii in crestere au fost
populati masiv cu afide virulifere din specia Phorodon humuli, transferate
de pe un singur pom ce prezenta infectie generalizata cu PPV, folosindu-se
astfel un singur izolat viral. La doua sdptamani dupa transfer afidele au fost
distruse printr-un tratament chimic cu insecticid.

Monitorizarea bolii s-a facut, inifial, pe baza observatiilor vizuale
(simptomatologie) iar, ulterior, diagnosticarea virusului s-a efectuat atat
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serologic, prin intermediul testului imunoenzimatic DAS-ELISA (Double
Antibody Sandwich - Enzyme Linked Immunosorbent Assay), cat si
molecular prin IC-RT-PCR (Immunocapture - Reverse Transcription -
Polymerase Chain Reaction). Materialul pentru testare a fost reprezentat de
frunze prelevate de pe puietii infestati.

Din tabelul 1 rezulta ca germinatia polenului la clona Cs (Foto 3),
folosita ca genitor de rezistenta la virusul Plum pox, nu ridica probleme 1n
utilizarea ei ca forma paternd, in diferite combinatii hibride. Rata medie de
germinare, determinatd in 10 campuri microscopice, a fost de 56,0%; au
predominat tuburile polinice medii si lungi, capabile de fecundare.

Tabelul 1. Capacitatea de germinare a polenului la clona de prun
transgenic Cs

Numar de Numiér de | % Tuburi polenice
Varianta grf'iunciori/ gr:‘iul.lcim.'i germinare
camp germinati
microscopic scurte medii lungi
Cs 56 29 52 5 13 11
48 27 56 5 11 11
63 39 62 9 16 14
61 36 59 9 13 14
43 23 54 5 9 9
45 21 47 3 10 8
60 38 63 9 16 13
57 34 60 6 15 13
45 25 56 5 10 10
52 28 54 6 12 10
Media 53 30 56 6 13 11
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Foto 3. Germinarea graunciorilor de polen la clona transgenica de
prun Cs pe mediu agarizat

Datele din tabelul 2 arata ca, desi procentele de legare a fructelor
variaza foarte mult Tn cadrul combinatiilor efectuate, putem afirma ca
folosirea ca genitor patern a clonei de prun transgenic Cs in hibridari cu
diferite soiuri din specia Prunus domestica, nu ridica, in general, probleme
de incompatibilitate. Astfel, se constatd o compatibilitate bund in cazul
combinatiilor Carpatin x Cs, P 5/1 x Cs si Minerva x Cs, la care proportia
fructelor rezultate, in urma polenizarilor artificiale, a fost de 31,6%, 27,9%
si 23,7%. Combinatia BN 6/283 x Cs s-a situat insa la extrema cealalta,
proportia de fructe rezultate fiind de 0,6%. Intrucit genitorul matern (BN
6/283) este androfertil iar pentru hibridare nu s-a efectuat castrarea, este
posibil ca fructele sa fie rezultatul autopolenizarii. La celelalte combinatii
(Silvia x Cs, Centenar x C 5, Dambovita x Cs, BN 6/260 x Cs) valoarea
procentului de legare s-a situat sub 10.
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Tabelul 2. Combinatii hibride efectuate la prun, in anul 2001
-S.C.D.P. Bistrita-

Combinatia Flori polenizate Fructe % fructe Fructe
hibrida rezultate Cesuliate recoltate
(control I)

Silvia x Cs 1350 32 2,4 11

Minerva x Cs 1413 335 23,7 174
Centenar x Cs 455 21 4,6 19
Carpatin x Cs 832 263 31,6 108
Dambovita x Cs 826 89 4,7 39
BN 6/260 x Cs 1617 138 8,5 136
P5/1xCs 1375 383 27,9 317
BN 6/283 x Cs 1037 6 0,6 3

TOTAL 8905 1267 - 807

Pentru studiul ereditdtii si stabilitatii rezistentei prunului transgenic
la PPV s-au analizat 30 de descendenti rezultati din combinatia P 5/1 x Cs
(Tabelul 3).

Testul cromogenic GUS a evidentiat prezenta genei marker (uid A) la
17 probe, respectiv la 56,7% din descendenti. Deci, gena de interes (CP) se
transmite, Tn mod normal, la aproximativ jumatate din descendenti.
Teoretic, pot exista insd situatii cand prezenta genei marker nu Tnseamna
obligatoriu si prezenta genei de interes cu care este linkata. Acestea se
referd la posibilitatea ruperii Inlantuirii In urma unui crossing-over sau la
aparifia unor mutatii genice sau cromozomale. De aceea, pentru o analiza
cat mai obiectiva a transmiterii ereditare a acestei rezistente si a stabilirii
frecventei aparifiei eventualelor fenomene genetice mentionate anterior,
ulterior analizei histogenice GUS, s-a efectuat si testul de rezistenta.
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Rezistenta la PPV a descendentilor purtatori ai genei marker
(transgenici) a fost confirmata prin testul de rezistentd, in cadrul caruia,
pentru transmiterea PPV-ului s-a utilizat afide virulifere.

Rezultatele au aratat ca niciunul dintre descendentii transgenici nu au
manifestat simptome de PPV, iar absenta virusului a fost confirmatd prin
testele DAS-ELISA si IC-RT-PCR. Situatia a fost total opusa in cazul
descendentilor netransgenici la care, desi simptomele au fost mai mult sau
mai putin evidente, prezenta virusului a fost confirmata atat prin diagnostic
serologic cat si molecular. Rezultatele obtinute sugereaza existenta un
linkage stabil atat intre gena de rezistenta si gena marker, cat si intre
copiile de transgene CP, intrucat descendentii ai cdror genom contin gena
uid A au ramas neinfectai confirmand astfel si prezenta genei CP,
respectiv rezistenta la PPV precum si stabilitatea acesteia. Rezultatele
releva o separare distinctd in doud clase de segregare, frecventa hibrizilor
transgenici reprezentand aproximativ jumatate din descendenti. Aceasta
segregare se incadreaza in modelul mendelian de transmitere monogenica
si confirma alte rezultatele conform carora multiplele copii de transgene
inserate in clona Cs se comportd ca un grup de linkage stabil si, prin
urmare, este transmis la descendenti ca o singurd gena dominanta (Scorza
si colab., 1998, 2013, Ravelonandro si colab., 1998, 2001). Totusi,
posibilitatea aparitiei de genotipuri recombinate existd, insd, frecventa
acestora va fi, cu siguranta, redusa intrucat, se pare, intensitatea linkage-
ului este foarte mare. Desi studiul s-a efectuat pe un numar relativ redus de
descendenti, rezultatele obtinute in Romania aratd cd prunul transgenic
(clona Cs - HoneySweet) reprezintd o sursa foarte importanta care poate fi
folosita cu succes in programele de ameliorare a rezistentei la PPV a
prunului.

Relatari similare au fost facute si de catre Ravelonandro si colab.
(2001) care, in urma cercetarilor efectuate, au aratat ca si hibridarea
interspecifica dintre clona de prun transgenic Cs (Prunus domestica) si
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Prunus spinosa a dat rezultate bune, creand astfel sansele obtinerii unor

portaltoi de vigoare redusa, rezistenti la PPV.

Tabelul 3. Transmiterea in descendenti a genei CP si testarea

rezistentei descendentilor

Nr. crt. Varianta Rezultatul | Intensitatea| DAS-ELISA| IC-RT-PCR
testului simptomelor (PPV (primeri
cromogenic PPV policlonal) P1/P2)
GUS
1. | P5/1xCs_Py + - - -
2. | P5/1xCs_P, - ++++ + +
3. | P5/1xCs_P; + - - -
4. | P5/1xCs_Py + - - -
5. | P5/1xCs_Ps + - - -
6. | P5/1xCs.Pg - + + +
7. | P5/1xCs_P; + - - -
8 | P5/1xCs_Pg + - - -
9. | P5/1xCs_Py - . + n
10. | P5/1 xCs_ Py + - - -
11.| P5/1xCs_ Py + - - -
12. | P5/1xCs_ Py, - ++++ + +
13.| P5/1xCs.Py3 - + + +
14.| P5/1xCs.Pyy - +++ + +
15.| P5/1 xCs_Pys + - - -
16. | P5/1 xCs_ Py + - - -
17.| P5/1xCs_Pyy - ++++ + +
18. | P5/1 xCs. Py - + + +
19. ] P5/1xCs_Pyg + - - -
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20. | P5/1xCs_ Py + - - -
21.| P5/1 xCs_ Py - ++++ + +
22.| P5/1xCs_Pypy + - - -
23.| P5/1xCs5. Py - +++ + +
24,1 P5/1xCs_Py + - - -
25.| P5/1xCs_ Pys + - - -
26. | P5/1xCs_ Py + - - -
27.| P5/1xCs.Py; + - - -
28.| P5/1 xCs. Py - +++ + +
29.| P5/1 xCs. Py - ++ + +
30. | P5/1 xCs. P - bt + +
TOTAL| pozitiv 17 13 13 13
negativ 13 17 17 17
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CAPITOLUL III. IMPACTUL PRUNULUI TRANSGENIC
ASUPRA VARIABILITATII VIRUSULUI PLUM POX
SI ORGANISMELOR NON-TINTA

Prezenta unui insert cu gene strdine in genomul prunului transgenic a
condus la invocarea unor potentiale riscuri asupra mediului derivate din
prezenta insertului respectiv. Un prim risc invocat s-a referit la posibilitatea
ca gena capsidala (CP), devenitd constitutiva, sa afecteze diversitatea
populatiilor indigene ale virusului Plum pox prin facilitarea aparitiei unor
tulpini virale recombinate, cu patogeneza necunoscutd. Un alt risc invocat
a fost cel rezultat din interactiunea dintre prunul transgenic si organismele
non-tintd, n spetd afidele care populeaza prunii transgenici si albinele

polenizatoare.

3.1. Evaluarea impactului prunului transgenic asupra variabilitatii
virusului Plum pox

Clonele de prun transgenic, obtinute prin strategia RDP, contin 1-3
copii ale genei ce codifica proteina capsidei virusului Plum pox (PPV-CP)
(Scorza si colab., 1994). Astfel, a fost exprimat potentialul hazard conform
caruia gena capsidala devenitd constitutiva ar putea favoriza aparitia unor
noi tulpini virale. Prin urmare, a fost evaluatd probabilitatea ca aceasta
gend, devenitd constitutiva, sa afecteze variabilitatea populatiilor virale
indigene. Mai precis, a fost evaluat riscul potential ca prunul transformat
cu gena PPV-CP sa faciliteze aparitia virusurilor recombinate care pot avea
proprietati biologice noi (agresivitate, virulentd) (Wintermantel si Schoelz,
1996).

Studiul impactului potential al prunului transgenic asupra
variabilitatii virusului Plum pox a fost efectuat in Roméania si Spania, in
cadrul unui proiect international (FP5-TRANSVIR-QLK3-CT-2002-
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02140) la care au participat institutii prestigioase de cercetare din Franta,
Spania, Germania, Italia, Slovenia si Romania.

In Romania, cercetirile au fost efectuate la Statiunea de Cercetare-
Dezvoltare pentru Pomicultura din Bistrita, in doud loturi experimentale Tn
care exista o mare presiune de infectie cu virusul Plum pox, infiintate 1n
anii 1996 si 1998 (Zagrai si colab., 2007, 2008b). in perioada 2004-2006,
au fost analizate 15 izolate de la clonele de prun transgenic C,, Cs, C4, Cg
si PT3, infectate cu PPV 1in decursul a 8-10 ani de testare in livada. In
aceeasi perioada, au mai fost analizate, in mod similar, 54 de izolate PPV
de la prunii conventionali, situati in jurul prunilor transgenici infectati.
Analiza de probe de la clona transgenica C5 nu a fost posibild intrucat
aceasta nu s-a infectat in decursul celor 8-10 ani de testare in conditiile
unei mari presiuni de infectie naturala cu PPV (Zagrai si colab., 2008c).

Variabilitatea serologica si moleculara a izolatelor de la prunii
transgenici §i conventionali a fost analizatd, comparativ, in vederea
evaluarii potentialului risc de impact al genei ce codifica proteina capsidei
asupra populatiilor PPV. Identificarea si selectia pomilor infectati a fost
efectuata, n prealabil, pe baza simptomelor tipice induse de PPV; ulterior,
prezenta virusului a fost confirmatd atat prin diagnostic serologic (Double
Antibody Sandwich - Enzyme Linked Immunosorbent Assay - DAS-
ELISA) (Clark si Adams, 1977) utilizand antiseruri policlonale, cat si prin
diagnostic molecular (Immunocapture-Reverse Transcriptase-Polymerase
Chain Reaction - IC-RT-PCR) utilizdnd amorse polivalente (Wetzel si
colab., 1991).

Diferentierea serologica a izolatelor PPV s-a realizat prin intermediul
tehnicii imunoenzimatice TAS-ELISA (Triple Antibody Sandwich -
Enzyme Linked Immunosorbent Assay), folosind antiseruri monoclonale
pentru tulpinile virale PPV-D (Dideron sau cloroticd) (Cambra si colab.,
2004) si PPV-M (Marcus sau necroticd) (Boscia si colab., 1997).
Diferentierea moleculara s-a realizat prin IC-RT-PCR, folosind amorse
specifice regiunilor genomice (Cter)CP (Olmos si colab.,1997), (C-
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ter)NIb/(N-ter)CP (Subr si colab., 2004) si CI (Glasa si colab., 2002)
(Figura 7).

B (605 bp)
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Figura 7. Diferentierea tulpinilor PPV in diferite regiuni genomice

Produsii PCR, corespunzatori regiunii (Cter)CP, au fost diferentiati
prin RFLP (Restriction Fragments Length Polymorfism), folosind enzima
de restrictie Rsal. Caracterizarea moleculara a fost finalizatd prin
secventierea a 44 de produsi PCR corespunzitori regiunii genomice
(Cter)CP si a sapte produsi PCR corespunzdtori regiunii genomice
(C-ter)NIb/(N-ter)CP. Ulterior, secventele rezultate au fost inregistrate in
GenBank si comparate cu cele disponibile 1n aceasta baza de date.

