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PREFATA

Lucrarea Managementul integrat al producerii materialului de inmultire cu
status indemn la specia prun isi propune sd ofere o actualizare a cunostintelor din
domeniu, rdspunzdnd totodatd noilor provocdri asociate etapelor lantului de producere a
materialului de inmultire cu statut indemn, conform noii legislatii in vigoare.

Conform datelor statistice, prunul se mentine ca specie pomicold dominantd in
Romadnia, ceea ce evidentiazd semnificatia sa economicd majord. Totusi, aceastd culturd
este susceptibild la pierderi economice importante generate de diversi patogeni virali. In
acest context, utilizarea materialului de inmultire sdndtos, liber de agenti patogeni si
ddundtorli, constituie o mdsurd preventivd fundamentald pentru asigurarea durabilitatii
si sustenabilitdtii culturilor.

Lucrarea de fatd urmdreste, intr-o constructie logicd si coerentd, drumul complet al
materialului de inmultire la specia prun, de la contextul general al culturii prunului pdnd
la sistemul integrat de obtinere si certificare a materialului de plantare cu status indemn.
Demersul porneste de la importanta economicd si horticold a prunului, analizatd in
dinamicd istoricd si geograficd, la nivel mondial, european si national, precum si de la
evolutia sortimentului, ca expresie a progresului genetic si a adaptdrii la cerintele pietei si
ale mediului.

Un capitol distinct este dedicat rolului esential al materialului de inmultire din
categoriile biologice superioare, abordat atat din perspectivd conceptuald, cat si prin
raportare la situatia internationald si la realitdtile specifice Romdniei. Sunt evidentiate
diferentele de abordare, nivelul de organizare si principalele dificultdti care conditioneazd
asigurarea unui material sdditor de inaltd calitate biologicd. Cadrul legislativ si schemele
de certificare sunt prezentate ca elemente structurante ale intregului sistem, cu accent pe
armonizarea reglementdrilor si pe particularitdtile implementdrii acestora la specia prun.
Aceastd analizd creeazd baza pentru intelegerea cerintelor tehnice si fitosanitare impuse

in producerea materialului de inmultire.



Partea centrald a lucrdrii este consacratd tehnicilor de laborator utilizate in detectia,
prevenirea si controlul agentilor patogeni, precum si metodelor moderne de devirozare i
conservare in vitro a materialului biologic. Sunt descrise, intr-o abordare integratd,
tehnicile serologice, moleculare si biologice, aldturi de strategiile de conservare pe termen
scurt, mediu si lung, evidentiind rolul acestora in mentinerea autenticitdtii si sandtatii
materialului de inmultire.

Monitorizarea agentilor patogeni si de ddunare specifici prunului este tratatd
extensiv, prin prezentarea principalelor virusuri, fitoplasme, bacterii, ciuperci, insecte si
nematozi, subliniindu-se impactul lor asupra calitdtii materialului biologic si necesitatea
unui control riguros si permanent.

In capitolele finale sunt detaliate etapele concrete de obtinere si mentinere a
materialului de inmultire din categoriile biologice superioare, cu status indemn, de la
nivelul de Prebazd si Bazd pand la producerea materialului de plantare Certificat. Sunt
descrise atat solutiile ex situ, sub protectie de vectori, cdt si conservarea in vitro si
organizarea plantatiilor mamd. Lucrarea se incheie prin conturarea unui sistem integrat
de obtinere, mentinere si certificare a materialului de inmultire si plantare la specia prun,
implementat la SCDP Bistrita, care sintetizeazd relatia dintre cercetare, practicd horticold
si reglementare, oferind un cadru coerent pentru asigurarea durabild a unui material
sdditor sdndtos si valoros din punct de vedere biologic si economic.

Lucrarea se adreseazad atat fermierilor din pomiculturd, cdt si altor specialisti din
domeniu, precum si cercetdtorilor, cadrelor universitare, studentilor si altor potentiali
beneficiari (DAJ, UF], ITCSMS etc). De asemenea, lucrarea oferd informatii utile
Ministerului Agriculturii si Dezvoltdrii Rurale, finantatorul proiectului care a facilitat
obtinerea acestor rezultate referitoare la producerea materialului de inmultire cu status

indemn la specia prun.

Autorii
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1. Importanta economica si evolutia culturii prunului

Cultura speciilor pomicole samburoase are un rol central in horticultura mondialg,
europeand dar si nationald, atat prin importanta economica, cat si prin valoarea
alimentara a fructelor. Rentabilitatea culturilor este influentata de numerosi factori
biotici si abiotici care, partial, pot fi controlati prin aplicarea unor tehnologii si strategii
adecvate.

Genul Prunus apartine familiei Rosaceae si reuneste aproximativ 98 de specii,
distribuite predominant in regiunile temperate ale emisferei nordice (Topp si colab.,
2012; Kumar si colab., 2021). Acesta cuprinde specii pomicole de interes major precum
prunul, caisul, piersicul, nectarinul, ciresul, visinul si migdalul. Numeroase specii de
Prunus sunt cultivate extensiv pentru productia de fructe, altele doar in scop
ornamental. Dintre speciile simburoase, prunul se numara printre cele mai raspandite
si valoroase culturi din zonele temperate, iar importanta sa economica se datoreaza
cultivarii pe suprafete extinse a speciei hexaploide P. domestica L. (prunul european),
dar si a speciei diploide P. salicina (prunul japonez), cultivate in regiunile cu climat
mediteranean (Mitre, 2002; Okie si Hancock, 2008; Butac, 2020; Kumar si colab., 2021).

La nivel global, P. domestica L. este principalul reprezentat al genului si este printre
speciile cele mai cultivate si apreciate datorita cerintelor modeste fata de sol si clima,
adaptabilitatii ecologice ridicate, tehnologiei de cultura relativ simple, perioadei
indelungate de valorificare a fructelor si diversitatii acestora (Cociu si colab., 1997).
Aceste caracteristici confera fructelor valoare alimentara ridicata si constituie o
importanta sursa de venituri (Butac, 2020). Importanta sa economica este sustinuta de
consumul fructelor in stare proaspata, utilizarii sale in industria de procesare si de rolul
in obtinerea bauturilor traditionale, contribuind semnificativ la economia rurala.
Valoarea nutritionala ridicata a prunelor rezida atat din aportul de energie, cit si din
diversitatea principalilor compusi: glucide, substante acide, pectice, taninuri, vitamine
si saruri minerale (Walkowiak-Tomczak, 2008; Milosevic si Milosevic, 2018).

1.1. Cultura prunului in context mondial, european si national

Genul Prunus cuprinde o diversitate larga de specii si soiuri, remarcabile prin
heterogenitate morfologica si genetica, raspandite la nivel mondial, atat sub forme
salbatice, semi-salbatice, cat si sub forme cultivate. Dintre acestea, P. domestica se
distinge prin importanta economica deosebitd, specia fiind cultivata nu doar in Europa,
ci si pe alte continente (Okie si Hancock, 2008). Prunul european prezinta o
adaptabilitate optima in arealele caracterizate prin acumularea unui numar ridicat de
ore de frig in perioada de repaus vegetativ, veri racoroase si ierni cu temperaturi
moderate (Afanador-Barajas si colab., 2022).

In prezent, cultura prunului se confruntd cu provociri generate de schimbdrile
climatice, incidenta agentilor patogeni, in special virali, si cerintele tot mai stricte
privind certificarea fitosanitard. In acest context, devine necesard adoptarea si
integrarea unor tehnologii moderne de monitorizare si management a plantatiilor,



capabile sa faciliteze interventii prompte si eficiente, orientate atat spre mentinerea
starii fitosanitare a plantelor, cat si spre maximizarea potentialului productiv. Zonele cu
cele mai favorabile conditii pentru cultura prunului includ regiunile temperate ale
Europei Centrale si de Sud, precum si anumite parti din Asia si America de Nord (Butac,
2020).

1.1.1. Cultura prunului pe plan mondial

Cultura prunului are o raspandire extinsa la nivel global, iar fructele sunt foarte
apreciate de catre consumatori. Conform ultimelor date FAO, in perioada 2000-2024,
suprafata cultivata si productia la nivel mondial au urmat un trend general ascendent,
cu variatii minore de la un an la altul (Fig. 1). Suprafata cultivata cu prun prezinta o
crestere constanta de-a lungul celor 25 de ani, in timp ce productia releva o evolutie
fluctuanta, prezentand cresteri semnificative in perioada 2016-2019. Cresterea
productiei este mai accentuata decat cresterea suprafetei, ceea ce indica imbunatatirea
productivitatii (randament/ha), posibilitatea introducerii unor soiuri mai productive,
dar totodata si optimizarea tehnologiilor de cultura si un management fitosanitar
integrat.
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Figura 1. Evolutia la nivel mondial a suprafetei si a productiei culturii prunului
(Sursa: FAOSTAT, 2026)

In perioada 2000-2024, dintre speciile pomicole cultivate in regiunile temperate,
prunul s-a situat pe locul al doilea, dupa mar, in ceea ce priveste suprafata cultivata si
pe locul al patrulea, dupa mar, piersic si par, in ceea ce priveste productia de fructe
(FAOSTAT, 2026). Distributia geografica a productiei de prune (Fig. 2) evidentiaza o
concentrare predominanta in Asia, care realizeaza 65,8% din productia mondiala,
urmata de Europa, cu 21%, America de Nord si de Sud, cu 8,6%, si Africa, cu 4,4%
(FAOSTAT, 2026).
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In aceeasi perioads, China s-a clasat detasat pe primul loc in ierarhia mondiali a
producatorilor de prune, cu o productie medie anuala de peste 5 milioane de tone.
Romania a ocupat locul al doilea, cu o productie medie de 576 mii tone, urmata de
Serbia, cu 482 mii tone (FAOSTAT, 2026). Aceasta pozitionare evidentiaza importanta
culturii prunului in Romania si potentialul competitiv al acesteia la nivel mondial.

Productia de prune

4,4% 02%

= Asia
8,6%

= Europa
America de Nord si de Sud
= Africa

= Oceania

Figura 2. Distributia pe continente a productiei de prune
(Sursa: FAOSTAT, 2026)

1.1.2. Cultura prunului la nivel european

Cultura prunului la nivel european a inregistrat fluctuatii semnificative de-a lungul
perioadei 2000-2024 (Fig. 3). In ceea ce priveste suprafata cultivati, se observi un
declin pronuntat incepand cu anul 2014, atingand un minim in perioada 2014-2017. In
schimb, productia de fructe prezinta o variabilitate accentuatd, cu fluctuatii anuale
semnificative. Se observa un trend usor ascendent de-a lungul celor 25 de ani, cea mai
ridicata productie fiind inregistrata in anul 2018, cand a fost depasit pragul de 3
milioane tone, conform datelor FAOSTAT (2026). Aceasta evolutie denota o eficienta
sporita in exploatarea plantatiilor existente, intrucat, in ciuda reducerii suprafetei
cultivate, productia totala s-a mentinut la un nivel relativ ridicat.

In Europa, dintre speciile pomicole, prunul ocupa pozitia a doua dupa mir, in ceea
ce priveste suprafata cultivata, si pozitia a treia dupa mar si piersic, in privinta
productiei de fructe, pentru aceeasi perioada analizata (FAOSTAT, 2026).

Cele mai favorabile conditii pentru cultura prunului in Europa se regasesc in
regiunea balcanica si In sudul Frantei, Spaniei si Italiei, zone caracterizate de traditii
indelungate in cultivarea acestei specii, determinate de conditiile climatice favorabile si
de fertilitatea solurilor (Butac, 2020). Romania se numadra printre principalii
producatori de prune din Europa, ocupand primul loc la productia de fructe (FAOSTAT,
2026).

11
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Figura 3. Evolutia la nivel european a suprafetei si a productiei culturii prunului
(Sursa: FAOSTAT, 2026)

1.1.3. Cultura prunului in Romania

La nivel national, prunul ocupa prima pozitie intre principalele specii pomicole in
ceea ce priveste suprafata cultivatd, iar din punct de vedere al productiei de fructe se
mentine pe primul loc din anul 2014, depasind cultura marului (FAOSTAT, 2026).
Romania beneficieaza de conditii agroclimatice favorabile culturii prunului, cu cele mai
extinse suprafete cultivate In Transilvania, Muntenia, Moldova si Oltenia (Paltineanu si
colab., 2017).

Analiza evolutiei suprafetei cultivate si a productiei obtinute In perioada 2000-
2024 (Fig. 4) evidentiaza o diminuare semnificativa a suprafetelor cultivate cu prun,
accentuatd dupd anul 2008, cand acestea au scazut constant sub pragul de 70 mii hectare
(FAOSTAT, 2026).
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Figura 4. Evolutia in Romania a suprafetei si a productiei culturii prunului
(Sursa: FAOSTAT, 2026)
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Cu toate acestea, In pofida reducerii suprafetelor cultivate, productia totala s-a
mentinut la un nivel relativ constant, manifestand chiar o usoara tendinta de crestere
incepand cu anul 2010, cu varfuri notabile in anii 2018 si 2021 (FAOSTAT, 2026).
Aceasta evolutie, marcata de reducerea suprafetei cultivate in paralel cu cresterea
productiei, reflecta o modificare semnificativa a structurii plantatiilor pomicole,
determinata de orientarea progresiva catre livezi moderne, intensive, capabile sa
asigure randamente superioare pe unitatea de suprafata.

1.2. Evolutia sortimentului de soiuri si portaltoi la specia prun

Prunul reprezinta una dintre cele mai vechi specii pomicole cultivate, avand o
importanta deosebita atat economic, cat si cultural (Neumiiller, 2011). La nivel mondial,
prunul se numara printre cele mai importante specii pomicole, fiind reprezentat de
aproximativ 6.000 de soiuri, apartinand unui numar de circa 40 de specii originare din
Europa, Asia si America (Pirkhezri si colab., 2014). Dintre acestea, cele mai importante
specii in productia comerciala sunt reprezentate de prunul european (Prunus domestica
L.) si prunul japonez (Prunus salicina Lindl). Chiar daca ambele specii, europeana si
japoneza, fac parte din aceeasi sectiune taxonomica, ele se diferentiaza prin origine,
cerinte fata de factorii de mediu, fiind cultivate ca si culturi separate si comercializate
ca produse distincte (Topp si colab., 2012).

Originile prunului european se regasesc in bazinul Europei de Sud-Est, unde a fost
cultivat Inca din antichitate pentru consumul proaspat si pentru procesarea fructelor
sub forma de prune uscate, gemuri sau compoturi (Butac si colab., 2015). Prunul
japonez, originar din Asia de Est, a fost introdus in Europa si America in secolul al XIX-
lea, contribuind la diversificarea genetica a speciei si la aparitia unor soiuri hibride cu
caracteristici superioare, cum ar fi fructe mai mari si cu rezistenta sporita la boli
(Wangchu si colab., 2021). Atat specia europeana cat si cea japoneza se remarca printr-
o mare diversitate genetica si o valoare economica importanta in pomicultura (Butac si
colab., 2019).

1.2.1. Evolutia sortimentului de soiuri la specia prun

De-a lungul timpului, cultivarea prunului a evoluat semnificativ, trecand de la
utilizarea soiurilor locale, adaptate conditiilor climatice si pedologice, la crearea de
soiuri ameliorate si la adoptarea unor tehnologii moderne de cultura, menite sa creasca
productivitatea, sa imbunatateasca calitatea fructelor si sa optimizeze eficienta
economica (MiloSevic¢ si MiloSevi¢, 2023).

In perioada traditionald, cultura prunului se baza pe un sortiment format in mare
parte din populatii locale si soiuri vechi, caracterizate printr-o buna adaptabilitate la
conditiile de mediu, dar cu o variabilitate mare a productiei si a calitatii fructelor
(Gharaghani si Solhjoo, 2021). Aceste soiuri erau utilizate atat pentru consumul
proaspat, cat si pentru procesare, in special pentru obtinerea prunelor uscate si a
bauturilor alcoolice (Ayub si colab., 2023). Odata cu dezvoltarea cercetarii pomicole si
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elaborarea programelor de ameliorare a aparut necesitatea introducerii unor soiuri cu
productivitate constantd, fructe uniforme, calitati gustative superioare si rezistenta mai
buna la boli si daunatori (Shuo si colab., 2023).

Progresul genetic a condus la selectia si crearea unor soiuri apartinand atat
prunului european, cat si prunului japonez, adaptate diferitelor zone climatice si
cerintelor pietei (Neumtiiller, 2011). Soiurile moderne se caracterizeaza prin maturare
esalonatd, marime mare a fructelor, fermitate buna a pulpei si capacitate ridicata de
pastrare si transport (Khan si colab., 2018).

La nivel international, primele soiuri cultivate au fost selectii locale cu fructe
destinate consumului proaspat sau procesarii. In Europa, exemplele clasice includ Reine
Claude d’Althan, faimos pentru calitatea fructelor si utilizarea In conserve (compoturi);
Stanley, apreciat pentru productivitate, rezistenta la unele boli si fructele potrivite
pentru consum si industrializare; Victoria, un soi britanic cu fructe mari si dulci,
destinate consumului proaspat; Cacanska Lepotica apreciat pentru rezistenta mare la
transport; Cacanska Rana, soi cu maturare timpurie; President, soi care se preteaza la
consumul in stare proaspata (Popa si colab., 2014).

In secolul XX, cercetirile pomicole au condus la selectia unor soiuri moderne cu
productivitate ridicata si calitate superioara a fructelor, precum Opal, Tophit, Early
Rivers, Franzi, Moni, adaptate cerintelor pietelor de consum si export (Sottile si colab.,
2022).

In Romania, prunul are o traditie indelungata de cultivare care a plasat tara printre
principalii producatori europeni inca din secolul XX. De-a lungul ultimului secol, cultura
prunului a suferit transformari semnificative In ceea ce priveste sortimentul de soiuri,
tehnicile de productie si obiectivele programelor de ameliorare (Botu si colab., 2008).

Prunul are un rol major In pomicultura romaneasca atat prin suprafata cultivata,
cat si prin valoarea economica a productiei. Romania se afla, istoric, printre principalii
producatori mondiali de prune, cu recolte ce depaseau 900.000 t in anii 1960-1970.
Utilizarea traditionald a fructelor era orientata in special spre distilarea tuicii si alte
produse procesate. Apoi, productia si suprafetele cultivate au scazut din cauza
restructurdrii agricole de dupa perioada 1990 si a plantatiilor neingrijite. Cu toate
acestea, cercetdatorii romani au dezvoltat programe de ameliorare pentru adaptarea
culturii la cerintele pietei si la conditiile climatice actuale (Botu si colab., 2008).

Evolutia sortimentului prunului a inceput odatda cu initierea programelor de
ameliorare care, in Romania, a debutat in anii 1950, folosindu-se genotipuri locale,
precum Tuleu gras, Grase romanesti si Vinete romanesti, ca material de baza in
programe de incrucisare si selectie (Cociu, 1993).

Principalele obiective de ameliorare care se urmaresc in cadrul programelor de
ameliorare din Romania, la specia prun, sunt: imbunatatirea soiurilor autohtone vechi
(Tuleu gras, Grase romanesti si Vinete romanesti); dezvoltarea de soiuri cu perioade
diferite de coacere si cu fructe de calitate superioara destinate atat pietei de consum
proaspat, cat si procesarii; obtinerea de soiuri cu inflorire tarzie, rezistente la
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ingheturile tarzii de primavara, cu rezistenta sau toleranta la virusuri (in special la Plum
pox virus), precum si cu vigurozitate redusa si rodire pe ramuri scurte (Butac si colab.,
2008; Butac, 2020). Ca rezultat al acestui program de ameliorare a sortimentului de
prun au fost inregistrate peste 30 de noi soiuri, astfel: la ICDP Pitesti-Maracineni soiurile
Agent, Albatros, Alina, Baragan 17, Carpatin, Centenar, Dambovita, Diana, Flora, Gras
ameliorat, lalomita, Minerva, Pescarus, Pitestean, Renclod de Caransebes, Roman,
Sarmatic, Silvia, Superb, Tita, Tuleu timpuriu si Vinete romanesti cl. 300; la SCDP Bistrita
soiurile Dani, Delia, Doina, Elena, Geta, Iulia, Ivan, Jubileu 50, Matilda, Romaner, Zamfira
si Zandra; la SCDP Valcea soiurile Andreea si Valcean, iar la SCDP Voinesti soiurile Tuleu
dulce si Record (Butac si colab., 2021; Zagrai L. si Zagrai 1., 2025).

Ultimele studii In domeniu evidentiaza si importanta rezistentei la ingheturile
tarzii din primavara. Astfel, soiurile Iulia si Elena, creatii ale SCDP Bistrita, dar si soiul
Centenar au dovedit rezistenta/toleranta ridicata la ingheturile de primavara (Zagrai L.
si colab., 2025a).

Evolutia sortimentului de soiuri include si adaptarea la amenintarile fitopatologice.
Studii recente au analizat comportamentul soiurilor de prun fata de Monilinia spp.,
agentul cauzal al putregaiului brun, evidentiind diferente semnificative 1n
susceptibilitatea unor soiuri. Aceste rezultate ofera oportunitati pentru selectia
soiurilor tolerante la monilioza (Zamfira, Anna Spath, Doina) esentiala in contextul
schimbarilor climatice (Moldovan si colab., 2023a). Pe langa selectia clasica si
incrucisarile traditionale, in cercetarea romaneasca, pentru sustinerea evolutiei
sortimentului de soiuri se utilizeaza si micropropagarea in vitro, precum si conservarea
germoplasmei, tehnici care cresc eficienta multiplicarii si asigura mentinerea soiurilor
valoroase (Strimbu si colab., 2025).

Evolutia sortimentului de soiuri de prun din Romania in ultimii 15 ani se reflecta
in Inscrierea in Catalogul Oficial a unor soiuri noi, care completeaza si diversifica oferta
existentd, raspunzand cerintelor pentru consum proaspat si procesare, precum Ssi
pentru adaptarea la conditiile ecologice si fitosanitare actuale. Unitatile de cercetare,
care prin activitatile lor, au imbunatatit sortimentul romanesc de soiuri in ultimii 15 ani
sunt: ICDP Pitesti-Maracineni (soiurile Milenium si Romanta), SCDP Bistrita (soiul
Zandra), respectiv SCDP Valcea (soiurile Alutus, Celia si Topval). Ameliorarea soiurilor
de prun din Romania evidentiaza preocuparea constanta a cercetdrii pentru adaptarea
culturii la cerintele biologice si economice actuale. Programele de ameliorare au
contribuit la diversificarea sortimentului, la imbunatatirea calitatii fructelor si la
corelarea acestora cu cerintele consumului. Continuarea studiilor privind
rezistenfa/toleranta la boli, conservarea germoplasmei si integrarea tehnologiilor

......

1.2.2. Evolutia sortimentului de portaltoi la specia prun
Prunul a fost cultivat traditional in sisteme extensive, bazate aproape exclusiv pe
portaltoi generativi, proveniti din samantd, caracterizati prin vigoare mare si
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adaptabilitate buna la conditiile pedoclimatice locale (Wangchu si colab., 2021).
Alegerea portaltoilor influenteaza direct productivitatea, calitatea fructelor si rezistenta
la boli si la conditiile climatice variabile. Evolutia sortimentului de prun si a portaltoilor
a fost influentata in mare parte de cerintele pietei si de tehnologiile de cultura (Dhurve
si colab., 2023). Dezvoltarea portaltoilor a permis controlul vigurozitatii pomilor,
adaptarea la diferite tipuri de sol si realizarea de livezi intensive si superintensive, cu
densitati mari de plantare si intrare rapida pe rod (Gull si colab., 2022).

Timp de secole, principalul portaltoi utilizat a fost corcodusul (Prunus cerasifera),
apreciat pentru compatibilitatea larga cu soiurile de prun, rezistenta la secetd, toleranta
la soluri mai grele si longevitatea pomilor altoiti. Acesta a determinat formarea unor
pomi de dimensiuni mari, cu coroane ample si intrare tardiva pe rod, dar cu stabilitate
si durata mare de exploatare a livezilor. Alaturi de corcodus, au mai fost utilizati prunul
franc (P. domestica obtinut din sambure) si, mai rar, porumbarul (P. spinosa), In special
in zonele colinare si montane, unde rezistenta la ger constituia un criteriu important
(Korkmaz si colab., 2023). Portaltoii locali, selectionati empiric din flora spontanag,
prezentau Insa o mare variabilitate genetica, ceea ce conducea la neuniformitatea
pomilor din livada si la dificultiti in aplicarea unei tehnologii unitare de culturd. In
aceste sisteme clasice, distantele de plantare erau mari, de cca 6x5 m, 7x5 m, 7x6 m sau
8x6 m, corespunzatoare unor densitati de 200-330 pomi/ha (Mika si colab., 2015).

Odata cu dezvoltarea pomiculturii moderne si a livezilor intensive s-a impus
necesitatea utilizarii portaltoilor clonali, capabili sa confere pomilor o vigoare
controlata, uniformitate si o intrare mai rapida pe rod. Astfel, in ultimii 25 de ani,
portaltoii de vigoare redusa au devenit tot mai frecventi la prun in paralel cu dezvoltarea
sistemelor de cultura protejata. Studii recente au demonstrat obtinerea cu succes a unor
portaltoi clonali cu diferite niveluri de vigoare la prun (Ugur, 2025). Aceste progrese
permit un control mai eficient al dimensiunii pomilor si faciliteaza mecanizarea atat a
recoltarii, cat si a lucrarilor de intretinere a livezii.

In pomicultura modern3, alegerea portaltoiului potrivit este importantd pentru
asigurarea compatibilitatii fiziologice si pentru o gestionare eficienta a plantatiei.
Selectarea corecta a portaltoiului nu doar ca reduce costurile cu forta de munca pentru
lucrdri precum tdierea si fertilizarea, dar contribuie semnificativ si la imbunatatirea
calitatii fructelor. Aceasta integrare aduce, de asemenea, avantaje pentru tehnologiile
moderne de agricultura digitald, cum ar fi teledetectia si irigarea bazata pe date.
Utilizarea portaltoilor clonali la speciile samburoase a devenit astfel o directie
importanta pentru cresterea eficientei, calitatii si sustenabilitatii (Ugur, 2025).

In plan international, au fost create numeroase serii de portaltoi pentru prun,
dintre care se remarca: St. Julien A si St. Julien GF 655/2 (Franta), care prezinta vigoare
mijlocie, buna compatibilitate, utilizati pe scara larga in Europa (Nicolae si colab., 2024);
Mirobolan 29C, o selectie clonala de P. cerasifera, mai uniforma decat corcodusul franc
(Korkmaz si colab., 2023); Wavit, Weiwa, Wangenheim (Germania), portaltoi semipitici,
favorabili pentru livezi de densitate mare (Milutinovic si Nikolic, 1993); Ishtara, Jaspi,
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Pixy, portaltoi de vigoare redusa, adaptati sistemelor superintensive si culturii protejate
(Renaud si colab., 1989).

Cercetarile din Romania au condus la selectia si omologarea mai multor portaltoi
vegetativi adaptati conditiilor locale si orientati spre sisteme de cultura intensive sau
semi-intensive precum: Otesani 8, un portaltoi de vigoare scazuta, potrivit pentru livezi
cu densitati mari (1000-1200 pomi/ha) si Otesani 11, un portaltoi de vigoare medie,
potrivit pentru densitati moderate (500-700 pomi/ha). Acesti portaltoi provin din
programe de ameliorare desfasurate la SCDP Valcea si sunt rezultatul selectiilor locale
de P. domestica si P. insititia. Un set important de portaltoi obtinuti prin Incrucisari si
selectii clonale include: Miroval, Rival, Oltval, Corval si Pinval, cu niveluri de vigoare
variabile, de la medie la mare, adaptate pentru diferite densitati de plantare si conditii
pedoclimatice. Acesti portaltoi ofera optiuni standardizate pentru livezi comerciale,
inlocuind treptat portaltoii generativi vechi, neuniformi si greu de gestionat in sistemele
intensive de cultura (Achim si colab., 2008).

Alaturi de portaltoii autohtoni clasici, au fost omologati si introdusi in productie
portaltoi noi, rezultati din programele de ameliorare desfasurate in Romania. Un
exemplu de referinta il reprezinta portaltoiul cu Inmultire vegetativa si generativa,
denumit mirobolan BN 4Kr, obtinut si omologat la SCDP Bistrita, singurul portaltoi de
mirobolan rezistent la virusul Plum pox (Minoiu si colab., 1997; Minoiu si Vladianu,
2001; Zagrai L. si colab., 2016). La ICDP Pitesti-Maracineni au fost creati si omologati
portaltoii Mirobolan C5 (clonal semi-pitic), folosit pe scara larga pentru uniformitate si
vigoare controlata, Mirobolan dwarf, potrivit pentru densitati mari (Nicolae si colab.,
2024). Alti portaltoi, precum Mirodad 2 si Adaptabil sunt in continuare evaluati pentru
compatibilitatea cu principalele soiuri de prun si pentru adaptabilitatea la diferite
conditii de cultura.

In Romania se folosesc si portaltoi de origine internationald, recomandati pentru
sisteme intensive: St. Julien A, portaltoi semi-viguros, utilizat pe scara extinsa pentru
livezi intensive (Botu si colab., 1998) si Mirobolan 29C, utilizat datorita adaptabilitatii
sale la diferite tipuri de sol si compatibilitatii ridicate la altoire (Mazilu si colab.,
2014). Totusi, compatibilitatea la altoire dintre Mirobolan 29C si unele soiuri derivate
din Tuleu gras este deficitara (Zagrai si Zagrai, rezultate nepublicate). Introducerea
acestor portaltoi clonali, atat straini, cat si autohtoni, a permis reducerea distantelor de
plantare la 4x3 m, 4x2,5 m sau chiar 3,5x1,5 m, corespunzdtoare unor densitati de 800-
1900 pomi/ha. Controlul vigorii a facut posibila formarea unor coroane de tip fus
subtire, ax vertical sau vas aplatizat, facilitind mecanizarea taierilor, a tratamentelor
fitosanitare si a recoltarii fructelor (Singh si colab., 2024).
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2. Rolul materialului de inmultire din categoriile biologice superioare in
pomicultura moderna

Obtinerea fructelor de calitate superioara si atingerea potentialului maxim de
productie al soiurilor speciilor pomicole sunt adesea limitate de prezenta agentilor
patogeni, In special a virusurilor cu impact economic major. Valorificarea eficienta a
productiei si obtinerea unor preturi competitive depind de respectarea unor standarde
ridicate de calitate, ceea ce presupune livezi sanatoase si un control riguros al starii
fitosanitare. In acest context, un rol determinant il are materialul de plantare utilizat la
infiintarea plantatiilor pomicole, care trebuie sa provina din categoriile biologice
superioare, sa fie certificat conform noilor reglementari, respectiv cu status fitosanitar
indemn, garantand astfel uniformitatea biologica, stabilitatea productiva si exprimarea
integrala a potentialului genetic al soiurilor cultivate.

2.1. Categoriile biologice ale materialului de inmultire fructifer

Categoriile biologice superioare ale materialului de inmultire - PREBAZA, BAZA si
CERTIFICAT - reprezinta nivelurile oficial recunoscute in sistemele moderne de
producere a materialului de plantare, avand ca scop asigurarea identitatii genetice, a
puritatii biologice si a unui status fitosanitar indemn.