Rezultatele diferentierii izolatelor PPV de la prunii transgenici prin
TAS-ELISA, utilizand antiseruri monoclonale D si M, si prin IC-RT-PCR,
utilizand amorse specifice D si M, au fost identice (Tabelul 4). Toate
izolatele au reactionat pozitiv la unul dintre cele doud antiseruri
monoclonale, precum si la una dintre amorsele specifice tulpinilor D si M.
De asemenea, analizele RFLP au diferentiat cele doua tulpini pe baza
situsului Rsal specific susei clorotice. Astfel, dintre cele 15 izolate care au
infectat prunii transgenici, opt au fost identificate ca fiind PPV-D iar sapte
ca fiind PPV-M.
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Tabelul 4. Diferentierea serologica si moleculara [regiunea (Cter)CP] a
izolatelor PPV de la prunii transgenici

Izolatul DAS / TAS-ELISA IC-RT-PCR RFLP
(P1/P2 si P1/PD sau PM) Rsal
£ a =2 % £ a = % a = 7
=9 1 . Q =% 1 1 Q 1 1 Q
> & £ 2 z £ £ z E £ 2
& &~ & 9 ) A~ &~ & A A &
R - R A~ A~
Lotul 1
C6-2 + + - - + + - - + - -
3721)
C6-2 + + - - + + - - + - -
(3/23)
PT3-2 + + - - + + - - + - -
(3725)
C6-2 + + - - + + - - + - -
(3/22)
C3-9 + - + - + - + - - + -
(3/6)
C3-9 + - + - + - + - - + -
(3/8)
C3-9 + - + - + - + - - + -
(3/9)
C3-9 + + - - + + - - + - -
(3/10)
C4-6 + + - - + + - - + - -
(3/15)
C2-10 + - + - + - + - - + -
(372)
Lotul 2
PT3-2 + + - - + + - - + - -
9/11)
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PT3-2 + + - - + + - - + - -
(9/12)

C4-6 + - + - + - + - - + -
(9/21)
Co6-2 + - + - + - + - - + -
(15/20)
C2- + - + - + - + - - + -
10(16/36)
TOTAL 15 8 7 0 15 8 7 0 8 7 0
% 100 533 46.7 0.0 100,0 533 467 0.0 533 46.7 0.0

Similar izolatelor de la prunii transgenici, toate izolatele PPV de la
prunii conventionali au reactionat pozitiv la cel putin unul dintre cele doua
antiseruri monoclonale, precum si la cel putin una dintre amorsele specifice
tulpinilor D si M. Diferente foarte mici au apdrut intre rezultatele
analizelor serologice si rezultatele analizelor moleculare la nivelul regiunii
(Cter)CP (Tabelul 5). Rezultatele analizelor serologice au aratat ca din cele
54 de izolate apartinand prunilor conventionali, 28 au fost identificate ca
fiind PPV-D, 24 ca fiind PPV-M iar doua ca infectii mixte (PPV-D + PPV-
M). Rezultatele diferentierii prin IC-RT-PCR la nivelul regiunii (Cter)CP
au confirmat prezenta PPV-D la 28 de izolate, infectiile singulare cu
tulpina PPV-M doar la 23 de izolate, iar infectiile mixte la 3 izolate.
Rezultatele analizelor RFLP au confirmat rezultatele obtinute prin IC-RT-
PCR. Profilul de restrictie rezultat dupa digestia cu Rsal a permis
diferentierea celor doua grupe majore (D si M) si evidentierea cu usurinta a
infectiilor mixte.

Aceste rezultate au permis Tnsa doar o diferentiere preliminara a celor
doua tulpini majore (Kerlan si Dunez, 1979).
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Tabelul 5. Diferentierea serologica si moleculara [regiunea (Cter)CP] a
izolatelor PPV identificate la prunii conventionali situati in jurul
prunilor transgenici

Lot Numar DAS / TAS-ELISA test IC-RT-PCR RFLP
de (OD=405nm) (P1/P2 and P1/PD or Rsa 1
izolate PM)
= =
£ 2 = I %95 3 I 2 3 i
> > > > > > ]
> 9 9 > z 9 9 > 2 9 >
& A A & & [am A & a9 A &
1 37 37 25 11 1 37 24 10 3 24 10 3
2 17 17 3 13 1 17 4 13 0 4 13 0
Total 54 54 28 24 2 54 28 23 3 28 23 3
% 100 100 519 444 3.7 100 519 426 5.5 519 42.6 5.5

Gruparea filogenetica a izolatelor PPV pe baza secventei
nucleotidelor corespunzdtoare regiunii C-terminus a proteinei capsidei
virusului Plum pox a confirmat diferenta majord dintre cele doua tulpini si
similaritatea variabilitafii moleculare la izolatele PPV de la prunul
transgenic si de la prunul conventional (Figura 8). In aceasti regiune
genomica, nu au fost identificate recombinari, cel mai probabil datorita
hipovariabilitatii existente la acest nivel. Secventele de PPV-D au fost
identice cu secventele din baza de date GenBank; secventele de PPV-M au
fost similare secventelor din baza de date GenBank in proportie de 98-
99%. Nu au fost identificate mutatii la nivelul secventelor PPV-D. La
tulpina PPV-M au fost detectate patru substitutii, una in izolatele de la un
prun transgenic (clona C4-6) si trei in izolatele de la prunii conventionali
[Pitestean (8/9), C. Rodna (15/36), Diana (8/21)].
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Figura 8. Gruparea filogenetica a izolatelor PPV pe baza secventei
nucleotidelor corespunzitoare regiunii C-terminus a proteinei
capsidei; a — prun transgenic; b — prun conventional
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Prin utilizarea unei perechi de amose care detecteaza direct o tulpina
rezultatd din recombinarea PPV-M cu PPV-D, denumita PPV-Rec,
raportatd anterior (Glasa si colab., 2002, 2004), a fost evidentiat faptul ca
toate izolatele PPV identificate ca fiind tulpina PPV-M 1n regiunea (C-ter)
CP sunt de fapt PPV-Rec in regiunea (C-ter) NIb/(N-ter) CP. Atat cele
provenite de la prunii transgenici (Tabelul 6) cét si cele provenite de la
prunii conventionali (Tabelul 7). Nu au fost observate diferente serologice
intre PPV-M si PPV-Rec. Prin utilizarea unor amorse specifice pentru
diferentierea tulpinilor D si M 1n regiunea CI, au fost detectate numai
fragmente apartinand susei PPV-D, fapt ce a confirmat prezenta PPV-Rec.
Mai precis, toate izolatele identificate initial ca fiind PPV-M sunt, de fapt,
PPV-Rec.

Tabelul 6. Diferentierea moleculari a izolatelor PPV identificate in
prunii transgenici cu amorse pentru diferite regiuni genomice

Numirul Numir Regiunea tintita
lotului de (C-ter )CP C-ter (NIb)/(N ter) CP CI
izolate
1 6 D - D
4 M REC D
0 D+M REC D
2 2 D - D
3 M REC D
0 D+M REC D
total 8 D - D
7 M REC D
0 D+M REC D
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Tabelul 7. Diferentierea moleculari a izolatelor PPV identificate in
prunii conventionali cu amorse pentru diferite regiuni genomice

Numiirul Numiir de Regiunea tintita
lotului izolate (C-ter) CP C-ter (NIb)/(N-ter) CP CI
1 24 D - D
10 M REC D
3 D+M REC D
2 4 D - D
13 M REC D
0 D+M REC D
total 28 D - D
23 M REC D
3 D+M REC D

In vederea determindrii locului recombinarii, suspectat a fi localizat
in regiunea (C-ter)NIb-(N-ter)CP, au fost secventializati sapte produsi
PCR, patru apartinand izolatelor de la prunul transgenic si trei apartinand
izolatelor de la prunul conventional (Figura 9). Multiplele aliniamente au
indicat faptul ca recombinarea s-a produs in regiunea (C-ter)NIb, 1a nivelul
nucleotidei 8450. Secventele PPV-Rec de la prunul transgenic au fost
similare cu secventele PPV-Rec de la prunul conventional. Blocul DAG
(asp-ala-gly), considerat esential pentru transmiterea prin afide a
potivirusurilor, a fost prezent in izolatele recombinate fiind plasat 1n
regiunea (N-ter)CP. Secventele izolatelor noastre au avut o similaritate
ridicata (98-99%) cu diferite secvente de PPV-Rec raportate anterior si
disponibile in banca de gene (GenBank). Foarte important este faptul ca
toate recombinatele au acelasi punct de recombinare. Aceastd similaritate
genetica sugereaza ca recombinatele in cauzd apartin unui grup ancestral
cu o origine evolufionistd comund, care a fost descris la prunul
conventional (Glasa si colab., 2002, 2004 ; Zagrai si colab., 2006, 2010b).
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Figura 9. Multiple aliniamente apartinind secventelor regiunii
genomice NIb/CP la sapte izolate de PPV-Rec din Romania [C2-10
(16/36), C3-9 (1/8), C4-6 (9/21), C6-2 (15/20) — prun transgenic;
Centenar (4/22), BN 6/260 (2/21), Oneida (10/20) — prun conventional]
si trei izolate (BNE-10, LOZ-3, BOR - 3) raportate anterior.
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Rezultatele diferentierii si caracterizarii serologice si moleculare aratd ca
ratele tulpinilor D si Rec din prunii transgenici au fost asemdnatoare cu
cele din prunii conventionali (pruni martor, situati in jurul prunilor
transgenici). Mai precis, la prunii transgenici s-a Tnregistrat o ratd a PPV-D
de 53,3 % si o ratda a PPV-Rec de 46,7 %. La prunii conventionali, rata
infectiilor cu PPV-D a fost de 51,9 %, iar rata infectiilor cu PPV-Rec a fost
de 42,6 %. Tot la prunii conventionali s-a Tnregistrat o ratd redusa (5,5 %) a
infectilor mixte (PPV-D + PPV-Rec) (Figura 10).

® PPV-D m PPV-Rec = PPV-D + PPV-Rec m PPV-D m PPV-Rec m PPV-D + PPV-Rec

b

Q

Figura 10. Rata infectiei cu PPV-D si PPV-Rec la prunii transgenici

(a) cat si la prunii conventionali (b) din jurul prunilor transgenici.

Daca se ia 1n considerare 1nsa faptul cd prezenta celor trei infectii
mixte genereaza cate trei infectii singulare cu PPV-D si PPV-Rec, 1n cazul
prunilor conventionali rezulta rate ale infectiilor cu PPV-D de 54,4 % si cu
PPV-Rec de 45,6 %. Aceasta sporeste, desigur, gradul de asemanare al
ratei suselor PPV din prunii transgenici cu rata suselor din prunii
conventionali si sugereaza faptul ca afidele vectori nu fac diferenta intre
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clonele de prun din campul de testare. Diferenta dintre acestea a constat in
faptul ca infectiile mixte au fost detectate doar la prunii conventionali.

Se poate considera deci, ca prunii modificati cu gena de interes PPV-
CP nu constituie un risc aditional de sporire a diversitatii populatiilor
indigene de PPV. Mai mult, trebuie precizat ca in cazul clonei transgenice
Cs, care nu a suferit o infectie naturald cu PPV, probabilitatea aparitiei
unor tulpini recombinate ale acestui patogen este mult mai mica decat in
cazul prunului conventional.

Rezultatele cercetarilor care au urmadrit impactul introducerii n
mediu asupra biosecuritatii, efectuate in conditii de cAmp, au demonstrat ca
clona transgenicd Cs nu afecteazd diversitatea geneticd a populatiilor
virale, nu faciliteaza aparitia unor virusuri recombinate si nu afecteaza
populatiile de afide prezente in livezi (Capote si colab., 2008; Zagrai si
colab., 2007, 2011, 2018). Concomitent, s-a constatat ca rezistenta clonei
transgenice Cs la PPV este stabila chiar si in prezenta altor virusuri (Hily si
colab., 2004; Ravelonandro si colab., 20017; Zagrai si colab., 2008b).
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3.2. Studiul potentialulului impact al transgenelor inserate in prunul
transgenic asupra populatiilor indigene de afide

Evaluarea potentialului impact al transgenelor inserate in prunul
transgenic HoneySweet asupra organismele nevizate, in spetd populatiile
indigene de afide vectoare, s-a concretizat prin studii realizate in doud
experiente, in conditii diferite de clima, respectiv in Spania (clima
mediteraneeand) (Capote si colab., 2008) si Roméania (climd temperat
continentald). Experinta din Romania s-a efectuat in perioda 2016-2018, in
cadrul proiectului ADER 4.1.3. /2015, finantat de Ministerul Agriculturii si
Dezvotarii Rurale. Afidele vectori au fost monitorizate in interiorul unui lot
experimental cu pruni transgenici si conventionali. Metoda de monitorizare
utilizatd a fost una recunoscuta la nivel international, denumita “sticky
shoot” (Avinet si colab., 1993; Marroquin si colab., 2004) .

Populatiile indigene de afide vectoare au fost evaluate si monitorizate
incepand cu decada I a lunii mai si pand in decada I a lunii octombrie al
fiecarui an, acoperind astfel Intreaga perioada de vegetatie. Monitorizarea a
vizat atat prunii transgenici, soiul HoneySweet, cét si pe cei conventionali,
respectiv soiurile Renclod Althan si Stanley, fiind supusi acestei tehnici
pomii din toate blocurile experimentale, prin rotatie.

Aplicarea metodei a presupus mai multe etape de lucru (Foto 4). Mai
intai, s-a efectuat pulverizarea a cate trei lastari de lungime 15-25
cm/varianta (soi) cu o substantd adeziva denumitd Souverode. Lastarii au
ramas pe pomi cca. 10 zile, dupa care a urmat prelevarea lor. Alti lastari au
fost imediat tratati si marcati in acelasi mod pentru noi capturi de afide.
Lastarii prelevati au fost transferati Tn laborator, taiati in 2-3 bucati, apoi
introdusi in borcane peste care s-a adaugat solvent, astfel incat sa fie
complet acoperiti de acesta. Dupa extragerea lastarilor din borcane,
continutul s-a strecurat printr-o sitd de plastic, verificind prezenta
insectelor atat pe sitd, cat si eventualele ramasite pe frunze.
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Foto 4. Metoda “sticky shoot” pentru monitorizarea afidelor vectoare.

Fiecare proba de insecte colectata in sita de plastic a fost supusa la 2-
3 spaldri cu apa si detergent de vase, folosind o pensuld moale. Insectele
astfel spdlate pe sita de plastic au fost introduse cu grija, cu ajutorul unei
pensule, in tuburi de plastic cu continut de alcool etilic 70%. A urmat
separarea afidelor de restul insectelor si transferarea lor In tuburi
Eppendorf, in alcool etilic 70%, fiecare tub avand toate datele de
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identificare necesare. Ulterior, s-au efectuat determinarile numerice (numar
afide vectori) si identificarea speciilor care au populat prunii transgenic si
conventional.

Prelucrarea datelor a permis totodata si stabilirea momentului de zbor
maxim al afidelor, ceea ce constituie un indicator important pentru
stabilirea momentelor optime pentru efectuarea tratamentelor fitosanitare.
In baza datelor cumulative pe cei trei ani de studiu s-a evaluat potentialul
impact sau efectul neutral al transgenelor asupra afidelor virulifere.

Rezultatele prezentate in tabelul 8 arata prezenta anuald a afidelor in
lotul experimental incepand cu prima decada a lunii mai si pana la sfarsitul
lunii iulie, apoi o intrerupere totald a zborului pe parcursul lunii august,
urmatd de un al doilea val de zbor, mult mai mic insd, pe parcursul lunii
septembrie. Numadrul de afide colectate in cei trei ani de studiu releva o
similaritate Tn anii 2016 si 2017, in timp ce in 2018 s-a inregistrat o usoara
crestere fata de anii precedenti.

In anul 2016 s-a putut constata o diversitate a situatiilor privind
prezenta afidelor aripate la cele trei soiuri de prun. Mai precis, nu a existat
o regula in care numarul afidelor colectate sa fie in favoarea sau
defavoarea unuia sau altuia dintre cele trei soiuri. Daca ne referim la
numadrul total de afide colectate pe intreaga perioada de vegetatie a anului
2016, se constatda o similaritate a acestora la soiurile HoneySweet si
Stanley, si un numar ugor mai mare de capturi la soiul Renclod Althan.

Din analiza afidelor colectate pe parcursul perioadei de vegetatie a
anului 2017, se constatd ca, nici In acest an, nu a existat o regula in care
numarul afidelor colectate sd fie In favoarea sau defavoarea unuia sau
altuia dintre cele trei soiuri. Asemanator anului 2016, curba de zbor a atins
un maxim la mijlocul lunii iunie, la toate cele trei soiuri luate in studiu.
Dacd analizdm numarul total de afide colectate pe intreaga perioada de
vegetatie, se constatd o similaritate a acestora la toate cele trei soiuri luate
in studiu.
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In anul 2018, putin diferitd fatd de anii trecuti, curba de zbor a
afidelor a inregistrat o crestere accentuatd spre sfarsitul lunii mai -
inceputul lunii iunie, dupa care s-a Inregistrat o usoara descrestere la
mijlocul lunii iunie, urmatd de un maxim de zbor la Inceputul lunii iulie.
Ulterior, curba de zbor a avut o evolutie descrescdtoare pand la inceputul
lunii august cand, practic, zborul afidelor a incetat. Populatiile de afide au
inregistrat un al doilea zbor in toamna, Tnsa mult mai redus decat cel din
iunie.

Analizand numarul total de afide colectate pe intreaga perioada de
studiu, pe soiuri, se constata o similaritate la soiurile HoneySweet si
Renclod Althan, si un numir usor mai mare de capturi la soiul Stanley. In
ceea ce priveste numdrul de afide colectate pe parcursul lunii iunie, din
perioada de studiu (2016-2018), cand s-au 1Inregistrat majoritatea
capturilor, se constatd o similaritate la toate cele trei soiuri studiate:
HoneySweet, Renclod Althan si Stanley.

Tabelul 8. Numarul total de afide colectate de pe ramurile de control
la cele trei soiuri din lotul experimental, in perioada 2016-2018

Honey Sweet Renclod Althan Stanley
Decada/
luna — - —_
[} [} [}
prelevar ) ~ ) ° ) ~ ) ° ) ~ ) °
woi |2 |E|E|F|E|E || |E|E | |F
e lastari Q Q Q Q Q Q Q Q Q
marcati
[ Mai 3 03101 6 06 1 1 7] 001 0] o
11 Mai 9 | 3 |9 || 126 |6 |23 9 | o | 2
MMai | 15 | 10 | 33 | 38 | o | o | 15| 3 | 15| 6 | 39 | 60
I Tun 18 22 33| B 271173 || 2|27 |36 |8
11 Tun 48 | 44 | 24 |16 | 45 | 39 | 13 | 105 | 39 | 4o | 28 | 109
111 Tun 33 [ 24 | 18 | 75 | a5 | 26 | 30 [ 100 | 33 | 27 | 36 | 96
ITul 3 143 |5 6 | 10|33 |%| 9| 15|35
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11 Lul 6 | 136 | ]3| 13|21 |3 9|10 9 |28
111 Tul o |36 |2 o] 3|3 |8 |o0o] 3|9 |12
I Aug ool o | % olo]o|®|0o]o0o] o]0
11 Aug olo o | % o]lo]o|®[0o]o0o] o]0
MAawe [0 [ 0| o | %o ]lo]o|9® o] o0o]o]|?0
ISep 2 S U R A 1| 2| 4| 3|1 1|3
11 Sep 5 4| s | VW72 3|8 | B 4|5 |6 |15
111 Sep 4 L2 |1t | T a3 |3 |0 43|29
I Oct 1 t ol 2o l2 |1 |3]2]1]o0]?3
Total 147 | 144 | 176 | 497 | 162 | 138 | 171 | 471 | 145 | 149 | 208 | 502

Din analiza simultana a curbelor de zbor rezultate prin transpunerea
graficd a datelor privind numarul de afide capturate pe parcursul celor trei
perioade de studiu (Figura 11), se poate constata ca, in anii 2016 si 2017,
curba de zbor a atins un maxim la mijlocul lunii iunie, la toate cele trei
soiuri luate 1n studiu. Ulterior, curba de zbor a avut o evolutie
descrescatoare pana la inceputul lunii august cand, practic, zborul afidelor
a incetat. In schimb, in anul 2018, curba de zbor a afidelor a inregistrat o
crestere accentuata spre sfarsitul lunii mai - inceputul lunii iunie, dupa care
s-a Tnregistrat o usoara descrestere la mijlocul luni iunie, urmata de un
maxim de zbor la Tnceputul lunii iulie. Ulterior, curba de zbor a avut o
evolutie descrescatoare pana la Tnceputul lunii august cand, practic, zborul
afidelor a incetat. Pe parcursul intregii perioade de studiu (2016-2018),
populatiile de afide au inregistrat un al doilea zbor 1n toamnd, nsd mult
mai redus decat cel din iunie.
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Figura 11. Curbele de zbor ale afidelor vectoare capturate in perioada
2016-2018 in lotul experimental cu prun transgenic si conventional de

la SCDP Bistrita

Evidentierea graficd a numarului de afide vectoare capturate, in
perioada 2016-2018, releva o variabilitate redusa a prezentei acestora la
prunii transgenici si cei conventionali. Astfel, pentru fiecare dintre cele trei
soiuri exista atat situatii in care numarul de afide colectate este sensibil mai
mare decat la celelalte doud soiuri, cat si situatii in care numarul de afide
este sensibil mai mic sau intermediar. In ansamblu, nu exista diferente
semnificative intre curbele de zbor ale afidelor (Figura 12) in functie de soi

ci, dimpotiva, acestea aproape ca se suprapun.
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Figura 12. Numarul total de afide colectate de pe ramurile de control,
in perioada 2016-2018, din lotul experimental cu prun transgenic si
conventional de la SCDP Bistrita

Rezultatele prezentate grafic in figura 13 releva o prevalentd a
afidelor in lotul de pruni conventionali si transgenici, apartinand genului
Aphis, urmate de specia Hyalopterus pruni. Alte specii de afide intalnite
apartin genurilor Anoecia, Rhopalosiphum, Brachycaudus, Myzus, precum
si specia Phorodon humuli.

Similaritatea numarului de afide capturate la prunul transgenic
HoneySweet si la cele doua soiuri de prun conventional, in special la soiul
Renclod Althan, asociatd cu suprapunerea curbelor de zbor releva faptul ca
nu existd o preferintd a afidelor pentru un anumit soi de prun, indiferent
daca este transgenic sau conventional. Mai mult, se constata ca, in general,
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se mentine chiar §i raportul intre specii, afidele neavand preferinte speciale

pentru unul sau altul dintre soiuri.
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Figura 13. Speciile de afide prezente in lotul experimental de pruni
transgenic si conventionali, in perioada 2016-2018

Rezultate stiintifice similare au fost obtinute in Spania. Acestea
evidentiaza efectul neutral al prunului transgenic asupra organismelor non-
tintd. Nu a fost inregistratd nicio diferenta asigurata statistic referitoare la
speciile de afide, numarul acestora (incluzand vectori viruliferi
individuali), precum si alte artropode care au populat prunii transgenici si

conventionali in lotul experimental din Spania (Capote si colab., 2008).
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3.3. Evaluarea preferintei albinelor pentru prunii transgenici si
conventionali

Unele plante modificate genetic contin gene responsabile de sinteza
unor proteine care confera rezisten{d la unii daunatori. Prezenta acestor
gene a provocat numeroase controverse referitoare la specificitatea lor si
potentialul impact negativ asupra organismelor nevizate. Dintre acestea, un
loc aparte il reprezintda potentialul impact asupra albinelor, cele mai
importante insecte polenizatoare care traiesc in interdependentd cu
plantele, cu implicatii benefice pentru ambele parti.

La speciile pomicole, albinele au un rol esential iIn procesul
polenizarii. Desi insertul prunului transgenic HoneySweet nu contine gene
cu efect insecticid, se pune totusi Intrebarea daca exista diferente de
preferintd ale albinelor intre acesta si prunii conventionali. De aceea,
evaluarea potentialului impact al transgenelor inserate in prunul
HoneySweet asupra organismelor nevizate a fost extinsa si la obtinerea de
date referitoare la eventuala preferinta a albinelor Intre prunii conventionali
si cel transgenici pe durata infloritului. Monitorizarea albinelor s-a efectuat
in trei ani consecutivi (2016, 2017 si 2018), pe durata a trei zile/an, n
anumite intervale orare, intr-un lot experimental cu pruni transgenici (soiul
HoneySweet) si pruni conventionali (soiurile Renclod Althan si Stanley),
amplasat in perimetrul Statiunii de Cercetare-Dezvoltare pentru
Pomiculturd Bistrita. Pentru determinari s-a folosit o metodologie care
presupune vizualizarea pe ramuri de control, la anumite momente din
timpul Infloritului, a prezentei albinelor, atat la prunii conventionali, cat si
la cei transgenici aflati In acelasi lot experimental.

Intrucat datele de debut si sfarsit de inflorit, respectiv durata
infloritului nu au coincis la cele trei soiuri (transgenic - HoneySweet,
conventional - Stanley, Reclod Althan), observatiile s-au efectuat doar pe
perioada cand a existat o suprapunere totald a infloritului la cele trei
genotipuri. Aceasta deorece observatiile din afara perioadei de suprapunere
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a infloritului ar fi insemnat Tnregistrarea unor date eronate, Tntrucat factorii
climatici care influenteaza decisiv zborul albinelor sunt diferiti de la o zi la
alta si chiar pe durata aceleiasi zile.

Prezenta albinelor a fost notatd pe ramuri de control, aproximativ de
aceeasi marime, la cite un singur pom din cele trei soiuri. In fiecare dintre
cele trei zile, monitorizarea s-a efectuat pe pomi din blocuri diferite ale
lotului experimental. Au fost alese pentru monitorizare doud intervale
orare, un prim interval intre orele 10.00 — 11.00, iar un al doilea interval
intre orele 13.00 — 14.00. Procedura a constat in pozifionarea a trei
persoane 1n proximitatea pomilor si notarea prezentei albinelor pe ramurile
de control la fiecare 5 minute. Astfel, pe durata unui interval de o ord, s-au
efectuat 13 notari la fiecare soi, respectiv 26 de notdri pe cele doud
intervale orare / soi, in fiecare zi de monitorizare.

Observatiile fenologice efectuate in lotul experimental, referitoare la
inceputul si sfarsitul Infloritului, in perioada 2016-2018, sunt prezentate in
tabelul 9.

Tabelul 9. Observatii fenologice privind perioada infloritului la prunul
transgenic si conventional din lotul experimental de la SCDP Bistrita
2016-2018

Soiul inceputul infloritului Sfarsitul infloritului Durata infloritului
2016 2017 2018 2016 2017 2018 | 2016 | 2017 | 2018

HoneySweet 5 4 12 16 25 23 12 21 11
aprilie | aprilie | aprilie | aprilie | aprilie | aprilie | zile zile zile

Renclod 7 5 13 14 15 20 8 10 7
Althan aprilie | aprilie | aprilie | aprilie | aprilie | aprilie | zile zile zile

Stanley 7 8 14 15 26 23 9 18 9
aprilie | aprilie | aprilie | aprilie | aprilie | aprilie | zile zile zile
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Se observa ca, in anul 2016, soiul HoneySweet a inflorit cel mai
devreme, fenofaza de inceput a infloritului fiind notata in data de 5 aprilie.
La soiurile Renclod Althan si Stanley infloritul a debutat in data de 7
aprilie, la doud zile dupa soiul HoneySweet. Tot la aceastd datd a avut loc
si debutul infloririi depline la soiul HoneySweet, iar la o zi diferenta,
inflorirea deplini s-a inregistrat si la soiurile Renclod Althan si Stanley. In
conditiile climatice ale anului 2016 a existat, deci, un usor decalaj al
fenofazei de inceput al infloririi intre prunul transgenic si cel conventional.
Se poate observa ca si sfarsitul infloritului aproape a coincis la soiurile
Renclod Althan si Stanley, diferenta fiind de doar o zi.

Desi s-a Inregistrat un decalaj de Inceput al infloritului intre prunul
transgenic HoneySweet si soiurile de prun conventional Renclod Althan si
Stanley, a existat o perioadd de suprapunere a infloritului care a permis
colectarea de date referioare la prezenta albinelor la cele trei soiuri.
Interesant este faptul ca, desi inceputul infloritului a fost inregistrat cel mai
devreme la soiul HoneySweet, sfarsitul infloritului a fost notat cel mai
tarziu tot la prunul transgenic. Durata infloritului Tn anul 2016 a fost mai
lunga la prunul transgenic, respectiv de 12 zile, in timp ce, la soiurile
Renclod Althan si Stanley a fost de doar 7, respectiv 8 zile.

in anul 2017 a existat, de asemenea, un decalaj al nceputului si
sfarsitului infloritului intre cele trei soiuri. Se observa ca soiul HoneySweet
a inflorit cel mai devreme, fenofaza de inceput a infloritului fiind notata in
data de 4 aprilie. La soiul Renclod Althan infloritul a debutat in data de 5
aprilie, la doar o zi dupa soiul HoneySweet, iar la soiul Stanley in 8 aprilie,
la 4 zile dupa HoneySweet si trei zile dupda Renclod Althan. Sfarsitul
Infloritului s-a instalat cel mai devreme la soiul Renclod Althan, la data de
15 aprilie, apoi la soiul HoneySweet, la 25 aprilie, iar la Stanley, la 26
aprilie. Desi durata fenofazei infloritului a fost cuprinsd intre 10 zile
(Renclod Althan) si 21 zile (HoneySweet), conditiile climatice extrem de
nefavorabile au limitat foarte mult perioada de zbor a albinelor. Durata
suprapunerii nfloririi la cele trei soiuri a fost de o sdptamana, iar timp de
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trei zile, cat s-a suprapus inflorirea deplind (Foto 5) si a existat zbor al
albinelor, au fost efectuate observatii privind zborul acestora.