Obtinerea si mentinerea materialului din aceste categorii se realizeaza in
conformitate cu standardele stabilite de Organizatia Europeana si Mediteraneana
pentru Protectia Plantelor (OEPP/EPPO) si cu directivele europene transpuse in
legislatia nationald. Aplicarea acestor norme constituie un element esential pentru
asigurarea calitatii materialului de plantare utilizat la Infiintarea plantatiilor pomicole.
Utilizarea materialului de inmultire provenit din surse certificate asigura integritatea
genetica si sanitara a soiurilor, limiteaza transmiterea agentilor patogeni sistemici, In
special a virusurilor si fitoplasmelor. In schimb, utilizarea materialului necertificat,
potential infectat poate compromite viabilitatea plantatiilor si reduce potentialul
productiv al acestora, generand pierderi economice semnificative si descurajand
investitiile ulterioare in sectorul pomicol.

2.2. Situatia la nivel international

Importanta economica a productiei materialului de inmultire liber de virusuri a
fost recunoscuta inca de la mijlocul secolului trecut, cand in Statele Unite au fost initiate
primele programe organizate in acest domeniu.

In Europa, primele initiative au aparut in anii ‘60 la East Malling (Marea Britanie),
odata cu lansarea programului EMLA Scheme (Maxim si colab., 2003). Ulterior, institutii
din Franta, Italia, Olanda au dezvoltat propriile sisteme de certificare, bazate pe
proceduri stricte de control a identitatii varietale si a starii fitosanitare.

In Franta, Centre Technique Interprofessionnel des Fruits et Légumes (CTIFL)
coordoneaza controlul si certificarea materialului de Inmultire pomicol (ctifl.fr).
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https://www.ctifl.fr/en/?utm_source=chatgpt.com

Sistemul INFEL® administrat de aceasta institutie garanteaza respectarea standardelor
europene si franceze privind materialul saditor, inclusiv absenta agentilor patogeni
specifici (kosmospublishers.com).

In Italia, Centro Attivita Vivaistiche (CAV) Tebano este un centru de multiplicare
recunoscut de Ministerul Italian al Agriculturii si de Uniunea Europeana pentru
producerea materialului saditor certificat (cavtebano.it). Acesta este principalul centru
italian in conservarea materialului de inmultire la numeroase specii pomicole.
Activitatea sa se bazeaza pe utilizarea tehnicilor de culturi in vitro si a testarilor
serologice pentru asigurarea materialul saditor liber de virusuri, colaborand cu
laboratoare autorizate si autoritati fitosanitare regionale (Battistini Vivai).

In Olanda, Naktuinbouw este autoritatea responsabild pentru inspectia si
certificarea materialului de inmultire horticol, inclusiv a pomilor fructiferi, conform
standardelor nationale si europene (www.naktuinbouw.com).

In Germania, producerea si certificarea materialului de inmultire pomicol sunt
coordonate printr-un sistem descentralizat, in care institutele de cercetare si
autoritatile regionale colaboreaza strans. Julius Kithn-Institut (JKI) are un rol central in
elaborarea protocoalelor de diagnostic pentru virusuri si fitoplasme, in concordanta cu
standardele OEPP (www.julius-kuehn.de/en/).

In Spania, sistemul de certificare este coordonat de Ministerio de Agricultura,

Pesca y Alimentacion, in colaborare cu centre regionale de cercetare
(https://www.mapa.gob.es/en/). Un exemplu relevant este Instituto Valenciano de

Investigaciones Agrarias (IVIA), care dezvolta programe de obtinere si mentinere a
materialului de inmultire liber de agenti patogeni prin tehnici de culturi in vitro si
diagnostic molecular (ivia.gva.es/es/centro-de-proteccion-vegetal-y-biotecnologia).

In Austria, certificarea materialului de inmultire revine Oficiului Federal pentru
Siguranta Alimentara (BAES) (www.baes.gv.at/en/certification/planting-material)

care aplica un sistem strict de monitorizare fitosanitara in conformitate cu legislatia UE
si recomandarile OEPP.

In Belgia, ILVO (Flanders Research Institute for Agriculture, Fisheries and Food)
realizeaza activitati de cercetare aplicata si diagnostic fitosanitar prin Diagnostic Centre
for Plants, contribuind la identificarea bolilor si daunatorilor la plante
(www.ilvodiagnosecentrumvoorplanten.be/en/).

In Republica Cehd, Research and Breeding Institute of Pomology Holovousy
conserva resurse genetice de pomi fructiferi si realizeaza testarea materialului de
inmultire prin tehnici moderne, sprijinind programele nationale de -certificare
(www.vsuo.cz/en/).

Ansamblul acestor initiative evidentiaza un cadru european bine structurat, in care
producerea si certificarea materialului de inmultire indemn se bazeaza pe standarde
unitare, infrastructura de cercetare si control riguros, cu impact direct asupra

......
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2.3. Provocari si perspective in Romania

Uniunea Europeana impune cerinte unitare privind siguranta fitosanitara si
trasabilitatea materialului de inmultire, solicitand statelor membre aplicarea schemelor
de certificare si a standardelor OEPP. In acest context, Romania are obligatia de a asigura
producerea materialului de inmultire pomicol in conformitate cu reglementarile
europene. In Romania, prima schema de obtinere a materialului siditor pomicol liber
de viroze a fost elaborata in 1971 de dr. ing. Nicolae Minoiu la Statiunea de Cercetare si
Productie Pomicola Bistrita. Schema includea pretestari pe indicatori biologici, testari
serologice si proceduri de devirozare, urmate de conservarea materialului nucleu in
biodepozitare (Minoiu, 1973a; Minoiu si colab., 1982, 1994). Aceasta activitate a stat la
baza dezvoltarii sistemului national de producere a materialului liber de virusuri si a
contribuit la perfectionarea metodelor de detectie si devirozare a soiurilor pomicole.
Ulterior, in contextul armonizarii cu recomandarile OEPP, schema initiala de certificare
a fost revizuita si adaptata, proces la care Statiunea Bistrita a avut un rol important
(Parnia si colab., 1999).

Cercetarile privind detectia virusurilor, devirozarea soiurilor si conservarea
materialului liber de virusuri au continuat in cadrul Statiunii de Cercetare-Dezvoltare
pentru Pomicultura (SCDP) Bistrita (Minoiu si colab., 1994; Maxim si colab., 2002;
Zagrai . si colab., 2013; Zagrai L. si colab., 2013, 2024), precum la ICDP Pitesti-
Maracineni (Parnia si colab., 1999; Coman si colab., 2022).

Perioada 1990-2000 a fost insa marcata de subfinantarea severa a programelor de
producere a materialului saditor din categoriile biologice superioare, iar dupa anul 2000
finantarea a fost in mare parte intreruptd. Aceasta situatie a condus la slabirea
controlului fitosanitar, degradarea plantatiilor mama libere de virusuri si pierderea, in
unele cazuri, a materialului nucleu valoros (Zagrai I. si colab., 2013).

Aderarea Romaniei la Uniunea Europeana a impus armonizarea cadrului legislativ
national cu legislatia europeana in domeniul materialului de Inmultire si al protectiei
fitosanitare. In domeniul materialului fructifer, cadrul national a fost initial armonizat
cu prevederile Directivei 92 /34 /CEE si ale directivelor sale de aplicare. Cadrul european
a fost ulterior reformat prin Directiva 2008/90/CE si actele sale de punere in aplicare.
In domeniul protectiei fitosanitare, cadrul actual este fundamentat in principal pe
Regulamentul (UE) 2016/2031 si Regulamentul de punere in aplicare (UE) 2019/2072.
In acest context, SCDP Bistrita a continuat si dezvolte activititi de obtinere, mentinere
si certificare a materialului de inmultire liber de virusuri, iar mai apoi indemn,
contribuind la implementarea practica a standardelor europene pentru specia prun.
Consolidarea sistemului national de producere a materialului de inmultire pomicol
necesita integrarea metodelor moderne de diagnostic si devirozare, extinderea
materialului nucleu si la alte specii, precum si sustinerea activitatii statiunilor de
cercetare, care reprezinta furnizori strategici de material saditor pentru dezvoltarea
unei pomiculturi competitive si sustenabile.
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3. Cadrul legislativ si schemele de certificare in producerea materialului de

inmultire la prun

Noua legislatie din domeniu impune ca materialul de inmultire si plantare fructifer
utilizat in pomicultura sa respecte standardele europene privind identitatea varietala,
starea fitosanitara si trasabilitatea. Cadrul normativ se bazeaza pe Directiva
2008/90/CE a Consiliului privind comercializarea materialului de inmultire si plantare
fructifer destinat productiei de fructe si pe Directiva de punere 1n aplicare 2014 /98 /UE
a Comisiei, modificata ulterior prin Directiva (UE) 2020/177 si completata prin
Directiva (UE) 2025/145.

In legislatia nationald, principalele acte normative care reglementeazi acest

domeniu sunt:

e Ordinul MADR nr. 784 /2016 privind cerintele specifice pentru genurile si speciile
de plante fructifere mentionate in anexa I la Directiva 2008/90/CE, precum si
cerintele aplicabile furnizorilor si normele privind inspectiile oficiale;

e Ordinul MADR nr. 119/2020, care introduce modificari si completari ale cadrului
normativ existent;

e Ordinul MADR nr. 40/2023 privind modificarea si actualizarea prevederilor
Ordinului nr. 784/2016;

e Ordinul MADR nr. 92/2025, care consolideaza si actualizeaza cadrul legislativ
aplicabil.

3.1. Principii si cerinte in producerea materialului de inmultire

In cadrul legislativ actual, producerea materialului de inmultire si plantare
fructifer se bazeaza pe cateva principii fundamentale: asigurarea autenticitatii varietale,
mentinerea stdrii fitosanitare corespunzatoare, garantarea calitatii biologice a
materialului si aplicarea unui sistem riguros de multiplicare, trasabilitate, reinnoire si
mentinere a materialului biologic. Respectarea acestor cerinte constituie baza
sistemului de certificare a materialului saditor pomicol si asigura utilizarea in plantatiile
comerciale a unui material sanatos si autentic.

Autenticitatea varietala

Autenticitatea soiului este stabilita prin raportare la descrierea oficiala a acestuia.
Pentru soiurile inregistrate in registrele nationale sau protejate prin drepturi de
proprietate asupra soiurilor de plante, autentificarea se realizeaza pe baza descrierilor
oficiale existente in aceste registre. In cazul soiurilor aflate in procedur de inregistrare,
se utilizeaza descrierea care insoteste cererea depusa pentru inscriere in catalogul
oficial sau pentru obtinerea protectiei juridice. Daca soiul este deja inregistrat intr-un
registru national, autentificarea se face prin raportare la descrierea recunoscuta oficial.
Verificarea autenticitatii varietale se realizeaza periodic de cdtre organismele
competente, in cadrul sistemului oficial de control.
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Starea fitosanitara

Mentinerea sanatatii materialului biologic reprezinta o conditie esentiala in
producerea materialului de inmultire. Plantele mama si materialul din categoria
PREBAZA trebuie si fie produse si mentinute indemne de organisme diaunatoare.

In cazul speciei prun, in procesul de producere a plantelor mam4, indiferent de
categoria biologicd - PREBAZA, BAZA sau CERTIFICAT - se impune ca materialul si fie
indemn de organismele daunatoare mentionate in Anexa 1 (Tab. 1) si Anexa 2 (Tab. 2)
conform O.M. nr.92/2025. Acestea includ bacterii, ciuperci, oomicete, insecte, acarieni
si nematozi, precum si virusuri si fitoplasme care pot afecta starea fitosanitara a
materialului vegetal.

In categoria organismelor reglementate de non-carantind (ORNC) sunt incluse, la
prun, conform Anexei 1 din 0.M. 92/2025 (Tab. 1) bacteriile Agrobacterium tumefaciens
si Pseudomonas syringae pv. morsprunorum, ciupercile si oomicete Verticillium dahliae
si Phytophthora cactorum, insectele Pseudaulacaspis pentagona si Quadraspidiotus
perniciosus, precum si nematozii din genurile Meloidogyne si Pratylenchus.

Tabelul 1
Lista ORNC*-urilor a caror prezenta trebuie stabilita prin inspectie vizuala si in caz de
indoieli, prin esantionare si testare la prun

Categoria de Organisme daunatoare

organisme

daunatoare

Bacterii Agrobacterium tumefaciens (Smith & Townsend) Conn
Pseudomonas syringae pv. morsprunorum (Wormald) Young, Dye &
Wilkie

Ciuperci si oomicete | Verticillium dahliae Kleb

Phytophthora cactorum (Lebert & Cohn) J. Schroter
Insecte Pseudaulacaspis pentagona Targioni- Tozzetti
Quadraspidiotus perniciosus Comstock

Nematozi Meloidogyne arenaria Chitwood

Meloidogyne incognita (Kofold & White) Chitwood

Meloidogyne javanica Chitwood

Pratylenchus penetrans (Cobb) Filipjev & Schuurmans-Stekhoven
Pratylenchus vulnus Allen & Jensen

*ORNC-organisme reglementate care nu sunt de carantina

In cazul prunului si al altor specii de Prunus susceptibile, legislatia prevede
monitorizarea unor virusuri si fitoplasme cu impact major asupra sanatatii materialului
de Inmultire, conform Anexei 2 din O.M. nr. 92/2025 (Tab. 2). Prezenta acestor ORNC-
uri este verificata prin inspectii vizuale periodice si, atunci cand este necesar, prin
esantionare si testare de laborator.
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Tabelul 2
Lista ORNC-urilor a caror prezenta trebuie stabilita prin inspectie vizuala si in anumite
cazuri prin esantionare si testare

Specia Organisme daunatoare Acronim
Virusuri
Potyvirus plumpoxi (Plum pox virus), Virusul varsatul PPV
prunului
llarvirus PDV (Prune dwarf virus), Virusul piticirii PDV
prunului
llarvirus PNRSV (Prunus necrotic ringspot virus), PNRSV
Prunus domestica L.,| Virusul patirii necrotice inelare la prun
P. salicina llarvirus ApMV (Apple mosaic virus), Virusul ApMV
sialte mozaicului marului
specii de Prunus | Trichovirus mali (Apple chlorotic leaf spot virus), ACLSV
susceptibile la Virusul patarii clorotice a frunzelor marului
PPVin cazul Nepovirus cerasiferae (Myrobalan latent ringspot MLRSV
hibrizilor de virus), Virusul latent al patarii inelare a mirobolanului
Prunus Nepovirus lycopersici (Tomato ringspot virus), Virusul ToRSV
patarii inelare a tomatelor
Fitoplasme
Candidatus Phytoplasma prunorum Seemuleler & PHYPPR
Schneider
Bacterii
Xanthomonas arboricola pv. pruni (Smith) Vauterin et | XANTPR
al.

Calitatea biologica

Materialul din categoriile biologice superioare trebuie sa fie lipsit de defecte care
ar putea afecta calitatea acestuia, cum ar fi leziuni, decolordri sau alte simptome
fiziologice sau patologice. Mentinerea unei calitati biologice ridicate este esentiala
pentru asigurarea viabilitatii si uniformitatii materialului utilizat in pepiniere si
plantatii comerciale.

Multiplicarea si reinnoirea materialului biologic

Producerea materialului de inmultire se realizeaza intr-un sistem ierarhizat, care
porneste de la categoria PREBAZA si continui cu categoriile BAZA si CERTIFICAT.
Materialul din categoria PREBAZA este obtinut prin metode clasice de inmultire sau prin
microinmultire in vitro (micropropagare), in conformitate cu protocoalele OEPP sau cu
alte protocoale recunoscute la nivel international. Reinnoirea plantelor mama din
aceasta categorie se realizeaza Tnainte de expirarea perioadei stabilite de utilizare.

Categoria BAZA se obtine din material PREBAZA, printr-un numar limitat de
generatii de multiplicare, realizate prin macropropagare sau micropropagare. Pentru
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Prunus domestica si Prunus salicina, numarul maxim admis de generatii cultivate in
camp, in absenta conditiilor de protectie impotriva insectelor, este de doua generatii
pentru plantele-mama destinate producerii ramurilor altoi si de trei generatii pentru
plantele-mamai destinate producerii portaltoilor. In cazul portaltoilor, materialul utilizat
trebuie si provina din prima generatie de material BAZA. Materialul apartinand unor
generatii diferite se mentine separat, pentru a asigura trasabilitatea.

Mentinerea materialului de inmultire PREBAZA

La categoria PREBAZA, materialul biologic este mentinut in conditii controlate, in
spatii special amenajate pentru genurile si speciile respective si protejate Impotriva
insectelor vectori. Plantele sunt identificate individual prin etichete care permit
trasabilitatea si sunt cultivate izolat de sol, In ghivece cu substraturi sterile, pentru a
preveni contaminarea cu organisme daunatoare.

Utilizarea plantelor mama este limitata la o perioada determinata, stabilita in
functie de stabilitatea soiului, conditiile de mediu si alti factori care pot influenta
mentinerea caracterelor genetice. Prin derogare, un stat membru poate fi autorizat sa
produci plante mama PREBAZA si material PREBAZA in cAmp, pentru anumite genuri si
specii unde se iau masuri adecvate pentru a preveni infectarea plantelor prin vectori
aerieni, prin contact la nivelul radacinilor, prin infectarea incrucisata produsa de masini,
prin instrumente de altoire etc.

Monitorizarea starii fitosanitare se realizeaza prin inspectii vizuale periodice si
prin programe de testare. In cazul prunului, plantele mama din categoria PREBAZA sunt
inspectate vizual de doua ori pe an pentru depistarea simptomelor asociate unor agenti
patogeni importanti, precum Candidatus Phytoplasma prunorum, Potyvirus plumpoxi,
Xanthomonas arboricola pv. pruni si Pseudomonas syringae pv. persicae. Pentru celelalte
organisme reglementate, inspectiile vizuale se efectueazi cel putin o dati pe an. In plus,
materialul PREBAZA este supus unui program riguros de esantionare si testare pentru
virusuri si fitoplasme.

Pentru ca materialul de inmultire si plantare fructifer din categoria PREBAZA de
Prunus domestica L. sa poata fi certificat trebuie sa provina de la plante mama care au
fost testate In cursul perioadei anterioare de vegetatie si care au fost declarate indemne
de PPV. In plus, portaltoii PREBAZA vor proveni de la plante mama care au fost testate
in cadrul celor cinci perioade anterioare de vegetatie si care au fost declarate indemne
de Candidatus Phytoplasma prunorum. De asemenea, avand in vedere pericolul
virusurilor, fiecare planti mama PREBAZA infloritd este esantionati si testatd la un an
de la acceptarea ei ca planti mama PREBAZA si, ulterior, la intervale de un an in ceea ce
priveste prezenta PDV si a PNRSV.

Fiecare plantd mami PREBAZA este esantionatd dupa 10 ani de la acceptarea
acesteia ca planti mama PREBAZA si, ulterior, la intervale de 10 ani si este testati
pentru ORNC-urile relevante pentru specia respectiva (Tab. 2), altele decat PPV, PDV si
PNRSYV, iar in cazul unor indoieli, este testata pentru a verifica prezenta ORNC-urilor
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enumerate in tabelul 1. O parte reprezentativi a plantelor mami PREBAZA este
esantionata si testata, In caz de indoieli, in ceea ce priveste prezenta Xanthomonas
arboricola pv. pruni.

Cerinte privind situl de productie. In cazul in care, printr-o derogare, se permite
producerea de material PREBAZA intr-un cAmp fira protectie impotriva insectelor, se
aplica urmatoarele cerinte: materialul de inmultire si plantare fructifer din categoria
PREBAZA este produs in zone cunoscute ca fiind indemne de PPV, ToRSV, Candidatus
Phytoplasma prunorum, Pseudomonas syringae pv. persicae si Xanthomonas arboricola
pv. pruni sau nu se observa simptome pe materialul de inmultire si plantare fructifer in
cursul ultimei perioade complete de vegetatie, iar toate plantele simptomatice din
imediata vecinatate au fost scoase si distruse imediat. In acest caz, materialul de
inmultire si plantare fructifer este izolat de alte plante-gazda.

Distanta de izolare a sitului de productie depinde de circumstantele regionale, de
tipul de material de inmultire, de prezenta agentilor patogeni enumerati in zona in
cauza, precum si de riscurile relevante, astfel cum sunt stabilite de autoritatile
competente pe baza inspectiei.

Mentinerea materialului de inmultire BAZA

La categoria BAZA, inspectiile vizuale se efectueaza cel putin o dati pe an. In functie
de modul de mentinere a plantelor mama3, testarea se realizeaza la intervale diferite.
Daca plantele sunt mentinute in spatii protejate impotriva insectelor, o parte
reprezentativa a acestora este testata periodic pentru principalele virusuri (PPV, PDV si
PNRSV) si fitoplasme (Candidatus Phytoplasma prunorum).

Daca plantele sunt cultivate in camp, in zone izolate de surse de infectie, se aplica
programe anuale de esantionare pentru virusuri cu importanta majora, in special PPV,
precum si programe periodice de testare pentru alte organisme reglementate. In acest
caz, o parte reprezentativi a plantelor mama BAZA, altele decat cele destinate productiei
de portaltoi, este esantionata in fiecare an si testata In ceea ce priveste prezenta PPV,
astfel incat toate plantele sa fie testate Intr-un interval de 10 ani.

O parte reprezentativd a plantelor mama BAZA destinate productiei de portaltoi
este esantionatd in fiecare an si testata In ceea ce priveste prezenta PPV si declarata
indemna de ORNC-ul respectiv. De asemenea, o parte reprezentativa a plantelor mama
trebuie esantionata si testata In cursul celor cinci perioade anterioare de vegetatie in
ceea ce priveste prezenta Candidatus Phytoplasma prunorum si trebuie sa fie declarata
indemna de ORNC-ul respectiv. Totodata, o parte reprezentativa a plantelor mama baza
este esantionata si testata in caz de indoieli in ceea ce priveste prezenta Xanthomonas
arboricola pv. pruni.

La fiecare 20 de ani se esantioneaza si se testeaza pe baza unei evaluari a riscului
de infectare a plantelor dintr-un esantion reprezentativ pentru ToRSV. Pe baza unei
evaludri a riscului de infectare, la intervale de 10 ani se efectueaza esantionarea si
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testarea pentru depistarea ORNC-urilor enumerate in tabelul 2, cu exceptia PPV, PDV,
PNRSV, ToRSV si Candidatus Phytoplasma prunorum. De asemenea, esantionarea si
testarea se efectueaza ori de cate ori exista suspiciuni privind prezenta ORNC-urilor
enumerate in tabelul 1.

O parte reprezentativi a plantelor mama BAZA inflorite este esantionati in fiecare
an si testata in ceea ce priveste prezenta PDV, PNRSV si Candidatus Phytoplasma
prunorum pe baza unei evaluari a riscului de infectare a plantelor respective. Pentru
plantele mama neinflorite se esantioneaza si testeaza la fiecare trei ani In ceea ce
priveste prezenta PDV, PNRSV si Candidatus Phytoplasma prunorum, pe baza unei
evaluari a riscului de infectare a plantelor respective.

Cerinte privind situl de productie. Materialul de inmultire si plantare din categoria
BAZA este produs fie in zone recunoscute ca fiind indemne de PPV, ToRSV, Candidatus
Phytoplasma prunorum, Pseudomonas syringae pv. persicae si Xanthomonas arboricola
pv. pruni, fie in situri de productie In care, pe parcursul ultimei perioade complete de
vegetatie, nu s-au observat simptome ale acestor agenti patogeni pe materialul de
inmultire si plantare, iar toate plantele simptomatice din imediata vecinatate au fost
eliminate si distruse imediat.

Distanta de izolare a sitului de productie depinde de circumstantele regionale, de
tipul de material de inmultire, de prezenta agentilor patogeni enumerati in zona in
cauzd, precum si de riscurile relevante, astfel cum sunt stabilite de autoritatile
competente pe baza inspectiei.

Institutiile abilitate pentru supravegherea aplicarii si respectarii acestor cerinte
vitale pentru asigurarea unui material de inmultire ,,conform norme si standarde UE”
sunt Inspectia Nationald pentru Calitatea Semintelor prin Inspectoratele teritoriale
pentru calitatea semintelor si materialului saditor si Autoritatea Nationala Fitosanitara
prin Oficiul Fitosanitar existent la nivel de judet.

3.2. Scheme de certificare si standarde fitosanitare

Pentru a asigura o calitate superioara materialului saditor pomicol, OEPP a stabilit
standarde care acopera atat schemele de certificare, cat si criteriile pentru selectia
pomologica, producerea si mentinerea materialului de inmultire de tip nucleu. Acestea
includ si regulile pentru obtinerea ramurilor altoi si a pomilor din categoriile biologice
superioare la speciile samburoase cu fruct mare [PM 4/30(1)] (EPPO, 2001). Astfel, in
figura 5 este redat fluxul complet de obtinere a materialului de inmultire (PREBAZA si
BAZA) si plantare (CERTIFICAT) la speciile pomicole simburoase cu fructul mare, din
care face parte si prunul, din momentul selectiei plantei initiale pana la livrarea
materialului final din pepiniera. Procesul presupune o succesiune riguroasa de etape,
incepand cu selectia materialului autentic (planta initiald) pretestat din punct de vedere
virotic si care In urma altoirii pe portaltoi este incadrat ca material Prebaza-Candidat.
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Acest material este mentinut in ghivece, intr-un substrat steril, pentru a preveni
potentiale contaminari ulterioare prin intermediul solului.

In situatia in care testele de laborator pentru detectarea agentilor patogeni virali
specifici speciei vizate, in cazul de fata, prunul, precum si analizele de sol care confirma
absenta nematozilor, conform standardului PM 4/35(1) (EPPO, 2009), indica rezultate
negative, materialul este incadrat la categoria biologica superioard PREBAZA, denumita
si ‘material-nucleu’.

In cazul in care testele evidentiazi prezenta unei infectii, materialul este eliminat
din schema. In paralel, materialul infectat este supus unor proceduri de devirozare,
precum termoterapia, chimioterapia sau tehnicile combinate de termo-chimio-terapie,
urmate de retestare. Doar materialul care confirma absenta agentilor patogenilor
mentionati In legislatia si standardele fitosanitare in vigoare poate fi certificat la
categoria PREBAZA.

Stadiul de PREBAZA furnizeazi material de inmultire (ramuri altoi, portaltoi)
pentru stocul de propagare (BAZA), adici plantatia mama (ramuri
altoi/marcotiere/seminceri). Aici sunt doua niveluri biologice: Baza G1 si Baza G2. Daca
discutam de plantatii mama de ramuri altoi, fiecare generatie produce material de
inmultire (ramuri altoi) in conditii controlate, pe portaltoi conform schemei de
certificare. Inlantul de producere urmeaza materialul de inmultire CERTIFICAT, utilizat
pentru a obtine in pepiniere material de plantare ‘Certificat’, cu trasabilitate completa si
garantat sanatos.

In schema de certificare PM 4/30(1) (EPPO, 2001) sunt descrise, in aceeasi
manier3, etapele prin care se obtine si se produce materialul de inmultire din categoriile
biologice superioare - PREBAZA si BAZA - pentru portaltoi (Fig. 6), la speciile
samburoase cu fruct mare (prun, cais, piersic si migdal).

Standardele de certificare sunt completate de protocoalele de diagnostic serologic
prin testul ELISA [PM 7/125(2)] (EPPO, 2025a) si molecular prin tehnicile IC-/RT-PCR
si/sau nested-PCR pentru Potyvirus plumpoxi [PM 7/32(2)](EPPO, 2023), Candidatus
Phytoplasma prunorum [PM 7/62(3)] (EPPO, 2020a), Xanthomonas arboricola pv. pruni
[PM 7/64(2)] (EPPO, 2021) si Verticillium dahliae [PM 7/78(2)] (EPPO, 2020b).

In procesul de obtinere a materialului de inmultire PREBAZA, pe langi tehnicile
serologice/moleculare, materialul ‘Prebaza-Candidat’ este verificat si prin indexare pe
indicatori biologici specifici (vezi 4.1.3. Metode biologice).
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Figura 5. Schema de certificare pentru producerea de ramuri altoi si pomi din
categoriile biologice Prebaza si Baza pentru speciile pomicole saimburoase cu fructul
mare [Sursa: EPPO Standards, PM 4/30 (1), 2001]
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Figura 6. Schema de certificare pentru producerea de portaltoi din categoriile biologice
Prebaza si Baza pentru speciile pomicole simburoase cu fructul mare
[Sursa: EPPO Standards, PM 4/30 (1), 2001]
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3.3. Implementarea noii legislatii la specia prun in Romania

Calitatea superioara a fructelor este in stransa legatura cu sanatatea plantatiilor
pomicole, si care depinde de calitatea materialului saditor folosit la plantare. Din
nefericire, speciile pomicole simburoase, si in special prunul, sunt afectate de patogeni
virali cu impact economic major, virusul plum pox fiind de departe cel mai pagubitor
agent patogen viral, care reduce calitatea si potentialul productiv al soiurilor cultivate.
Una dintre cele mai eficiente masuri preventive pentru limitarea pierderilor provocate
de agentii patogeni este utilizarea materialului de plantare din categoria biologica
‘Certificat’, care trebuie sa garanteze absenta infectiilor.

Implementarea standardelor internationale si a prevederilor din noua legislatie
referitoare la obtinerea si mentinerea materialului de inmultire si plantare fructifer, la
specia prun, presupune integrarea celor mai moderne si performante tehnici de detectie
virotica, de conservare in biodepozitare si in vitro a materialului nucleu, precum si
aplicarea metodelor de devirozare a soiurilor si portaltoilor de mare valoare si interes
practic, dar care sunt infectati cu virusuri.

3.3.1. Statusul fitosanitar al materialului de inmultire

Optimizarea metodologiei de producere a materialului de inmultire cu status
indemn, in concordanta cu noul cadru legislativ, implica reconfigurarea schemei de
certificare conform reglementrilor actuale. In acest context, categoria virus tested din
legislatia anterioara este eliminata, iar statusul virus free (VF) este inlocuit cu cel de
indemn.

Certificarea materialului cu status indemn se realizeaza In conformitate cu
standardele OEPP si a legislatiei In vigoare. Pe langa virusurile supuse inspectiei vizuale
si testarii pe indicatori biologici si prin metode serologice si moleculare, materialul de
inmultire este obligatoriu monitorizat si pentru prezenta bacteriilor, fungilor si a
daunatorilor specifici.

La specia prun, obtinerea si mentinerea plantelor din categoria PREBAZA se
realizeaza in conditii strict controlate, menite sa conserve statusul fitosanitar initial al
materialului biologic si sa reduca la minimum riscul de infectare. In acest scop, plantele
sunt mentinute in spatii protejate impotriva vectorilor de transmitere a agentilor
patogeni virali si crescute in ghivece cu substrat steril, complet izolat de sol.

De doua ori pe an plantele de Prunus domestica sunt supuse observatiilor vizuale
la urmatorii agenti patogeni: Potyvirus plumpoxi (plum pox vius, PPV), Candidatus
Phytoplasma prunorum, Xanthomonas arboricola pv. pruni, Pseudomonas syringae pv.
morsprunorum, si o data pe an la toate celelalte ORNC-uri (altele decat cele mentionate
mai sus), din anexele [ si Il la Ordinul MADR nr. 784 /2016 cu completarile si modificarile
ulterioare, respectiv: Ilarvirus PDV (prune dwarf ilarvirus, PDV), Ilarvirus PNRSV
(Prunus necrotic ring spot virus, PNRSV), llarvirus ApMV (apple mosaic virus, ApMV),
Trichovirus mali (apple chlorotic leaf spot virus, ACLSV), Nepovirus cerasiferae
(myrobalan latent ring spot virus, MLRSV), Phytophtora cactorum, Verticillium dahliae,
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Agrobacterium tumefaciens, Pseudaulacaspis pentagona si Quadraspidiotus perniciosus.
Solul in care sunt obtinute si mentinute plantele din categoria PREBAZA trebuie si fie
libere de urmatoarele specii de nematozi: Meloidogyne arenaria, M. incognita, M.
javanica, Pratylencus penetrans si P. vulnus. Ultima completare (Ordinul MADR nr.
92/2025) la Ordinul MADR nr. 784 /2016, introduce la Prunus domestica, in lista ORNC-
urilor, inspectia si la Nepovirus lycopersici (tomato ringspot virus, ToRSV).