Foto 5. Momentul de suprapunere a infloritului la toate cele trei soiuri
de prun (2017)

In anul 2018 a existat, de asemenea, un decalaj al Inceputului si
sfarsitului infloritului Intre cele trei soiuri. Se observa ca soiul HoneySweet
a Inflorit primul, fenofaza de inceput a infloritului fiind notata la data de 12
aprilie. La soiul Renclod Althan, infloritul a debutat in data de 13 aprilie, la
doar o zi dupa soiul HoneySweet, iar la soiul Stanley 1n 14 aprilie, la doua
zile dupa HoneySweet si o zi dupa Renclod Althan. Sfarsitul infloritului
s-a instalat cel mai devreme la soiul Renclod Althan, la data de 20 aprilie si
a coincis la soiurile HoneySweet si Stanley, aceasta fenofaza fiind notata la
23 aprilie 2018. Durata fenofazei infloritului a fost cuprinsa intre 7 zile
(Renclod Althan) si 11 zile (HoneySweet).
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Sinteza privind prezenta albinelor la prunii conventionali si
transgenici pe ramurile de control, in perioada 2016-2018, pe durata
infloririi depline, este prezentata in tabelul 10.

Rezultatele anului 2016 aratd ca in zilele de 8, 9 si 10 aprilie,
indiferent de ziua si intevalul orar in care au fost efectuate observatiile, nu
existd situatii in care prezenta albinelor sd nu fi fost semnalatd. Referitor la
cele trei zile de monitorizare ale albinelor, se observa ca numarul acestora
a fost, in toate situatiile, mai ridicat in intervalul orar 13.00 -14.00. Astfel,
la soiul HoneySweet, in intervalul orar 13.00-14.00 s-a Tnregistrat prezenta
unui numar de 51 de albine, in timp ce in intervalul orar 10.00-11.00
numdrul acestora a fost mult mai redus, respectiv 29 de albine. De
asemenea, o situatie similard s-a inregistrat la soiul Stanley, la care au fost
notate 53 de albine pe ramurile de control in intervalul orar 13.00-14.00 si
doar 31 de albine 1n intervalul orar 10.00 -11.00. La soiul Renclod Althan,
diferenta a fost mult mai redusa, numarul albinelor fiind de 28 1n intervalul
orar 10.00 -11.00, fata de 36 in intervalul orar 13.00 -14.00.

in anul 2017, monitorizarea zborului albinelor pe ramurile de
control s-a efectuat in perioada 10-12 aprilie. Se observd ca numarul
albinelor a fost mai ridicat in intervalul orar 10.00 — 11.00 la soiurile
HoneySweet si Renclod Althan, insa nu si la soiul Stanley. Astfel, la soiul
HoneySweet, in intervalul orar 10.00-11.00 s-a inregistrat prezenta unui
numar de 174 de albine, in timp ce, in intervalul orar 13.00 -14.00 numarul
acestora a fost mult mai redus, respectiv 133 de albine. De asemenea, o
situatie similard s-a Tnregistrat la soiul Renclod Althan, la care au fost
notate 175 de albine pe ramurile de control in intervalul orar 10.00-11.00 si
doar 147 de albine in intervalul orar 13.00 -14.00. Situatia se inverseaza la
soiul Stanley, numarul albinelor fiind mai mare in intervalul orar 13.00 -
14.00 (163 albine) decat in intervalul orar 10.00-11.00 (134 albine).

In anul 2018, durata suprapunerii infloririi la cele trei soiuri a fost de
sase zile, iar timp de trei zile (16, 17 si 19 aprilie), au fost efectuate
observatii privind zborul albinelor pe intervalale orare mentionate.
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Rezultatele aratd ca numarul albinelor a fost sensibil mai ridicat in
intervalul orar 13.00 — 14.00 la toate cele trei soiuri. Astfel, la soiul
HoneySweet, in intervalul orar 13.00 -14.00 s-a inregistrat prezenta unui
numdr de 60 de albine, in timp ce, 1n intervalul orar 10.00-11.00 numarul
acestora a fost de 57 de albine. De asemenea, o situatie similard s-a
inregistrat la soiul Renclod Althan, la care au fost notate 53 de albine pe
ramurile de control in intervalul orar 13.00 -14.00 si 50 de albine in
intervalul orar 10.00-11.00. La soiul Stanley, numarul albinelor 1in
intervalul orar 13.00 -14.00 a fost de 100, aproape identic cu cel inregistrat
in intervalul orar 10.00 -11.00 (99 albine).

Tabelul 10. Sinteza privind prezenta albinelor la prunii conventionali
si transgenici (2016-2018)

Soiul Data Interval Nr albine | Interval Nr albine | Total
orar / ramura orar /ramura
de control de control
2016
HoneySweet | 8 aprilie | 10.00- 6 13.00- 9 15
9 aprilie | 11.00 12 14.00 25 37
10 aprilie 11 17 28
Total HoneySweet 29 51 80
Renclod 8 aprilie | 10.00- 3 13.00- 3 6
Althan 9 aprilie | 11.00 8 14.00 23 31
10 aprilie 17 10 27
Total Renclod Althan 28 36 64
Stanley 8 aprilie | 10.00- 7 13.00- 9 16
9 aprilie | 11.00 12 14.00 27 39
10 aprilie 12 17 29
Total Stanley 31 53 84
TOTAL 2016 88 140 228
2017
HoneySweet | 10 aprilie | 10.00- 28 13.00- 36 64
11 aprilie | 11.00 106 14.00 53 159
12 aprilie 40 44 84
Total HoneySweet 174 133 307
Renclod 10 aprilie | 10.00- 32 13.00- 40 72
Althan 11 aprilie | 11.00 115 14.00 56 171
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| 12 aprilie 28 51 79
Total Renclod Althan 175 147 322
Stanley 10 aprilie | 10.00- 25 13.00- 37 62
11 aprilie | 11.00 72 14.00 45 117
12 aprilie 37 81 118
Total Stanley 134 163 297
TOTAL 2017 483 443 926
2018
HoneySweet | 16 aprilie | 10.00- 20 13.00- 22 42
17 aprilie | 11.00 21 14.00 20 41
19 aprilie 16 18 34
Total HoneySweet 57 60 117
Renclod 16 aprilie | 10.00- 17 13.00- 22 39
Althan 17 aprilie | 11.00 18 14.00 16 34
19 aprilie 15 15 30
Total Renclod Althan 50 53 103
Stanley 16 aprilie | 10.00- 29 13.00- 33 62
17 aprilie | 11.00 39 14.00 31 70
19 aprilie 31 36 67
Total Stanley 99 100 199
TOTAL 2018 206 213 419

Rezultatele cumulative ale celor trei ani sunt prezentate grafic in
figura 14. Se observd ca in anul 2016 a existat o mare similaritate a
numadrului total de albine prezente la prunul transgenic HoneySweet (80
albine) si soiul Stanley (84 albine). A existat, Tnsa, o diferenta apreciabild
intre numadrul albinelor prezente la cele doud soiuri mentionate si soiul
Renclod Althan. Astfel, in anul 2016 a existat o situatie interesanta privind
prezenta albinelor la cele trei soiuri de prun, in sensul diferentei
inregistrate intre cele doud soiuri conventionale (Renclod Althan si
Stanley), pe de o parte si Intre un soi conventional si unul transgenic, pe de
alta parte.

Rezultatele anului 2017 au ardtat o mare similaritate a numarului
total de albine prezente la prunul transgenic HoneySweet (307 albine) si la
cele doud soiuri de prun conventional (Renclod Althan - 322 albine,
Stanley — 297 albine).
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Rezultatele din anul 2018 au relevat o mare similaritate a numarului
total de albine prezente la prunul transgenic HoneySweet (117 albine) si la
soiul de prun conventional Renclod Althan (103 albine). La soiul Stanley,
prezenta albinelor a fost mult mai numeroasa, numarul acestora pe ramurile
de control fiind aproape dublu comparativ cu celelalte doua soiuri.

Rezultatele privite in ansamblu relevd, pe de o parte, cd nu exista
vreun indiciu care sa sustina ipoteza unei preferinte a albinelor pentru unul
dintre cele doua categorii de prun, respectiv conventional sau transgenic.
Pe de alta parte, numarul total al albinelor de pe ramurile de control 1n
perioada 2016-2018, relevd o mare similaritate a prezentei acestora la
prunul transgenic HoneySweet si la soiul de prun conventional Renclod
Althan, si o diferentd apreciabila intre acestea si soiul Stanley. Aceastd
diferentd poate fi insd explicatd prin inflorirea abundentd si numarul de
flori mai mare la soiul Stanley in anul 2018, care au atras mai multe albine.
Aceasta inflorire a fost determinatd de numarul mai mare de muguri
floriferi diferentiati la soiul Stanley pe fondul productiei extrem de redusa
din anul 2017.

700
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M Renclod Althan

300
Stanley

200
100
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2016 2017 2018 Total

Figura 14. Numarul de albine/ramura de control in perioada de
inflorire (2016-2018) la prunul transgenic HoneySweet si la doua
soiuri de prun conventional (Stanley si Renclod Althan)
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CAP. IV. POTENTIALUL PRODUCTIV SI CALITATIV AL
PRUNULUI TRANSGENIC SI POSIBILITATILE DE
REDUCERE A TRATAMENTELOR PENTRU
COMBATEREA AFIDELOR

In vederea stabilirii potentialului productiv si calitativ al prunului
transgenic HoneySweet, 1n conditiile asigurarii unor surse de infectii
naturale cu PPV si aplicarii unui numar redus de tratamente cu insecticide,
au fost efectuate determinari in perioada 2016-2018, 1intr-un lot
experimental din perimetrul SCDP Bistrita, utilizandu-se ca variante de
referintd doud soiuri conventionale (Renclod Althan si Stanley) raspandite
in cultura prunului din fara noastrd. Lotul experimental, infiintat In
primdvara lui 2013, contine 56 de pomi, din care: 24 pruni transgenici
(soiul HoneySweet), 24 pruni conventionali (12 pomi din soiul Renclod
Althan si 12 din soiul Stanley), 4 pomi din specia Prunus cerasifera si 4
pomi din specia Prunus spinosa (Figura 15). Lotul experimental este
construit dupa un design statistic cu 12 blocuri a cate patru pomi fiecare
(doi pruni transgenici — soiul Honey Sweet + doi pruni conventionali —
soiurile Stanley si Renclod Althan).

Lucrdrile de intretinere ale parcelei experimentale au fost, Tn general,
similare celor practicate in livezile de prun conventional. Singura deosebire
a constat In aplicarea unui numar redus de tratamente fitosanitare pentru
combatera afidelor. Mai precis, doar trei (2016), respectiv patru (2017,
2018) tratamente cu insecticide au fost aplicate in perioadele de vegetatie,
fatd de 7-8 tratamente efectuate in culturile de prun conventional. In acest
numadrului de tratamente fitosanitare necesare combaterii afidelor vectori n

livezile de prun transgenic.
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2013 la Statiunea de Cercetare-Dezvoltare pentru Pomicultura Bistrita
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4.1. Evaluarea potentialului productiv al prunului transgenic
HoneySweet 1in conditiile reducerii numérului de tratamente
fitosanitare necesare combaterii vectorilor

Determinarea productiei s-a realizat conform metotologiei pentru
studiul soiurilor in culturi comparative. Astfel, productia s-a determinat
prin cantdrire, pe pomi §i repetitii, apoi s-a raportat la unitatea de suprafata.

Maturitatea de recoltare a fructelor la cele trei soiuri din lotul
experimental a fost diferitd. Astfel, in conditiile anului 2016, maturitatea de

recoltare la soiul Renclod Althan a fost Tnregistratd in data de 11 august. A
urmat prunul transgenic HoneySweet, la care maturitatea de recoltare a fost
notata la 5 zile dupa soiul Renclod Althan, respectiv in data de 16 august.
La soiul Stanley, maturitatea de recoltare a fost inregistrata in data de 29
august.

In conditiile anului 2017, maturitatea de recoltare la soiul Renclod

Althan a fost inregistrata in data de 14 august. Ca si in anul precedent, a
urmat prunul transgenic HoneySweet, la care maturitatea de recoltare a fost
notata la 3 zile dupa soiul Renclod Althan, respectiv in data de 17 august.
La soiul Stanley, maturitatea de recoltare a fost Tnregistratda in data de 1
septembrie.

In conditiile anului 2018, maturitatea de recoltare la soiul Renclod

Althan a fost inregistratd in data de 6 august, iar la diferenta de o zi a urmat
prunul transgenic HoneySweet. La soiul Stanley maturitatea de recoltare a
fost Tnregistrata in data de 27 septembrie.

Datele din tabelul 11 aratad ca, productiile cumulate, inregistrate 1n

perioada 2016-2018 au prezentat oscilatii mai mari sau mai mici intre cele
trei soiuri de prun. Astfel, la soiul HoneySweet productia de fructe
inregistratd (raportatd la hectar) in cele 12 blocuri a fost cuprinsa intre 37,6
si 52,2 t/ha, la soiul Stanley intre 37,4 si 51,1 t/ha, in timp ce soiul Renclod
Althan a inregistrat productii cuprinse intre 19,3 si 47,4 t/ha. Valorile
minime si maxime s-au inregistrat Tn blocul 4, respectiv in blocul 11 la
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prunul transgenic HoneySweet, in blocul 12, respectiv in blocul 4 la soiul
Stanley, iar la soiul Renclod Althan in blocul 10, respectiv in blocul 2.

Se constata cd soiul de prun transgenic HoneySweet a inregistrat, in
general, productii superioare soiului Renclod Althan. Astfel, soiul
HoneySweet a inregistrat productii superioare in 10 din cele 12 blocuri,
respectiv in blocurile 1, 3, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11 si 12, unde diferentele de
productie au oscilat intre 2,5 — 30,1 t/ha, respectiv intre 6,4 — 57,7 %, 1n
favoarea prunului transgenic. Comparativ cu soiul Stanley, situatia este
diferita. Astfel, in sapte din blocuri (blocurile 2, 3, 7, 8, 10, 11 si 12) soiul
de prun transgenic a Inregistrat productii mai mari decat soiul Stanley,
diferentele fiind cuprinse intre 1,8 — 7,9 t/ha, respectiv intre 4,6 — 15,1 %,
in favoarea prunului transgenic. Situatia se inverseaza in blocurile 1, 4, 5, 6
si 9, unde productia prunului transgenic HoneySweet a fost inferioara
soiului Stanley, diferentele fiind cuprinse intre 0,8 — 13,5 t/ha, respectiv
intre 1,8 — 35,9 %.

Tabelul 11. Productia inregistrata la prunul transgenic HoneySweet si
soiurile Renclod Althan si Stanley din lotul experimental de la SCDP
Bistrita

-2016-2018-
Soi / cod lot Productia Produc- | Diferenta fata
o medie tia de
_—g (t/ha) totala HoneySweet
o (t/ha)
“ 2016 | 201 | 2018 2016- (t/ha) %
7 2018

1 Renclod Althan / (CAl.1.) 4,1 4,6 | 30,0 38,7 -7,5 | -16,2
Stanley / (CS 2.1) 8,5 1,7 | 37,0 47,2 +1,0 | +2,2
HoneySweet / (T 1.2)

Honey Sweet / (T 2.2.) 8,1 6,5 | 31,6 46,2 - -

2 Renclod Althan / (CA 1.4) 8,9 3,8 | 34,7 47,4 +2,4 | 453
Stanley / (CS 2.3.) 11,1 1,1 | 30,6 42,8 2,2 -4.9
HoneySweet / (T1.3.)

Honey Sweet /T 2.4) 11,1 6,2 | 27,7 45,0 - -
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3 Renclod Althan / (CA 1.6) 7,0 46 | 244 36,0 -11,9 | -14.8
Stanley / (CS 1.7) 9,2 46 | 283 42,1 -5,8 -12,1
Honey Sweet / (T 2.7)

Honey Sweet/ (T 2.6) 8,7 7,2 | 32,0 47,9 - -

4 Renclod Althan/ (CA 2.8) 44 4,6 | 31,9 40,9 +3,3 +8,8
Stanley / (CS1.8) 7,9 43 | 389 51,1 +13,5 | +35,9
Honey Sweet / (T 1,9)

Honey Sweet / (T2.9) 8,1 47 | 24,8 37,6 - -

5 Renclod Althan / (CA 2.11) 6,0 3,7 | 164 26,1 -18,9 | -42,0
Stanley / (CS 2.12) 12,0 1,6 | 33,8 47,4 +2,4 | +53
Honey Sweet / (T1.11)

Honey Sweet / (T 1.12) 11,7 | 5,6 | 27,7 45,0 - -

6 Renclod Althan / (CA 1.13) 7,9 42 | 274 39,5 54 | -12,0
Stanley / (CS 1.14) 11,1 0,6 | 34,0 45,7 +0,8 +1,8
Honey Sweet / (T 2.14)

Honey Sweet / (T 2.13) 10,3 5,1 | 29,5 449 - -

7 Renclod Althan / (CA 3.1) 44 1,9 | 22,5 28,8 -13,9 | -32,6
Stanley /(CS 4.2.) 7,9 1,1 | 31,1 40,1 -2,6 -6,1
Honey Sweet/ (T 3.2)

Honey Sweet /(T 4.1) 7,5 5,7 29,5 42,7 - -

8 Renclod Althan / (CA 4.3) 5,7 43 | 313 41,3 -5,7 -12,1
Stanley / (CS 3.4) 8,9 0,6 | 352 447 2,3 -4.9
Honey Sweet / (T 3.3)

Honey Sweet / (T 4.4) 8,1 75 | 314 47,0 - -

9 Renclod Althan / (CA 4.7) 3,2 2,2 | 19,2 24,6 -13,7 | -35,8
Stanley / (CS 3.6) 7,6 2,5 | 34,0 44,1 +5,8 | +15,1
Honey Sweet / (T 3.7)

Honey Sweet / (T 4.6) 7,1 5.7 | 25,5 38,3 - -

10 | Renclod Althan / (CA 4.9) 2,5 1,3 | 14,5 19,3 -23,5 | -54,9
Stanley / (CS4.8) 6,4 1,1 | 31,8 39,3 -3,5 -8,2
Honey Sweet / (T 3.8)

Honey Sweet / (T 3. 9) 7,3 5,5 30,0 42,8 - -

11 | Renclod Althan / (CA 3.12) 5,7 2,0 | 144 22,1 -30,1 | -57,7
Stanley / (CS 4.12) 11,1 0,6 | 32,6 443 <79 | -15,1
Honey Sweet / (T 3. 11)

Honey Sweet / (T 4. 11) 10,6 | 7,0 | 34,6 52,2 - -

12 | Renclod Althan / (CA 4.14) 5,4 2,1 | 29,2 36,7 2,5 -6,4
Stanley / (CS 3. 14) 7,3 0,3 | 29,8 37,4 -1,8 -4,6
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Honey Sweet / (T 3.13)
Honey Sweet/ (T 4. 13) 7,9 53 | 26,0 39,2 - -

Densitate 635 pomi / hectar (4.5 x 3.5 m)

Productiile medii de fructe la cele trei soiuri, realizate in conditiile
climatice ale anilor 2016, 2017 si 2018 pe intreg lotul experimental, sunt
redate grafic in figura 16. Se constata mai 1ntai ca, Tn anul 2016, respectiv
la trei ani de la infiintarea plantatiei cu pomi CIII, toate cele trei soiuri au
realizat productii apreciabile. Intrucét livada era foarte tanara, se astepta ca
productiile celor trei soiuri sd creascd in anul 2017. Acest lucru nu s-a
intdmplat din cauza unui accident climatic, respectiv inghet, care a survenit
in perioada Infloritului si care a afectat productia, insd in mod diferit la cele
trei soiuri de prun. In anul 2018 se constatd o crestere spectaculoasi a
productiei la toate cele trei soiuri, Tn conditiile unui an climatic favorabil

culturii prunului.
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Figura 16. Productia medie de fructe (t/ha) la cele trei soiuri de prun
din lotul experimental in perioada 2016-2018




In conditiile climatice ale anului 2016 a existat o similaritate a

productiei la soiul Stanley si la prunul transgenic HoneySweet, cu o
tendintda usor favorabild soiului Stanley. Astfel, soiul HoneySweet a
inregistrat o productie medie de 8,8 t/ha, iar soiul Stanley de 9,1 t/ha. Soiul
Renclod Althan a realizat o productie de 5,5 t / ha, mult mai mica decat a
soiurilor HoneySweet si la Stanley.

Productiile medii de fructe la cele trei soiuri, realizate in conditiile
climatice ale anului 2017 releva, pe de o parte, o diferenta foarte mare de

productie intre prunul transgenic si cele doud soiuri conventionale, 1n
favoarea soiului HoneySweet. Mai precis, productia medie inregistrata la
prunul transgenic HoneySweet (6 t/ha) a fost aproape dubla fata de cea a
soiului Renclod Althan (3,3 to/ha) si mai mult decat tripld fata de cea a
soiului Stanley (1,7 to /ha). Pe de alta parte, se constatd o diferenta mare de
productie si intre cele doud soiuri conventionale, in favoarea soiului
Renclod Althan.

Rezultatele de productie obfinute in conditiile climatice ale anului
2017 releva o situatie foarte interesanta. Temperaturile negative din timpul
infloritului, care au coborat panad la -4 °C, au afectat grav productia la soiul
Stanley. Desi soiul Stanley este cunoscut ca fiind foarte productiv si cu
productii relativ constante, rezultatele anului 2017 arata ca inghetul din
perioada de inflorit a afectat grav productia acestui soi. Observatiile
efectuate au aratat o brunificare a pistilului (Foto 6) cauzata de inghet la
23 % din florile soiului Stanley, de 2% la soiul Renclod Althan si doar
afectiuni sporadice la prunul transgenic HoneySweet. De asemenea, timpul
rece si Tnnorat din perioada de inflorit a afectat procesul de polenizare si
legare al fructelor la toate cele trei soiuri, cu repercusiuni negative asupra
productiei anului 2017, aceasta fiind mai redusa decat cea inregistratd in
anul precedent.
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Foto 6. Aspect cu pistil brunificat la soiul Stanley (2017)

Analiza de ansamblu a afectiunilor florale, corelatd cu productia
inregistrata in conditiile climatice ale anului 2017, ne permite sa constatam
o sensibilitate mare la Tnghet in perioada infloritului la soiul Stanley si o
rezistentd ridicatd a prunului transgenic HoneySweet. Astfel, soiul
HoneySweet se remarca nu doar prin rezistentd la virusul Plum pox, ci si
prin rezistenta la inghet in timpul Infloritului.

Productiile medii de fructe la cele trei soiuri, realizate in conditiile
climatice ale anului 2018 arata, pe de o parte, o diferentd de productie intre

prunul transgenic HoneySweet si soiul de prun conventional Renclod
Althan, in favoarea soiului HoneySweet. Mai precis, productia medie
inregistratd la prunul transgenic HoneySweet (29,2 t/ha) a fost cu 4,5 t/ha
mai mare fatd de cea a soiului Renclod Althan (24,7 t/ha). Pe de alta
parte, se constatd o diferentd de productie intre prunul transgenic
HoneySweet si soiul de prun Stanley, insd de aceasta data in favoarea celui
din urma. Productia foarte ridicata nregistrata la soiul Stanley in anul 2018
se explica atat prin potentialul mare de productie al acestui soi corelat cu o
diferentiere a mugurilor de rod foarte buna in anul precedent, pe fondul
unei productii extrem de reduse cauzata de Tnghetul din primavara anului
2017.

64



Productia totala cumulatd pe perioada de studiu (2016 — 2018),
raportatd la unitatea de suprafata (t/ha), este reprezentatda grafic in figura
17, iar productia medie in figura 18. Se constata ca soiul de prun transgenic
HoneySweet a realizat o productie similarad soiului Stanley, in timp ce soiul
Renclod Althan a avut o productie mult inferioard. Prin urmare, soiul de
prun transgenic HoneySweet poate fi considerat un soi care se incadreaza
in grupa soiurilor cu productivitate ridicatd. Totusi, trebuie mentionat
faptul cd soiul de prun transgenic HoneySweet a realizat o productie
similard soiului Stanley pe durata celor trei ani de studiu, in conditiile in
care acesta din urma a fost puternic afectat de Tnghetul survenit in perioada
infloritului din anul 2017. De aceea, existd probabilitatea ca, in absenta
afectiunilor provocate de inghet, soiul Stanley sa fi realizat o productie
usor superioara soiului de prun transgenic HoneySweet. De asemenea,
intrucat datele de productie au fost colectate in perioada de tinerete a
pomilor, pot exista modificari ulterioare de pozitionare a soiurilor din
punct de vedere al productivitatii. De exemplu, la soiul HoneySweet a fost
observata o usoara degarnisire a pomilor care ar purtea afecta productia in
anii urmatori in cazul 1n care nu se intervine cu masuri ameliorative (de

exemplu taieri specifice).
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Figura 17. Productia de fructe cumulata (2016-2018) inregistrata la
cele trei soiuri din lotul experimental (pomi anul IV-VI de la plantare)
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Figura 18. Productia medie de fructe (2016-2018) inregistrata la cele
trei soiuri din lotul experimental (pomi anul IV-VI de la plantare)
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4.2. Evaluarea potentialului calitativ al prunului transgenic
HoneySweet 1in conditiile reducerii numérului de tratamente
fitosanitare necesare combaterii vectorilor

Pentru evaluarea calitatii fructelor s-au efectuat, mai intai,
determindri privind greutatea fructelor la maturitatea de recoltare si
procentul de samburi din greutatea fructelor folosind cantarul elecronic.
Pentru fiecare variantd s-a prelevat cate o proba medie a cate 20 fructe
fiecare, provenite din diferite parti ale coronei pomilor. Pentru aprecierea
formei si simetriei fructelor s-au efectuat determindri biometrice cu
ajutorul sublerului electronic prin masurarea naltimii (H), diametrului
mare (D) si diametrului mic (d) la cate 20 de fructe din fiecare varianta.
De asemenea, uniformitatea, atractivitatea, culoarea fructelor, fermitatea, si
culoarea pulpei au fost evaluate comparativ la prunii conventionali si
transgenici din lotul experimental.

Aprecierea calitatii fructelor a fost evaluatd si prin analizele
biochimice, la maturitatea de consum. Analizele biochimice au fost
efectuate la Laboratorul de Controlul Produselor Apicole si Diagnoza
Apicola din cadrul Universitatii de Stiinte Agricole si Medicind Veterinara
Cluj-Napoca (Marghitas si colab., 2017. Raport de cercetare proiect ADER
413/2015).

Astfel, continutul de cenusa s-a determinat gravimetric, dupa
calcinarea probelor la 550°C;. lipidele s-au determinat prin extractie cu
solvent organic potrivit si cantarirea reziduului dupd uscare la greutate
constantd; umiditatea s-a determinat gravimetric prin uscare la etuva pana
la greutate constantd a probei de analizat; aciditatea s-a determinat prin
titrare cu titratorul automat; glucidele totale si individuale (glucoza,
fructoza, zaharoza, lactoza, maltoza) s-au determinat prin analizd
cromatograficd; vitamina C s-a determinat prin cromatografie de lichide
de Tnalta performantd; mineralele (calciu, magneziu, sodium, potasiu, fier)
s-au determinat prin spectrometrie de absorbtie atomica; proteinele totale
s-au determintat prin extractie, digestie si titrare Kjeldahl; complexul de
vitamine B (B1, B2, B3) s-a determinat prin cromatografie de lichide de
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inaltd performanta cu detectie de masa (LC-MS); activitatea antioxidanta
si continutul de polifenoli s-au determinat spectrophotometric.
Greutatea medie a fructelor prezentatd in tabelul 12 reliefeaza

superioritatea soiului HoneySweet fatd de soiurile Renclod Althan si
Stanley pentru aceasta caracteristica. Astfel, Tn cei trei ani de
experimentare (2016-2018), greutatea medie a fructelor la prunul
transgenic HoneySweet, in cele 12 blocuri ale lotului experimental, s-a
situat intre 62,3g si 68,3g, in timp ce soiurile Renclod Althan si Stanley au
realizat fructe cu o greutate medie cuprinsad intre 42,4 - 46,9g, respectiv
intre 37,4 - 40,1g.

Greutatea medie a samburilor la soiul Renclod Althan 1n cele 12
blocuri ale lotului experimental s-a situat intre 1,5-1,7g, la soiul Stanley
intre 2,0-2,3g, iar la soiul de prun transgenic HoneySweet a avut valori
cuprinse intre 2,3-2,5g. Ponderea samburilor in greutatea fructelor a
inregistrat valori cuprinse intre 5,0-5,7% la soiul Stanley si Intre 3,5-3,8%
la soiul Renclod Althan si la soiul de prun transgenic HoneySweet.

Tabelul 12. Greutatea medie a fructelor si ponderea samburilor in
greutatea fructelor la prunul transgenic HoneySweet si la soiurile
Renclod Althan si Stanley din lotul experimental de la SCDP Bistrita

-2016-2018-
Nr. Soiul / cod lot Greutatea Greutatea % samburi din
bloc medie a medie a greutatea
fructelor samburilor (g) fructului
(®
1 Renclod Althan / (CAl.1.) 44,7 1,7 3.8
Stanley / (CS 2.1) 39,0 2,0 5,1
HoneySweet / (T 1.2)
Honey Sweet / (T 2.2.) 63,2 2,3 3,6
2 Renclod Althan /(CA 1.4) 44,8 1,6 3,6
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Stanley / (CS 2.3.) 39,1 2,1 5,4
HoneySweet / (T1.3.)