3.3.2. Etapele producerii materialului de inmutire

Etapele de obtinere a materialului de inmultire PREBAZA si BAZA constituie varful
piramidei de producere a materialului saditor (Fig. 7). Acestea reprezinta verigile
esentiale din lantul de multiplicare, de calitatea si autenticitatea lor depinzand intregul
sistem de producere a materialului de Inmultire. Mai mult, respectarea cerintelor
stabilite In standardele OEPP pe tot parcursul lantului de multiplicare garanteaza
mentinerea statusului fitosanitar al materialului biologic. Materialul nucleu, denumit
PREBAZA, reprezintd conditia prealabild obligatorie pentru obtinerea materialului
BAZA, precursor al materialului de tnmultire si plantare ‘Certificat’.

Material
nucleu
:13:7:¥4

m O -~ © a3 9 ~+ Wun

¥

(o]

E Material de plantare

5 Material de propagare ‘ Categoria biologicd
BAZA CERTIFICAT

P

Material de inmultire
CERTIFICAT

Figura 7. Reprezentarea schematica a piramidei etajate a materialului de inmultire
(dupa Zagrai L. si colab., 2024)

Cheia reusitei consta in obtinerea materialului nucleu din categoria PREBAZA, cu
status indemn, o atentie deosebita fiind acordata soiurilor autohtone de prun. Aceasta
deoarece, in cazul soiurilor straine, materialul din categorii biologice superioare este
adesea disponibil prin programe de certificare deja implementate in tarile de origine, in
timp ce pentru soiurile romanesti obtinerea materialului PREBAZA reprezinti
rezultatul unui proces complex de selectie, testare si, daca este cazul, de devirozare
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desfasurat la nivel national. In plus, multe dintre aceste soiuri valoroase nu beneficiazi
de surse externe de material certificat, ceea ce face esentiala conservarea si mentinerea
lor In colectii nucleu cu status fitosanitar controlat.

Procesul incepe cu selectarea unui material biologic autentic, pretestat virotic,
utilizat pentru obtinerea materialului ‘Prebaza-Candidat’ (Fig. 8). Daca testarile pe
indicatori biologici, precum si analizele serologice si/sau moleculare confirma absenta
agentilor patogeni prevazuti de legislatia in vigoare, materialul ‘Prebaza-Candidat’
poate fi certificat la categoria PREBAZA, cu status indemn.

2050

Indexare pe
indicatori
lemnosi

- asimptomatica virotic
- negativtestare virotica Y, /

L’ Planti initial3

&
- autenticitate soi/portaltoi l /{

Testari serologice/
moleculare la
virusuri/fitoplasme
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Observatii vizuale: micoze, y ﬁ
bacterioze, ddunéatori N ®

Figura 8. Schema de obtinere a materialului de inmultire din
categoria PREBAZA cu status indemn (dupi Zagrai L. si colab., 2024)

00

Materialul PREBAZA constituie elementul fundamental al intregului sistem de
certificare si este folosit pentru producerea materialului BAZA (stoc de propagare). La
randu-i, acesta este utilizat pentru infiintarea plantatiilor mama furnizoare de ramuri
altoi sau portaltoi, care reprezinta sursa pentru producerea de material de inmultire
CERTIFICAT sau direct pentru producere pe scara larga a materialului de plantare
‘Certificat’. Prin aceasta schema de multiplicare se asigura mentinerea identitatii
genetice, a autenticitatii varietale si a unui status fitosanitar corespunzator pe intregul
lant de producere a materialului saditor.
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4. Metode si tehnici de laborator utilizate in obtinerea si mentinerea
materialului de inmultire cu status indemn

Un rol deosebit de important in procesul de obtinere si mentinere a materialului
de inmultire il au tehnicile de diagnostic fitovirotic, care includ metode serologice si
moleculare, completate de testele efectuate pe indicatori biologici. Aceste tehnici permit
identificarea precoce a agentilor patogeni sistemici si asigura selectia materialului
sinitos. In cazul unor soiuri valoroase, dar care insi sunt infectate cu virusuri, esentiala
este eliminarea acestora prin diferite tehnici de devirozare, cum sunt termoterapia,
chimioterapia sau combinatiile termo-chimio-terapeutice.

Odata obtinut materialul nucleu, conservarea adecvata a acestuia devine vitala.
Asigurarea integritatii biologice si fitosanitare pe termen lung a acestui material se
realizeaza prin atat prin conservarea in biodepozitare cu protectie antivectori cat si in
vitro prin diverse tehnici de conservare.

4.1. Detectia virusurilor si fitoplasmelor

Infectiile virale la pomii fructiferi sunt adesea complexe, ceea ce impune utilizarea
unor metode avansate pentru o diagnosticare cat mai precisa. Un rol esential il
reprezinta optimizarea si implementarea tehnicilor serologice cu antiseruri policlonale
si monoclonale universale si specifice (DAS/DASI-ELISA), precum si a celor moleculare
(IC-/RT-PCR, real-time PCR, nested PCR) pentru detectia si/sau diferentierea izolatelor
virale si fitoplasmelor.

Simptomele manifestate de plantele infectate cu virusuri sunt, de regula,
insuficiente pentru identificarea directa a agentului patogen. Acelasi virus poate
manifesta diferite simptome in functie de specia pomicold, soi, tulpina virala, individ,
conditii pedoclimatice s.a., iar, in unele situatii, nu apar deloc simptome macroscopice.
In foarte multe cazuri infectiile sunt complexe, ceea ce impune o identificare corecti a
virusurilor, dincolo de observatiile vizuale.

In procesul de certificare a materialului de inmultire se impune folosirea unor
metode care sa permitd o diagnosticare cat mai precisa, folosind tehnici serologice si
moleculare laborioase, dar de mare precizie. De asemenea, tehnicile biologice bazate pe
indexarea pe plante susceptibile, recunoscute ca indicatori biologici, constituie o
metoda complementara de detectie a agentilor patogeni virali.

4.1.1. Tehnici serologice

Tehnicile serologice au fost preluate din medicina umana si adaptate pentru
studiul virusurilor fitopatogene. Reactia serologica are la baza contactul dintre
suspensia virala si antiserul specific, iar evidentierea reactiei specifice dintre antigen si
antiser se realizeaza prin diferite teste. Laboratoarele de virusologie de la SCDP Bistrita
si ICDP Pitesti-Maracineni folosesc frecvent tehnica enzimei legata de antigen, denumita
ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) (Clark si Adams, 1977) pentru
detectarea rapida a fitovirusurilor. Exista numeroase variante ale testului de baza, insa
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cea mai des utilizata este Double Antibody Sandwich (DAS). Principiul metodei consta in
faptul ca din componenta sandwich-ului anticorp-antigen-anticorp conjugat, partea de
enzima specifica hidrolizeaza substratul si il coloreaza, in cazul in care exista virus in
proba analizata, intensitatea de culoare fiind direct proportionala cu concentratia virala.
Detectia se realizeaza prin intermediul unui fotometru cuplat la un monitor pe care se
pot vizualiza rezultatele obtinute. Proba analizata se considera infectata daca valoarea
extinctiei depaseste de doua ori media controalelor sanatoase.

Fluxul de lucru al tehnicii DAS-ELISA presupune parcurgerea mai multor etape de
lucru, de la peliculizarea placii de polistiren cu imunoglobulina specifica virusului
targhetat, legarea antigenului viral de anticorpul fixat si pana la reactia cu conjugatul
imunoenzimatic si cu substratul specific, exemplificate schematic in figura 9.

- 4 ik ke p r
Figura 9. Aspecte din fluxul de lucru al tehnicii DAS-ELISA utilizind antiseruri BIOREBA
a. omogenizarea antiserului; b. pregatirea tamponului de fixare; c. incarcarea placii de polistiren cu

tampon de fixare; d. fixarea antiserului prin incubare la 30°C; e. spalarea placii cu tampon de spalare
(3x); f. proba de analizat; g. addugarea tamponului de extractie; h. extractia sucului celular (antigenul)
cu ajutorul omogenizatorului HOMEX 6; i. proba de antigen in punga de extractie; j. pipetarea probei in
tub Eppendorf; k. incarcarea placii cu antigen si incubarea la 4°C peste noapte, urmata de spalarea
placii (3x); 1. adaugarea complexului enzimatic; m. incubare la 30°C; n. spalarea placii cu tampon de
spalare (3x); 0. addugarea substratului; p. citirea placii la fotometru; r. evidentierea pe monitor a
rezultatelor (original)

Pentru diagnosticul serologic se pot folosi atat antiseruri policlonale, cat si
monoclonale universale. Extractia sucului celular se poate realiza cu ajutorul aparatului
HOMEX 6 (produs de firma Bioreba) care permite extractia unui numar mare de probe
intr-un timp foarte scurt. Protocoalele de lucru pentru detectia serologica a virusurilor
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prin tehnica DAS-ELISA, frecvent utilizate in laboratoarele de virusologie de la SCDP
Bistrita si ICDP Pitesti-Maracineni, se bazeaza, in principal, pe antiserurile produse de
firma Bioreba, dar si de la alte companii, precum Sediag si Agdia. Pentru diferentierea
tulpinilor virale, laboratorul de virusologie al SCDP Bistrita utilizeaza si antiseruri
monoclonale universale dezvoltate de IVIA Valencia (Spania).

Sunt considerate probe pozitive cele care au valoarea extinctiei cel putin de doua
ori mai mare decat cea a controlului negativ, dar nu mai mica de 0,1. Citirea rezultatelor
se realizeaza cu ajutorul unui cititor care afiseaza rezultatele si configuratia placii ELISA
direct pe monitor. Pentru diagnosticul serologic se utilizeaza urmatoarele aparate:
homex (aparat pentru extractia sucului celular), etuva, frigider, pipete automate, pipete
multicanal, balante analitice, centrifuga cu racire, spalator de placi, agitator magnetic,
vortex, fotometru (cititor ELISA) pentru citirea valorilor extinctiei. Fotometrul de la
SCDP Bistrita este echipat cu software Magelan care permite citirea cu rapiditate si
precizie a concentratiei virale.

4.1.2. Tehnici moleculare

Din multitudinea de tehnici moleculare utilizate in detectia, diagnosticul si
diferentierea virusurilor/fitoplasmelor, Laboratorul de Virusologie al SCDP Bistrita
utilizeaza tehnica PCR cu variantele sale: RT-PCT, IC-RT-PCR si nested PCR.

Tehnica PCR (Polymerase Chain Reaction) poate fi aplicata unei arii largi de agenti
patogeni virali (Wetzel si colab., 1991; Hadidi si colab., 1995), printre care si cei specifici
prunului. Reactia PCR este un proces enzimatic care realizeaza amplificarea
exponentiala a moleculei de ADNc tinta. Deoarece virusurile care infecteaza prunul fac
parte din grupa ribovirusurilor, iar prin intermediul tehnicii PCR ARN-ul nu poate fi
amplificat direct, pentru diagnosticare se foloseste tehnica RT-PCR (PCR de tip
reverstranscriptional). Transcrierea ARN viral in ADN complementar este realizata de
catre o enzima denumita reverstranscriptaza. 1zolarea ARN total sau a ARN viral din
probe este primul pas in detectia virusurilor prin tehnici moleculare, la specia prun.

Tehnica RT-PCR are sensibilitate mult mai mare In comparatie cu tehnica ELISA,
insa exista dezavantajul ca atat izolarea acizilor nucleici, cat si amplificarea sunt mai
costisitoare. De aceea, pentru analiza unui numar foarte mare de probe, se recurge
adesea doar la tehnica DAS-ELISA.

Metodologia de lucru utilizatad la SCDP Bistrita pentru detectia virusurilor prin RT-
PCR (dupa Wetzel si colab., 1991, 1992; Levy si Hadidi, 1994; Olmos si colab., 1997)
presupune parcurgerea urmatoarelor etape:

a). Extractia ARN-ului total/viral;
b). Revers-transcrierea (in cazul ribovirusurilor) si amplificarea cu primeri specifici
regiunilor genomice tinta;
c). Electroforeza in gel de agaroza.
a). Extractia de acizi nucleici
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In cazul ribovirusurilor, investigatiile moleculare vizeazd ARN-ul total extras din
tesuturile analizate. Extractia implica omogenizarea materialului vegetal in azot lichid
pana la obtinerea unei pudre fine si resuspendarea ulterioara intr-un tampon de liza
pentru a proteja ARN-ul eliberat din celule.

Extractia ARN-ului total din frunzele de prun se poate realiza cu ajutorul kiturilor
de extractie de tip RNeasy Plant Mini Kit (Qiagen), E.Z.N.A. Plant RNA (OmegaBiotek),
Spectrum Plant total RNA (Sigma) sau alte Kituri, protocoalele de lucru fiind
recomandate de producatori. Procedura de extractie a ARN-ului total poate fi
simplificata prin utilizarea unei statii de lucru robotizata (Fig. 10), statie care exista in
dotarea Laboratorului de Virusologie de la SCDP Bistrita.

Figura 10. Statie de lucru robotizata pentru extractie acizilor nucleici
din dotarea SCDP Bistrita

In detectia fitoplasmelor, materialul vegetal analizat este reprezentat de tesuturile
floematice si nervurile frunzelor (Fig. 11), iar extractia ADN-ului se realizaza folosind
diverse kit-uri comerciale de extractie, precum Dneasy Plant Mini Kit (Qiagen).

In cazul tehnicii IC-RT-PCR (Immunocapture Reverse Transcription Polymerase
Chain Reaction) etapa de extractie a ARN-ului total este eliminata prin utilizarea unui
antiser specific virusului tinta (Wetzel si colab., 1992). Metoda include o etapa de
imunocaptura (IC), in care particulele virale prezente in extractul vegetal sunt captate
de anticorpii fixati in prealabil pe suprafata interna a tubului PCR.

Prima etapa este similara principiului testului ELISA, virusul existent in extractul
vegetal legandu-se specific de anticorpii imobilizati in prealabil pe peretii tubului PCR.
Ulterior, prin degradarea proteinei capsidale, genomul viral este eliberat si devine
accesibil procesului de transcriere. ARN-ul viral este astfel convertit in ADN
complementar (ADNc), care poate fi amplificat ulterior prin reactia PCR, intr-un mod
similar tehnicii RT-PCR.
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Figura 11. Etapa de pregatire a materialului vegetal (floem) pentru extractia ADN-ului
(original)

Cuantificarea puritatii acizilor nucleici, inainte de amplificare, poate fi realizata cu
ajutorul spectrofotometrului NanoDrop, echipament pe care SCDP Bistrita il are in
dotare in cadrul Laboratorului de Virusologie (Fig. 12).
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Figura 12. Spectrofotometru NanoDrop 2000c pentru cuantificarea puritatii acizilor
nucleici (SCDP Bistrita)

b). Revers-transcrierea si amplificarea cu primeri specifici

ARN-ul total/viral este utilizat pentru amplificare prin RT-PCR folosindu-se kituri
precum Qiagen One-Step RT-PCR sau Bioline MyTaq One-Step RT-PCR. Aceste kituri
permit efectuarea reverstranscrierii (RT) si amplificirii (PCR) intr-o singura reactie. In
amestecul reactional sunt introduse amorse oligonucleotidice (primeri) specifice
virusului si regiunii genomice ce urmeaza a fi amplificata.

Conditiile pentru RT-PCR necesare reverstranscrierii ARN si amplificarii
fragmentelor de ADNc sunt diferite in functie de regiunea genomica pentru care se face
amplificarea si de secventa primerilor.

Pentru detectia fitoplasmelor, spre exemplificare Candidatus Phytoplasma
prunorum, se foloseste tehnica moleculara nested-PCR, care presupune amplificarea
ADN-ului in doua etape folosind primerii P1/P7 (Schneider si colab., 1995) si
R16(X)F1/R16(X)R1 (Lee si colab., 1995).

c). Electroforeza in gel de agaroza

Produsii de amplificare obtinuti sunt separati cu ajutorul electroforezei in gel de
agaroza 1,5%, colorat cu bromura de etidiu sau RedSafe, utilizand o cuva de
electroforezad orizontald. In alveolele gelului se incarci cate 10 pl din produsul PCR,
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amestecat in prealabil cu 1 pl de colorant de incircare (loading dye). In primul godeu
(alveola) se introduce un marker molecular de ADN, utilizat pentru estimarea
dimensiunii fragmentelor amplificate. Dupa migrarea electroforetica, produsii de
amplificare sunt vizualizati sub lumina ultravioleta (UV), cu ajutorul unui sistem de
imagistica specializat, prevazut cu software care permite captarea si prelucrarea
imaginii gelurilor de electroforeza (Fig. 13).

Figura 13. Electroforeza in gel de agaroza: incarcarea produsilor PCR si
vizualizarea la monitor prin transiluminator (original)

Diagnosticul molecular al agentilor patogeni necesitd utilizarea unei game
complexe de echipamente specializate (Fig. 14), destinate procesarii probelor biologice,
extractiei ADN/ARN, amplificarii secventelor tinta si analizei produsilor de amplificare.
Printre echipamentele esentiale se numara: DNA termocycler, termoblocuri, centrifuga
cu racire, sisteme pentru manipularea probelor in conditii sterile (hote cu flux laminar),
instalatii pentru prepararea apei ultrapure, echipament de electroforeza si
documentare a gelurilor, precum si echipamente auxiliare (autoclav, nisa chimica,
containere pentru azot lichid, pH-metre, distilator, bidistilator, seturi de pipete
automate etc.).

Figura 14. Aspecte ale tehnicilor moleculare (RT-PCR) (original)
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4.1.3. Metode biologice

Testarea biologica, prin utilizarea indicatorilor biologici, reprezentati de plante
gazda erbacee si/sau lemnoase, constituie un instrument complementar, dar necesar, in
diagnosticul virusurilor la speciile din genul Prunus. In schemele de certificare a
materialului de inmultire se recomanda indexarea pe indicatori lemnosi, care desi
dureaza mai mult decat pe indicatori erbacei, este mai sigura pentru detectia infectiilor
virotice. Conform metodologiilor moderne, testarea biologica trebuie asociata cu
metode serologice si moleculare pentru a obtine o diagnosticare completa, sensibila,
specifica si biologic confirmata (Garcia si colab., 2024).

Plantele indicator sunt cultivate, de obicei, in spatii protejate (sere), pana cand
ating un stadiu de dezvoltare adecvat pentru altoirea cu muguri sau fragmente de
scoarta prelevate de la ramurile ce urmeaza a fi testate. Dupa altoire, acestea sunt
monitorizate timp de 1 - 8 luni (Boyé si Desvignes, 1996; Desvignes, 1999; Gentit, 2006;
IPPC, 2012) in vederea evidentierii eventualelor reactii simptomatice specifice
infectiilor virale.

La SCDP Bistrita se utilizeaza in principal indexarea pe indicatori biologici lemnosi,
metoda aplicata de regula in luna august, prin altoirea materialului de testat pe plante
indicator specializate. Observarea si evaluarea reactiilor de raspuns ale indicatorilor se
realizeaza in perioada mai-iulie a anului urmator, interval care permite exprimarea
simptomelor caracteristice si evidentierea eventualelor infectii latente. Aceasta
abordare ofera posibilitatea detectdarii unor agenti patogeni virali care pot sa nu
manifeste simptome vizibile In planta sursa si constituie o etapa importanta de
confirmare a statusului fitosanitar al materialului biologic destinat certificarii.

Indicatorii biologici erbacei si lemnosi recomandati pentru testarea
virusurilor/fitoplasmelor la specia prun sunt cei mentionati in tabelul 3 (Jelkmann,
2004).

Succesul testarii biologice este influentat de mai multi factori: starea fitosanitara a
plantelor indicator, conditiile de crestere, durata de contact dintre inocul si indicator,
precum si sensibilitatea si varsta plantelor. De exemplu, pentru virusurile specifice
prunului, indicatorii lemnosi de P. persica ‘GF305’ (Fig. 15) si P. tomentosa raman de
referinta. Desi metoda implica un timp Indelungat de observatie si costuri ridicate,
indexarea biologica ramane o etapa indispensabila in programele internationale de
certificare a materialului saditor, fiind utilizata in special pentru evaluarea si validarea
materialului vegetal aflat in etapa de ,Prebaza-Candidat”, respectiv in faza
premergatoare introducerii acestuia in schemele de multiplicare. Totodata, avand in
vedere posibilele limitari legate de specificitatea simptomelor, testarea biologica este
recomandata ca instrument complementar analizelor serologice si moleculare in
procesul de obtinere a materialului de inmultire nucleu.
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Tabelul 3
Indicatori biologici erbacei si lemnosi recomandati pentru testarea virusurilor la
specia prun (dupa Jelkmann, 2004)

Specie /Indicator Nr. Temperatura Durata Virusuri/fitoplasme
repetitii | optima (°C) testului detectate
1 2 3 4 5

A. Indexari la sera
a. indicatori erbacei

C. quinoa 5 20 20 zile PNRSV, ACLSV, genul
Nepovirus

C. sativus 3 20 20 zile PNRSV, PDV, ApMV

N. benthamiana 3 20 28 zile PPV

b. indicatori lemnosi

P. persica

- puieti GF 305 5 20 8 sapt. PNRSV, PDV, ACLSV, PPV,
SLRSV, ACLSV, ApMV, APLPV,
ToRSV, MLRSV, ESFY, EPLPV

P. tomentosa PNRSV, PDV, ACLSV, ACLSV,

- hibridul IR473 x 3 22 12 sapt. ACLSV, ToRSV, PPV

IR474

P. serrulata

- Shirofugen 5 mug. 22-26 4 sapt. PNRSV, PDV

B. Indexari in camp

Prunus serrulata

- Shirofugen 5 mug. - 6 sapt.-1 an | PNRSV, PDV

- Kwanzan 3 - 2 ani green ring mottle

hibrid Prunus

- Shiro plum 3 - 2 ani APLPV

P. domestica

-Ersinger, Prune 3 - 2 ani EPLPV, ApMV, ACLSV

d’Ente 707

P. persica

- puieti GF 305 3 - 2 ani ESFY

- " yo . - o
R, . » T v o~ 3 -

Figura 15. Oculatie simpla cu doi muguri e indicatorul P. per.éica GF305’ (spatii
protejate) (original)
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4.2. Tehnici de devirozare

Importanta devirozarii deriva din faptul ca anumite soiuri valoroase, desi afectate
de unul sau mai multe virusuri, pot fi reabilitate, permitand astfel utilizarea lor in
producerea materialului de inmultire cu status indemn. Materialul suspect de infectie
virala este supus analizelor serologice si/sau moleculare pentru confirmarea statusului
fitoviral. Daca testdrile indica prezenta unui agent patogen viral si nu exista o alta sursa
libera de virusuri apartinand aceluiasi genotip, materialul vegetal trebuie supus unui
proces de devirozare, realizat prin aplicarea unor tehnici specifice destinate eliminarii
agentilor patogeni virali prezenti.

Devirozarea plantelor poate fi realizata prin metode in vivo, aplicate plantelor
intregi sau unor parti ale plantei mentinute in conditii controlate de vegetatie, precum
si prin metode in vitro, utilizand explante cultivate In conditii aseptice, ambele abordari
avand ca scop eliminarea virusurilor si obtinerea de material sanatos. Tehnicile de
devirozare in vivo sunt aplicate, de regula, pe plante cultivate In ghivece si mentinute in
spatii protejate, in timp ce devirozarea in vitro permite obtinerea materialului vegetal
liber de virusuri in conditii controlate de laborator.

Numeroase metode in vitro s-au dovedit eficiente in eliminarea virusurilor si
fitoplasmelor, printre acestea numarandu-se cultura de meristeme, chimioterapia,
crioterapia (Hemmati si colab., 2023) si termoterapia (Laimer si Bertaccini, 2019).
Aplicarea acestor tehnici permite obtinerea de plante libere de virusuri si fitoplasme,
care pot fi ulterior utilizate pentru producerea materialului de inmultire si plantare
certificat, cu status indemn.

4.2.1. Tehnici de devirozare in vivo

Manifestarea infectiilor virale este influentata semnificativ de regimul termic.
Astfel, expresia simptomelor este accentuata in perioada de debut a vegetatiei,
primavara, in timp ce temperaturile ridicate din timpul verilor caniculare determina o
reducere a incarcaturii virale, fenomen care poate conduce la atenuarea sau chiar
absenta unor simptome caracteristice (Sekerli, 2024). Printre cele mai utilizate tehnici
de devirozare in vivo se numara tratamentul termic (termoterapia) si tratamentul cu
agenti antivirali (chimioterapia).

Termoterapia in vivo
Abordarea clasica pentru obtinerea materialului vegetal liber de virusuri se

bazeaza pe aplicarea termoterapiei in vivo, prin stabilirea parametrilor termici, care
asigura mentinerea viabilitatii plantei tratate, concomitent cu reducerea sau blocarea
activitatii virale. Expunerea la temperaturi inalte, poate determina formarea de lastari
noi cu potential ridicat de a fi lipsiti de agentii patogeni virali, si totodata declanseaza,
mecanismele de aparare ale plantei, care contribuie la limitarea si eliminarea agentilor
virali (Szabo si colab., 2024a).
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Termoterapia vizeaza mentinerea plantelor aflate in ghiveci intr-o camera de
termoterapie la temperaturi de peste 36°C timp de cel putin 2 saptamani (Minoiu,
1973a; Wang si colab., 2018).

Printre primele Incercari de aplicare a termoterapiei in vivo la speciile pomicole se
numara cea realizata la piersic de Kunkel (1936), care a constat In scufundarea
ramurilor in apa la temperatura de 34 - 35°C timp de cateva zile, urmata de altoirea
apexurilor pe portaltoi liberi de virusuri.

In cadrul genului Prunus, prunul este specia care poate tolera temperaturi ridicate
pe termen lung (Dziedzic, 2008) sau temperaturi alternante ridicate intre zi si noapte.
Temperaturile ridicate de 38 - 46°C, mentinute pe parcursul zilei, dar si in perioada
iunie-august s-au dovedit a fi eficiente pentru inactivarea virusului plum pox la prun
(Minoiu, 1982). De asemenea, aplicarea termoterapiei la temperatura de 37°C, pe o
durata de 15 sau 22 de zile, a condus la eliminarea cu succes a virusului plum pox la
Prunus domestica, eficienta tratamentului fiind dependenta de genotip (Polak si
Hauptmanova, 2009).

Implementarea termoterapiei in vivo, precedata de etapa de preconditionare
termica, realizata prin cresterea progresiva a temperaturii de la 22°C la 35°C/37°C,
urmata de mentinerea explantelor la 35°C/37°C, a influentat semnificativ raspunsul
regenerativ, astfel ca imbinarea tehnicilor in vivo cu cele in vitro, prin excizarea si
cultivarea meristemelor, au dus la o rata ridicata de eliminare a virusului plum pox
(Jakab-Ilyefalvi si Pamfil, 2011). Succesul eradicarii virusurilor este dependent si de
genotip (Polak si Hauptmanova, 2009).

Chimioterapia in vivo

Expunerea plantelor la diversi agenti chimici a fost considerata o tehnica capabila
sa inhibe manifestarea virusurilor, prin reducerea sau chiar lipsa simptomelor specifice
(Stoddard si Dimond, 1949). In cazul piersicului, tratarea listarilor prin imbibarea timp
de o ora in solutii de: sulfat de 8-hidroxichinolind, hidrochinona, paranitrofenol, 8-
hidroxichinolat de calciu, uree sau tiosulfat de sodiu, a determinat dezvoltarea unor
lastari la care nu s-au mai manifestat simptome catacteristice infectiei cu virusul X
(Stoddard, 1942).

Inhibarea virusului plum pox la prun prin chimioterapie in vivo a fost realizata cu
succes prin utilizarea unor substante chimice eficiente, precum: tetraciclina 1%,
benomil (Benlat), dodina (Melprex), Saprosan, alchil-aril sulfonat de sodiu. Pentru
plantele aflate in ghivece s-a realizat udarea sau stropirea acestora cu solutiile
respective (Minoiu, 1982).

4.2.2. Tehnici de devirozare in vitro

Tehnicile de devirozare in vitro reprezinta un ansamblu de metode biotehnologice
utilizate pentru obtinerea materialului vegetal liber de virusuri, prin cultivarea si
manipularea controlata a tesuturilor vegetale in conditii aseptice.
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Etapele preliminare devirozarii in vitro vizeaza selectia materialului vegetal
infectat, sterilizarea acestuia si etapa de initiere. Etapa de multiplicare vizeaza obtinerea
materialului vegetal In cantitate suficienta in vederea initierii tehnicilor de devirozare.
Ulterior implementarii tehnicilor de devirozare, are loc multiplicarea, inradacinarea in
vitro si In final aclimatizarea plantulelor.

Prima etapa consta in alegerea materialului vegetal de interes, respectiv a
materialului vegetal pentru care exista confirmarea infectiei virale prin teste de
laborator, efectuate in prealabil. Un alt aspect esential vizeaza sterilizarea si
dezinfectarea materialului vegetal prelevat anterior. In cadrul acestei etape, ramurile
prelevate se fasoneaza in fragmente uninodale cu un mugure, urmate de dezinfectare si
sterilizare in vederea inlaturarii agentilor daunatori de suprafata. Pasii etapei de
dezinfectare si sterilizare se refera la aplicarea solutiilor cu efect fungicid, precum
hidroxidul de cupru; spalarea sub jet de apa si pe plita cu agitator magnetic cu detergent;
imersarea in etanol; mentinerea in solutie de hipoclorit de sodiu; clatirea repetata cu
apa distilata sterila.

Principalele etape si tehnici ale procesului de devirozare in vitro sunt descrise in
figura 16. In practica, tehnicile cele mai utilizate pentru obtinerea materialului vegetal
liber de virusuri se bazeaza pe cultura tesuturilor meristematice sau a apexurilor,
adesea combinata cu termoterapia in vitro. Aceasta asociere permite prelevarea
tesuturilor din lastarii regenerati dupa tratamentul termic, sporind semnificativ rata de
succes in eliminarea virusurilor. Alte tehnici de devirozare in vitro utilizate sunt:
termoterapia, chimioterapia, crioterapia, electroterapia, dar si combinarea acestora, in
vederea cresterii eficientei eliminarii agentilor virali.

a. Cultura de meristeme

Tehnica culturii de meristeme se bazeaza pe conceptul ca zona apicala a lastarilor
prezinta o incarcatura virala extrem de redusa sau nuld, intrucat majoritatea virusurilor
nu reusesc sa colonizeze tesuturile meristematice. Aceasta particularitate biologica
permite uneori regenerarea de plante sandtoase din fragmente apicale, chiar si atunci
cand planta donatoare este infectata (Mochizuki si Ohki, 2014).