Honey Sweet /T 2.4) 68,3 2,5 3,7
Renclod Althan / (CA 1.6) 46,3 1,7 3,7
Stanley / (CS 1.7) 39,1 2,0 5,1
Honey Sweet / (T 2.7)

Honey Sweet / (T 2.6) 63,6 2,3 3,6
Renclod Althan/ (CA 2.8) 43,9 1,6 3,6
Stanley / (CS1.8) 37,6 2,1 5,6
Honey Sweet / (T 1,9)

Honey Sweet / (T2.9) 68,1 2,5 3,7
Renclod Althan / (CA 2.11) 42.4 1,5 3,5
Stanley / (CS 2.12) 374 2,1 5,6
Honey Sweet / (T1.11)

Honey Sweet / (T 1.12) 66,2 2,4 3,6
Renclod Althan / (CA 1.13) 43,8 1,6 3,7
Stanley / (CS 1.14) 38,9 2,1 5.4
Honey Sweet / (T 2.14)

Honey Sweet / (T 2.13) 66,5 2,4 3,6
Renclod Althan / (CA 3.1) 45,1 1,7 3,8
Stanley /(CS 4.2.) 40,1 2,1 5,2
Honey Sweet/ (T 3.2)

Honey Sweet /(T 4.1) 65,5 2,4 3,7
Renclod Althan / (CA 4.3) 45,4 1,7 3,7
Stanley / (CS 3.4) 38,7 2,1 5,4
Honey Sweet / (T 3.3)

Honey Sweet / (T 4.4) 62,8 2,3 3,7
Renclod Althan / (CA 4.7) 46,9 1,7 3,6
Stanley / (CS 3.6) 39,3 2,1 5,3

Honey Sweet / (T 3.7)
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Honey Sweet/ (T 4.6) 62,3 2,3 3,7
10 Renclod Althan / (CA 4.9) 42,5 1,7 4,0

Stanley / (CS4.8) 40,1 2,3 5,7

Honey Sweet / (T 3.8)

Honey Sweet / (T 3. 9) 62,9 2,4 3,8
11 Renclod Althan / (CA 3.12) 44,1 1,6 3,6

Stanley / (CS 4.12) 40,1 22 5,5

Honey Sweet / (T 3. 11)

Honey Sweet / (T 4. 11) 64,2 2,4 3,7
12 Renclod Althan / (CA 4.14) 44,2 1,7 3,8

Stanley / (CS 3. 14) 374 2,1 5,6

Honey Sweet / (T 3.13)

Honey Sweet / (T 4. 13) 65,6 2,3 3,5

Rezultatele de ansamblu referitoare la greutatea medie a fructelor,
greutatea medie a samburilor si ponderea sdmburilor in greutatea fructelor,
inregistrate n perioada 2016-2018, la nivelul intregului lot experimental,
sunt reprezentate grafic in figurile 19, 20 si 21.

Greutatea medie a fructelor relevd superioritatea neta a soiului de
prun transgenic HoneySweet comparativ cu cele doua soiuri conventionale
utilizate ca martor. Mai precis, greutatea medie a fructelor la soiul
HoneySweet a fost de 64,9g, in timp ce la soiurile Renclod Althan si
Stanley s-a inregistrat o greutate medie de 44,5g, respectiv 38,9g (Figura
19). Au existat si situatii in care unele fructe ale soiului de prun transgenic
HoneySweet au depasit greutatea de 80g (Foto 7a), iar izolat chiar 90g
(Foto 7b), ceea ce evidentiazd potentialul acestui soi in lucrdrile de
ameliorare genetica pentru obtinerea de soiuri cu fructe mari.
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Foto 7. Fructe apartinand soiului de prun transgenic HoneySweet

Rezultatele privind greutatea medie a simburilor arata cd la soiul de
prun transgenic HoneySweet aceasta este mai mare decit cea a soiurilor
Renclod Althan (2,4 g fata de 1,7g ) si Stanley (2,4 g fata de 2,1 g), ceea ce
era de asteptat avand In vederea mdrimea fructului la prunul transgenic
(Figura 20). Greutatea sdmburilor analizatd singular nu este insd un
indicator pentru aprecierea corecta a calitdtii fructelor pentru aceasta
insusire. De aceea, greutatea sdmburelui trebuie analizatd in raport cu
greutatea si marimea fructului. Astfel, rezultatele de ansamblu prezentate
grafic in figura 21 arata ca soiul transgenic HoneySweet a avut o pondere
a samburilor in greutatea fructelor similara soiului Renclod Althan, si mult
mai redusa decat la soiul Stanley (3,7% fatd de 5,4%). Se constata astfel, o
superioritate a soiului de prun transgenic HoneySweet fata de soiul Stanley
in ceea ce priveste ponderea simburilor in greutatea fructelor.
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Figura 19. Greutatea medie a fructelor inregistrata la cele trei soiuri
din lotul experimental (2016-2018)
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Figura 20. Greutatea medie a samburilor inregistrata la cele trei soiuri
din lotul experimental (2016-2018)
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Figura 21. Ponderea samburelui in greutatea fructului inregistrata la
cele trei soiuri din lotul experimental (2016-2018)

Masuratorile biometrice (media a 20 de fructe/soi/bloc), efectuate cu
ajutorul sublerului electronic (Foto 8), redate in tabelul 13, confirma ca
niciunul dintre cele trei soiuri nu prezintd o simetrie perfectd. La soiul
Renclod Althan valorile inaltimii fructului s-au situat Tntre 38,2 mm si 40,5
mm, diametrul mare intre 42,6 si 45,2 mm, iar diametrul mic intre 40,5 si
43,3 mm. La soiul Stanley valorile Tndltimii fructului s-au situat intre 47,1
si 50,5 mm, diametrul mare intre 36,5 si 37,6 mm, iar diametrul mic Intre
35,0 si 36,7 mm. La soiul de prun transgenic HoneySweet inaltimea
fructului a avut valori intre 51,5 si 54,8 mm, diametrul mare intre 44,3 si
47,4 mm, iar diametrul mic Intre 44,0 si 45,9 mm.
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Foto 8. Determinari biometrice cu ajutorul sublerului electronic la
soiurile din lotul experimental.
(a - Renclod Althan, b - Stanley, ¢ — HoneySweet)
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Tabelul 13. Biometria fructelor (media la 20 fructe) la prunul
transgenic (HoneySweet) si conventional (Renclod Althan si Stanley)
din lotul experimental de la SCDP Bistrita

-media 2016-2018-

Nr. Soiul / cod lot H (mm) D(mm) d (mm)
bloc
1 Renclod Althan / (CA1.1.) 38,7 44,1 41,7
Stanley / (CS 2.1) 50,3 37,3 35,7
HoneySweet / (T 1.2) 52,5 46,7 45,0
Honey Sweet / (T 2.2.) 52,0 44,9 44,3
2 Renclod Althan /(CA 1.4) 40,5 442 41,6
Stanley / (CS 2.3.) 49,9 37,1 35,8
HoneySweet / (T1.3.) 54,0 47,4 45,9
Honey Sweet /T 2.4) 53,3 46,8 45,5
3 Renclod Althan / (CA 1.6) 40,2 44,0 41,6
Stanley / (CS 1.7) 50,5 37,0 35,6
Honey Sweet / (T 2.7) 51,7 45,5 44,6
Honey Sweet/ (T 2.6) 53,0 46,3 45,1
4 Renclod Althan/ (CA 2.8) 40,0 43,5 41,1
Stanley / (CS1.8) 49,6 36,5 353
Honey Sweet / (T 1,9) 54,0 47,0 45,9
Honey Sweet / (T2.9) 53,8 46,7 45,2
5 Renclod Althan / (CA 38,2 42,6 40,5
2.11)
Stanley / (CS 2.12) 49,1 36,5 35,0
Honey Sweet / (T1.11) 54,8 47,1 45,7
Honey Sweet / (T 1.12) 52,6 46,3 44,7
6 Renclod Althan / (CA 39,9 433 41,6
1.13)
Stanley / (CS 1.14) 49,5 36,8 35,6
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Honey Sweet / (T 2.14) 53,1 46,2 449
Honey Sweet/ (T 2.13) 53,3 46,5 44,9
7 Renclod Althan / (CA 3.1) 40,1 43,8 41,6
Stanley / (CS 4.2.) 50,0 37,2 35,8
Honey Sweet/ (T 3.2) 52,6 46,2 44,9
Honey Sweet / (T 4.1) 52,9 46,5 45,0
8 Renclod Althan / (CA 4.3) 40,0 43,9 41,3
Stanley / (CS 3.4) 48,8 37,1 35,8
Honey Sweet/ (T 3.3) 52,6 45,8 44,6
Honey Sweet / (T 4.4) 51,5 443 42,9
9 Renclod Althan / (CA 4.7) 40,3 45,2 42,1
Stanley / (CS 3.6) 49,0 36,9 35,6
Honey Sweet / (T 3.7) 51,6 45,8 44,8
Honey Sweet / (T 4.6) 52,0 46,5 44,1
10 Renclod Althan / (CA 4.9) 40,2 442 42,3
Stanley / (CS4.8) 47,1 37,6 36,7
Honey Sweet / (T 3.8) 53,9 46,6 44,6
Honey Sweet / (T 3. 9) 51,8 45,0 43,9
11 Renclod Althan / (CA 40,0 443 41,7
3.12)
Stanley / (CS 4.12) 49,4 37,0 35,8
Honey Sweet / (T 3. 11) 53,2 45,7 442
Honey Sweet / (T 4. 11) 52,2 45,8 442
12 Renclod Althan / (CA 39,7 43,8 41,1
4.14)
Stanley / (CS 3. 14) 49,5 36,7 35,6
Honey Sweet / (T 3.13) 52,9 46,4 45,1
Honey Sweet / (T 4. 13) 52,8 45,7 44,8
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Reprezentarea grafica (Figura 22) a masuratorilor biometrice la
fructe ca medie pe cele 12 blocuri/soi relevd marimea net superioard a
fructelor la soiul transgenic HoneySweet comparativ cu cele doua soiuri
conventionale. Valorile medii ale masuratorilor biometrice la soiul
HoneySweet indicd o Tnaltime a fructelor de 52,8 mm, un diametru mare de
46,2 mm si un diametru mic de 44,8 mm. Aceste valori medii, dar si cele
individuale confirma forma destul de regulatd, mai precis ovalda a fructelor
la soiul HoneySweet. Valorile medii ale masuratorilor biometrice la soiul
Renclod Althan aratd o inaltime a fructelor de 39,8 mm, un diametru mare
de 43,9 mm si un diametru mic de 41,5 mm, ceea ce confirma forma relativ
sfericd, usor turtita a fructelor la acest soi. Valorile medii ale masuratorilor
biometrice la soiul Stanley aratd o Tnaltime a fructelor de 49,4 mm, un
diametru mare de 37,0 mm si un diametru mic de 35,7 mm, ceea ce

confirma forma ovala a fructelor la acest soi.
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Figura 22. Biometria fructelor (2016-2018): iniltime (H), diametrul
mare (D), diametrul mic (d) la la cele trei soiuri din lotul experimental



In ceea ce priveste madrimea §i coloratia fructelor, soiurile
HoneySweet (Foto 9a) si Stanley au prezentat un grad de uniformitate mai
ridicat comparativ cu soiul Renclod Althan (Foto 9b).

Foto 9. Marime uniforma a fructelor la soiul transgenic
HoneySweet (a) si neuniforma la soiul Renclod Althan (b)

Din punct de vedere al atractivitatii, analiza comparativa cu soiurile
Stanley si Renclod Althan reliefeaza superioritatea soiului HoneySweet.
Astfel, marimea fructului este net superioard comparativ cu celelalte doua
soiuri analizate (Foto 10). Forma fructului la soiul HoneySweet este una
destul de regulata, ovala. Totusi, brazda ventralda Tmparte fructul in doud
parti usor inegale, acest caracter fiind Tnsd mult mai putin vizibil decéit la
soiurile Stanley si Renclod Althan. Soiul Stanley prezintd si dezavantajul
unei forme usor gatuitd a fructului. De asemenea, aparitia fructelor
gemelare (Foto 11a) este un fenomen frecvent intalnit la acest soi. Exista
numeroase situatii In care, din fructele gemelare unul se dezvolta foarte
slab si cade, rezultand un aspect general deformat (Foto 11b), neatractiv.
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Renclod Althan Stanle:
HoneySweet i

Foto 10. Marimea fructelor la prunul transgenic HoneySweet
comparativ cu soiurile conventionale Renclod Althan si Stanley

a b
Foto 11. Fructe gemelare (a) si efectul desprinderii unei parti (b) la

soiul Stanley
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Coloratia uniforma, preferatd de majoritatea consumatorilor, precum
si lipsa supraincdrcarii cu pruind contribuie la aspectul atragator al
fructului de prun transgenic HoneySweet. Fructul nu prezinta reticulatii pe
epiderma, fapt care poate influenta pozitiv alegerea cumpdratorilor.
Culoarea de fond a epidermei (cu pruind) este albastrd violacee, placuta.
Pulpa, de culoare galben-verzui, este ferma si suculenta. Samburele este
mic raportat la greutatea fructului, ceea ce conferd un plus la aprecierea
soiului.

Aspectul global al fructelor (Foto 12) la soiul HoneySweet este
foarte placut, impactul vizual asupra consumatorului fiind unul pozitiv,
privind atat fructele luate individual, cat si pe pom.

-f |

S5 |

Foto 12. Aspectul fructelor apartinind soiului de prun transgenic
HoneySweet
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Analiza comparativd a calitatii fructelor la cele trei soiuri

(HoneySweet - prun transgenic), Renclod Althan, Stanley — prun
conventional), apreciata prin analizele biochimice efectuate la maturitatea
de consum 1n anul 2017, a aratat ca, toate cele trei soiuri detin caracteristici
valoroase din punct de vedere nutritional (Marghitas si colab., 2017).
Comparand cele trei soiuri analizate prin prisma celor mai importanti
factori nutritionali fizico chimici (glucide, proteine, lipide, minerale,

polifenoli) putem concluziona urmatoarele:

Soiul Stanley a avut cea mai micad concentratie de apa in fruct
(78,13%), iar soiul HoneySweet si Renclod Althan cantitdti mai
ridicate (81,95 — 82,65%). Cea mai ridicata cantitate de cenusa a
fost inregistratd la soiul Stanley, urmat de HoneySweet si
Renclod Althan, invers proportional cu cantitatea de apa din
probe.

Aciditatea titrabilda a prezentat cea mai micd valoare la soiul
Renclod Althan (0,33%), o valoare mai mult decét dubla la soiul
Stanley (0,71%) si una mult mai mare la soiul Honey Sweet
(1,25%).

Continutul de glucide simple a fost mai ridicat la soiul Stanley
(13,5%) fata de soiurile HoneySweet (10,73%) si Renclod
Althan (10,71%), care au avut valori similare.