[zolarea meristemului urmata de regenerarea plantelor in conditii in vitro
reprezinta o strategie eficienta pentru obtinerea materialului vegetal sanatos, insa
pentru speciile din genul Prunus aplicarea acestei metode este limitata. Dificultatea
majora consta in potentialul scazut de regenerare al plantelor dupa excizarea tesuturilor
meristematice de dimensiuni foarte reduse, ceea ce reduce considerabil rata de succes
a procedurii (Laimer si Barba, 2011; Wang si colab., 2018).
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Figura 16. Principalele etape si tehnici ale devirozarii in vitro a materialului vegetal
infectat (original)
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Avand in vedere dimensiunile reduse ale meristemului, eficienta acestei tehnici
este limitata, iar probabilitatea de reusita creste odata cu marimea explantului prelevat,
existand o relatie directa Intre dimensiunea acestuia si rata de succes a regenerarii. Cu
toate acestea, pe masura ce dimensiunea explantului creste, sporeste si riscul includerii
tesuturilor infectate in materialul regenerat, ceea ce reduce eficienta eliminarii
virusurilor. Astfel, succesul tehnicii depinde de gasirea unui echilibru optim intre
dimensiunea explantului, necesara pentru regenerare, si probabilitatea obtinerii unui
material vegetal devirozat.

b. Termoterapia in vitro

Termoterapia presupune cresterea temperaturii, de preferat cresterea graduala,
pana in jurul valorii de 36 - 38°Csi mentinerea explantelor in vitro la acest nivel termic
pentru o perioada de minim 21 de zile (Wang si colab., 2018).

Tratamentul termic favorizeaza alungirea lastarilor, determinand localizarea
virusurilor preponderent in regiunea bazala a apexului, In timp ce regiunea apicala
poate fi libera de virusuri. Cultura meristemelor/apexurilor si regenerarea plantelor
dupa aplicarea termoterapiei in vitro permit reducerea timpului de expunere a
explantelor la tratamentul termic, comparativ cu termoterapia in vivo, contribuind
totodata la cresterea eficientei procesului de regenerare a plantelor (Koubouris si colab.,
2007).

Eficienta tratamentului termic poate fi Imbunatatita prin ajustarea regimului

termic aplicat culturilor, fie prin utilizarea unui ciclu cu temperaturi diurne ridicate
(aproximativ 38°C) si temperaturi nocturne mai reduse (in jur de 28°C), fie prin
aplicarea unei cresteri progresive a temperaturii inca din faza initiala a tratamentului
(Wang si colab., 2018).

Pentru speciile din genul Prunus, cea mai frecvent utilizata metoda in vitro pentru
eliminarea virusurilor este termoterapia in asociere cu cultura de apexuri (care include
meristemul si un numar redus de primordii foliare). Speciile apartinand genului Prunus
prezinta niveluri diferite de toleranta la temperaturi ridicate, astfel ca eficacitatea
procesului de devirozare este, de asemenea, variabila. In consecinti, atat temperatura
aplicata, cat si durata tratamentului termic trebuie adaptate si optimizate in functie de
particularitatile fiecarui genotip (Szabé si colab., 2024a).

La specia prun, implementarea tehnicii de termoterapie la regimul termic de
38/36°C (ziua/noaptea), combinata cu cultura de meristeme, a determinat o rata de
eradicare de 75% a virusului cherry virus A (CVA, Capillovirus alphavii), evidentiind
eficienta acestei abordari (Szab6 si colab., 2024b).

Studiile privind dimensiunea apexului excizat evidentiaza o corelatie pozitiva intre
madrimea acestuia si rata de supravietuire si regenerare a lastarilor, in timp ce succesul
eradicarii virusurilor prezinta o corelatie negativa cu dimensiunea acestora (Pérez-
Caselles si colab., 2025; Wang si colab., 2018).
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Meristemele de dimensiuni foarte reduse (0,2-0,5 mm) sunt predispuse la necroza
sau prezinta dificultati In regenerare. Implementarea tehnicii de termoterapie a
evidentiat o crestere accentuata a ratei de supravietuire odata cu cresterea dimensiunii
meristemelor la specia cais. Cele mai ridicate rate de supravietuire, concomitent cu
eficienta de peste 90% in eliminarea virusurilor apple chlorotic leaf spot virus (ACLSV,
Trichovirus mali), apple mosaic virus (ApMV, llarvirus ApMV) si tobacco ringspot virus
(TRSV, Nepovirus nicotianae), au fost obtinute utilizdnd meristeme de 1,0-2,0 mm
(Khafri si colab., 2022). De asemenea, combinarea termoterapiei cu mentinerea
culturilor in conditii de intuneric s-au dovedit eficiente pentru eliminarea virusului
plum pox (PPV, Potyvirus plumpoxi) la P, armeniaca (Pérez-Caselles si colab., 2025).

c. Chimioterapia in vitro
Chimioterapia reprezinta o tehnica de devirozare in vitro bazata pe adaugarea unor

compusi cu activitate antivirala in mediul de cultura, care sunt preluati si metabolizati
de catre plantule, conducand la reducerea sau eliminarea incarcaturii virale. Dintre
agentii utilizati In mod curent pentru devirozarea plantelor, ribavirina (Virazole) este
cel mai frecvent utilizat, datorita spectrului sau larg de actiune. Totusi, eficienta
ribavirinei variaza in functie de tipul virusului, ceea ce sugereaza existenta unor
mecanisme de inhibitie distincte, mai degraba decat un mod de actiune universal
(Hansen si Stace-Smith, 1989; Thanuja si colab., 2025).

Chimioterapia aplicata individual s-a dovedit adesea ineficientd sau cu o eficienta
scazuta in eliminarea virusurilor, insa dupd implementarea in prealabil a termoterapiei,
un numadr considerabil de plante au devenit libere de virusuri (Panattoni si colab., 2013).

Eficienta eradicarii virusurilor este influentata de concentratia agentului antiviral.
La prun, antiviralul ribavirina in concentratii de pana la 30 mg/L s-a dovedit ineficient
pentru eliminarea virusurilor Prunus necrotic ringspot virus (PNRSV, Ilarvirus PNRSV)
si Apple chlorotic leaf spot virus (ACLSV), in timp ce concentratiile de 40-50 mg/L au
indus un efect fitotoxic pronuntat, inhiband dezvoltarea plantelor in vitro (Mazeikiene
si colab., 2019). In cazul soiurilor de prun 'Blufree’ si 'Hanita', tratamentul cu ribavirina
s-a dovedit eficient in eliminarea PPV, chiar si la concentratia minima testata (10 mg/L)
(Polak si Hauptmanova, 2009).

Un alt agent chimioterapeutic utilizat in culturile in vitro este zidovudina
(azidotimidina), care s-a dovedit mai eficienta decat ribavirina in eradicarea unor
virusuri precum PPV, PDV si PNRSV la P. persica, faira manifestarea fitotoxicitatii
(Pavelkova si colab., 2015).

d. Crioterapia
Tehnicile de crioconservare pot constitui o metoda eficienta pentru eradicarea

virusurilor. Aceasta tehnica presupune imersarea explantelor vegetale infectate din
culturi in vitro, in azot lichid (-196°C) in vederea eliminarii virusurilor. Tesuturile
meristematice pot supravietui temperaturilor foarte scazute.
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Crioterapia permite distrugerea celulelor infectate de virusuri, pastrand in acelasi
timp celulele sanatoase, ceea ce conduce la regenerarea plantelor libere de virusuri.
Aceasta metoda s-a dovedit eficienta pentru numeroase virusuri, inclusiv PPV, PNRSV
sau ACLSV, si este adesea utilizata fie singura, fie in combinatie cu termoterapia sau
chimioterapia, pentru a creste rata de succes a obtinerii de material vegetal liber de
virusuri. Un avantaj major al crioterapiei este acela ca, atunci cand este aplicata corect,
nu induce efecte fitotoxice semnificative, permitand regenerarea microplantelor cu
pastrarea integritatii genetice (Wang si colab., 2022).

Tehnica de crioconservare prin picurare-vitrificare a fost utilizata pentru
eliminarea virusurilor ACLSV, ApMV, TRSV la cais, meristemele cu dimensiuni mai
ridicate prezentand un potential de supravietuire moderat, in timp ce eficienta
devirozarii a variat Intre 60-80%, in functie de virus (Khafri si colab., 2022). La prun,
tehnica de crioterapie cu crioplaci de tip D-V (deshidratare-vitrificare), s-a dovedit
eficienta in eradicarea PPV doar pentru un soi de prun din cele doua supuse devirozarii
(Jevremovic si colab., 2023).

e. Electroterapia
Electroterapia reprezinta o metoda alternativa de eradicare a virusurilor la plante,
bazata pe expunerea explantelor vegetale la curenti electrici de intensitate si durata
controlate.

In culturile in vitro, electroterapia poate fi aplicatd pe meristeme sau listari, fiind
adesea combinata cu alte metode de eliminare a virusurilor, cum ar fi chimioterapia sau
termoterapia, pentru a spori eficienta tratamentului (Adil si colab., 2022).

La cais, electroterapia a fost utilizata pentru devirozarea in vitro a lastarilor apicali
sau axilari. Rata de supravietuire a explantelor a variat in functie de intensitatea
curentului electric, fiind influentata de tipul virusurilor si de soi, cu rate de eliminare
variind intre 40% si 60% (Khafri si colab., 2024).

4.3. Tehnici de conservare in vitro a materialului de inmultire

Metodele traditionale de conservare ex situ in spatii protejate pentru speciile cu
inmultire vegetativa, precum speciile pomicole, constituie o abordare relativ eficienta
pentru prezervarea materialului de inmultire din categoriile biologice superioare, In
principal Prebaza, insa aceste metode sunt asociate cu multiple provocari.

Mentinerea materialului vegetal in spatii extinse si special amenajate necesita
asigurarea unor conditii de mediu riguros controlate care includ: sisteme de irigare,
protectie fitosanitara si climatizare adecvatd, menite sa garanteze supravietuirea si
integritatea plantelor, dar si sa reduca pierderile provocate de factori biotici si/sau
abiotici.
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Colectiile pomologice pot fi, de asemenea, vulnerabile la contaminari de natura
virala, bacteriana sau fungica, ceea ce poate compromite integritatea genetica a
materialului conservat.

O alta limitare a acestor metode traditionale consta in viabilitatea relativ redusa a
materialului, care necesita reinnoire periodica prin inmultire vegetativa sau altoire,
proces ce implica atdt un efort manual calificat, cat si costuri semnificative pentru
intretinerea si monitorizarea continua a colectiilor genetice (Snaddon si colab., 2013).

Biotehnologiile vegetale prin tehnica culturii de tesuturi vegetale prezinta
importante aplicatii precum, propagarea rapida si la scara larga, juvenalizarea,
eliminarea virusurilor sau a altor agenti patogeni, selectia unor genotipuri in vederea
ameliorarii, conservarea etc. (El-Esawi, 2016; Clapa si Fira, 2018).

Conservarea diversitatii resurselor vegetale la nivel global a devenit o preocupare
importanta ca urmare a schimbarilor climatice si a diverselor presiuni antropice
(Sarasan, 2010). Avand in vedere aceste aspecte, conservarea biodiversitatii se
realizeaza prin doua mari strategii: conservarea in situ si conservarea ex situ, cea din
urma presupunand mentinerea speciilor vegetale in afara habitatelor lor naturale: sere,
banci de gene, banci de germoplasma (Lee, 2023) sau prin culturi in vitro (Stanica, 2004;
Engelmann, 2011; 2012).

Conservarea in vitro a germoplasmei vegetale este parte integratda a strategiei
generale de conservare ex situ si schimb de resurse genetice la nivel mondial, oferind
posibilitatea mentinerii unui numar mare si variat de culturi pe o suprafata redusa.
Tehnicile de cultura in vitro pot fi utilizate pentru conservarea celulelor, a tesuturilor
sau a organelor vegetale, contribuind astfel la mentinerea fondului genetic dar si la
prezervarea in conditii sterile a materialului vegetal (Kulak si colab., 2022; Oseni si
colab., 2018).

Importanta practica a conservarii in vitro este evidentiata si de utilizarea acesteia
in sistemele de producere a materialului de Inmultire fructifer, unde constituie un
instrument eficient pentru mentinerea si multiplicarea materialului Prebaza. Prin
limitarea riscului de reinfectare cu agenti patogeni si prin asigurarea unor conditii strict
controlate de pastrare, aceste tehnici contribuie la conservarea eficienta a surselor
initiale de material biologic cu status indemn.

Tehnicile in vitro sunt utilizate pentru conservarea germoplasmei vegetale pentru
perioade distincte de timp: pe termen scurt prin culturile de tesuturi; pe termen mediu
prin tehnica cresterii lente; pe termen lung prin crioconservare (Engelmann, 1997).

4.3.1. Conservarea pe termen scurt prin culturi de tesuturi

Conservarea pe termen scurt prin culturi de tesuturi reprezinta o metoda avansata
de multiplicare si pastrare a materialului vegetal, utilizind tehnici de laborator pentru
a mentine viabilitatea acestuia intr-un mediu controlat, pentru o perioada limitata de
timp, de maxim 60-90 de zile. Aceasta metoda, specifica biotehnologiei moderne, este
utilizata pentru a conserva diverse specii de plante, atat in scopuri comerciale, cat si
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pentru protectia biodiversitatii (Hummer, 1999). Fragmente mici de tesuturi, cunoscute
sub denumirea de explante, pot fi utilizate pentru a genera sute sau chiar mii de plante,
intr-un proces continuu, indiferent de sezon sau conditii meteorologice (Akin-Idowu si
colab., 2009).

Tehnicile de microlnmultire sunt considerate un prim pas in vederea conservarii
germoplasmei (Lambardi si De Carlo, 2003). Conservarea pe termen scurt prin culturi
de tesuturi presupune pastrarea materialului vegetal, pornind de la seminte, butasi sau
fragmente de plante, in conditii de laborator care permit mentinerea viabilitatii acestora
pentru o perioada limitata de timp. Culturile in vitro, prin compozitia mediilor nutritive
special formulate, permit cresterea si dezvoltarea intr-un anume ritm a plantelor
(Engelmann, 1997; Anis si Ahmad, 2016).

Conservarea pe termen scurt este o practica frecvent utilizata in multe laboratoare,
mai ales pentru a prelungi intervalele dintre subculturi in timpul procesului de
multiplicare. La finalul perioadei de stocare, culturile sunt transferate pe mediu
proaspat si expuse temporar la conditii optime pentru a stimula regenerarea, inainte de
initierea unui nou ciclu de conservare (Engelmann, 2012; Cruz-Cruz si colab., 2013).
Timpul optim pentru transferul explantelor pe medii nutritive proaspete variaza in
functie de compozitia mediului de cultura dar si de genotip, cu perioade minime de 21-
30 de zile, principalul aspect care trebuie avut in vedere fiind evitarea aparitiei
fenomenului de senescenta intre subcultivari.

Pentru speciile propagate vegetativ, cum ar fi cele din genul Prunus, conservarea in
vitro prin tehnici de micropropagare reprezinta un instrument important pentru
prezervarea si mentinerea resurselor genetice.

Principalele cai de regenerare a culturilor in vitro sunt organogeneza si
embriogeneza somatica (Fig. 17).

Organogeneza in vitro reprezinta procesul morfogenic esential In biotehnologia
vegetald, constand In formarea de structuri organogene specifice, In principal lastari sau
radacini, din celule somatice cultivate In conditii aseptice. Acest proces poate avea loc
fie in mod direct din tesuturi de tip meristematic - prin diferentierea organelor
vegetative din explant, fie indirect - prin intermediul unui stadiu de calus, din care
ulterior se diferentiaza organe vegetative. Directia dezvoltarii organogenezei este
influentata In mod determinant de balanta hormonala din mediul de cultura, in special
de raportul auxind/citochining, iar concentratiile ridicate de citochinine favorizeaza
inducerea lastarilor, in timp ce predominanta auxinelor stimuleaza formarea
radacinilor (Sang si colab., 2018).

Tehnica de embriogeneza somatica reprezinta procesul de dezvoltare al celulelor
somatice din celule non-sexuale, printr-o succesiune de etape de dezvoltare similare
celor intilnite In embriogeneza in vivo, care conduce la formarea unor structuri
morfologice asemadndtoare embrionilor zigotici. Acest proces poate avea loc In mod
direct, prin aparitia embrionilor somatici din explant, fie indirect, prin intermediul
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unui stadiu de calus embriogenic. Ulterior, acesti embrioni somatici prezinta capacitatea
de a se dezvolta in plante intregi in conditii optime (Méndez-Hernandez si colab., 2019).
Principalele tipuri de culturi de tesuturi, in vederea conservarii pe termen scurt
la speciile pomicole, sunt: cultura de meristeme sau apexuri, cultura de organe sau
fragmente nodale, cultura de calus si cultura de embrioni somatici sau zigotici.
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Figura 17. Principalele cai de regenerare in vitro a plantelbr (original)

a. Cultura de meristeme sau apexuri
Meristemele reprezinta tesuturi formative, caracterizate printr-o activitate intensa
de crestere activa prin diviziune celulara. Acestea se localizeaza, de regula, in varful
tulpinilor, al radacinilor sau in regiunile nodale si prezinta capacitatea de a regenera
plante. De-a lungul intregii vieti a plantei, aceste tesuturi isi pastreaza potentialul de
proliferare, contribuind constant la formarea de noi celule. Dimensiunea meristemelor
este de aproximativ 0,1 mm diametru si 0,25-0,30 mm lungime (Wang si Charles, 1991).
Cultura de meristeme este constituita din explantul care contine meristeme
preexistente, preformate. Explantul contine, de obicei, doar domul meristematic sau

domul meristematic insotit de primele doua primordii foliare, care este excizat, in
conditii sterile, din mugurii apicali caulinari sau axilari (Nehra si Kartha, 1994).
Cultura de apexuri se bazeaza pe inocularea explantelor cu dimensiuni mai mari
respectiv de 0,5 mm lungime. Aceasta tehnica este cea mai frecvent utilizata pentru
initierea culturilor in vitro (Nehra si Kartha, 1994), deoarece dimensiunea mai mare a
inoculului favorizeaza o rata mai ridicata de initiere fata de cultura de meristeme, iar
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implicit, procesul de regenerare se desfasoara intr-un ritm semnificativ mai rapid
(Ngezahayo si Liu, 2014).

Conservarea prin culturi de meristeme sau apexuri presupune izolarea acestor
structuri si cultivarea intr-un mediu de cultura adecvat, in conditii in vitro. Prin aceasta
metoda, materialul vegetal poate fi mentinut pe termen scurt in vitro, pentru a asigura
o sursa constanta de material genetic pentru propagare.

b. Cultura de organe/noduri

Cultura de organe sau noduri constituie o metoda frecvent utilizata In
microinmultirea speciilor lemnoase. Aceasta implica izolarea si cultivarea in conditii in
vitro a segmentelor nodale, a mugurilor axilari sau apicali, precum si a altor organe
vegetale care contin meristeme preformate, capabile sa regenereze plante (Brennan,
2016). Acest tip de cultura asigura mentinerea materialului vegetal in stare activa de
proliferare, cu explante bine dezvoltate, reprezentand o sursa constanta de material
genetic pentru propagare.

c. Cultura de calus
Cultura de calusul reprezinta una din metodele fundamentale ale tehnicilor de
culturi in vitro, avand un rol esential in procesele de regenerare celulara si

organogenezd. Calusul este un tesut nespecializat, format din celule meristematice,
rezultat ca urmare a reactiei fiziologice induse in explantele cultivate intr-un mediu
nutritiv specific. Acest tip de tesut se caracterizeaza printr-o proliferare rapida a
celulelor in stadiu primar, fara o organizare structurala clara. Inducerea calusului este
determinata de o serie de factori precum tipul si concentratia reglatorilor de crestere,
iar auxinele joaca un rol esential in stimularea diviziunii celulare. Calusul poate fi utilizat
ulterior pentru regenerarea organelor vegetale, constituind un pas intermediar, esential
in procesele de micropropagare sau in obtinerea culturilor de embrioni somatici
(Efferth, 2019).

Conservarea pe termen scurt prin cultura de calus are ca scop mentinerea
viabilitatii materialului vegetal si posibilitatea regenerarii rapide a explantelor in
conditiile favorabile.

d. Cultura de embrioni somatici

Cultura de embrioni somatici presupune inducerea formarii embrionilor prin
cultivarea explantelor somatice (fragmente de calus sau tesuturi vegetale) pe un mediu
de cultura specific, suplimentat cu nutrienti si fitohormoni de crestere, In special auxine
si citochinine. Embrionii somatici pot fi ulterior germinati pentru a produce plante
intregi, care pastreaza fidel caracteristicile genetice ale plantei de origine. Aceasta
tehnica are o importanta deosebita in programele de ameliorare genetica, facilitand
selectia rapida a genotipurilor cu trasaturi dorite, precum rezistenta la boli sau toleranta
la conditii de stres (Guan si colab., 2016).
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Conservarea pe termen scurt prin intermediul tehnicii de culturi de tesuturi
reprezinta o abordare esentiala in biotehnologia vegetala, horticultura si protejarea
biodiversitatii. Aceasta tehnica ofera posibilitatea pastrarii materialului vegetal intr-o
stare viabila pentru perioade de timp limitate, optimizand utilizarea resurselor vegetale
si facilitdnd conservarea acestora. Desi tehnica implica anumite limitari, precum durata
relativ scurta a conservarii sau necesitatea infrastructurii specializate, avantajele sale
(eficienta, reproductibilitatea si contributia la propagarea rapida a speciilor valoroase)
o transforma fintr-un instrument indispensabil pentru dezvoltarea durabila a
agriculturii si pentru protejarea speciilor/soiurilor periclitate sau a celor de interes.
Principalele caracteristici ale conservarii pe termen scurt prin culturi de tesuturi sunt:
disponibilitatea ridicata a materialului vegetal, costuri reduse comparativ cu
conservarea pe termen lung si minimizarea riscurilor de contaminare, astfel ca tehnicile
de culturi in vitro reprezinta o unealta valoroasa in prezervarea materialului vegetal.

4.3.2. Conservarea pe termen mediu prin tehnica cresterii lente

Tehnica cresterii lente, cunoscuta si sub denumirea de crestere minimala (engl.
slow growth), este una din cele mai frecvent utilizate metode pentru conservarea pe
termen mediu a germoplasmei vegetale (1-2 ani). Scopul acestei tehnici este mentinerea
explantelor intr-o stare nediferentiatd, fara proliferare activa, astfel incat plantele sa
ramana viabile pentru perioade extinse, fara a atinge maturitatea completa (Chauhan si
colab., 2019).

Cresterea lenta se aplica culturilor vegetale la care rata de crestere poate fi redusa
prin modificarea conditiilor de mediu si a concentratiilor regulatorilor de crestere,
mentinand astfel materialul vegetal intr-o stare viabild, cu un ritm diminuat de
dezvoltare. Aceasta tehnica presupune pastrarea materialului vegetal In culturi de
tesuturi in vitro, in conditii aseptice, unde rata de crestere a plantelor este redusa
semnificativ, la minim, fara a le compromite viabilitatea sau capacitatea de regenerare
(Engelmann, 1997, 2012; Lambardi si Ozudogru, 2013). Astfel, plantele pot fi conservate
pentru perioade medii de timp, pastrandu-si proprietatile genetice si fiind capabile sa
regenereze si sa fie multiplicate ulterior.

Conservarea pe termen mediu este o0 metoda esentiala in biotehnologia vegetala,
cu aplicabilitate in domeniul agricol, avand rolul de a asigura pastrarea diversitatii
genetice si mentinerii materialului biologic vegetal valoros in conditii controlate de
laborator (Lambardi si Ozudogru, 2013; Benelli si colab., 2022; Yadav si colab., 2024).
Aceasta tehnica permite mentinerea viabilitatii plantelor pentru o perioada mai lunga
de timp decat tehnicile de conservare prin culturi de tesuturi, fara insa a necesita
conditiile extreme ale conservarii pe termen lung, tehnica denumita crioconservare
(Engelmann, 1997, 2012). Astfel, tehnica permite pastrarea plantelor pentru o perioada
de la cateva luni pana la cativa ani, fara ca acestea sa ajunga la maturitate completa.

Cresterea lenta este implementata prin manipularea factorilor fizici de mediu
(temperatura, lumina, umiditatea si concentratia oxigenului) sau prin modificarea
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compozitiei mediului de cultura (concentratia sarurilor, a nutrientilor, compusilor
osmotici sau a fitohormonilor). De asemenea, genotipul joaca un rol esential in succesul
conservarii germoplasmei vegetale (Cha-um si Kirdmanee, 2007; Engelmann, 2011;
Arbeloa si colab., 2015; Benelli si colab., 2022) (Fig. 18). Depozitarea, in prealabil, in
camere climatice a culturilor in vitro, pentru perioade de cateva zile in conditii standard:
22%0,5°C, umiditate 60%, fotoperioada de 8/16 ore, sunt cerinte esentiale pentru
reusita conservarii in vitro (Engelmann, 1997; Benelli si colab., 2022).

Tehnica cresteriilente
R ) E===5
@ Alegerea plantelor
donoare
@ Multiplicarea

|astarilor

Microincapsularea
explantelor

g N
— [OUT ¢/
@\ Sterilzarea explantelor | @

Figura 18. Etapele tehnicii de crestere lenta pentru conservarea pe termen mediu
(original)

a. Factorii fizici

Principalii factori fizici care influenteaza tehnica cresterii lente sunt: temperatura,
conditiile de lumina, prezenta si concentratia gazelor si tipul sistemului de cultura.
Pentru speciile din regiunea temperata, cea mai frecvent utilizata metoda de conservare
prin tehnica cresterii lente consta in reducerea temperaturii, adesea in combinatie cu
scaderea intensitatii luminii sau chiar absenta acesteia. Temperatura si lumina sunt
factori esentiali in dezvoltarea plantelor, iar limitarea acestora poate incetini
semnificativ ritmul de crestere si dezvoltare al plantulelor. Temperaturile scazute
incetinesc procesele metabolice, In timp ce lumina redusa sau lipsa totald a acesteia
inhiba dezvoltarea (Lambardi si De Carlo, 2003; Benelli si colab., 2022). Un alt factor
limitativ al cresterii poate fi concentratia compusilor gazosi si tipul recipientului de
cultura (Benelli si colab., 2022).

Temperatura. In mod uzual, incetinirea dezvoltarii explantului se realizeaza prin
scaderea temperaturii ambientale din camera de crestere sub valoarea optima pentru
cresterea activa a culturilor (Lambardi si De Carlo, 2003). Incubarea la o temperatura
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mai scazutd duce la diminuarea activitatilor metabolice, precum ar fi respiratia,
pierderea de ap3, ofilirea si productia de etilena (Rajasekharan si Sahijram, 2015).

Temperatura de incubare pentru incetinirea ritmului de dezvoltare a culturilor
variaza in functie de specie si prezinta valori intre 0 si 8°C pentru speciile din regiunea
temperata, iar pentru speciile din regiunea tropicald, intre 10 si 15°C (Benelli si colab.,
2022).

Conservarea latemperatura de 4-5°C este cea mai comuna abordare pentru tehnica
cresterii lente (Lambardi si Ozudogru, 2013). Existd, insd, si exceptii, prin pastrarea
culturilor la temperaturi sub punctul de inghet (-3°C) pentru conservarea culturilor de
lastari la genul Prunus (Marino si colab., 1985).

Lumina/intuneric. Conditiile diferite de lumina pot influenta conservarea la
temperaturi scazute, in scopul incetinirii metabolismului. Desi mentinerea culturilor in
intuneric total este metoda cea mai frecventd, diverse combinatii ale fotoperioadei si
intensitatii luminoase au fost utilizate ocazional pentru a obtine conditii mai bune de
conservare. Fotoperioada cel mai des utilizata pentru conservarea culturilor este 8 ore
lumina si 16 ore intuneric (Lambardi si De Carlo, 2003). Depozitarea culturilor in
intuneric total este utilizata in principal in laboratoarele comerciale de culturi de
tesuturi, datorita costurilor reduse necesare pentru echiparea unei camere de stocare
(Benelli si colab., 2022). Aceasta metoda este utilizata cu precadere pentru speciile
lemnoase, contribuind la reducerea activitatii metabolice celulare. Cu toate acestea,
expunerea prelungita la intuneric poate determina alungirea exagerata a lastarilor si
aparitia etiolarii, necesitand ulterior efectuarea mai multor subculturi in conditii
obisnuite pentru restabilirea cresterii normale (Lambardi si Ozudogru, 2013).

Pentru genul Prunus mentinerea culturilor sub iluminare continua in conditii de
crestere lentd a dus la deteriorarea rapida a culturilor in decurs de doar cateva luni
(Arbeloa si colab., 2017). In schimb conservarea in conditii de intuneric s-a dovedit a fi
mai eficienta decat fotoperioada de 16 ore lumina pentru stocarea cu succes la -3°C,
timp de pana la 10 luni, iar conditiile de fotoperioada s-au dovedit esentiale pentru
stocarea cu succes la 4°C si 8°C pentru perioade de pana la 6 luni (Marino si colab.,
1985). Genotipurile de Prunus cerasifera si P. domestica mentinute la intuneric, la
temperatura de 4°C, au inregistrat rate de supravietuire intre 25-100% dupa 12 luni, in
functie de compozitia mediului de conservare (Giannt si Sottile, 2015).

Prezenta si concentratia gazelor. Pentru conservarea pe termen mediu,
incetinirea cresterii poate fi realizata prin limitarea accesului la oxigen a tesuturilor
vegetale. O metoda simpla consta in acoperirea explanturilor cu parafind, ulei mineral
sau mediu lichid. De asemenea, reducerea presiunii atmosferice sau mentinerea
culturilor intr-o atmosfera controlata pot contribui la diminuarea intensitatii respiratiei
(Engelmann, 2012). Reducerea concentratiei de oxigen de la 21% la 0,25% s-a dovedit
a avea efect detrimental in privinta conservarii dupa 12 luni pentru genotipurile de
Prunus (Dorion si colab., 1994).
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O altd metoda de limitare a respiratiei aerobe este acumularea de gaze. In cazul
conservarii prin tehnica cresterii lente pentru portaltoiul ‘Gisela 5’ de Prunus s-au
observat niveluri ridicate de CO; si etilena la concentratii ridicate de zaharoza (60 g/L),
la Tnceputul ciclului de conservare, nivelurile acestor gaze scazand rapid pe durata
conservarii (Ozudogru si colab., 2017).

Sisteme de cultura. Conservarea in vitro a speciilor vegetale implica utilizarea
unor sisteme de cultura bine definite, care sa asigure conditiile optime pentru
incetinirea metabolismului si regenerarea ulterioara in conditii optime. Alegerea
sistemului adecvat influenteaza direct eficienta conservarii si succesul obtinerii
plantelor viabile. In functie de tipul de explant utilizat si de obiectivele experimentale,
se pot utiliza culturi in sistem static sau lichid, fiecare avand caracteristici, avantaje si
limitari specifice.

Tipul de recipient de cultura este un alt factor care trebuie avut in vedere in cazul
conservarii explantelor. Mai multe tipuri de recipiente de cultura sunt disponibile, de
forme, materiale, volume si grade diferite de permeabilitate la gaze. Vasul de cultura
poate influenta, de asemenea, durata si succesul conservarii. Cele mai des utilizate tipuri
de recipiente sunt eprubetele (Keller si colab., 2006), recipiente sau borcane cu volume
diferite (Giannt si Sottile, 2015; Turdiyev si colab., 2020) sau pungile de tip ,Star Pac™
(Ozudogru si colab., 2017; Turdiyev si colab., 2020).