Materiile solubile solide au avut valori similare la soiurile
HoneySweet si Renclod Althan (16,52 — 16,05%), si mai ridicate
la soiul Stanley (20,20%).

Continutul de lipide totale a fost mai ridicat la soiul HoneySweet
(1,83%), urmat de Stanley (1,23%) si Renclod Althan (1,08%).
Continutul de proteine totale a fost echilibrat in cele trei soiuri,
fiind cuprins intre 0,67 -0,81%.

Continutul de vitamine. Soiul Honey Sweet a Tnregistrat cel mai
mare continut in vitamina C (9,36 mg/100g), urmat Tndeaproape
de soiul Stanley (8,61 mg/100g) si la mare distantd de soiul
Renclod Althan (2,90 mg/100g). Situatia a fost similara si in
cazul continutului in vitamina BIl. Soiul HoneySweet a
inregistrat si cel mai ridicat continut si in vitamina B2, cele doua
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soiuri conventionale avand valori foarte apropiate. In schimb,
soiul HoneySweet a inregistrat un continut in vitamina B3 mai
redus decat ambele soiuri conventionale.

- Continutul in minerale. Cel mai mare continut de Ca s-a
inregistrat la soiul HoneySweet, urmat de soiul Renclod Althan,
care a avut un continut de Ca sensibil mai mare decat soiul
Stanley. Continutul de Fe a fost asemanator la soiurile Renclod
Althan si HoneySweet si mai ridicat la soiul Stanley. Continutul
de Na a inregistrat cea mai mare valoare la soiul HoneySweet,
urmat de soiul Stanley. Continutul de K a fost similar la soiurile
Renclod Althan si HoneySweet si mai ridicat la soiul Stanley.
Soiul HoneySweet a avut cel mai ridicat continut Tn Mg, urmat
de soiul Stanley. In conditiile anului 2017, soiul HoneySweet se
remarca prin cel mai ridicat continut in Ca, Na si Mg, iar soiul
Stanley prin cel mai ridicat continut in Fe si K.a

- Continutul de polifenoli totali in fructele de prune analizate a
fost apropiat la soiurile Honey Sweet (179,29 mgGAE/100 g) si
Renclod Althan (186,06 mgGAE/100 g) si mai ridicat la soiul
Stanley (253.34 mgGAE/100 g). Cea mai ridicatd cantitate de
flavone a fost determinata la soiul Honey Sweet (53,42
mg/100g), urmat de Stanley (49,95 mg/100g) si Renclod Althan
(38,51 mg/100g).

Aceste rezultate sunt Tn mare parte comparabile cu cele obtinute de
Ravelonandro si colab. (2013) si aratd ca soiul de prun transgenic
HoneySweet oferd, pe langa rezistenta la virusul Plum pox, fructe de
calitate foarte buna.
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4.3. Evaluarea posibilititii de aplicare a unor practici de management
prietenoase mediului pentru prevenirea raspandirii virusului Plum
pox

In Uniunea Europeand i nu numai, existd o cerintd accentuatd de
reducere a utilizarii pesticidelor pentru protectia culturilor, astfel Tncat sa
existe posibilitatea aplicarii unor practici de management cat mai
prietenoase mediului, iar fermierii trebuie sa se alinieze acestor cerinte.
Totusi, pentru combaterea eficientd a bolilor si daunatorilor din livezi este
necesar un numar mare de tratamente fitosanitare si, astfel, fermierii se
confruntd cu probleme de sigurantd alimentara.

Prunul transgenic a fost creat ca o necesitate stringentd de gasire a
unei solutii de combatere eficientd a virusului Plum pox (PPV), a carui
transmitere de la un pom la altul se realizeaza extrem de facil prin
intermediul afidelor virulifere. in acest context, se pune intrebarea daca
unele tratamente Tmpotriva afidelor ar putea fi evitate in livezile cu prun
transgenic in conditiile Tn care acesta nu se infecteazd cu PPV in mod
natural prin intermediul afidelor vectori si, prin urmare, prezenta lor in
livada nu favorizeza raspandirea virusului.

Se cunoaste faptul ca tratamentele cu insecticide pentru combaterea
afidelor au un dublu scop. Mai intai, acestea se efectueazad cu scopul de a
micsora potentialul de raspandire al virusului Plum pox prin reducea
populatiilor de afide vectoare. In al doilea rand, reducerea populatiilor de
afide inseamna si reducerea pagubelor cauzate prin hranirea acestora cu
frunzele si lastarii tineri. Totusi, in contextul cerinfelor Uniunii Europene
referitoare la necesitatea reducerii utilizarii pesticidelor in agricultura, se
pune intrebarea daca utilizarea soiurilor rezistente la PPV, in speta prunul
transgenic, ar putea ajuta §i la evitarea unor tratamente cu insecticide
pentru combaterea vectorilor viruliferi cu consecinte favorabile asupra
mediului si consumatorilor. Mai precis, evitarea unor tratamente cu
insecticide ar insemna, pe de o parte, mai putine insecticide dispersate in

83



mediu, iar pe de alta parte, obtinerea unor fructe cu mai putine reziduuri de
pesticide, in beneficiul consumatorilor. Teoretic, evitarea unor tratamente
cu insecticide in plantatii cu soiuri de prun rezistente la PPV, precum
prunul transgenic, este posibila farda a stimula raspandirea virusului.
Situatia este Tnsa mult mai complexad deoarece in plantatiile de prun exista
si alfi ddunatori problema care pot provoca pagube economice insemnate si
care, partial, se combat 1n acelasi timp cu afidele vectori. In acest sens au
fost efectuate cercetari la Statiunea de Cercetare-Dezvoltare pentru
Pomiculturd Bistrita, cu scopul de a evalua posibilitatea de reducere a
numdrului de tratamente pentru combaterea afidelor intr-un lot
experimental cu prunul transgenic HoneySweet, care, ulterior sa constituie
parte a unor practici de management prietenoase mediului pentru
prevenirea raspandirii i limitdrii impactului virusului Plum pox. Avandu-
se Tn vedere cd cel mai important daundtor este viermele prunelor
(Laspeyresia funebrana Tr.), acesta a fost inclus in studiul efectuat. Prin
urmare, pentru evaluarea potentialului de reducere a numadrului de
tratamente cu insecticide, dinamica zborului afidelor virulifere a fost
urmadritd in paralel cu cea a viermelui prunelor (Zagrai si colab., 2018).

Lucrdrile de intretinere ale parcelei experimentale au fost, In general,
similare celor practicate in livezile de prun conventional. Singura deosebire
a constat n aplicarea unui numadr redus de tratamente fitosanitare pentru
combatera afidelor. Concret, doar trei, respectiv patru tratamente cu
insecticide au fost aplicate in perioadele de vegetatie din anii 2016,
respectiv 2017, fata de 7-8 tratamente efectuate in culturile de prun
conventional.

Monitorizarea afidelor vectoare in interiorul lotului experimental s-a
realizat prin metoda “sticky shoot” (Avinet si colab., 1993; Marroquin si
colab., 2004). Aceasta metodd presupune dispersarea unei substante
adezive pe lastari marcati in prealabil si capturarea afidelor care populeaza
acesti lastari. Ulterior, afidele sunt desprinse de pe lastari prin spalare cu
ajutorul unui solvent, numarate §i identificate la microscop. Dinamica
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zborului afidelor virulifere a fost urmaritd in paralel cu cea a viermelui
prunelor. Capturarea adultilor de Laspeyresia funebrana Tr. s-a efectuat cu
ajutorul capcanelor feromonale ATRAFUN. Datele obtinute au fost
utilizate pentru intocmirea curbelor de zbor si la stabilirea dinamicii
zborului la cei doi daundtori. Apoi, curbele de zbor au fost analizate
simultan pentru a identifica, pe de o parte, perioadele de suprapunere a
activitatii celor doi daunatori, respectiv perioadele cand tratamentele cu
insecticid sunt necesare, iar pe de altd parte perioadele cand activitatea
acestora nu se suprapune, respectiv identificarea unor intervale de timp
cand anumite tratamente cu insecticid ar putea fi evitate.

Rezultatele reprezentate grafic in figura 22 aratd ca zborul afidelor in
anul 2016 a inceput in prima decadad a lunii mai cu o evolutie crescatoare
continud pana la mijlocul lunii iunie cand s-a inregistrat un maxim de zbor.
Ulterior, curba de zbor a avut o evolutie descrescatoare pana la sfarsitul
lunii iulie cand, practic, zborul afidelor a incetat. Populatiile de afide au
inregistrat un al doilea zbor 1n toamna, Tnsa mult mai redus decat cel din
iunie.

Laspeyresia funebrana Tr. a vut un zbor redus in luna mai si s-a
intensificat rapid In luna iunie, Inregistrandu-se un varf maxim de zbor la
sfarsitul lunii (Figura 22). Apoi, numdrul de adulfi capturati s-a redus
puternic de-a lungul perioadei iulie-august. Zborul adultilor de Laspeyresia
funebrana Tr. a incetat practic in luna septembrie.

Analiza simultand a curbelor de zbor arata ca varful maxim de zbor
al adultilor celor doi daunatori este foarte apropiat ca perioada, iar curba de
zbor a adultilor de Laspeyresia funebrana Tr. se suprapune in cea mai mare
parte peste cea a afidelor. Totusi, se poate observa cad zborul adultilor de
Laspeyresia funebrana Tr. s-a Incheiat In septembrie, in timp ce cel al
afidelor s-a reluat in aceastd perioada, facilitand astfel raspandirea PPV la
soiurile sensibile si tolerante.
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Figura 22. Dinamica zborului afidelor si adultilor de Laspeyresia
Jfunebrana Tr. in lotul experimental de la SCDP Bistrita - 2016

Dinamica zborului afidelor in anul 2017 (Figura 23), evidentiaza
similaritatea acesteia cu cea inregistrata in anul precedent. Astfel, zborul a
inceput 1n prima decada a lunii mai cu o evolutie crescatoare continud pana
la mijlocul lunii iunie cand s-a inregistrat un maxim de zbor. Ulterior,
curba de zbor a avut o evolutie descrescdtoare pana la inceputul lunii
august cand, practic, zborul afidelor a incetat. Populatiile de afide au
inregistrat un al doilea zbor in toamna, Tnsa mult mai redus decat cel din
iunie.

Dinamica zborului la Laspeyresia funebrana Tr. in anul 2017 (Figura
23) a aratat ca acesta a inceput concomitent cu cel al afidelor si s-a incheiat
la inceputul lunii septembrie. Spre deosebire de anul precedent, numarul de
adulti capturati indica doud varfuri, unul la sfarsitul lunii mai si un altul la
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sfarsitul lunii iulie, ambele insd semnificativ mai scazute decat cele
inregistrate in luna iunie 2016.
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Figura 23. Dinamica zborului afidelor si adultilor de Laspeyresia
Junebrana Tr. in lotul experimental de la SCDP Bistrita 2017

Prin analiza simultana a curbelor de zbor (anii 2016 si 2017) ale celor
doi daunatori (afide aripate si Laspeyresia funebrana Tr.) se poate observa
ca, desi exista fluctuatii ale activitatii acestora, perioadele de zbor coincid
in cea mai mare parte. Prin urmare, tratamentele cu insecticide sunt
necesare pentru combaterea viermelui prunelor, indiferent daca este sau nu
necesara combaterea afidelor. Totusi, identificarea unor perioade scurte
cand curbele de zbor nu se suprapun ar permite evitarea unor tratamente cu
insecticide, fard a stimula raspandirea virusului Plum pox in cazul prunului
transgenic HoneySweet. Curbele de zbor ale celor doi daunatori din anii
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2016 si 2017 identifica o astfel de perioada in luna septembrie, cand afidele
isi reiau zborul pentru o perioadd scurtd, iar prezenta zborului la
Laspeyresia funebrana Tr. este practic inexistent.

O altd situatie in care unele tratamente cu insecticide ar putea fi
evitate in plantatiile cu prun transgenic rezistent la PPV este este atunci
cand rezerva biologica a viermelui prunelor este sub pragul economic de
daunare sau atunci cand situatia permite controlul acestui daunator prin
utilizarea capcanelor feromonale (de exemplu, livezi pe suprafata
restransa).

Reducerea cantitatilor de pesticide utilizate pentru protectia culturilor
se numard printre obiectivele Uniunii Europene de a conserva mediul
inconjurdtor si de a proteja sandtatea oamenilor. Rezultatele cercetarilor
efectuate la SCDP Bistrita releva potentialul prunului transgenic de a
contribui la o reducere a numarului de tratamente cu insecticide. Astfel,
datorita rezistentei sale la virusul Plum pox, tratamentele impotriva afidelor
nu sunt necesare in livezile cu prunul transgenic HoneySweet in luna
septembrie, cand afidele isi reiau zborul si transmit virusul in livezile cu
soiuri sensibile sau tolerante la acest virus. Evitarea aplicarii unor
tratamente cu insecticide n livezile cu prun transgenic rezistent la PPV ar
putea fi posibild si in situatia Tn care populatiile altor ddunatori (cu exceptia
afidelor), combdtute 1n acelasi timp, se afld sub pragul economic de
daunare sau daca alte metode ecologice (de ex. capcanele feromonale)
pentru combaterea acestor daunatori sunt disponibile si aplicabile. Acest
studiu demonstreaza potentialul utilizarii prunului transgenic rezistent la
virusul Plum pox ca parte integrantd a unor practici de management
prietenoase mediului, in contextul necesitdfii prevenirii raspandirii si

limitarii impactului virusului Plum pox.
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CAP. V. RECOMANDARI PRIVIND POLITICA NATIONALA
REFERITOARE LA EVENTUALA CULTIVARE A PRUNULUI
TRANSGENIC IN ROMANIA

Domeniul biotehnologiei, in speta cel al plantelor transgenice,
deschide un nou drum agriculturii mondiale, progresele inregistrate putand
aduce beneficii importante atit producatorilor cat si consumatorilor.
Totusi, avand in vedere principiul precautiei, este necesar ca introducerea
in cultura a plantelor modificate genetic sa fie precedata de cercetari
laborioase destinate evaludrii potentialelor riscuri asupra mediului. Astfel
de cercetari au fost efectuate in cazul prunului transgenic HoneySweet in
decursul a peste 20 de ani fiind implicate institutii de cercetare prestigioase
din Statele Unite ale Americii, Franta, Cehia, Polonia, Roméania si Spania,
tara noastra fiind reprezentata de Statiunea de Cercetare-Dezvoltare pentru
Pomicultura Bistrita.