Culturile in sistem static constituie una dintre cele mai utilizate metode in
conservarea speciilor pomicole. Acest sistem se bazeaza pe utilizarea mediilor nutritive
solidificate cu agenti gelifianti care ofera un suport fizic stabil pentru explant. Una dintre
caracteristicile fundamentale ale sistemului static este contactul partial al explantului
cu mediul nutritiv, ceea ce asigura un aport constant de substante nutritive, dar in
acelasi timp limiteaza accesul la oxigen, mai ales in regiunea imersata a explantului.
Sistemul static permite manipularea facila a explantelor dar si controlul mai fidel al
contaminarilor.

Sistemele de cultura in mediu lichid constituie o alternativa eficienta fata de
metodele statice conventionale. In aceste sisteme, explantul este complet sau partial
imersat intr-un mediu nutritiv lichid, asigurandu-se contact direct si constant cu
nutrientii, ceea ce faciliteaza o absorbtie rapida.

Sistemele lichide pot fi clasificate In doua mari categorii, sisteme de cultura statice
si sisteme cu imersie temporar4, pentru perioade limitate de timp. In cadrul sistemelor
de culturad lichide in sistem static se realizeaza conservarea explantelor de tipul
microincapsulatelor artificiale (seminte sintetice) pentru perioade extinse de timp.
Explantele sunt incapsulate intr-o matrice artificiala de alginat de calciu in vederea
mentinerii viabilitatii acestora pe perioade extinse de timp.

Semintele sintetice au devenit un instrument valoros atat in domeniul agricol, cat
si in cel al conservarii, In mare parte datorita progreselor realizate in cultura in vitro si
tehnologiilor de incapsulare. Pentru conservarea pe termen scurt si mediu, incapsularea
propagulelor vegetative sau a embrionilor somatici, a fost implementata cu succes
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pentru specii erbacee (Sujatha si Kumari, 2008), plante ornamentale (Gull si colab.,
2019) si specii lemnoase de cultura (Perveen si Anis, 2014).

La genul Prunus s-a realizat cu succes conservarea microincapsulatelor la 4°C in
conditii de Intuneric (Vlasin si colab., 2025a).

b. Compozitia mediului de cultura

Compozitia mediului de culturd, in special concentratia macro-/micro-
elementelor, zaharurilor/agentilor osmotici si fitohormonii, joaca un rol important in
succesul conservarii prin tehnica cresterii lente. Reducerea concentratiei nutrientilor si
ajustarea nivelului fitohormonilor influenteaza semnificativ supravietuirea si
capacitatea de multiplicare in vitro a diferitelor specii horticole, furnizand repere
esentiale pentru optimizarea protocolului de conservare.

Macro-/micro-elemente. Un mod eficient de a induce cresterea lenta a culturilor
in vitro consta in reducerea concentratiei de macro-/micro-elemente din mediul de
culturd. In conditii standard, compozitia mediilor de culturd favorizeazi cresterea si
dezvoltarea culturilor in vitro, insa scaderea concentratiei macro-/micro-elementelor
determina incetinirea metabolismul plantelor, astfel ca ritmul de crestere este inhibat,
permitand conservarea pe termen mediu (Chauhan si colab., 2019).

O metoda eficientda pentru conservarea prin tehnica cresterii lente este
injumatatirea concentratiei de saruri pentru culturile in vitro din genul Prunus (Arbeloa
si colab., 2017).

Zaharuri/compusi osmotici. Un alt element esential In compozitia mediului de

conservare il reprezinta continutul si concentratia zaharurilor (Lambardi si Ozudogru,
2013). Principalii compusi din clasa zaharurilor, suplimentati in culturile pentru genul
Prunus sunt: zaharoza, frecvent in concentratii de 10-20 mg/L (Ozudogru si colab.,
2017) sau 45-60 g/L (Giannt si Sottile, 2015) sau amestecuri de manitol si zaharoza
(Marino si colab., 2010). Alti compusi adaugati in mediu de cultura pentru genul Prunus
sunt sorbitolul si manitolul (Vlasin si colab., 2026).

Fitoregulatori sau inhibitori de crestere. Suplimentarea mediilor de cultura cu
fitoregulatori sau inhibitorilor ai cresterii, dar si momentul subcultivarii sunt aspecte
esentiale pentru conservarea pe termen mediu. Fitoregulatorii de crestere, precum
citochininele si auxinele, sunt utilizati pentru controlul ritmului de dezvoltare. In
tehnica cresterii lente, concentratiile hormonilor sunt ajustate pentru a reduce
proliferarea celulara si a inhiba cresterea rapida. Plantele pot fi pastrate temporar intr-
o stare de ,hibernare” la temperaturi scazute, folosindu-se atat medii care contin
citochinine, cat si medii lipsite de hormoni, ambele fiind preferate pentru conservarea
culturilor in vitro (Lambardi si Ozudogru, 2013; Benelli si colab., 2022).
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c. Genotipul
Genotipul joaca un rol esential in conservarea germoplasmei vegetale prin tehnica

cresterii lente. Raspunsul diferitelor tipuri de culturi in vitro poate varia considerabil
intre genotipurile aceleiasi specii (Lambardi si Ozudogru, 2013).

Pentru initierea ciclului de conservare la temperaturi scazute, prin tehnica
cresterii lente, este esentiala utilizarea unor culturi de lastari de inalta calitate. De
asemenea, culturile trebuie sa fie lipsite de simptome de stres in vitro, precum
hiperhidricitatea, necroza apicala sau brunificarea lastarilor. Este important ca plantele
sa fie testate pentru prezenta virusurilor si bacteriilor, deoarece socurile termice pot
activa bacteriile latente, provocand contaminari severe in timpul conservarii sau in
momentul recultivirii in conditii normale (Lambardi si Ozudogru, 2013). In aceleasi
conditii, Prunus domestica a prezentat rate de supravietuire cu valori intre 75% si 100%
dupa 12 luni de conservare la 4°C in Intuneric, iar Prunus cerasifera a prezentat rate de
supravietuire mai reduse, cuprinse intre 25% si 50% (Giannt si Sottile, 2015).

Principalele avantaje ale aceste tehnici sunt durata conservarii, pastrarea
diversitatii genetice, prin conservarea unor specii rare si a materialului genetic valoros
si de interes, avand un rol important in protejarea biodiversitatii, costuri reduse
comparativ cu crioconservarea si propagare rapida si eficienta. Principalul dezavantaj 1l
reprezinta necesitatea unui mediu controlat al factorilor de mediu (temperatura,
umiditate, lumind), ceea ce poate implica costuri de operare si implicit necesitatea
echipamentelor specializate (Benelli si colab., 2022).

Tehnica cresterii lente pentru conservarea pe termen mediu constituie o abordare
eficienta in biotehnologie si agriculturd, permitand pastrarea materialului vegetal intr-
un mediu controlat pentru perioade extinse de timp fara necesitatea subcultivarii.
Aceastd metoda este importanta in protejarea resurselor genetice, conservarea
materialului de inmulfire nucleu, a speciilor amenintate si propagarea plantelor de
interes comercial, desi necesita echipamente specializate si implica costuri
operationale. Tehnica cresterii lente se dovedeste a fi un instrument practic si valoros
in gestionarea si protejarea patrimoniului vegetal la nivel global.

4.3.3. Conservarea pe termen lung prin crioconservare

Conservarea pe termen lung a resurselor genetice vegetale reprezinta o provocare
majorad, In special in contextul schimbarilor climatice, al degradarii habitatelor naturale
si al riscurilor de extinctie a unor specii. Printre cele mai moderne si eficiente tehnici de
conservare pe termen lung se numadra crioconservarea, tehnica ce presupune
mentinerea materialului biologic la temperaturi extrem de scazute (Cruz-Cruz si colab.,
2013). Aceasta tehnica a fost implementata pentru conservarea pe termen lung a
diverselor tipuri de explante, precum: seminte, tesuturi, fragmente de plante, celulele
sau alte resurse biologice vegetale, devenind un instrument de referinta in
biotehnologie, dar si In protectia biodiversitatii (Engelmann, 2004; Reed, 2008).
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Crioconservarea reprezinta o tehnica avansata de pastrare a materialului biologic,
care constd In expunerea acestuia la temperaturi extrem de scazute, de obicei intre
minus 196°C (temperatura azotului lichid) si minus 80°C. In aceste conditii, activitatea
metabolica a celulelor este practic opritd, iar procesul de deteriorare este incetinit
considerabil. Astfel, materialul biologic poate fi mentinut in stare viabila pentru
perioade extinse de timp, de pana la zeci sau chiar sute de ani, fara riscul pierderii
stabilitatii genetice sau a functionalitatii sale (Engelmann si Dussert, 2012; Yadav si
colab., 2024).

Principiul de baza al crioconservarii consta in reducerea drastica a temperaturii si,
implicit, suspendarea activitatii metabolice a celulelor, prevenind astfel aparitia
proceselor de degradare. Integritatea celulara este mentinuta pe durata conservarii, cu
conditia ca procesul de inghetare sa se desfasoare Intr-un mod controlat, pentru a
preveni formarea cristalelor de gheata intracelulare, care pot compromite structurile
celulare (Agrawal si colab., 2024).

Procesul de crioconservare implica mai multe etape esentiale care trebuie realizate
succesiv pentru a asigura succesul tehnicii, si anume: pre-tratarea explantelor in vitro,
deshidratarea explantelor, inghetarea propriu-zisa si stocarea, dezghetarea si
regenerarea explantelor (Fig. 19).

a. Pre-tratarea materialului biologic

Premergator procesului propriu-zis de criogenare, materialul biologic necesita o
etapa prealabild de pregatire in vederea crioconservarii, denumita pre-tratare, cu
scopul asigurdrii unei adaptdri treptate a explantelor fnainte de expunerea la
temperaturi scazute. Aceste pre-tratamente constau in cultivarea explantelor excizate
in solutii specifice si/sau aplicarea unui regim termic la temperaturi reduse fata de
conditiile standard pentru o perioada determinata de timp.

Aplicarea pre-tratamentelor inainte de crioconservare consta In cultivarea
explantelor pe medii nutritive suplimentate cu: agenti osmotici, acid salicilic, regulatori
de crestere si/sau antioxidanti, care favorizeaza inducerea unei stari fiziologice
favorabile deshidratarii si conservarii eficiente a speciilor vegetale (Wang si colab.,
2021). Se considera ca pre-tratarea explantelor in solutii ce contin agenti osmotici
contribuie la reducerea continutul de apa la nivel celular si cresterea concentratiei
endogene de zaharuri, procese care favorizeaza protejarea membranelor de
deshidratare, un aspect esential in protocoalele de conservare (Towill, 2002; Sakai si
Engelmann, 2007). Printre cei mai frecvent utilizati agenti crioprotectori se numara
zaharoza pura (Bradai si colab., 2023), DMSO (Lineros si colab., 2018), amestecuri de
zaharoza si glicerina (Barraco si colab., 2012), DMSO si prolina (Lineros si colab., 2018).

58



? @
’ g g Pre-
@* & > . &’@
. — | S
Meristeme/apexuri izolate "

b Deshidratare || \

l Incz-?psulare in Deshidratare cu
~ alginat de Ca solutie de vitrificare

T Y
/

Deshidratare
in solutie de
vitrificare

/

! Deshidratare
D= in solutie de

/ \\V‘itriﬁcare

Vitrificare

Incapsulare-vitrificare

Picurare-vitrificare

Deshidratare in flux de aer/
Silica gel

Incapsulare-deshidratare

A

\

1

2R

e c
l Inghetare

-
»«a

Py

~

d
l Dezghetare

Baie de apa

Regenerare

Figura 19. Etapele procesului de crioconservare in vederea conservarii pe termen lung
(original)

59



Expunerea culturilor in vitro, in prealabil crioconservarii, la temperaturi reduse (4
- 8°C), creste adaptabilitatea explantelor la temperaturi extrem de scazute. Mai ales
pentru speciile lemnoase, aplicarea unui regim termic are in vedere reducerea activitatii
metabolice a explantelor si reprezinta un aspect care trebuie avut in vedere pentru
succesul regenerarii explantelor dupa crioconservare (Popova si colab., 2023). Pre-
tratamentele variaza in functie de tipul si durata expunerii, astfel ca unele studii cu
explante de Prunus supuse tratamentelor cu diverse concentratii de zaharoza si
glicerina timp de cateva minute la 4°C 1n intuneric au prezentat rate crescute de
supravietuire sau regenerare dupa inghetare (Barraco si colab., 2012).

b. Deshidratarea si inghetarea
Deshidratarea materialului vegetal reprezinta o etapa importanta in procesul de

crioconservare, deoarece trebuie sa asigure eliminarea controlata a apei din explante in
vederea prevenirii formarii cristalelor de gheata in timpul congelarii, fara a compromite
viabilitatea si capacitatea de regenerare a acestora.

Materialul vegetal este expus la temperaturi extrem de scazute, In azot lichid la
temperatura de minus 196°C, in vederea stoparii metabolismului celular si implicit,
implementarea procesului de crioconservare.

Tehnicile de deshidratare si inghetare (criogenare) a materialului vegetal in
vederea crioconservarii sunt clasificate in douda mari categorii: clasice - congelarea
treptata si moderne - inghetarea rapida a explantelor.

Tehnici clasice. in cadrul tehnicilor clasice, procesul de crioconservare este
realizat In doi pasi: faza de rdacire lenta pana la temperatura de preinghet si faza de
imersare rapida in azot lichid. Pe parcursul racirii graduale, atat celulele cat si mediul
extracelular trec initial printr-o faza de suprardcire, urmata de initierea formarii
cristalelor de gheata In mediul exterior (Engelmann, 2004). Membrana celulara
functioneaza precum o barierd, impiedicand patrunderea cristalelor de gheata in
interiorul celulei si mentinandu-le intr-o stare de supraracire, dar neinghetate. Gradul
de deshidratare celulara depinde de inghetarea intracelular3, fiind influentat de viteza
de racire si de temperatura atinsa in faza de preinghetare (Ozudogru si Lambardi, 2016).

Faza de racirea lenta este realizata prin scaderea treptata a temperaturii cu 0,5 -
2°C pe minut pana la temperatura critica de congelare a explantelor (de obicei In jur de
-40°C) si continud cu imersarea rapida in azot lichid (-196°C). Aceste metode sunt
adesea complexe si costisitoare, necesitind echipamente specializate, cum ar fi
congelatoarele programabile (Engelmann, 2004; Matsumoto, 2017). In aceastd faz3,
celulele pierd treptat api, ceea ce duce la deshidratare. inghetarea trebuie sa fie un
proces lent si controlat pentru a preveni daunele provocate de formarea cristalelor mari
de gheata care pot perfora membranele celulare (Matsumoto, 2017; Benelli, 2021). Din
cauza complexitatii lor, tehnicile clasice sunt tot mai rar folosite, in timp ce tehnicile
moderne reprezinta abordari perfectionate prin facilitarea procesului de deshidratare.
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Tehnici moderne. In cazul tehnicilor moderne de crioconservare, etapa de
inghetare se efectueaza adesea Intr-un singur pas, prin racire rapida, respectiv prin
directa imersare a explantelor in azot lichid. In functie de protocolul utilizat, explantele
individuale sau microincapsulate pot fi plasate in criotuburi in prezenta sau absenta
solutiilor de vitrificare, fiind apoi imersate direct in azot lichid. Solutiile de vitrificare
previn formarea cristalelor de gheata intracelulare, eliminand riscurile asociate (Sakai
si Engelmann, 2007).

Supravietuirea explantelor in urma crioconservarii depinde in principal de etapa
de deshidratare si nu de etapa de racire, cum se intampla in metodele clasice
(Engelmann, 2004). Se pot identifica multiple proceduri bazate pe deshidratare/
vitrificare: (1) incapsulare-deshidratare; (2) incapsulare-vitrificare; (3) vitrificare; (4)
picurare-vitrificare.

(1). Incapsulare-Deshidratare. Tehnica de incapsulare-deshidratare se bazeazi pe
tehnologia de producere a semintelor artificiale sau a microincapsulatelor. Intr-o prima
etapd, explantele sunt incapsulate intr-o matrice de alginat de calciu, si In mod curent,
dar nu obligatoriu, microincapsulatele sunt pre-cultivate in mediu lichid imbogatit cu
zaharuri pentru o perioada de cateva zile.

Procesul de deshidratare poate fi realizat fie prin intermediul fluxului de aer
laminar al hotei (Soliman, 2013), fie intr-un recipient cu silica gel (Engelmann, 2009),
pana la un continut de apa de aproximativ 20%, iar dupa deshidratare, probele sunt
racite rapid prin imersare 1n azot lichid.

Aceasta abordare asigura rate de supravietuire ridicate, iar explantele
crioconservate prezintad de obicei o reactivare rapida si directd, fara formarea de calus.
Aceasta tehnica a fost aplicata cu succes la apexurile de Prunus avium, explantele si
microincapsulatele fiind precultivate si ulterior supuse deshidratarii cu silica gel.
Procentul de regenerare/reactivare pe mediu de cultura cu fitohormoni a prezentat
valori de panad la 76% (Shatnawi si colab., 2007).

(2). Incapsulare-Vitrificare. Tehnica de incapsulare-vitrificare reprezintd o metoda
complexa ce Imbina principiile incapsularii cu cele ale vitrificarii, permitand procesarea
simultand a unui numar mare de explante.

In cadrul acestei tehnici, explantele sunt imobilizate intr-o matrice de alginat de
calciu si ulterior sunt supuse tratamentului cu solutii de vitrificare. Aceasta tehnica
necesita un timp semnificativ mai lung de implementare, avantajul principal constand
in dimensiunea redusa a microincapsulatelor, care faciliteaza manipularea materialului
biologic. Aceasta tehnica combina eficienta vitrificarii cu usurinta manevrabilitatii
microincapsulatelor, oferind o alternativa moderna si eficienta pentru crioconservarea
materialului vegetal (Sakai si Engelmann, 2007).

Tehnica de vitrificare presupune utilizarea unor solutii crioprotectoare, precum
sunt solutiile de vitrificare (PVS engl. plant vitrification solution), pe baza de glicerol, iar
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solutiile cel mai frecvent folosite sunt: PVS2 (Sakai si colab., 1990) si PVS3 (Nishizawa
si colab., 1993). Aceste solutii prezinta o compozitie standard, solutia PVS2 contine:
30% glicerol, 15% etilen glicol, 15% dimetilsulfoxid (DMSO) intr-un mediu de cultura
bazal (fara fitoregulatori de crestere) si zaharoza, iar solutia PVS3 contine: 40% glicerol
si 40% zaharoza intr-un mediu bazal.

Cel mai frecvent, explantele microincapsulate de Prunus domestica au fost expuse
solutiei PVS2 la 0°C (De Carlo si colab., 2000). Aceasta tehnica a fost recent optimizata
pentru P. cerasifera (Vujovi¢ si colab., 2015) si P. domestica (Vujovi¢ si colab., 2015,
2021, 2023), prin utilizarea unor placi de criogenare din aluminiu care asigura un
control precis al deshidratarii si reduc efectele toxice sau stresul osmotic asociat
solutiilor PVS, datorita volumului redus al solutiei. Explantele fiind plasate in spatii
individuale pe placi de aluminiu si incapsulate in sfere de alginat de calciu, contactul cu
solutia de vitrificare este mai fidel.

(3). Vitrificare. Vitrificarea reprezinta un proces fizic prin care o solutie
crioprotectoare concentrata este supusa unei raciri rapide la temperaturi extrem de
scazute, solidificandu-se intr-o stare amorfa, fara formarea cristalelor de gheata. Acest
proces, dependent de o anumita viteza de racire, constituie o metoda eficienta de
prevenire a inghetului (Fahy si colab., 1984; Sakai si Engelmann, 2007).

Implementarea vitrificarii implica utilizarea agentilor crioprotectori si a unor
sisteme de racire controlatd, care determind cresterea vascozitatii la nivel celular,
inhiband astfel formarea cristalelor de gheata (Benson, 2008). Eficienta acestei tehnici
depinde in mare masura de toleranta explantelor la solutia de vitrificare, in ceea ce
priveste durata si temperatura tratamentului.

Cele mai frecvent utilizate solutii crioprotectoare sunt: PVS2 (Sakai si colab., 1990)
si PVS3 (Nishizawa si colab., 1993). Aceasta tehnica a fost implementata cu succes
pentru apexurile de Prunus supuse deshidratarii la 0°C prin expunerea la solutia de
vitrificare PVS2 (RuZi¢ si colab., 2014).

(4). Picurare-Vitrificare. Tehnica de crioconservare prin picurare-vitrificare este
tehnica derivata din tehnica de picurare-inghetare implementata pentru prima oara de
Kartha si colaboratorii (1982). Aceasta metoda combina vitrificarea cu crioconservarea
rapida, prin plasarea explantelor intr-un volum redus (5-10 pl) de solutie de vitrificare,
sub formd de picituri, pe benzi subtiri de aluminiu. In cadrul acestei proceduri,
explantele sunt expuse vitrificarii prin tratare cu solutii de vitrificare - cel mai frecvent
PVS2 sau PVS3. Ulterior, aceste benzi de aluminiu sunt scufundate direct in azot lichid.
Unul din principalele avantaje ale acestei tehnici consta in volumul foarte redus de agent
crioprotector ce inconjoara explantele, ceea ce permite o racire mult mai rapida si
eficienta a explantelor (Sakai si Engelmann, 2007).

Tehnica picurare-vitrificare a fost implementata pentru Prunus cerasifera,
explantele fiind deshidratate cu solutii crioprotectoare PVS2 sau PVS3, iar dupa
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imersarea in azot lichid regenerarea lastarilor a fost, in general, redusa (5-20%)
(Vujovic¢ si colab., 2011).

c. Stocarea la temperaturi scdzute

Dupa imersarea propriu-zisa in azot lichid, explantele sunt depozitate la
temperaturi extrem de scazute, fie prin pastrare in azot lichid (-196°C), fie in
ultracongelatoare (-80°C). La aceste temperaturi scazute, activitatea biologica si chimica
este practic stopatad, ceea ce permite pastrarea pe termen lung a materialului genetic, pe
perioade extinse de timp, de ordinul anilor.

d. Dezghetarea si regenerarea

Procesul de dezghetare sau incalzire este unul critic, deoarece atat Inghetarea
rapida, cat si dezghetarea controlata pot provoca daune semnificative la nivel celular.
Materialul conservat trebuie transferat treptat in conditii standard de temperatura si
umiditate pentru a asigura rate ridicate de supravietuire si de regenerare.

In cadrul tehnicilor clasice, procesul de reincalzire trebuie sa se realizeze cat mai
rapid pentru a evita recristalizarea - fenomen prin care gheata topita se recongeleaza
sub forma de cristale mari care pot provoca distrugeri celulare (Towill, 2002; Ozudogru
si Lambardi, 2016).

In cazul tehnicilor moderne, respectiv prin tehnica incapsuldrii, explantele
microincapsulate pot fi indepartate din criotuburi si plasate temporar in cutii Petri.

Alternativ, criotuburile pot fi introduse intr-o baie de apa la temperaturi de peste 25°C
timp de cateva minute.

In cazul vitrificarii, criotuburile sunt scufundate intr-o baie de api la temperatura
de aproximativ 38 - 40°C timp cateva minute, dupa care continutul este transferat intr-
o solutie concentratd de zaharuri in vederea stimularii regenerarii (Matsumoto, 2017).
Ultima etapa a tehnicii de crioconservare este transferarea direct pe mediul de
reactivare, in vederea regenerarii explantelor.

Crioconservarea constituie metoda de referinta pentru conservarea pe termen
lung, oferind solutii inovative pentru protejarea biodiversitatii si mentinerea
materialului biologic valoros, inclusiv a celui apartinand categoriei biologice Prebaza.

Dezvoltarea continua si optimizarea tehnicilor de crioconservare deschid noi
perspective pentru conservarea pe termen lung a genotipurilor valoroase si pentru
sustinerea programelor de producere a materialului de inmultire cu status indemn.
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5. Monitorizarea si controlul fitosanitar in producerea materialului de
inmultire cu status indemn la prun

Protectia fitosanitara reprezinta o componenta esentiala a sistemului de producere
a materialului de inmultire si plantare la prun, avand ca obiectiv prevenirea introducerii,
raspandirii si mentinerii agentilor patogeni si a daunatorilor care pot compromite
calitatea biologica, genetica si fitosanitara a acestuia. Mentinerea unui nivel ridicat de
sanatate fitosanitara a materialului de Inmultire constituie premisa obtinerii
materialului de plantare certificat si a infiintarii unor plantatii productive si durabile.

Dintre agentii patogeni care afecteaza prunul, virusurile prezinta o importanta
deosebita datorita modului lor de transmitere si dificultatii controlului. Spre deosebire
de bacterii si ciuperci, virusurile nu pot fi eliminate prin tratamente aplicate in camp si
se transmit cu usurinta prin Inmultire vegetativa sau, uneori, prin vectori biologici,
seminte si/sau polen. Din acest motiv, controlul virozelor se bazeaza in principal pe
masuri preventive, evitarea contaminarii initiale a materialului biologic fiind esentiala.
In acelasi timp, protectia plantatiilor necesitd o abordare integrats, care combina masuri
profilactice cu interventii curative si ameliorative acolo unde este posibil.

Obtinerea materialului de inmultire din categoriile biologice superioare (PREBAZA
si BAZA), cu status indemn, reprezintd o conditie fundamentald pentru producerea de
material de plantare Certificat. Calitatea fitosanitara a acestui material influenteaza
direct dezvoltarea ulterioara a plantatiilor, productivitatea, longevitatea si capacitatea
acestora de a valorifica potentialul genetic al soiurilor cultivate.

Prezenta virusurilor, bacteriilor, ciupercilor sau a unor daunatori in plantatiile-
mama si in verigile sistemului de multiplicare poate compromite intregul proces de
producere a materialului de inmultire si plantare. Consecintele se reflectd intr-o
dezvoltare slaba a pomilor inca din primele faze de crestere, determinand pierderi
economice semnificative prin diminuarea productiei, deprecierea calitatii fructelor si
reducerea duratei de exploatare a plantatiilor. In acest context, monitorizarea si
controlul fitosanitar in procesul de obtinere a materialului de Inmultire la prun
reprezinta elemente esentiale pentru prevenirea raspandirii bolilor si daunatorilor.
Doar prin aplicarea riguroasa a masurilor profilactice, testarea sistematica a
plantatiilor-mama si eliminarea surselor de infectie se poate asigura mentinerea
statusului indemn si producerea unui material de plantare sanatos, capabil sa sustina
dezvoltarea unor plantatii performante si durabile.

Procesul de monitorizare are ca scop depistarea timpurie a organismelor
daundtoare pentru a preveni introducerea si raspandirea acestora in materialul de
inmultire folosit la producerea materialului saditor. Acesta presupune testarea
sistematicd a loturilor de material de inmultire (PREBAZA si BAZA - plante-nucleu si
plantatii-mama, Certificat - pepiniere) prin:

o inspectii vizuale periodice in biodepozitare (material PREBAZA), plantatiile-
mama producitoare de ramuri altoi si portaltoi (material BAZA/CERTIFICAT) si
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in pepiniere (material Certificat), pentru identificarea eventualelor simptome
produse de agenti patogeni specifici speciei;

diagnostic de laborator, utilizand metode serologice (DAS-ELISA) si/sau
moleculare (PCR, IC-/RT-PCR, nested-PCR), biologice (indexarea pe portaltoi
sensibili), cu scopul de a depista infectiile latente sau mixte;

monitorizarea vectorilor (afide, cicade, nematozi) si a altor daunatori care pot
transmite patogeni sau produce rani de intrare pentru acestia, si care joaca un rol
esential in transmiterea agentilor patogeni.

Controlul agentilor patogeni in cazul prunului se realizeaza printr-un set de
masuri integrate, dintre care cele mai importante sunt:

mentinerea materialului de inmultire (PREBAZA si, daci este posibil si BAZA) in
spatii protejate de vectori (biodepozitare);

amplasarea pepinierelor in zone izolate de livezi comerciale de samburoase,
pentru a reduce riscul contaminarii;

aplicarea unor masuri de igiena stricta (dezinfectarea uneltelor de altoire, taiere);
folosirea de portaltoi si soiuri rezistente sau cu grad ridicat de toleranta la boli si
daunatori;

tratamente fitosanitare, recomandabil la acoperire, cu produse autorizate;
monitorizarea populatiilor de daunatori prin capcane si observatii de teren;
utilizarea unor metode integrate de protectie (pradatori naturali, produse
biologice).

Monitorizarea riguroasa si controlul eficient al agentilor patogeni permit

mentinerea unui material de inmultire care sa asigure producerea unui material saditor
conform legislatiei in domeniu. Astfel, in Anexa 1 - Ordinul MADR nr. 784/2016, cu
modificarile si completarile ulterioare, la specia prun se prevede inspectia vizuala si, In

caz de Indoieli, prin esantionare si testare la urmatoarele organisme daunatoare

reglementate de non-carantina (ORNC):

>

Y V V

Bacterii: Agrobacterium tumefaciens, Pseudomonas syringae pv. morsprunorum;
Ciuperci si oomicete: Phytophthora cactorum, Verticillium dahliae;

Insecte si acarieni: Pseudaulacaspis pentagona, Quadraspidiotus perniciosus;
Nematozi: Meloidogyne areniana, M. incognita, M. javanica, Pratylencus penetrans,
P. vulnus.

Conform Anexei 2 a aceluiasi act normativ, la specia prun se prevede inspectia

vizuala si, In anumite cazuri, prin esantionare si testare urmatoarele organisme

daunatoare reglementate de non-carantina (ORNC):

>

>
>

Virusuri: Potyvirus plumpoxi, Ilarvirus PDV, Ilarvirus PNRSV, Ilarvirus ApMYV,
Trichovirus mali, Nepovirus cerasiferae, Nepovirus lycopersici.

Fitoplasme: Candidatus Phytoplasma prunorum.

Bacterii: Xanthomonas arboricola pv. pruni;

In continuare sunt prezentati principalii agenti patogeni si daunatori asociafi

speciei Prunus domestica L., cu relevanta in producerea si mentinerea materialului de
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inmultire cu status indemn. Acestia apartin urmatoarelor categorii: virusuri, fitoplasme,
bacterii, ciuperci, insecte si nematozi.

5.1. Virusuri

Plantele pot fi afectate de virusuri specifice regnului vegetal, care provoaca boli
cunoscute sub denumirea de viroze. Speciile pomicole samburoase, inclusiv prunul
(Prunus domestica L.), sunt gazde pentru numeroase virusuri capabile sa induca
modificari metabolice si fiziologice, manifestate uneori prin simptome vizibile, iar
alteori prin infectii latente, fara expresie externa evidenta.

Virusurile care infecteaza speciile din genul Prunus pot determina simptome
diverse la nivelul frunzelor, fructelor, lastarilor si al altor organe ale plantei.
Consecintele acestor infectii se reflecta In reducerea productiei, deprecierea calitatii
fructelor, diminuarea vigorii pomilor si, In situatii grave, declinul prematur sau chiar
moartea acestora. Severitatea simptomelor si a pagubelor produse depinde de virusul
implicat, de gradul de infectie, de sensibilitatea soiului si de conditiile de mediu.

Dintre toate categoriile de agenti patogeni care pot afecta materialul de inmultire
si sanatatea plantatiilor de prun, virusurile reprezinta una dintre cele mai importante si
dificil de gestionat. Spre deosebire de bolile produse de bacterii sau ciuperci, pentru care
exista in anumite situatii masuri curative eficiente, infectiile virale nu pot fi eliminate
din pomii infectati in conditii de cAmp. In plus, numeroase virusuri pot evolua latent, pot
prezenta o mare variabilitate genetica si se pot raspandi rapid prin materialul de
inmultire si/sau prin diferiti vectori biologici. Din aceste motive, preventia constituie
principalul mijloc de combatere a virozelor, iar utilizarea materialului saditor sanatos
este esentiala pentru mentinerea productivitatii si longevitatii plantatiilor.

Impactul economic al virozelor este variabil si depinde de amploarea infectiei si de
eficienta masurilor de prevenire si control. In formele usoare, pierderile pot fi limitate,
insa in cazul infectiilor extinse acestea pot conduce la diminudri semnificative ale
productiei si la deprecierea valorii comerciale a fructelor, afectind rentabilitatea
exploatatiilor pomicole.

Managementul virozelor la prun se bazeaza pe masuri profilactice, dintre care cele
mai importante sunt utilizarea materialului saditor Certificat, cu status indemn fata de
organismele reglementate, cultivarea soiurilor cu toleranta sau rezistenta genetica,
monitorizarea si controlul vectorilor de transmitere, precum si aplicarea unor
tehnologii de cultura corespunzatoare. Implementarea consecventa a acestor masuri
contribuie la limitarea raspandirii infectiilor si la reducerea impactului economic al
bolilor virale.

Principalele virusuri care afecteaza specia prun si care sunt prevazute in legislatia
fitosanitara pentru monitorizare in cadrul programelor de producere si certificare a
materialului saditor cu status indemn sunt prezentate in cele ce urmeaza, cu accent
asupra importantei lor economice, simptomatologiei, plantelor-gazda si metodelor de
prevenire si control.
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5.1.1. Potyvirus plumpoxi

Noua denumire a virusului Plum pox (PPV) este Potyvirus plumpoxi, ca urmare a
trecerii la denumirea binomiala a speciilor virale, aprobata de International Committee
on Taxonomy of Viruses (ICTV, 2023a).

PPV este agentul etiologic al bolii cunoscute sub denumirea de Sharka sau varsatul
prunului si reprezinta cel mai important virus al speciilor pomicole samburoase la nivel
mondial. Boala a fost observata pentru prima data in Bulgaria In anul 1917, iar agentul
patogen a fost descris ulterior de Atanasoff in anul 1932. Ca urmare a impactului
economic major si a raspandirii extinse, PPV a fost inclus printre cele mai importante
zece virusuri studiate la nivel mondial (Scholthof si colab., 2011).

Virusul infecteaza numeroase specii din genul Prunus, avand ca principala gazda
prunul, si este raspandit in majoritatea regiunilor pomicole ale lumii (EPPO, 2025b).
Situatia fitosanitara diferd insa considerabil de la o tari la alta. In state precum Estonia,
Finlanda, Suedia si Statele Unite ale Americii, virusul a fost eradicat prin aplicarea
consecventa a masurilor de carantind, monitorizarea sistematica a plantatiilor,
eliminarea plantelor infectate si implementarea unor programe de compensare a
fermierilor afectati. In schimb, in tiri precum Liban si Noua Zeelandd, PPV nu a fost
semnalat pana in prezent (EPPO, 2025b). Aceste exemple evidentiaza faptul ca limitarea
sau chiar eradicarea bolii este posibila atunci cand se intervine la timp si sunt aplicate
riguros masuri integrate de prevenire si control, bazate pe utilizarea materialului
saditor sanatos, restrictionarea circulatiei materialului infectat si supravegherea
fitosanitara continua a plantatiilor.

Plante gazda

Virusul Plum pox (PPV) infecteaza un spectru larg de specii apartinand genului
Prunus, printre care prunul (Prunus domestica), caisul (P. armeniaca), piersicul (P.
persica) si corcodusul (P. cerasifera), iar mai rar ciresul (P. avium) si visinul (P. cerasus)
(Pop, 2009). De asemenea, anumite specii spontane si ornamentale, precum P. spinosa
si P. insititia, pot constitui rezervoare naturale ale virusului si surse de inocul pentru
plantatiile comerciale (Barba si colab., 2011).

Impact economic

In zonele endemice, precum Romania, PPV poate determina pierderi majore,
mergand pana la compromiterea totald a recoltei la soiurile sensibile (Minoiu, 1997).
Infectiile cu PPV determina reducerea productiei si a calitatii fructelor prin diminuarea
continutului de zaharuri, deprecierea insusirilor organoleptice si scurtarea duratei de
exploatare economica a plantatiilor. Importanta economica a bolii este amplificata de
rolul major al prunului in productia de fructe proaspete si produse procesate, precum
tuica si magiunul. Potrivit estimarilor realizate de Cambra si colab. (2024), pierderile
economice generate de Sharka in perioada 1995-2023 au fost de aproximativ 2,4
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miliarde euro, iar de la aparitia bolii pana in prezent acestea sunt evaluate la peste 13
miliarde euro la nivel mondial.

Simptomatologie
Manifestarea simptomelor variaza in functie de specie, soi, conditiile de mediu si
tulpina virala implicata. Simptomele pot aparea pe frunze, fructe si, uneori, pe samburi.

< Simptome pe frunze
Primele simptome apar, de regula, primavara, pe frunzele tinere, sub forma de pete

clorotice, inele, benzi sau marmorari verde-deschis care alterneaza cu tesutul sanatos
(Fig. 20) (Nemeth, 1986; Pop, 2009; Barba si colab., 2011). La unele soiuri sensibile pot
aparea deformari ale limbului foliar, ondulari marginale si reducerea dimensiunii
frunzelor. Simptomele sunt mai evidente in pepiniera decat in livada si se observa cu
precadere in lunile mai-iunie (Minoiu, 1997). Temperaturile ridicate pot masca
temporar expresia simptomelor.

\ ‘ \
Figura 20. Simptome tipice de PPV pe frunze la specia prun (original)

+ Simptome pe fructe
Virusul plum pox determina o diminuare severa a valorii comerciale a speciilor

pomicole samburoase, si in special al prunelor, prin afectarea calitatii acestora,
manifestata prin deformari, leziuni necrotice si cadere prematura, ceea ce le face
necorespunzatoare pentru consumul proaspat si pentru utilizarea in industria de
procesare. Simptomele variaza In functie de specie si soi, exprimandu-se prin pete
inelare clorotice sau verzi, dungi si zone decolorate pe epiderma fructelor (Nemeth,
1986; Minoiu, 1997; Pop, 2009; Barba si colab., 2011). Pe masura ce fructele se
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matureaza, zonele afectate devin adancite si pot prezenta necrozari superficiale,
scurgeri de gome. Pulpa fructelor infectate are consistenta redusa, gust fad, dezechilibru
intre glucide si aciditate, determinand deprecierea calitatii comerciale. La soiurile
sensibile, se observa deformari, depresiuni in pulpa si decolorari caracteristice care
compromit calitatea fructelor si le fac adesea improprii consumului (Fig. 21). In infectiile
severe, se poate produce caderea prematura a fructelor, ceea ce reduce drastic
productia soiurilor sensibile (Minoiu, 1997; Zagrai I. si colab., 2022).

TR '\"

Figura 21. Simptome tipice de PPV pe fructe la diferite soiuri de prun (original)

+ Simptome pe sAmburi

In anumite cazuri, pe tegumentul simburelui apar desene caracteristice sub forma
de inele, linii sau puncte brun-deschise. Aceste simptome, desi specifice, nu sunt
universal prezente si depind de sensibilitatea soiului.

Variabilitatea tulpinilor virale

PPV prezinta o diversitate genetica ridicata. Pana in prezent au fost descrise zece
tulpini: D, M, Rec, C, EA, W, T, CR, CV si An (Garcia si colab., 2025). Dintre acestea,
tulpinile D (Dideron sau clorotica), M (Marcus sau necrotica) si Rec (recombinatd) sunt
cele mai raspandite la nivel mondial, in timp ce celelalte au distributii geografice limitate
(Palmisano si colab., 2025). Variabilitatea genetica influenteaza agresivitatea virusului,
gama de plante gazda si eficienta transmiterii.
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Metode de detectie

PPV poate fi detectat In frunze, muguri si fructe prin metode serologice, precum
DAS-ELISA, si prin tehnici moleculare de tip IC/RT-PCR. Diagnosticul poate fi completat
prin indexare biologica pe plante indicator erbacee (Chenopodium foetidum, Nicotiana
benthamiana) si lemnoase (Prunus tomentosa, P. persica cv. GF305, P. marianna cv.
GF8.1) (Barba si colab., 2011).

Conform legislatiei in vigoare, materialul de Inmultire din categoriile biologice
superioare este inspectat vizual de doua ori pe an si testat pentru confirmarea absentei
virusului. Materialul Prebaza-Candidat este verificat suplimentar prin indexare pe
indicatorul lemnos sensibil P. persica GF305, urmata de testare serologica.

Mod de transmitere

Transmiterea naturala a PPV se realizeaza prin intermediul afidelor, in mod
nepersistent (Labonne si colab., 1995; Cambra si Vidal, 2017). Raspandirea virusului
este influentata in principal de prezenta si abundenta speciilor eficiente de afide vectori,
mai degraba decat de diversitatea totala a populatiilor de afide (Vidal si colab., 2020).
Dintre vectorii cei mai importanti ai PPV se remarca Myzus persicae, Aphis spiraecola,
Hyalopterus pruni, Brachycaudus helichrysi, B. cardui si B. persicae (Cambra si Vidal,
2017; Gildow si colab., 2004). Transmiterea este rapida, afidele putand infecta alte
plante in cateva secunde de la contactul cu o sursa infectatd, dar pierzand capacitatea
de inoculare dupa un timp scurt.

Raspandirea virusului Plum pox urmeaza un ciclu continuu, dependent atat de
plantele gazda si vectorii biologici, cat si de activitatile umane asociate producerii si
circulatiei materialului de Inmultire (Fig. 22). Afidele vectori preiau virusul de la pomii
infectati si il transmit rapid pomilor sanatosi in timpul hranirii. Dupa inoculare, virusul
se raspandeste sistemic in Intreaga planta prin tesuturile conductoare, determinand
aparitia simptomelor caracteristice la nivelul frunzelor si, In functie de specie si soi, al
fructelor.

Mugurii infectati reprezinta sursa principala de raspandire a virusului prin altoire
si inmultire vegetativa iIn pepinierd, ceea ce conduce la obtinerea de material saditor
deja infectat. Astfel ca transmiterea prin altoire constituie principalul mecanism de
raspandire pe distante mari (Barba si colab., 2011; Garcia si colab., 2025). O alta
particularitate cu importanta epidemiologica o reprezinta prezenta pomilor infectati,
dar fara manifestari simptomatice vizibile. Acesti pomi, desi aparent sanatosi, pot
constitui surse de inocul si pot contribui la raspandirea virusului in cadrul plantatiei.

PPV nu este considerat un virus cu transmitere verticala, prin samanta sau polen.
Numeroase studii au demonstrat ca, desi particule virale pot fi detectate in anumite
structuri ale semintelor provenite de la plante infectate, virusul nu se transmite la
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descendenti (Glasa si colab., 1999; Pasquini si Barba, 2006). Aceste rezultate evidentiaza
rolul dominant al transmiterii vegetative si vectoriale in epidemiologia bolii Sharka.

Plum pox virus (PPV)

" afide vectori
(purtatoare de virus)

X

propagarea virusului in pepiniera é
/ inmultire vegetativa T —

mugur infectat

transmitere nepersistenta

lastar infectat

Figura 22. Ciclu de raspandire a virusului plum pox in natura

Chiar daca transmiterea virusului plum pox prin interventia umana nu poate fi
exclusa, operatiunile de formare si intrefinere a coroanelor prin lucrari de tdiere a
materialului vegetal nu reprezinta o cale importanta de raspandire a virusului In
plantatiile de Prunus (Rimbaud si colab., 2015). Din punct de vedere epidemiologic,
transmiterea mecanica prin intermediul uneltelor de tdiere are o importanta redusa
comparativ cu utilizarea materialului saditor infectat si cu transmiterea prin afide,
principala cale naturald de diseminare a virusului. Cu toate acestea, respectarea
masurilor de igiend si dezinfectarea periodica a uneltelor utilizate la lucrarile de
formare si intretinere a coroanei raman necesare pentru prevenirea raspandirii altor
agenti patogeni, inclusiv virusuri, bacterii si ciuperci fitopatogene.

Principalele surse de raspandire ale virusului sunt pomii infectati din proximitate
si materialul de inmultire vegetativa (portaltoi, altoi, ramuri) contaminat. In absenta
controlului fitovirotic, aceste surse pot asigura diseminarea continua a virusului in
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pepiniere si plantatii. Prezenta si densitatea afidelor vectori in proximitate favorizeaza
infectiile cu PPV in functie de sensibilitatea soiurilor de prun (Minoiu, 1997). De
asemenea, prezenta plantelor gazda spontane si utilizarea materialului saditor infectat
contribuie la extinderea focarelor de infectie.

Raspandirea infectiei cu PPV intr-o plantatie urmeaza, de reguld, un model
progresiv, influentat de localizarea sursei de inocul. In cazul in care pomii provin
sanatosi din pepiniera, dar exista surse de infectie In apropiere, incidenta initiala a bolii
este scazuta, crescand treptat pe masura ce densitatea pomilor infectati si a vectorilor
se amplificd (Zagrai L. si colab., 2026a). In schimb, introducerea in plantatie a unor pomi
deja infectati conduce la o crestere rapida si extinsa a incidentei virusului, afectand
semnificativ productia de fructe. Odata infectati, pomii devin purtatori permanenti ai
virusului si constituie focare continue de inocul.

Monitorizarea fitovirotica

Monitorizarea periodica a pepinierelor si colectiilor de germoplasma este esentiala
pentru depistarea timpurie a infectiilor cu PPV. Aceasta se realizeaza prin inspectii
vizuale in perioadele favorabile exprimarii simptomelor, primavara si la inceputul verii,
completate, atunci cand este necesar, de testari serologice sau moleculare.

Deoarece pomii infectati nu pot fi eliberati de virus in conditii de camp,
identificarea rapida a focarelor si interventia imediata sunt indispensabile pentru
prevenirea raspandirii infectiei.

Madsuri de preventie si control
In absenta unor metode curative, managementul PPV se bazeazd exclusiv pe
preventie si pe limitarea surselor de inocul. Principalele masuri recomandate sunt:
v utilizarea materialului saditor certificat, cu status indemn;
v’ cultivarea soiurilor rezistente sau tolerante, acolo unde acestea sunt disponibile;
v' amplasarea noilor plantatii la distantd de livezile si pomii izolati din speciile
gazda;
v/ monitorizarea permanenta a pomilor si eliminarea pomilor infectati;
v' respectarea masurilor de igiena a uneltelor si aplicarea unor tehnologii de cultura
corespunzatoare.

O directie importanta de cercetare o reprezinta obtinerea soiurilor rezistente la
PPV. Cel mai notabil exemplu este soiul de prun transgenic ,HoneySweet”, rezistent la
acest virus, autorizat pentru cultivare in Statele Unite (Scorza si colab., 2013, 2016;
Ravelonandro si colab., 2000). Desi evaluarile efectuate au confirmat siguranta sa
pentru mediu si sanatatea umana, cultivarea acestuia nu este permisa in Uniunea
Europeand, deoarece apartine categoriei organismelor modificate genetic, In ciuda
rezultatelor favorabile obtinute in peste doua decenii de testari, inclusiv in Romania, la
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SCDP Bistrita (Zagrai I. si colab., 2008, 2011, 2020, 2023; Zagrai L. si colab., 2021; Zagrai
L. si Zagrai I., 2020).

Rezultate importante In ameliorarea rezistentei la PPV prin metode conventionale
au fost obtinute prin exploatarea mecanismului de hipersensibilitate (Hartmann si
colab., 2000; Neumiiller si colab., 2005). Utilizarea surselor genetice de rezistenta si
introducerea acestora in programele de ameliorare au condus la obtinerea unor soiuri
cu niveluri ridicate de rezistentd, constituind o alternativa acceptata pentru controlul
bolii Sharka in regiunile In care cultivarea organismelor modificate genetic nu este
permisa.

Madsuri de eradicare si limitare a rdspandirii

Pomii confirmati ca fiind infectati trebuie eliminati imediat si distrusi pentru a
evita mentinerea surselor de inocul. Deoarece PPV este transmis de afide in mod
nepersistent, combaterea chimica a vectorilor are o eficacitate limitata asupra
transmiterii primare a virusului. Cu toate acestea, monitorizarea populatiilor de afide si
aplicarea rationala a tratamentelor pot contribui la reducerea presiunii de infectie
(Zagrai L. si colab., 2010).

Unele produse ecologice cu efect insecticid pot fi integrate atat in sistemele de
productie ecologica, cat si in cele conventionale, avand rezultate comparabile cu unele
insecticide de sinteza in limitarea raspandirii virusului (Moldovan si colab., 2023b).
Totodata, conservarea pradatorilor naturali ai afidelor si mentinerea echilibrului
biologic al ecosistemului contribuie la reducerea populatiilor vectorilor (Cai si colab.,
2021).

In pepiniere, aplicarea tratamentelor cu uleiuri minerale poate reduce
transmiterea virusului de catre afide, desi eficacitatea acestora este influentata de
nivelul de infectie existent in zona (Vidal si colab., 2013). De asemenea, benzile de
protectie alcatuite din specii care nu sunt gazde ale PPV si instituirea unor zone-tampon
in regiunile cu incidenta ridicata pot contribui la limitarea raspandirii acestui virus
(Fereres, 2000).

In ansamblu, controlul eficient al virusului plum pox presupune integrarea tuturor
acestor masuri intr-un program fitosanitar coerent, bazat pe utilizarea materialului de
inmultire sanatos, monitorizarea continua a plantatiilor, eliminarea rapida a surselor de
infectie si reducerea presiunii exercitate de vectori. Aplicarea consecventa a acestor
masuri reprezinta baza protejarii materialului de Inmultire si plantare cu status indemn
si a dezvoltarii unor plantatii productive si durabile.
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5.1.2. llarvirus PDV

Noua denumire taxonomica a virusului piticirii prunului (prune dwarf virus, PDV)
este Ilarvirus PDV (ICTV, 2023b). Acesta este considerat unul dintre cele mai raspandite
si importante virusuri din grupul Ilarvirus (Isometric Labile Ringspot). Boala a fost
descrisa pentru prima data in Statele Unite ale Americii, In anul 1936, de catre Thomas
si Hildebrand, iar ulterior s-a raspandit in majoritatea regiunilor pomicole ale lumii in
care sunt cultivate specii pomicole samburoase (Caglayan si colab., 2011).

Plante gazda

Principalele plante gazda ale Ilarvirus PDV sunt Prunus cerasus, P. avium, P.
domestica si P. persica. La prun, sensibilitatea la infectie difera in functie de soi, unele
soiuri, precum Anna Spath, President si Reine Claude d’Althan, manifestand simptome
mai pronuntate si o diminuare progresiva a vigorii pomilor (Nemeth, 1986; Pop, 2009).
Unele tulpini ale virusului pot infecta si P. spinosa, specie care poate constitui un
rezervor natural de infectie, de unde alte specii de Prunus se pot contamina prin
intermediul polenului infectat (Rankovic si Dulic-Markovic, 1992; Pop, 2009).

Impact economic

Importanta economica a PDV este, in general, mai redusa la prun decat la cires si
visin, unde poate produce pierderi semnificative. Efectele infectiei variaza in functie de
planta gazda, tulpina virald, sensibilitatea soiului, conditiile pedoclimatice si tehnologia
de cultura aplicata.

Simptomatologie

La prun, infectia cu PDV poate determina piticirea pomilor, reducerea cresterilor
anuale, aparitia internodiilor scurte, rasucirea si deformarea frunzelor, precum si,
uneori, pete neregulate de culoare verde-deschis pe limbul foliar (Fig. 23). Intensitatea
simptomelor este variabild, iar in anumite conditii, in special la temperaturi ridicate,
acestea pot fi slab exprimate sau chiar absente, virusul persistand insa in stare latenta
in tesuturile plantei (Caglayan si colab., 2011).

Detectie

Identificarea PDV poate fi realizata din frunze, muguri, scoarta sau polen, prin
metode serologice si moleculare. Tehnica DAS-ELISA este cea mai utilizata in
diagnosticul de rutina, datorita fiabilitatii si usurintei de aplicare. Pentru studiile privind
caracterizarea izolatelor virale, metodele moleculare ofera insa sensibilitate si precizie
superioare. Virusul poate fi identificat si prin indexare biologica pe plante indicatoare
sensibile, urmati de testare de laborator. In procesul de producere a materialului de
inmultire din categoriile biologice superioare, plantele-mama sunt monitorizate prin
inspectii periodice si testari fitosanitare specifice pentru acest virus.
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Transmitere

Transmiterea PDV are loc prin altoire, samanta si polen, nefiind cunoscut pana in
prezent niciun vector implicat in raspandirea naturala a virusului (Fulton, 1981; Maxim
si colab., 2002).

Masuri de control

Principala masura de prevenire a infectiilor cu PDV consta in utilizarea
materialului sdditor cu status indemn la infiintarea plantatiilor de specii simburoase. In
livezile tinere se recomanda monitorizarea atenta a starii fitosanitare (Minoiu, 1997;
Zagrai I. si colab., 2022).

Exista diferente importante intre plantatiile infectate Inca de la infiintare, ca
urmare a utilizarii materialului de plantare contaminat, si cele in care infectiile apar
ulterior, in perioada de exploatare, prin polen infectat. In general, infectiile instalate
dupa intrarea pe rod au efecte mai reduse asupra vigorii pomilor, productivitatii si
longevitatii plantatiei comparativ cu cele prezente inca din faza de infiintare a livezii.

Limitarea raspandirii PDV in plantatiile pe rod se bazeaza in principal pe utilizarea
materialului de Inmultire certificat si pe evitarea amplasarii noilor plantatii in
apropierea surselor cunoscute de infectie. Avand In vedere transmiterea naturala a
virusului prin polen, se recomanda mentinerea unei izolari spatiale corespunzatoare
fata de plantatiile sau exemplarele infectate.

Respectarea masurilor generale de igiena fitosanitara contribuie la mentinerea
starii de sanatate a plantatiilor, insa controlul eficient al PDV depinde in primul rand de
prevenirea introducerii virusului prin materialul de plantare si de limitarea surselor de
inocul.
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5.1.3. llarvirus PNRSV

Odata cu adoptarea denumirii binomiale a speciilor virale, virusul patarii inelare
necrotice a prunului (Prunus necrotic ringspot virus, PNRSV) a fost redenumit Ilarvirus
PNRSV (ICTV, 2023c). Virusul infecteaza numeroase specii pomicole simburoase si este
raspandit In toate regiunile de cultura ale acestora. A fost semnalat pentru prima data
la piersic, in Statele Unite ale Americii, in anul 1941, de catre Cochran si Hutchins, fiind

considerat unul dintre cele mai importante ilarvirusuri ale speciilor din genul Prunus
(Pop, 2009).

Plante gazda

Principalele gazde naturale ale PNRSV apartin genurilor Prunus si Rosa (Németh,
1986). Virusul infecteaza numeroase specii pomicole simburoase, inclusiv prunul, si
poate fi mentinut experimental pe plante erbacee precum Chenopodium quinoa si
Cucumis sativus (Hammond, 2011).

Impact economic

PNRSV produce cele mai importante pagube in pepiniere, unde determina
reducerea cresterii plantelor, uscarea varfurilor lastarilor si diminuarea procentului de
prindere la altoire, afectand uniformitatea materialului saditor (Németh, 1986; Pop,
2009). Plantatiile infiintate cu material infectat prezinta o dezvoltare redusa, productii
mai mici si o durata de exploatare diminuata comparativ cu cele in care infectiile apar
ulterior prin polen.

Simptomatologie

Manifestarea infectiei incepe adesea printr-o reactie de soc, urmata de o faza de
recuperare in care simptomele se atenueaza sau dispar temporar (Fulton, 1981). Pe
frunzele tinere apar pete si inele clorotice (Fig. 24) care ulterior devin necrotice, iar
tesuturile afectate se desprind, conferind frunzelor un aspect perforat.

La unele soiuri se observa benzi sau inele necrotice bine delimitate, in timp ce la
altele, precum Anna Spath si Reine Claude d’Althan, simptomele se reduc la pete
clorotice discrete (Minoiu si Lefter, 1987). Soiurile Tuleu gras, d'Agen si Vanat de Italia
manifesta frecvent pete necrotice foliare (Minoiu, 1997).

In anumite situatii, simptomele dispar complet, virusul persistand in stare latenta
in tesuturile plantei (Pop, 2009). Infectia poate provoca intarzierea pornirii In vegetatie
si a infloririi, sensibilitate crescuti la ger si intarzierea maturarii fructelor. In infectiile
mixte, In special asociate cu PDV, poate aparea un declin progresiv al pomilor
(Hammond, 2011). Intensitatea simptomelor este influentata de specie, soi, tulpina
virala si conditiile de mediu.
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Figura 24. Simptome ale infectiei cu PNRSV pe frunze la soiul de prun Romaner (a si b)
si la mirobolan (c) - original

Detectie

PNRSV poate fi detectat in frunze, muguri, scoartd sau polen prin metode
serologice si moleculare. Tehnica DAS-ELISA este utilizata pe scara larga in diagnosticul
de ruting, iar metodele moleculare permit atat detectarea, cat si diferentierea izolatelor
virale (Hammond, 2011). Virusul poate fi identificat si prin indexare biologica pe plante
indicatoare sensibile. In procesul de certificare a materialului de fnmultire din
categoriile biologice superioare, plantele sunt supuse inspectiilor vizuale si testarilor
fitosanitare specifice.

Transmitere

PNRSV se transmite prin altoire, samanta si polen, raspandirea sa fiind favorizata
de utilizarea materialului de plantare infectat. Pana in prezent nu au fost identificati
vectori implicati in transmiterea naturala a virusului (Amari si colab., 2009; Hammond,
2011).

Masuri de control

Prevenirea infectiilor cu PNRSV se bazeaza in principal pe utilizarea materialului
saditor certificat, cu status indemn. Infectiile instalate Inca de la infiintarea plantatiei au
efecte mai severe asupra vigorii, productivitatii si longevitatii pomilor decat cele
aparute ulterior, prin polen infectat. De asemenea, amplasarea noilor plantatii trebuie
realizata la distante care sa reduca riscul de contaminare din sursele existente de
infectie.

Monitorizarea fitosanitara a plantatiilor tinere si aplicarea masurilor
corespunzatoare contribuie la limitarea raspandirii virusului si la mentinerea unei stari
fitosanitare adecvate.
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5.1.4. llarvirus ApMV

Virusul mozaicului marului, denumit apple mosaic virus (ApMV), este agentul
etiologic al mai multor boli de tip mozaic la plantele gazda. Conform ICTV (2023d),
denumirea taxonomica actuala este Ilarvirus ApMV.

Virusul a fost raportat pentru prima data in 1933 la mar de catre Bradford si Joly
(Petrzik si Lenz, 2011), de unde provine si denumirea sa. Ulterior, Atanasoff (1935) a
descris manifestari de tip mozaic si la speciile pomicole simburoase (Paunovic si colab.,

2011).

Plante gazda

ApMV infecteaza numeroase specii pomicole, arbusti fructiferi, trandafirul si
hameiul, fiind raportat la peste 65 de specii lemnoase si erbacee (Fulton, 1981). In
Europa, este intilnit mai frecvent la speciile din genul Prunus decat la cele din genul
Malus (Paunovic si colab., 2011).

Impact economic

Virusul are distributie globala, inclusiv in Romania. Infectiile singulare produc, de
regula, pierderi reduse, insa in asocieri cu PNRSV si PDV la speciile simburoase pot
aparea efecte sinergice, cu impact economic semnificativ (Myrta si colab., 2003).

Simptomatologie

La soiurile sensibile apar pete clorotice neregulate, decolorari difuze, benzi si
mozaic liniar (Németh, 1986). Simptomele se manifesta mai frecvent la inceputul verii
si pot fi distribuite neuniform in coroana pomilor (Fig. 25).

Intensitatea variaza in functie de tulpina virala, specie, soi si conditiile climatice
(Umer si colab., 2019). In unele cazuri, petele clorotice pot evolua spre necroze si
defoliere prematura. Fructele sunt, in general, asimptomatice. La speciile samburoase,
infectia poate determina reducerea vigorii si a productiei, in special la migdal (Paunovic
si colab., 2011).

Detectie

Simptomele vizuale nu ofera un diagnostic sigur al ApMV, deoarece manifestari
similare pot fi produse si de alte virusuri ale samburoaselor, precum PNRSV si Ilarvirus
APLPV (American plum line pattern virus, APLPV). Detectia se bazeaza pe metode
serologice si moleculare. Concentratia virala este mai ridicata in muguri fortati, petale
si frunze tinere, variind sezonier si in functie de tipul de tesut, ceea ce influenteaza
sensibilitatea testelor (Nabi si colab., 2023).

In procesul de obtinere a materialului de inmultire din categoriile biologice
superioare plantele sunt supuse inspectiilor periodice si testarilor serologice si la acest
virus.
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Figura 25. Simptome ale infectiei cu Ilarvirus ApMV la specii din genul Prunus
(Sursa: https://gd.eppo.int/taxon/APMV00/photos)

Transmitere

ApMV nu are vectori biologici cunoscuti. Transmiterea se realizeaza prin altoire si
material de inmultire infectat (Paunovic si colab., 2011). Nu a fost detectat in polenul de
prun sau cais si nici In samanta de migdal provenita din plante infectate, ceea ce indica
absenta transmiterii prin polen si seminte (Digiaro si colab., 1992; Barba si colab.,
1986).

In pepiniere, raspandirea poate fi facilitatd de contactul direct intre plantele
infectate si cele sanatoase prin material radicular sau operatii mecanice.

Masuri de control

Controlul bolilor provocate de virusul mozaicului marului este relativ facil
deoarece virusul nu se transmite prin polen, simanta sau vectori naturali. Astfel, in
conditii de livada, utilizarea la plantare a unui material cu adevarat sanatos, constituie
principala masura preventiva, de limitare si control a bolilor virotice produse de acest
virus.

5.1.5. Trichovirus mali

Conform ICTV (2023e), noua denumire a Apple chlorotic leaf spot virus (ACLSV)
este Trichovirus mali, cunoscut ca virusul patarii clorotice a frunzelor la mar. ACLSV este
un agent patogen viral specific genului Malus, dar infecteaza si specii din genul Prunus,
cum sunt prunul, piersicul, caisul, ciresul, visinul si migdalul.

Impact economic

Importanta economica a ACLSV este determinata de larga sa raspandire, virusul
fiind prezent in majoritatea zonelor de cultura ale speciilor pomicole semintoase si
samburoase (Yoshikawa, 2001). Desi la multe specii infectia poate ramane in stare
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latentd, anumite izolate virale afecteaza calitatea fructelor si longevitatea pomilor, iar in
infectii mixte pierderile economice se pot amplifica (Németh, 1986).

Simptomatologie

Manifestarile simptomatologice produse de ACLSV sunt variabile, in functie de
specie, soi, tulpina virala si conditiile de mediu (Pop, 2009). La prun au fost descrise
crapaturi ale scoartei (Fig. 26a), fenomene de incompatibilitate la altoire, dar si
sindromul de pseudopox (Pop, 2009). Pe indicatorul P. persica GF305, simptomele de
ACLSV sunt evidentiate prin benzi clorotice, pete neregulate de culoare mai inchisa (Fig.
26b).