Desi  avantajele  prunului transgenic  HoneySweet  sunt
incontestabile, datoritd prezentei unor gene strdine Tn genom au fost
exprimate potentiale riscuri de sigurantd a mediului, derivate din prezenta
insertului. Unul dintre acestea s-a referit la potentialul hazard conform
caruia prezenta constitutivd a secventelor genei capsidale a PPV ar putea
favoriza aparitia unor tulpini recombinate cu patogenezd necunoscutd.
Potentialul impact al prunului transgenic contindnd gena proteinei
capsidale a PPV asupra diversitatii populatiilor PPV a fost evaluat in
cadrul unui proiect de cercetare finantat de catre Comisia Europeana
(proiect TRANSVIR). Acest studiu de risc, bazat pe experiente de lunga
duratad efectuate n conditii de camp, a relevat efectul neutral al prunului
transgenic asupra populatiilor virale indigene. Mai mult, probabilitatea
aparitiel unor tulpini recombinate ale PPV la prunul transgenic
HoneySweet este chiar mai micd decat in cazul prunului conventional
intrucat acesta nu s-a infectat in mod natural. De asemenea, co-infectia
PPV + Apple chlorotic leaf spot virus sau Prune dwarf virus sau Prunus
necrotic ringspot virus nu a influentat stabilitatea mecanismului PTGS.

Un alt potential risc invocat s-a referit la gena marker npt II,
prezentd in genomul prunului transgenic HoneySweet, care confera
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rezistenta la kanamicina. Acest potential risc a fost evaluat de catre Panelul
Stiintific pe probleme de organisme modificate genetic a European Food
Safety Autority (EFSA), iar concluziile au relevat siguranta utilizarii
acestei gene in culturile destinate consumului. Pe seama genelor care
determina rezistenta la antibiotice s-au facut numeroase speculatii conform
carora ar putea fi pusd in pericol sandtatea oamenilor prin ineficienta
tratamentului cu antibioticul respectiv. Articolul 4 din Directiva Europeana
18/2001 stipuleazad ca toate OMGe-urile care confin gene de rezistenta la
antibiotice sa fie analizate individual, iar cele cu efecte adverse sa fie
eliminate. In acest sens, Comisia Europeana a mandatat EFSA si evalueze
potentialele riscuri privind genele de rezistenta la antibiotice, utilizate ca
markeri In transgeneza vegetald. Opinia EFSA reprezintd un element cheie
in procedura privind aprobarea cultivarii plantelor modificate genetic in
tarile membre UE. De aceea, Romania, membru al Uniunii Europene,
trebuie sa tind seama de concluziile acestei institutii, iar deciziile
referitoare la cultivarea plantelor transgenice ce contin gene care confera
rezistenta la antibiotice sa fie in concordanta cu recomandarile EFSA.

In opinia adoptati la 2 aprilie 2004, EFSA consideri ci frecventa
transferului pe orizontald este foarte redus pentru toate genele de rezistenta
la antibiotice. Totusi, din respect pentru importanta clinicd, EFSA grupeaza
aceste gene in trei categorii cu potential de risc diferit pentru sanatatea
umana si mediu. Prima categorie include genele care confera rezistenta la
kanamicind (npfIl - frecvent utilizatd 1n transgeneza vegetald) si
higromicina. Concluzia EFSA referitoare gena nprll este ca "gena nptll,
care conferd rezistenta la kanamicind, are o istorie de 13 ani care releva
siguranta utilizarii In culturile destinate consumului, gena respectiva fiind
larg raspanditd in naturd atat printre microbii umani cit si in mediul
inconjurdtor”. De asemenea, EFSA mentioneazd ca, "nu existd motive
rationale care sd restrictioneze folosirea acestui tip de gena atit in
experientele de camp, cat si pentru productia destinata consumului "
(The EFSA Journal, 2004, nr.48, 1-18). In anul 2007, EFSA reanalizeaza
potentialul risc al genei nprll si reconfirmad absenta efectelor adverse ale
acestei gene asupra sanatafii umane si a mediului.
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A doua categorie include genele marker care confera rezistenta la
cloramfenicol, ampicilina, streptomicind si spectinomicind. Opinia EFSA
este ca genele respective "ar trebui sa fie restrictionate pentru testele de
camp si nu ar trebui sa fie prezente in plantele modificate genetic destinate
consumului". Referitor la cea de-a treia categorie, care include gene de
rezistenta la amikacina si tetraciclind, EFSA este de parere cad acestea "nu
trebuie si fie prezente in plantele modificate genetic destinate consumului
sau testdrii in camp".

Prin urmare, deciziile tarii noastre privind testarea in camp i
introducerea pe piatd a produselor transgenice care contin gene de
rezistenta la antibiotice ar trebui sa se refere doar la OMG-urile din prima
categorie (care include gena npt 1I).

Problemele de coexistentd, ca rezultat al fluxului genic sunt
subiectul unor numeroase dezbateri la nivelul Uniunii Europene. Desi
fluxul genic este un fenomen frecvent 1intdlnit 1intre populatiile
conspecifice, cazul prunului prezintd anumite particularitati referitoare atat
la potentiala impurificare a culturilor conventionale, cat si la introgresia cu
potential propagativ. Dacd ne referim la potentialul risc al impurificarii
fructelor prunului conventional, urmare a polenizarii cu polen provenit de
la prunul transgenic, acesta practic este inexistent. Eventuala polenizare
intre prunul transgenic si cel conventional, nu ar face ca prunele in sine sa
fie impurificate deoarece transgenele se vor regasi doar la nivelul
embrionului. Or, prunele, fie folosite pentru consum 1n stare proaspata, fie
procesate ca gem, se consuma fara sambure. Partea edibila (pulpa
fructului) nu va contine transgene deoarece ea deriva exclusiv din forma
materna care este netransgenica.

Daca ne referim la posibilitatile realizarii unei variabilitati potential
propagative urmare a introgresiei genetice, prunul are iardsi anumite
particularitati. Daca in cazul unor plante care se inmultesc prin seminte
fluxul genic poate crea un plus de variabilitate cu mare potential de
propagare, acest lucru nu este valabil in cazul prunului. Aceasta deoarece,
tranferul materialului genetic prin intermediul polenului poate fi realizata
cel mult la nivelul embrionului si nicidecum la nivelul materialului saditor
destinat plantarii. Aceasta deoarece, in practica producerii materialului
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saditor, soiurile cu potential de incrucisare naturala cu prunul transgenic, se
inmultesc exclusiv pe cale vegetativi. In acest context nu existd
posibilitatea propagdrii prunului transgenic decat in mod controlat. Totusi,
daca cineva utilizeaza samburii pentru producerea de portaltoi, acestia nu
vor produce flori §i nici fructe. Prin urmare, prunul conventional poate
coexista fara probleme cu prunul transgenic.

Prunul, atat cel conventional cat si cel transgenic, nu are capacitatea
de a invada alte habitate naturale Intrucat, in practica, se foloseste exclusiv
tipul de inmultire vegetativd. Prin urmare, extinderea fard interventia
omului a arealului de cultura este putin probabild, iar probabilitatea ca
transgenele sa fie raspandite in mod necontrolat este cel mult neglijabila.
Nu se pune problema persistentei nedorite care sd conducd la aparitia unei
specii invazive. Studiul prunului transgenic cu rezistentd derivatd din
patogen a inceput n anul 1996 1n Spania, Polonia, Romania si SUA si nu a
fost semnalat un astfel de efect negativ. Totusi, Tn eventualitatea, foarte
improbabila, a raspandirii neintentionate in mediu, Tn afara livezilor, a
prunului transgenic cu rezistenta derivatd din patogen, acest caracter nu i-ar
conferi un avantaj selectiv decat ITn masura in care rezistenta la virusul
Plum pox poate fi considerat un astfel de avantaj. Aceasta insusire insa,
extrem de doritd la specia prun, ar putea fi obtinutd si prin tehnicile de
ameliorare conventionald, fiind principalul obiectiv al amelioratorilor
europeni de peste 70 de ani. Conditia este ca donori ai rezistentei sa fie
identificati, iar ereditatea caracterului respectiv sd permitd transferul
nealterat al acesteia. Prin urmare, riscul ca rezistenta la virusul Plum pox a
prunului transgenic sd aiba vreun avantaj selectiv in mediile naturale si un
efect negativ asupra biodiversitatii este cel mult neglijabil.

Numeroasele rezultate stiintifice referitoare la prunul transgenic
HoneySweet, care prezintda rezistenta derivatd din patogen demonstreaza
ca, exceptand caracterul de rezistentd la virusul Plum pox, acesta este
substantial echivalent cu prunul conventional (Capote si colab., 2008;
EFSA, 2004; Hily si colab., 2004, 2005; Malinovski si colab., 2006; Polak
si colab., 2017; Ravelonandro si colab., 1997, 1998, 2001, 2013; Scorza si
colab., 1998, 2001, 2007, 2013, 2017; USA/APHIS, 2007; Zagrai si colab.,
2007, 2008b, 2008c, 2011, 2018). In aceeasi nota, rezultatele evaluarii
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efectuate 1n Statele Unite ale Americii de APHIS (Animal and Plant Health
Inspection Service) - USDA demonstreazd ca prunul transgenic Cs nu
prezinta riscuri pentru mediu din urmatoarele motive:

1. potentialurile de flux genic si de introgresie geneticd sunt
nesemnificative;

2. raspandirea sa in ecosistemele neamenajate (in salbdticie) este
improbabila;

3. nu produce vreo proteind toxicd pentru organismele non-finta,
inclusiv pentru organismele utile si speciile amenintate sau pe cale
de disparitie;

4. nu existd vreun potential aparent de producere a unui impact
semnificativ asupra biodiversitatii;

5. probabilitatea de a determina aparitia unor virusuri cu proprietati noi
sau alterate este foarte mica.

Potentialul impact asupra mediului al prunului transgenic Cs, ca si al
oricarui descendent al Tncrucisarii acestuia cu prunul conventional, nu este
diferit de impactul pe care il au asupra mediului prunul obtinut prin
ameliorare conventionald sau populatiile locale, conchide APHIS
(USDA/APHIS, 2007).

Rezultatele cercetdrilor exhaustive, intreprinse in decursul a peste
20 ani, al caror obiect a fost prunul transgenic HoneySweet au demonstrat
ca: a) strategia RDP (rezistenta derivatd din patogen) asigura succesul in
incercarile de a conferi rezistenta la viroze si poate fi utilizatd ca metoda
eficienta de combatere a virusului Plum pox; b) formele transformate
(transgenice) nu au efecte adverse asupra mediului; ¢c) RDP este o strategie
deosebit de utild si pentru protejarea mediului de urmarile abuzului de
pesticide folosite pentru combaterea vectorilor viruliferi in livezile de
pruni conventionali.

In sfarsit, istoria indelungati a cultivarii in scop comercial a unui
organism modificat genetic cu insert similar — papaia transgenica posesoare
a unei insusiri de rezistentd derivatd din patogen — este inca o dovada
incontestabila a sigurantei pentru mediu si sdnatatea oamenilor a plantelor
transgenice de acest tip.
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Toate aceste considerente au stat la baza evaluarii pozitive a prunului
transgenic HoneySweet de catre cele trei agentii guvernamentale ale SUA
— (APHIS, FDA - Food and Drugs Administration - si EPA- Environmental
Protection Agency-) implicate in procesul de autorizare pentru cultivare in
SUA. Rezultatele acestor evaluari au demonstrat cd prunul transgenic
HoneySweet este substantial echivalent cu prunul conventional, de care
difera prin rezistenta la PPV, o caracteristica extrem de dorita de peste 70
de ani si, de asemenea, prezintd sigurantd pentru mediu §i sdnatatea
oamenilor. Urmare a acestor evaluari, prunul transgenic HoneySweet este
autorizat incepand cu anul 2010 pentru cultivare in SUA.

Aceasta reusitd ar fi fost imposibila fard colaborarea dintre
cercetdtorii americani si ceil europeni intrucat foarte multe rezultate au fost
obtinute in tari din Uniunea Europeana, care au si finantat n mare parte
cercetarile. Astfel, apare o intrebare legitimd: nu ar trebui ca de aceste
rezultate si beneficieze si pomicultorii si consumatorii europeni? In acest
sens existd o initiativa a Cehiei care, cu sprijinul cercetdtorilor implicati in
studiul prunului transgenic, lucreaza pentru intocmirea unui dosar de
notificare care se preconizeaza a fi inaintat la EFSA pentru evaluare pana
la sfarsitul anului 2019. Avéand in vedere importanta culturii prunului in
Roménia si impactul virusului Plum pox asupra acesteia, consideram
oportunad si sustinerea din partea tarii noastre a acestui demers.

O posibila acceptare pentru cultivare in Uniunea Europeana a
prunului transgenic Honey Sweet poate avea consecinte benefice, Intrucat
creeaza atat premisele producerii de prune libere de Plum pox si cu mai
putine reziduuri de insecticide (prin excluderea unor tratamente necesare
combaterii vectorilor viruliferi) si indirect reducerea poluarii mediului, cat
si premisele limitarii rdspandirii PPV si reducerii pierderilor de productie
cauzate de acest virus. Pentru aceasta este insa nevoie ca obstacolele
actuale, existente la nivelul majoritatii statelor membre ale Uniunii
Europene, sa fie eliminate. Mai 1intdi, deciziile autoritatilor Uniunii
Europene si ale celor nationale ar trebui sa tind seama de argumentele
stiintifice. In paralel, este obligatorie furnizarea de informatii la un nivel
accesibil publicului larg, astfel incat perceptia creata sa fie construita pe un

94



fundament stiintific §i nicidecum pe unul improvizat, asa cum din
nefericire se intimpla adesea.

Aprobarea pentru cultivare a prunului transgenic HoneySweet 1n
Uniunea Europeand ar insemna doar un prim pas spre elaborarea unei
strategii viabile pentru combaterea eficientd a virusului Plum pox in tarile
endemice. Aceasta deoarece utilizarea unui singur soi cu un nivel de
rezistenta la PPV foarte ridicat va avea un impact pozitiv destul de limitat.
De aceea, consideram absolut necesard implementarea unui program de
ameliorare pentru obtinerea unei palete largi de noi soiuri rezistente la
PPV, folosind ca donor al rezistentei prunul transgenic. Este important de
mentionat cd prunul transgenic HoneySweet deschide noi posibilitati de
ameliorare a rezistentei prin metode conventionale, intrucat cercetdrile
referitoare la ereditatea rezistentei la PPV a acestei clone transgenice au
relevat o transmitere la descendenti dupa modelul caracterelor alternative
(aproximativ jumatate din descendenti mostenesc caracterul de rezistenta).

In concluzie, prunul transgenic rezistent la virusul Plum pox nu
prezinta riscuri asupra mediului, oferind posibilitatea reabilitarii culturii
prunului, uneori devastatd de acest periculos patogen viral. Roménia are
sanse de a participa la viitoare proiecte nationale si internationale alaturi de
SUA si alte tari din Uniunea Europeand pentru rezolvarea celei mai
stringente probleme a culturii prunului: virusul Plum pox. Pentru aceasta
este nevoie 1nsa de sprijinul autoritatilor romanesti, iar deciziile la nivel
national si la nivelul Uniunii Europene sa tind seama de argumentele
stiintifice.
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