In infectii mixte, in special asocierea ACLSV cu PNRSV, au fost raportate simptome
severe, precum necrozarea fructelor de cires, sugerand un efect sinergic intre agentii
implicati (Myrta si colab., 2011).

Figura 26. Simptome produse de infectiile cu ACLSV la:
a. P. domestica; b. P. persica GF305 (b) (original)
Transmitere
ACLSV se transmite exclusiv prin altoire si prin inmultire vegetativa a materialului
infectat. Nu exista dovezi privind transmiterea prin samantd, polen ori prin vectori
biologici.

Detectie

Simptomele vizuale nu sunt suficiente pentru identificarea sigura a ACLSV,
deoarece acelasi virus poate determina manifestari diferite sau poate ramane
asimptomatic, in special la speciile samburoase.

Diagnosticul se bazeaza pe indexarea biologica pe plante indicator (Jelkmann,
2001), in special P. persica GF 305, precum si pe metode serologice si moleculare, cu
sensibilitate si specificitate ridicate.

ACLSV este inclus In programele de certificare a materialului saditor, unde plantele
din categoriile biologice superioare sunt supuse inspectiilor si testarilor periodice.
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Masuri de control

Cea mai eficienta masura preventiva consta in utilizarea materialului saditor cu
status indemn. In lipsa acestuia, eliminarea virusului din materialul biologic initial se
poate realiza prin tehnici de devirozare in conditii de laborator, precum termoterapia,
chimioterapia sau combinatii ale acestora, in vederea obtinerii de clone sanatoase.

5.1.6. Nepovirus cerasiferae

Nepovirus cerasiferae, denumire recenta pentru Myrobalan latent ring spot virus
(MLRSV) - virusul latent al patarii inelare a mirobolanului - a fost adoptata de ICTV in
2022, In contextul actualizarii nomenclaturii binomiale a speciilor virale (ITCV, 2022a).

Plante gazda si impact economic

MLRSV este un nepovirus al genului Prunus, intalnit frecvent la mirobolan.
Importanta economica este redusa, fiind asociat cu o distributie limitata (Martelli si
Uyemoto, 2011).

Simptomatologie

Nepovirus cerasiferae este, in general, un virus latent sau cu expresie simptomatica
redusa, insa poate afecta negativ vigoarea plantelor, in special la mirobolan (Dunez si
colab., 1971; Pop, 2009). Desi simptomele pot fi reduse sau absente la unele soiuri,
virusul poate influenta compatibilitatea dintre portaltoi si altoi in anumite combinatii,
ceea ce evidentiaza importanta controlului sau in cadrul programelor de certificare a
materialului saditor.

Secventierea completa a genomului MLRSV (Khalili si colab., 2024) a adus
clarificari privind structura genetica, organizarea genomica si relatiile filogenetice ale
acestui nepovirus, contribuind la intelegerea biologiei sale si a pozitionarii taxonomice.

Transmitere

Pana in prezent nu au fost identificati vectori specifici pentru N. cerasiferae, spre
deosebire de alte nepovirusuri. Transmiterea naturala este insuficient elucidata si este
asociata, In principal, cu utilizarea materialului de Inmultire infectat, prin altoire.

Detectie

Detectia se realizeaza prin testare pe indicatori erbacei si/sau lemnosi (Fig. 27),
precum si prin metode serologice si moleculare. Aceste tehnici sunt esentiale in
programele de producere a materialului saditor cu status indemn la prun.
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Figura 27. Simptome tipice de pete inelare pe frunzele de Nicotiana tabacum
infectate sistemic cu MLRSV
(Sursa: https://www.dpvweb.net/dpv/showdpv/?dpvno=160)

Masuri de control

Managementul infectiilor cu MLRSV se bazeaza pe preventie: utilizarea
materialului saditor indemn, testarea periodica serologica si/sau moleculara si evitarea
multiplicarii materialului infectat.

5.1.7. Nepovirus lycopersici

Virusului patarii inelare a tomatelor, Tomato ringspot nepovirus (ToRSV), denumit
recent Nepovirus lycopersici (ICTV, 2022b), infecteaza un spectru larg de plante gazde,
incluzand specii legumicole, ornamentale, vita de vie, precum si specii pomicole, in
special samburoasele.

ToRSV a fost descris pentru prima data in Statele Unite ale Americii, de Priece, in
1936, la tutun. Raspandirea sa este strans legata de prezenta nematozilor vectori din
genul Xiphinema, fiind semnalat predominant in SUA si in alte regiuni unde acesti vectori
sunt prezenti (EPPO, 2026a). Conform Ordinului MADR nr. 92 /2025, care completeaza
Ordinul MADR nr. 784/2016, materialul de Inmultire din categoriile biologice
superioare trebuie supus inspectiei vizuale si, dupa caz, testarii pentru detectarea
acestui virus.

Impact economic

Impactul economic al infectiilor cu ToRSV este determinat de reducerea calitatii
fructelor si a productiei, cu intensitate variabila in functie de tulpina virala implicata
(Martelli si Uyemoto, 2011). In Uniunea Europeand, impactul este considerat redus,
virusul fiind semnalat doar sporadic (EPPO, 2026a).
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Simptomatologie

La speciile de Prunus, in functie de tulpina virald, pot sa apara deformari ale
lemnului tulpinii (piersic, prun, cires), decolorarea bruna a tesuturilor plantei in lemn
(prun)(Hoy si Mircetich, 1984), decolorarea si deformarea frunzelor tinere (Fig. 28)
care apar din mugurii infectati (piersic, migdal) (Gonsalves, 1995). Simptomele apar mai
intai local si apoi se extind.

yromatoliingspot virus|(TIORSV0) - https //gd.eppolint

Figura 28. Simptome de mozaicare si deformare ale frunzelor infectate cu ToRSV
(Sursa: Marc Fuchs, Cornell University; https://gd.eppo.int/taxon/TORSV0/photos)

Detectie

Detectia se realizeaza prin combinarea indexarii biologice pe plante indicator cu
metode serologice si moleculare, completate de monitorizarea atenta a simptomelor in
teren (Martelli si Uyemoto, 2011).

Transmitere

Transmiterea are loc ocazional prin seminte (Murant, 1983) si prin altoire sau
inoculare mecanica, insa principalul mod de raspandire In camp este prin nematozi
vectori, In special Xiphinema americanum sensu lato, care se hranesc cu radacinile
plantelor (Brown si colab., 1994). Acestia pot persista indelung in sol si pot transmite
virusul chiar si la temperaturi scazute (Bitterlin si Gonsalves, 1986).

Masuri de control

Controlul infectiilor este dificil, ceea ce face ca masurile profilactice sa fie esentiale.
Acestea includ utilizarea de material saditor sanatos si, unde este posibil, a soiurilor sau
portaltoilor toleranti la nematozi (Pop, 2009). Sunt importante mentinerea igienei
fitosanitare, evitarea transferului de sol contaminat si prevenirea scurgerii apei din zone
infectate catre plantatiile sanatoase. Combaterea buruienilor din livezi, vii si plantatii de
arbusti contribuie suplimentar la reducerea riscului de infectie.
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5.2. Fitoplasme

Genul ‘Candidatus Phytoplasma’ a fost creat pentru a incadra bacterii lipsite de
perete celular, localizate in floemul plantelor si in tesuturile insectelor vectori. Aceasta
clasificare are relevanta in studiile epidemiologice si ecologice, contribuind la
intelegerea si limitarea bolilor fitoplasmatice cu impact major la nivel global.

Grupul 16SrX, asociat proliferarii marului, cuprinde fitoplasme cu importanta
economica ridicata In pomicultura: Candidatus Phytoplasma mali, agentul proliferarii
marului (Apple proliferation, AP), Candidatus Phytoplasma pyri, agentul declinului
parului (Pear decline, PD) si Candidatus Phytoplasma prunorum, agentul Ingalbenirii
europene a samburoaselor (European Stone Fruit Yellows, ESFY) (Seemiiller si
Schneider, 2004; Cieslinska, 2011; EPPO, 2020a - PM 7/62 (3)).

5.2.1. Candidatus Phytoplasma prunorum

Candidatus Phytoplasma prunorum (PHYPPR) este unul dintre cei mai importanti
agenti patogeni ai speciilor din genul Prunus din Europa si regiunea mediteraneana
(Seemiiller si Schneider, 2004; Steffek si colab., 2012). In afara Europei, fitoplasma a fost
identificata in Egipt si Iran (EPPO, 2026b).

In Romania boala a fost raportati doar la cais si piersic (Trandafirescu si colab.,
2011). Speciile cele mai sensibile includ caisul, piersicul si prunul japonez, In timp ce
alte gazde, precum porumbarul, corcodusul si migdalul, pot functiona ca rezervoare
naturale. Visinul si prunul european sunt, in general, mai putin afectate sau pot
manifesta simptome discrete (Marcone si colab., 2011).

Impact economic

Boala ESFY reprezinta un factor limitativ major pentru productia de fructe in
numeroase regiuni pomicole europene, unde determina pierderi economice
considerabile prin uscarea prematura a pomilor, in special la cais (Gazel si colab., 2009),
piersic si prun japonez (Marcone si colab., 2011).

Pomii infectati prezinta reducerea productiei si a vigorii (Necas si colab., 2018), iar
genotipurile sensibile pot deveni neproductive la 8-10 ani de la plantare (Marcone si
colab., 2011). Mai mult, aceste infectii afecteaza procesele reproductive, prin reducerea
legarii fructelor si a germinarii polenului la cais (Necas si colab., 2018).

Simptomatologie

Simptomele induse de Ca. P. prunorum variaza in functie de specie, conditiile
climatice, tulpina fitoplasmei, varsta pomului si dinamica vectorilor (Seemiiller si
Foster, 1995; Thébaud si colab.,, 2006). Manifestarile frecvente includ rasucirea
frunzelor, ingalbenirea sau inrosirea acestora in timpul vegetatiei, pornirea prematura
in vegetatie si inflorirea anticipatd, urmate de brunificarea si necrozarea floemului,
declin progresiv (Fig. 29) si reducerea productiei (Lavifia si colab., 2004; EPPO, 2020a).
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Figura 29. Simptome tipice ale infectiei cu fitoplasma Ca. P. prunorum la cais.

a. Aparitia precoce a frunzelor primavara; b. Brunificarea si necrozarea stratului median al scoartei,
respectiv a floemului, dupa o iarna severa; c. Simptome caracteristice de rasucire a frunzelor

(Foto: G. Morvan, INRA, Montfavet (FR); https://gd.eppo.int/taxon/PHYPPR /photos)

La nivel fiziologic, infectia este asociata cu alterari ale metabolismului plantei,
inclusiv degradarea clorofilei, modificari ale continutului mineral si ale compusilor
fenolici si flavonoidici, precum si dereglari ale sintezei proteinelor. Pot aparea
proliferari de tip ,maturi de vrajitoare” si cresteri vegetative anormale (Marcone si
colab., 2011; TrempeticC si colab., 2025).

In cazul piersicului, au fost descrise simptome de tip ,ingilbenire” asociate cu
declin sever (Poggi Pollini si colab., 2001).

Ciresul si visinul nu prezintd, de regula, simptome vizibile, fiind considerate gazde
tolerante sau rezistente, cu multiplicare limitata a fitoplasmei (Dosba si colab., 1990;
Jarausch si colab., 1999). In schimb, caisul, piersicul si prunul japonez sunt speciile cele
mai afectate.

Mod de transmitere

Transmiterea naturala are loc prin psilidul Cacopsylla pruni (Scopoli, 1763), vector
principal in Europa (Carraro si colab., 2004; Marcone si colab., 2010). Insecta este
oligofaga, asociata in principal cu specii din genul Prunus, unde realizeaza hranirea si
reproducerea. C. pruni transmite fitoplasma In maniera persistentd, perioada minima
de achizitie fiind de 2-4 zile, urmata de o perioada latenta de aproximativ 2-3 saptamani
in organismul insectei. Transmiterea catre o planta sandtoasa necesitd o perioada
minima de inoculare de 1-2 zile (Carraro si colab., 2001).

Hranirea psilidului poate induce simptome directe, precum deformari foliare,
cloroze si reducerea vigorii lastarilor, dar rolul epidemiologic major este legat de
transmiterea fitoplasmei. In urma infectirii, pomii pot manifesta declin progresiv, iar in
absenta masurilor de control pot aparea pierderi economice semnificative, Intrucat nu
exista tratament curativ (Bodnar si colab., 2018).
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C. pruni este o specie univoltina, cu o singura generatie pe an. Adultii ierneaza pe
conifere, iar la sfarsitul iernii sau Inceputul primaverii migreaza catre plantele-gazda
din genul Prunus, unde are loc imperecherea si depunerea oualor pe frunze si petioli.
Adultii noii generatii apar la sfarsitul primaverii sau inceputul verii, dupa care parasesc
plantele de Prunus si migreaza catre conifere, unde petrec perioada de vara si ierneaza
pana la migratia din primavara urmatoare (Thébaud et al., 2008).

Gazdele salbatice, precum porumbarul si corcodusul, contribuie semnificativ la
mentinerea rezerve de inocul fitoplasmatic (Carraro si colab., 2004; Yvon si colab.,
2004).

Psilidul transmite fitoplasma, care invadeaza tesuturile floematice ale speciilor din
genul Prunus (Carraro si colab., 1998; Marcone si colab., 2010), ceea ce 1i confera speciei
un rol epidemiologic major in livezile de siamburoase (Labonne si Lichou, 2003; Bodnar
si colab., 2018).

Primele simptome ale infectiei apar dupa o perioada latenta de aproximativ opt
luni de la migrarea psilidului, In primavara (Thébaud si colab., 2008). Transmiterea prin
seminte nu a fost demonstratd, insa materialul saditor infectat reprezinta o cale
esentiala de diseminare in pepiniere si livezi (Marcone si colab., 2011).

Detectie

Detectia se bazeaza pe confirmarea prin tehnici de laborator, dupa evaluarea
simptomelor vizuale. Cele mai utilizate metode includ nested-PCR urmat de RFLP
(Jarausch si colab., 2000) si real-time PCR (Torres si colab., 2005). Se recomanda
prelevarea de nervuri foliare si tesut floematic din ramuri de 2-3 ani, perioada optima
de testare fiind sfarsitul verii - inceputul toamnei, cand concentratia fitoplasmei este
maxima.

Masuri de control

Nu exista tratamente curative pentru boala ESFY. Strategiile de control se bazeaza
pe preventie si gestionarea vectorului. Monitorizarea populatiilor de C. pruni cu ajutorul
capcanelor lipicioase permite stabilirea momentului optim de interventie (Paleski¢ si
colab., 2017; Bodnar si colab., 2022).

Capcanele albe sunt utile pentru detectarea timpurie a adultilor in perioada de
migratie. Aplicarea tratamentelor cu insecticide trebuie corelata cu dinamica populatiei
vectorului (Carraro si colab., 2001).

In controlul chimic al vectorilor sunt utilizate substante active precum
acetamiprid, spirotetramat, deltametrin, lambda-cyhalothrin sau pirimicarb (Paleski¢ si
colab., 2017), aplicate conform recomandarilor fitosanitare in vigoare.

Un management eficient al livezilor include si inlaturarea drajonilor, care fiind
suculeti sunt preferati de psilide (Labonne si Lichou, 2003).

Spre deosebire de mar si par, pentru care au fost obtinute genotipuri rezistente la
fitoplasmele specifice, Ca. P. pyri si Ca. P. mali (Seemiiller si colab., 2009; Jarausch si
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colab., 2011), la speciile de Prunus nu au fost identificate pana in prezent genotipuri
rezistente la aceasta fitoplasma. Totusi, intre speciile acestui gen s-a observat o
variabilitate ridicatd a manifestdrii simptomelor. In general, toleranti ridicatd se
intalneste la genotipurile de prun european si corcodus, toleranta moderata la Prunus
insititia, iar susceptibilitate ridicata la piersic si cais (Dosba si colab., 1990; Kison si
Seemiiller, 2001; Martini si colab., 2011).

In absenta posibilititii de eradicare, ESFY este considerati o boald greu de incadrat
in regim strict de carantind, iar controlul sau se bazeaza in principal pe utilizarea
materialului saditor sanatos si pe masuri preventive integrate (Steffek si colab., 2012;
EPPO, 2019).

5.3. Bacterii

Bacteriile fitopatogene reprezinta un factor limitativimportant in cultura prunului
avand capacitatea de a produce infectii sistemice sau localizate care afecteaza cresterea,
productivitatea si longevitatea plantatiilor. Spre deosebire de unele boli criptogamice,
infectiile bacteriene sunt adesea dificil de controlat dupa instalare, iar masurile curative
sunt limitate. Din acest motiv, monitorizarea atenta a livezilor, utilizarea materialului
saditor Certificat si aplicarea masurilor de igiena fitosanitara reprezinta componente
esentiale ale managementului integrat.

Importanta supravegherii bacteriozelor la prun deriva din capacitatea acestora de
a se raspandi prin material infectat, ploi, vant, unelte sau prin leziuni produse de factori
biotici si abiotici. Detectarea timpurie a simptomelor, precum cancere, exsudate
bacteriene, pete necrotice pe frunze sau uscari de ramuri, permite limitarea focarelor si
reducerea pierderilor economice.

Dintre bacteriile semnalate la prun, cu importanta deosebita si mentionate in
legislatia necesara certificarii materialului de inmultire cu status indemn la specia prun,
sunt: Xanthomonas arboricola pv. pruni, responsabild de patarea bacteriana a frunzelor
si fructelor samburoaselor, Agrobacterium tumefaciens, agentul etiologic al tumorilor
radiculare, precum si Pseudomonas syringae pv. morsprunorum, implicata in aparitia
cancerului bacterian la samburoase.

Prezenta acestor patogeni in plantatiile de prun poate conduce la deprecierea
calitatii fructelor, reducerea productiei si chiar compromiterea partiala sau totala a
livezilor, in conditii favorabile infectiei.

5.3.1. Xanthomonas arboricola pv. pruni

Xanthomonas arboricola pv. pruni este o bacterie fitopatogena gram-negativa din
familia Xanthomonadaceae, genul Xanthomonas. Bacteria este cunoscuta pentru
transmiterea prin material saditor infectat, precipitatii, vant, insecte sau prin ranile
produse in urma lucrarilor agrotehnice, fiind favorizata de conditii de umiditate ridicata
si temperaturi moderate. Infectiile pot determina pierderi importante de productie si
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reducerea longevitatii plantatiilor pomicole. Boala a fost semnalata inca din anul 1902
la prunul japonez, in SUA. In Romania a fost identificatd in anul 1956 (Minoiu si Lefter,
1987; Agrios, 2005).

Simptomatologie

Atacul provocat de bacteria Xanthomonas arboricola pv. pruni se manifesta pe toate
organele aeriene ale pomilor (frunze, fructe, lastari, ramuri, tulpind). Pe frunze,
simptomele se manifesta sub forma unor pete verzi-galbui la Inceput, apoi acestea devin
brun-roscat, rotunde, de aproximativ 2 mm diametru, inconjurate de o aureola ingusta
acoperita de un exsudat abundent, galbui.

Tesuturile din partea centrald a zonei infectate se necrozeaza in timp si cad, dand
aspect de ciuruire a frunzelor (Fig. 30). Atacul bolii localizat in zona petiolului produce
fenomenul de cadere prematurd a frunzelor (Minoiu si Lefter, 1987; Lamichhane, 2014).
Fructele atacate prezinta pete mici de 1,5 mm diametru, de culoare brun-roscat,
circulare, adancite in pulpa fructelor adeseori inconjurate de un inel verde inchis. In
conditii de atac sever, numarul petelor poate fi foarte mare.

Figura 30. Simptome ale infectiei cu Xanthomonas arboricola pv. pruni
(sursa: https://gd.eppo.int/taxon/XANTPR/photos)

Lastarii afectati de boald prezinti leziuni alungite, insotite de scurgeri cleioase. In
conditii de mediu favorabile, acestea se pot extinde si inelar, intrerupand circulatia sevei
si provocand indoirea si uscarea varfului lastarului. Ramurile si tulpina atacate prezinta
ulceratii deschise lungi de 5-25 cm, 1-5 cm latime si 0,5 cm adancime insotite de scurgeri
de gome. La soiurile sensibile ulceratiile se pot extinde la ramuri de schelet si chiar
tulpina, provocand uscarea treptata a pomului. Soiurile care manifesta o sensibilitate
crescuta la infectiile provocate de Xanthomonas arboricola pv. pruni sunt: Anna Spath,
Vinat de Italia, Blue Free, Tuleu gras, Gras romanesc, Tuleu dulce etc (Minoiu si Lefter,
1987; Severin si Iliescu, 2006).

Impact economic
Infectiile produse de Xanthomonas arboricola pv. pruni determina pierderi

economice semnificative in culturile de samburoase, prin reducerea productiei si
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deprecierea calitatii fructelor. Atacul asupra frunzelor, lastarilor si fructelor conduce la
defoliere prematurd, slabirea vigorii pomilor si diminuarea cantitatii si valorii
comerciale a recoltei.

In pepiniere, infectiile pot compromite materialul siditor, limitind producerea de
plante din categoria Certificat, generand pierderi economice pentru pepinieristi
(Babovi¢ si colab., 2000; Garita-Cambronero si colab., 2018).

Mod de raspandire

Infectia se produce in special prin stomate la nivelul frunzelor, prin lenticele la
nivelul ramurilor si lastarilor sau prin rani mecanice provocate de factori climatici,
insecte ori lucrari de intretinere. Atacul cel mai intens la speciile simburoase este
inregistrat in lunile mai-iunie, cand sunt intrunite conditiile optime de temperatura si
umiditate (70-90%). Precipitatiile, roua si umiditatea atmosferica favorizeaza si
stimuleazi raspandirea patogenului. In conditii nefavorabile, bacteria poate persista in
stare latenta in tesuturile infectate, reluandu-si activitatea in sezonul urmator, atunci
cand conditiile de mediu devin favorabile. Agentul patogen ierneaza, in principal, in
ulceratiile formate pe lastari si ramuri (Minoiu si Lefter, 1987; Lamichhane, 2014).

Morfologia speciei

X. arboricola pv. pruni este o bacterie fitopatogena gram-negativa, aeroba, in forma
de bastonase (bacili), de dimensiuni reduse, caracteristice genului Xanthomonas.
Celulele bacteriene sunt mobile datorita prezentei unui flagel polar, care faciliteaza
deplasarea in mediul umed de la suprafata tesuturilor vegetale. Bacteria are forma
bacilara, celulele avand aspect de bastonase, cu dimensiuni de 0,3-0,7 x 0,8-1,7 pm. Pe
medii nutritive artificiale la temperaturi de 26°C, bacteriile formeaza in 1-2 zile colonii
circulare, netede, usor convexe, de culoare galbend, datoritd producerii pigmentului
xantomonadina, specific acestui gen bacterian. Peretele celular prezinta structura tipica
bacteriilor gram-negative, cu membrana externa bogata in lipopolizaharide, care
contribuie la rezistenta fata de conditiile de mediu si la interactiunea cu planta gazda
(Minoiu si Lefter, 1987; Severin si Iliescu, 2006).

Biologia si ecologia speciei

Patogenul este o bacterie fitopatogena care se dezvolta in conditii de umiditate
ridicata si temperaturi moderate, factori care favorizeaza multiplicarea si raspandirea
agentului patogen. Pragul biologic de dezvoltare al bacteriei este cuprins intre 7°C si
38°C, optimul situandu-se in jurul valorii de 25-28°C. Bacteria supravietuieste de la un
sezon la altul in leziunile existente pe ramuri, muguri, scoarta sau in resturile vegetale
infectate, acestea reprezentand principalele surse de inocul. In timpul perioadelor
ploioase, celulele bacteriene sunt dispersate prin picaturile de apa, vant, insecte sau prin
lucrarile agrotehnice, ajungdnd pe organele sensibile ale plantelor gazda (Minoiu si
Lefter, 1987).
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Din punct de vedere ecologic, patogenul este strans dependent de factorii climatici
si de prezenta materialului saditor infectat, care contribuie semnificativ la mentinerea
si extinderea infectiilor In livezi si pepiniere (Minoiu si Lefter, 1987; Lamichhane, 2014).

Masuri de preventie si control

Se recomanda aplicarea de masuri de igiena fitosanitara, utilizarea de soiuri
rezistente, acolo unde existd, formarea de coroane rarefiate care permit patrunderea
aerului si zvantarea mai rapida a frunzelor dupa ploaie sau roua (Minoiu si Lefter, 1987).
Pentru a reduce incidenta bolii se recomanda aplicarea de produse cuprice care
stopeaza infectiile produse de patogen (Olson si Jones, 1983; Husseini si Akkopri,
2020). In plus, se impune monitorizarea periodicd a livezilor pentru identificarea
timpurie a frunzelor, lastarilor si fructelor afectate, precum si aplicarea tratamentelor
in momentele critice de dezvoltare a patogenului, combinand astfel masurile preventive
culturale cu interventiile chimice pentru o eficienta sporita in controlul bolii. De
asemenea, eliminarea si distrugerea ramurilor si fructelor infectate contribuie la
reducerea sursei de inocul, limitand raspandirea bacteriei in Intreaga livada.

5.3.2. Agrobacterium tumefaciens

Agrobacterium tumefaciens este o bacterie fitopatogena prezenta In sol, capabila sa
infecteze plantele dicotiledonate prin intermediul ranilor si sa induca formarea galelor,
fiind considerata unul dintre cei mai importanti agenti patogeni ai plantelor. Aceasta
cauzeaza boala denumita cancer bacterian care se manifesta prin formarea de tumori la
nivelul radacinilor sau al coletului plantelor (Minoiu si Lefter, 1987).

Un aspect remarcabil al acestei bacterii este capacitatea sa de a transfera o
secventa specifica de ADN, denumita T-DNA, din plasmidul sau Ti (tumor-inducing
plasmid) in genomul gazdei vegetale. Aceasta caracteristicd nu numai ca explica
mecanismul patogen al bacteriei, dar a devenit si un instrument esential in
biotehnologia vegetala, fiind utilizata pe scara larga pentru crearea de plante
transgenice.

Studiile asupra A. tumefaciens au contribuit semnificativ la Intelegerea
interactiunilor bacterie-plantda si a mecanismelor de transfer genetic intre regnuri
diferite (Gustavo si colab., 1998; Azizi-Dargahlou si Pouresmaeil, 2024).

Simptomatologie

Infectarea plantelor cu A. tumefaciens se manifesta prin aparitia caracteristica a
tumorilor sau galelor la nivelul radacinilor, coletului sau tulpinilor (Fig. 31). Initial
tumorile au un aspect moale si suculent, dar pe masura ce se dezvolta devin fibroase,
variind ca dimensiune de la cativa milimetri la cativa centimetri, acestea formand
metastaze (tumori secundare) de regula deasupra tumorii principale. Forma acestor
tumori este neregulata si poate afecta cresterea normala a plantei.
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La specia prun tumorile de pe radacina sunt netede, In timp ce la speciile
semintoase prezinta asperitati (Minoiu si Lefter, 1987; Nester si colab., 2005; Butac si
colab., 2021). Cancerul bacterian poate sa provoace, de asemenea, si epinastia frunzelor,
inhibarea mugurilor laterali, radacinilor adventive, in anumite conditii poate sa
genereze teratoame (formatiuni asemanatoare frunzelor, mugurilor, lastarilor etc.)
(Minoiu si Lefter, 1987). Simptomele pot varia in functie de specia gazda, varsta plantei
si conditiile de mediu, cum ar fi umiditatea solului si temperatura, care influenteaza
dezvoltarea tumorilor (Stanton, 2018).

e T A\ ¥ .
Figura 31. Tumori dezvoltate la nivelul coletului si al radacinilor ca urmare a infectiei
cu Agrobacterium tumefaciens

(Surse: https://www.ndsu.edu/agriculture/extension/extension-topics/gardening-and-
horticulture/trees-and-shrubs/apple-trees/diagnosing-
3;https://pnwhandbooks.org/sites/pnwhandbooks/files/plant/images/cherry-prunus-spp-crown-
gall/cherry-crowngallajuly1992.jpg)
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Impact economic

A. tumefaciens are un impact economic semnificativ asupra agriculturii si
horticulturii, avand atat efecte negative, cat si pozitive. Tumorile care se formeaza la
nivelul radacinilor, coletului sau tulpinilor Impiedica absorbtia apei si a nutrientilor,
ducand la crestere stanjenita, sciderea productiei si deprecierea calititii recoltelor. In
cazuri severe, tumorile pot bloca vasele conducatoare, iar plantele afectate sufera un
declin accentuat si, in final, pierderea viabilitatii, ceea ce genereaza pierderi directe
pentru agricultori si costuri suplimentare legate de Inlocuirea plantelor infectate
(Stanton, 2018).

In horticultura si floriculturd, prezenta tumorilor afecteazi aspectul comercial,
determinand refuzul vanzarii si pierderi economice suplimentare (Minoiu si Lefter,
1987; Nester si colab., 2005). Pe de alta parte, A. tumefaciens reprezinta un instrument
valoros In biotehnologia vegetald. Capacitatea sa unica de a transfera ADN in plante a
revolutionat genetica vegetala, fiind folosita pentru crearea de plante transgenice
rezistente la daunatori, boli sau conditii de stres abiotic. Astfel, bacteria contribuie la
cresterea productivitatii agricole si la dezvoltarea de culturi cu valoare comerciala
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ridicata, generand beneficii economice importante pe termen lung (Stanton, 2018;
Azizi-Dargahlou si Pouresmaeil, 2024).

Mod de raspandire

Boala se raspandeste prin solul contaminat, rani mecanice sau material saditor
infectat, iar tumorile nu contin spori, ci celulele infectate de bacterie. Observarea atenta
a acestor simptome este esentiala pentru identificarea timpurie a infectiei si luarea
masurilor de control adecvate (Minoiu si Lefter, 1987; Butac si colab., 2021).

Morfologia speciei

A. tumefaciens este o bacterie gram-negativa, mobila, de forma bacilara (bastonas),
avand dimensiuni de aproximativ 0,4-0,8 um latime si 1-3 pum lungime. Celulele
bacteriene prezinta un flagel polar, care le permite deplasarea activa in sol, mai ales
catre zonele ranite ale plantei gazda. Bacteria este gram negativa, non-acidorezistenta,
asporogena si aeroba. Se dezvolta bine pe medii nutritive cu pH iIntre 4 si 6,5 si creste
bine pe medii de cultura la 8-30 C°. Pe langa caracteristicile morfologice de baza, bacteria
prezinta si trasaturi functionale corelate cu structura sa. Flagelul polar nu doar permite
deplasarea bacteriei in sol, ci faciliteaza orientarea activa catre exsudatele radiculare ale
plantelor ranite, esentiale pentru initierea infectiei (Minoiu si Lefter, 1987).

Biologia si ecologia speciei

Din punct de vedere biologic, bacteria este un patogen facultativ, capabila sa
supravietuiasca ca bacterie libera in sol sau colonizand rizosfera (zona de sol din
proximitatea radacinilor), fara a necesita prezenta imediata a unei plante gazda. Totusi,
proliferarea intensa si infectia efectiva au loc doar in prezenta unei plante ranite, care
secreta exudate radiculare bogate in zaharuri si compusi fenolici, esentiale pentru
activarea genelor de virulenta (Vir) ale bacteriei (Lucas si colab., 1992; Gustavo si colab.,
1998; Stanton, 2018).

Masuri de preventie si control

Prevenirea infectiei cu A. tumefaciens este esentiala pentru obtinerea unui material
saditor sanadtos si conform din punct de vedere fitosanitar, deoarece bacteria se
transmite prin sol contaminat, material de plantare infectat si resturi vegetale, avand
capacitatea de a persista pe termen lung in sol si in mediul de cultura (Butac si colab.,
2021).

Aplicarea unor masuri preventive riguroase este fundamentala pentru limitarea
raspandirii patogenului. Utilizarea exclusiva a materialului saditor Certificat, cu status
indemn, reprezinta primul pas pentru a reduce riscul de infectie. Alegerea terenului
este, de asemenea, foarte importanta; daca istoricul acestuia indica prezenta bacteriei
in trecut, se recomanda interventia pentru dezinfectarea solului (Minoiu si Lefter,
1987). In astfel de cazuri, se pot utiliza fumigante chimice pe bazi de metam sodiu,
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metam potasiu sau dezomet (Gerik si Wang, 2008; Chen si colab., 2022; Liu si colab.,
2024), in masura in care legislatia permite acest lucru. De asemenea, este esentiala
sterilizarea uneltelor si a echipamentelor agricole pentru a preveni transferul accidental
al bacteriei intre plante (Butac si colab., 2021).

Controlul regulat al plantelor privind starea fitosanitara are un rol important in
reducerea infectiilor, iar exemplarele cu simptome trebuie indepartate si distruse
inainte ca tumora sa se dezvolte complet, prevenind astfel contaminarea solului si a
materialului siditor. In cazul plantelor care prezintd rini deschise, este recomandat s
se intervina pentru acoperirea leziunilor, limitand accesul bacteriei In tesuturile
vegetale (Burr si Otten, 1999; Butac si colab., 2021).

5.3.3. Pseudomonas syringae pv. morsprunorum

Genul Pseudomonas, cuprinde bacterii larg raspandite in natura, dintre care unele
specii sunt patogene pentru plante, animale sau om. Dintre speciile genului prezinta
interes pentru pomicultura din Romania urmatoarele specii: P. syringae, P. cerasi, P.
amygdali, P. cichorii, P. flavescens. De departe cele mai pagubitoare sunt patovarurile
speciei P. syringae: pv. syringae, pv. morsprunorum, pv. mori, pv. papulans.

Pseudomonas syringae pv. morsprunorum (Wormald, 1931) este agentul etiologic
al ulcerdrii si ciuruirii bacteriene la speciile simburoase. In literatura de specialitate din
Romania, acest patovar este mentionat ca fiind mai frecvent intalnit la cires si prun si
mai rar (accidental) la visin si mirobolan (Severin si Iliescu, 2006).

In Romania, boala a fost semnalati pentru prima datd th anul 1964, desi era deja
cunoscuta si descrisa In Anglia inca din 1931 (Minoiu si Lefter, 1987).

Simptomatologie

Bacteria ataca ramurile, tulpina, frunzele si fructele. Pe ramuri si tulpina apar
ulceratii deschise, profunde, Insotite de scurgeri gomoase, care prezinta tendinta de
extindere circulara, determinand necrozarea completa a portiunilor afectate. Ramurile
puternic infestate se ofilesc, iar frunzele se usuca. In plantatiile tinere si in pepiniere,
infectiile pot provoca uscarea completa a plantelor (Minoiu si Lefter, 1987; Butac si
colab., 2021).

Simptomele generale ale bolii constau In Ingdlbenirea frunzelor, acesta fiind
adesea primul semn al infectiei. Ulterior, boala determina piticirea ramurilor infectate
si uscarea acestora impreuna cu frunzele, fenomen vizibil mai ales in perioada verii.

Frunzele tinere infectate prezinta initial puncte mici, galbui, care evolueaza in pete
necrotice rotunde, cu diametrul de aproximativ 2-3 mm, Inconjurate de o aureola
galben-verzuie si uneori acoperite de un exsudat fin. In timp, tesuturile afectate se
desprind, conferind frunzelor un aspect de ciuruire.

La prun, atacul manifestat in timpul verii este cel mai frecvent intalnit (Fig. 32).
Fructele sunt afectate mai rar, simptomele constand in aparitia unor pete mici, circulare,
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cu suprafata rugoasa. Mugurii infectati primavara timpuriu se umfla si se ofilesc, iar cei
care reusesc sa infrunzeasca formeaza frunze mici, clorotice, cu tendinta de rasucire si
ofilire (Butac si colab., 2021). Un soi de prun sensibil la infectiile produse de aceasta
bacterie este ‘Victoria’, In timp ce ‘President’ prezinta un grad ridicat de rezistenta
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Figura 32. Simptomele provocate de infectiile cu P. syriﬁgae pv. morsprunorum

(surse: https://www.gardeningknowhow.com/edible/fruits /plum /plum-bacterial-canker.htm;

discolorations-due-to-P fig2 317011756)

Impact economic

P. syringae pv. morsprunorum este considerat unul dintre cei mai importanti agenti
patogeni ai livezilor de samburoase la nivel mondial. Boala poate determina pierderi
semnificative de productie prin reducerea vigorii pomilor, provocand uscarea ramurilor
sau a Intregii plante, cu efect negativ asupra cantitatii de fructe recoltate.

In pepiniere si in plantatiile tinere, infectiile cu P. syringae au fost asociate cu o
mortalitate ridicata si necesitatea Inlocuirii unui procent mare de pomi, ceea ce
determina cresteri ale costurilor de productie si implicit reducerea profitabilitatii pe
termen mediu si lung (Marroni si colab., 2024; Bgrve si colab., 2025).

Mod de raspandire

Bacteria se raspandeste prin sol, apa, rani mecanice si material saditor infectat.
Zoosporii si bacteriile aderente patrund in plante prin taieturi, rani de insecte sau daune
mecanice, iar infectia se poate extinde local prin vasele conducatoare ale pomilor. P.
syringae are numeroase plante gazda, cu importanta fiind migdalul (P. amygdalus),
caisul (P. armeniaca), piersicul (P. persica) si alte specii din genul Prunus (Wenneker si
colab., 2012; Marroni si colab., 2024).

Morfologia speciei

Bacteriile P. syringae pv. morsprunorum (Psm) sunt de tip bastonas de 0,8-2,5x 0,3-
0,5pum, gram negative, aerobe si prezinta unul pana la trei cili polari. Coloniile bacteriene
pe mediu de agar cu 5% glucoza sunt asemanatoare ca aspect cu cele de P. syringae pv.
syringae (Pss). Capsula contine alginat, compus care este toxic pentru plantele gazda.
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Diferentierea acestui patovar fata de P. syringae pv. syringae se face prin faptul ca atunci
cand sunt cultivate in vitro, P. syringae pv. morsprunorum nu produce toxina
siringomicina. Bacteria nu produce indol si nu coaguleaza laptele (Minoiu si Lefter,
1987; Severin si Iliescu, 2006).

Biologia si ecologia speciei

Boala este produsa de un agent patogen bacterian care afecteaza samburoasele,
provocand ulceratii si ciuruirea frunzelor. Izolatele bacteriene provenite de la prun se
diferentiaza de cele de la cires prin specificitatea fagilor. Astfel, fagii care pot infecta
bacteriile izolate de la cires nu infecteaza, in general, izolatele provenite de la prun, iar
aceasta specificitate este reciproca, sugerand existenta unor diferente intre populatiile
bacteriene asociate celor doua specii pomicole (Mirik si colab., 2015).

Boala prezinta doua evolutii, de iarna caracterizata prin aparitia de ulceratii pe
tulpina si ramuri, si de vara, cand apar simptomele pe frunze prin patarea, respectiv
ciuruirea frunzelor. Bacteria are o rezistenta crescuta in timp prin ulceratiile gomoase
aparute pe tulpind/ramuri si prin mugurii infectati. Infectiile in planta se realizeaza prin
cicatrici sau leziuni deschise si prin stomatele frunzelor in urma precipitatiilor (Minoiu
si Lefter, 1987; Mirik si colab., 2015).

P. syringae pv. morsprunorum prezinta doud rase principale, denumite rasa 1 si
rasa 2, care difera prin virulenta si specificitate fata de gazde. Rasa 1 afecteaza in
principal prunul, provocand ulceratii si necroze pe ramuri si tulpini, in timp ce rasa 2
este mai agresiva si ataca atat prunul, cat si ciresul, fiind responsabild pentru pierderi
mai mari in livezi si pepiniere (Bultreys si Kaluzna, 2010).

Masuri de preventie si control

Controlul cancerului bacterian la pomii fructiferi se bazeaza in principal pe masuri
culturale si igienice, completate de tratamente chimice preventive. Plantarea
materialului saditor sanatos si evitarea introducerii surselor de infectie in pepiniere
(prin portaltoi sau ramuri altoi) sau in livezi (prin pomi infectati) reduc riscul de
raspandire al acestei bacterii. Ramurile si tulpinile grav afectate trebuie indepartate si
distruse, iar uneltele utilizate pentru taieri trebuie dezinfectate pentru a preveni
transmiterea mecanica a bacteriei (Minoiu si Lefter, 1987).

Aplicarea tratamentelor chimice preventive, precum solutiile pe baza de cupru (ex.
hidroxid de cupru), pot limita dezvoltarea infectiilor, mai ales in perioadele de crestere
activa a plantelor si dupa taieri. Alegerea soiurilor rezistente contribuie suplimentar la
reducerea severitatii bolii (Olson si Jones, 1983; Scheck si Pscheid, 1998; Husseini si
Akkopri, 2020).

Combinarea acestor masuri Intr-un sistem integrat de management al bolilor (IPM)
reprezinta cea mai eficienta strategie pentru obtinerea unui material saditor sanatos si
a mentinerii plantatiilor libere de agenti patogeni bacterieni (Agrios, 2005; Butac si
colab., 2021).
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5.4. Ciuperci si oomicete

Asigurarea calitatii biologice si fitosanitare a materialului de inmultire pomicol
presupune o atentie deosebita acordata si bolilor fungice de sol. Patogeni precum
Phytophthora cactorum si Verticillium dahliae pot avea un impact economic devastator,
provocand pagube importante prin afectarea sistemului radicular si a tesuturilor
vasculare, ceea ce conduce la deprecierea calitatii materialului de inmultire si, In
consecintd, al materialului de plantare.

Persistenta acestor agenti patogeni in sol si capacitatea lor ridicata de raspandire
reprezinta factori de risc major in producerea materialului saditor. Controlul si
limitarea raspandirii lor se realizeaza in conformitate cu reglementarile fitosanitare
europene si nationale, prin utilizarea materialului Certificat cu status indemn, aplicarea
masurilor preventive si monitorizarea permanenta a starii fitosanitare a culturilor.

5.4.1. Phytophthora cactorum

Phytophthora cactorum cunoscut ca si putregaiul pielos al fructelor si coletului este
un patogen de sol din genul Phytophthora, clasa Oomicete, organisme asemanatoare cu
cele din regnul Fungi (Panek si colab., 2016; Yang si colab., 2017). Oomicetele sunt
considerate ,fungi falsi” datorita diferentelor anatomice si moleculare, desi unele specii
seamana morfologic cu fungii adevarati. Miceliul oomicetelor este format din hife
unicelulare, multinucleate, cu membrana celulara bazata pe celuloza si nucleele
diploide, In timp ce fungii adevarati au hife pluricelulare, celulele mono sau dinucleate,
nucleul haploid si membrana celulara bazata pe chitina. P. cactorum prezinta cicluri de
viata sexuat si asexuat (Erwin si Ribeiro, 1996).

Simptomatologie

Infectiile cu P. cactorum se manifesta prin necrozarea scoartei din zona coletului si
a radacinilor, ofilirea treptata, clorozarea frunzisului si declinul general al pomului.
Necrozarea zonei coletului (Fig. 33) este adesea insotita de exsudate gomoase, iar
scoarta se desprinde usor, marginile necrozelor fiind brun-roscate (Butac si colab.,
2021). Necrozarea radacinilor reduce masa radiculara si poate duce la uscarea pomilor.
Simptomele apar mai frecvent dupa perioade de exces de umiditate si afecteaza nu doar
prunul, ci si alte samburoase precum caisul, piersicul si ciresul (Slobounikoff si colab.,
2019; Beluzan si colab., 2023).
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Figura 33. Necrozarea scoartei din zona coletului cauzata de boala la pomi
(Sursa: https://treefruit.wsu.edu/crop-protection/disease-management/phytophthora/)

Impact economic

Boala produsa de P. cactorum are o importanta economica majora cu efecte asupra
pomilor (uscarea pomilor, putrezirea coletului), motiv pentru care este importanta
monitorizarea ei In cadrul procesului de producere a materialului de inmultire pomicol.
Pomii sunt mai sensibili in primii ani de viatd, de aceea este de importanta vitala ca
materialul saditor obtinut sa fie indemn de acest patogen.

Mod de raspandire

P. cactorum este un patogen polifag care infecteaza un numar mare de specii de
plante de cultura printre care si speciile apartinand genului Prunus. Studii efectuate in
livezi de prun din zona Europei Centrale au demonstrat patogenitatea P. cactorum
asupra unor portaltoi de prun, cum este St. Julien (Slobounikoff si colab., 2019).

In vederea depistirii infectiilor cu acest patogen se realizeaza inspectarea vizuald
a materialului de Inmultire de mai multe ori pe an, in special dupa perioade ploioase
care ar putea favoriza patogenul. De asemenea, se acorda atentie sporita in spatiile
protejate unde mentinerea umiditatii din substrat este asigurata prin irigare, aceasta
putand fi un factor favorizant. in cazul in care existd simptome care si sugereze o
potentiala infectie, se va efectua diagnoza in laborator care presupune cultivarea si
izolarea pe medii selective si/sau detectia prin metode moleculare (PCR) (Beluzan si
colab., 2023).

Morfologia speciei

P. cactorum este un patogen hemibiotrofic care produce sporangii papilate care
elibereaza zoospori biflagelati in prezenta apei libere din sol. Acest patogen formeaza
atat oospori (structuri sexuate) cat si clamidospori (structuri asexuate), ca forme de
supravietuire In sol si in tesuturi. Infectiile cu acest microorganism sunt favorizate de
solurile reci-umede sau cu drenaj deficitar, zoosporii fiind atrasi prin chemiotropism
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spre radacini (Chen si colab., 2023). Prezenta ranilor pe radacini favorizeaza intrarea
oomicetului Tn planta, dar chiar si In absenta acestora, P. cactorum colonizeaza initial
cortexul iar apoi cambiul de la nivelul coletului sau al radacinilor principale (Panek si
colab., 2016; Yang si colab., 2017; Chen si colab., 2023).

Biologia si ecologia speciei

P. cactorum este un patogen cu cicluri de reproducere sexuale si asexuate. Oosporii
si clamidosporii permit supravietuirea pe termen lung in sol si in tesuturile infectate.
Colonizarea gazdei Incepe in cortex si continua catre cambiul coletului si radacinilor
principale. Relatiile filogenetice si existenta patotipurilor diferite influenteaza gama de
gazde si eficienta infectiilor (Chen si colab., 2023).

Factorii de mediu au un rol important in dezvoltarea patogenului, fiind favorizata
de soluri reci, umede si cu drenaj deficitar, iar umiditatea ridicata in substrat faciliteaza
infectiile. Adaptabilitatea patogenului este evidentiata de polifagia sa si de existenta
unor patotipuri diferite, precum si a speciilor inrudite in cadrul genului Phytophthora,
ceea ce determind gama variata de gazde susceptibile si severitatea infectiilor (Panek si
colab., 2016; Yang si colab., 2017; Chen si colab., 2023).

Ciclul biologic al P. cactorum (Fig. 34) este strans legat de mediul Inconjurator,
formele de supravietuire persistand in sol sau in resturi vegetale pana la aparitia
conditiilor favorabile pentru germinare si activitatea patogenului (Bumbieris si colab.,
1983).

Succesul infectiei depinde de disponibilitatea gazdei, de umiditatea solului si de
temperatura mediului, iar aceasta ecologie explica frecventa infectiilor in pepiniere, in
soluri grele sau slab drenate si dupa perioade ploioase (Bumbieris si colab., 1983).
Capacitatea patogenului de a supravietui in sol si In tesuturi, combinata cu adaptarea la
diferite gazde, il face un agent persistent si dificil de controlat, justificind masurile de
preventie si management integrat.

Masuri de preventie si control

Din cauza dificultatii combaterii bolii se acorda o importanta sporita prevenirii
infectiilor cu P. cactorum in cadrul unui management integrat. Cateva dintre masurile
culturale cu rol de a preveni infectiile provocate de boald, sunt:

e alegereajudicioasa a terenurilor destinate infiintarii cimpurilor pepinierelor:
evitarea microdepresiunilor, plantarea pe rigole/straturi indltate in zonele cu
risc de exces de umiditate, imbunatatirea texturii solului/substratului si
asigurarea drenajului corespunzator in zona coletului (Slobounikoff si colab.,
2019);

e utilizarea de material saditor sanatos si portaltoi toleranti, daca exista;

e managenentul irigarii: evitarea udarilor frecvente si abundente pe soluri
grele, prevenirea stagnarii apei langa trunchi.
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Masurile chimice de control constau in tratamente cu produse pe baza de fosetil de
aluminiu, dar si alti compusi chimici cum ar fi: dimetomorf, fluopicolide sau
propamocarb utilizate alternativ (Ali si colab., 2022). Totusi, literatura de specialitate
semnaleaza aparitia unor cazuri de rezistenta la metalaxyl in populatiile de Phytophtora
cactorum, fenomen asociat utilizarii repetate a aceleiasi substante active si nerespectarii
strategiilor de alternare a fungicidelor cu moduri diferite de actiune (Ali si colab., 2022).

Oomicete

Figura 34. Ciclul biologic al Phytophthora cactorum

Metodele biologice de control constau in aplicarea unor produse bazate pe unii
agenti bacterieni. Spre exemplu, s-au obtinut rezultate promitatoare prin aplicarea
bacteriei Enterobacter aerogenes in anumite conditii, In ceea ce priveste incetinirea
evolutiei bolii produse de P. cactorum (Utkhede si Smith, 1991), dar pentru a putea fi
recomandate In practica, necesitd aprofundarea cercetarilor in cazul prunului si in
conditiile tarii noastre.
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5.4.2. Verticillium dahliae

Verticillium dahliae este o boala vasculara a plantelor care produce ofilirea
acestora, prezenta la numeroase plante de cultura si spontane. Este un patogen de sol,
cu mod de viata hemibiotrof, apartindnd genului Verticillium. Boala este cunoscuta
pentru capacitatea sa de a produce microscleroti melanizati, structuri de rezistenta care
pot supravietui in sol 10-15 ani, chiar si In absenta plantei-gazda. Acestia reprezinta
principala forma de persistenta si multiplicare a patogenului (Wilhelm, 1955; Klimes si

colab., 2015).

Simptomatologie

Primele simptome apar de obicei pe frunzele bazale, care se ofilesc In timpul zilei
si isi pot reveni noaptea, dar pe masura ce boala evolueaza, ofilirea devine permanenta.
Frunzele afectate se ingalbenesc, pot deveni necrozate si uscate si uneori raman atasate
de ramura chiar si dupa ce se usuca complet (EPPO, 2020b) (Fig. 35). Rareori boala
afecteaza doar o parte a plantei, deoarece ciuperca migreaza prin vase spre partile
superioare ale tulpinii sau coroanei (Taylor, 2019).

Figura 35. Simptomele provocate de Verticillium dahliae 1a cires, SCDP Bistrita (2024)

Brunificarea vaselor conducatoare poate fi observata la sectionarea tulpinii sau a
radacinii, indicand traheomicoza produsa de Verticillium (Taylor, 2019), aspect
observat si la SCDP Bistrita in perioada 2024-2025, intr-o plantatie tandra de cires (Fig.
36).
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Impact economic

V. dahliae provoaca pierderi semnificative in culturile afectate, deoarece infectiile
duc la ofilirea completa a plantelor. Odata ce boala ajunge in vasele conducatoare,
uscarea intregii plante este inevitabila. De asemenea, patogenul poate supravietui in sol
timp de mai multi ani, ceea ce face culturile viitoare vulnerabile si amplifica impactul
economic al bolii (Keykhasaber si colab., 2018).
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Figura 36. Brunificarea vaselor conducatoare produsa de Verticillium dahliae la cires,
SCDP Bistrita (2024)

Mod de raspandire

V. dahliae se raspandeste prin mai multe cai, principalele fiind solul, materialul
saditor infectat si resturile vegetale infectate. Ciuperca persista in sol sub forma de
microsclerotii, care pot supravietui ani de zile in absenta gazdei. Infectiile apar atunci
cand microsclerotii intra in contact cu radacinile plantelor, iar agentii patogeni migreaza
prin vasele conducatoare spre tulpina si frunze (Ingrid si Powelson, 2005).

Boala se poate extinde prin activitati agricole, cum ar fi plantarea materialului
saditor infectat, irigarea cu apa contaminata sau prin unelte si echipamente care
transporta sol contaminat (Keykhasaber si colab., 2018). De asemenea, anumite insecte
si nematozi pot contribui la raspandirea locala a patogenului. Factorii de mediu, cum
sunt excesul de umiditate, temperaturile moderate (20-25°C) si solurile grele sau slab
drenate, favorizeaza dezvoltarea si dispersia bolii (Keykhasaber si colab., 2018).

Verticillium dahliae este un fung fitopatogen cu un spectru foarte larg de plante
gazda, fiind capabil sa infecteze peste 300 de specii, inclusiv culturi agricole importante
si plante ornamentale (Bhat si colab., 2003).

Morfologia speciei

Verticillium dahliae este o ciuperca fitopatogena adevarata, cu un ciclu de viata
exclusiv asexuat. Miceliul sau este format din hife septate, hialine si ramificate, care
colonizeazi atat mediile nutritive, cat si tesuturile vasculare ale plantelor gazda. in
cultura, miceliul este initial alb-crem, devenind treptat mai dens si brunificat pe masura
ce se formeaza microsclerotii. Aceste structuri de rezistenta melanizate sunt foarte
persistente si permit ciupercii sa supravietuiasca perioade indelungate in sol
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(Termorshuizen si Walter, 2003). Microsclerotii sunt globulosi sau alungiti, cu
diametrul de aproximativ 25-100 pum si reprezinta forma principala prin care ciuperca
supravietuieste. Spre deosebire de unele specii inrudite, V. dahliae nu produce
clamidospori, iar pigmentarea hifelor este asociatd in mod direct cu maturarea
microsclerotilor (Termorshuizen si Walter, 2003; Ingrid si Powelson, 2005).

Biologia si ecologia speciei

Ecologia acestei specii este strans legata de capacitatea de supravietuire in sol
pentru perioade Indelungate. Germinarea microsclerotilor este stimulata de exsudatele
radiculare ale plantelor susceptibile, dupa care hifele rezultate patrund in radacina si
colonizeaza vasele de xilem (Bhat si colab., 2003).

Procesul patogen implica perturbarea functionarii sistemului vascular al plantei.
Dezvoltarea miceliului in vasele conducatoare determina obturarea partiala a vaselor
de xilem si reducerea circulatiei apei si a nutrientilor. In conditiile in care transpiratia
foliara continuad, aportul de apa nu mai poate compensa pierderile prin partea aeriana,
ceea ce conduce la aparitia stresului hidric si a simptomelor caracteristice, precum
ofilirea, cloroza si declinul progresiv al plantelor afectate (Temple si colab., 1973; Daayf,
2015). In paralel, patogenul produce compusi toxici care afecteazi metabolismul plantei
si procesele fiziologice esentiale, inclusiv fotosinteza, amplificind severitatea
simptomelor de ofilire si cloroza (Klosterman si colab., 2009; Shaban si colab., 2018).
Desi obstructia vaselor de xilem contribuie la instalarea simptomelor, numeroase studii
indica faptul ca toxinele produse de patogen au un rol major in evolutia bolii. Aceste
substante pot induce necroze tisulare si dereglari metabolice severe, conducand in final
la uscarea plantelor infectate (Talboys, 1958; Meyer si colab., 1994; Luo si colab., 2014).

Masuri de preventie si control

In producerea materialului de inmultire la prun, prevenirea infestarii cu V. dahliae
este foarte importanta pentru obtinerea unor plante indemne. Pentru reducerea riscului
de aparitie a bolii, se recomanda utilizarea exclusiva a materialului saditor Certificat,
indemn, provenit din surse autorizate. De asemenea, se impune monitorizarea periodica
a plantelor si interventia de urgenta in caz de suspiciune pentru a preveni raspandirea
patogenului. Mentinerea unui drenaj corespunzator si aplicarea corecta a lucrarilor
agrotehnice contribuie suplimentar la limitarea dezvoltarii bolii. Terenurile destinate
pepinierelor trebuie alese cu atentie, evitandu-se solurile unde au fost cultivate anterior
cu specii sensibile (Kowalska, 2021). Inainte de plantare, in cazul in care exist3 un istoric
al prezentei agentului patogen 1n sol, se pot aplica produse fumigante de sol pe baza de
metam sodiu, dezomet sau metam potasiu (Middleton si Lawrence, 1993; Taylor si
colab., 2005; Pasche si colab., 2014), in conformitate cu reglementarile In vigoare
privind utilizarea acestor produse.
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5.5. Daunatori

Alaturi de agentii patogeni responsabili de boli, ddunatorii reprezinta o categorie
importanta de organisme cu impact asupra sanatatii materialului vegetal, a caror
monitorizare si control sunt esentiale in procesul de producere a materialului de
inmultire cu status indemn si pentru respectarea cerintelor de certificare.

In cazul speciei prun, precum si al celorlalte specii pomicole, infestarile cu
daunatori pot influenta negativ dezvoltarea plantelor, calitatea biologica a materialului
vegetal si conformitatea acestuia cu prevederile legislatiei europene si nationale. Dintre
daunatorii cu importanta deosebita pentru cultura prunului, paduchele testos alb al
piersicului (Pseudaulacaspis pentagona) si paduchele din San José (Quadraspidiotus
perniciosus), sunt supusi monitorizarii si controlului fitosanitar in vederea mentinerii
calitatii materialului de inmultire si a respectarii cerintelor de certificare.

5.5.1. Pseudaulacaspis pentagona

Pseudaulacaspis pentagona, cunoscut popular ca paduchele testos alb al piersicului
este unul dintre cei mai importanti si periculosi daunatori ai speciilor pomicole si
ornamentale. Specia este originara din Asia si a fost descrisa pentru prima data in Italia
de Targioni Tozzetti, In 1886. Ulterior s-a raspandit la nivel mondial, fiind prezenta in
peste 112 tari si afectand peste 221 de genuri de plante (Morales si colab., 2016; Lu si
colab., 2020). In Europa, P. pentagona este consideratd o amenintare major3, in special
in contextul schimbarilor climatice.

Paduchii testosi din familia Diaspididae sunt recunoscuti pentru dificultatea
controlului, iar P. pentagona se numara printre speciile cu cel mai mare spectru de
plante gazda (Malumphy si colab., 2009; Kuzmin si colab., 2020). Hranirea se realizeaza
prin penetrarea tesuturilor vegetale si injectarea de saliva cu activitate enzimatica in
meristem, urmata de absorbtia continutului celular degradat, ceea ce slabeste puternic
plantele, reduce productivitatea si poate provoca uscarea totalda a pomilor (Lu si colab.,
2020).

Specia se caracterizeaza printr-un grad ridicat de polifagie, afectind in mod
deosebit plante din familia Rosaceae, cu o sensibilitate crescuta a speciilor samburoase,
precum piersicul, caisul, ciresul, prunul si migdalul, dar si numeroase alte specii
pomicole si ornamentale (Hank si Denno, 1993; Toorani si colab., 2019).

Simptomatologie

Simptomele atacului (Fig. 37) sunt adesea evidente si includ aparitia unor cruste
dense, albicioase, care acopera scoarta si confera un aspect de ramuri varuite, crestere
slaba, frunze ingalbenite, uscarea treptata a lastarilor si, in cazuri severe, moartea
intregii plante, in special la pomii tineri (Branscome, 1999).
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plantei, evidentiind acumularea de insecte si deteriorarea tesuturilor vegetale
(Sursa: planthealthportal.defra.gov.uk/assets/factsheets/Defra-Factsheet-Pseudaulacaspis-
pentagonaV3.pdf)

Impact economic

Pagubele economice cauzate de P. pentagona sunt considerabile, specia fiind
inclusa printre cele mai periculoase 43 de specii de paduchi testosi (Diaspididae) la nivel
mondial. In livezile comerciale, infestarile pot conduce la reduceri severe ale productiei,
deprecierea calitatii fructelor si, in lipsa unor masuri de combatere eficiente aplicate la
timp, la compromiterea sau pierderea totald a plantatiilor (Liebregts si colab., 1989;
Ulgentiirk si Canakgio “glu, 2004).

Mod de raspandire

Raspandirea interstatald a speciei este favorizata in principal de comertul cu
material saditor, dar si de transportul fructelor care pot purta daunatorul, inclusiv in
conditii de depozitare frigorifica. La nivel local, nimfele pot fi transportate de vant,
pasari sau chiar unelte horticole utilizate la o planta infestata (Stannard, 2019).

Schimbarile climatice indica o posibila extindere a arealului speciei in Europa
Centrala si de Nord, cu un risc maxim estimat pentru perioada 2050-2070, cand unele
regiuni anterior nefavorabile ar putea deveni adecvate dezvoltarii acestui daunator (Lu
si colab., 2020).

Morfologia speciei

Reproducerea speciei este intensa, femelele depunand, in general, cca 100 de oug,
dispuse 1n lanturi caracteristice. Un aspect interesant este ca oudle au culori diferite in
functie de sex: cele destinate sa devina femele sunt galbene sau roz, iar cele masculine
sunt albicioase (Bennett si Brown, 1958; Davidson si Miller, 2005).

Nimfele proaspat eclozate se deplaseaza pe plante in primele ore de viata in
cautarea unui loc potrivit de fixare, motiv pentru care infestdrile se pot extinde rapid
chiar si In cateva zile (Fig. 38a). De asemenea, acestea sunt atrase de lumina, ceea ce
explica de ce infestarile pornesc adesea de la baza tulpinii si urca progresiv spre
ramurile superioare (Bennett si Brown, 1958; Davidson si Miller, 2005).
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Specia se remarca printr-un grad ridicat de adaptabilitate, femelele adulte fiind
fixate permanent pe scoarta sau ramurile plantelor gazda, unde isi formeaza un scut
protector rotunjit, convex, cu diametrul de 2-2,5 mm, alcatuit din exuvii (reminiscente
ale naparlirilor anterioare) si ceara secretatd, avand de obicei o culoare alb-galbuie (Fig.
38b). Sub acest scut, corpul femelei este moale, galben sau rozaliu, culoare care se
intensifica in perioada de depunere a oudlor (Van Duyn si Murphey, 1971; Davidson si
Miller, 2005). Masculii sunt mult mai mici (0,7 mm), prevazuti cu o singura pereche de
aripi si cu un scut delicat, rolul lor fiind exclusiv de reproducere (Fig. 38c). Scutul
masculin este mic, alb-galbui, uneori usor paros si traiesc in medie doar 24 de ore dupa
ultimul stadiu nimfal (Van Duyn si Murphey, 1971; Branscome, 1999).

Figura 38. Stadiile dezvoltarii daunatorului Pseudaulacaspis pentagona:
(a) prima forma a larvelor, (b) femela adulta sclerotizata, (c) masculul adult
(Sursa: planthealthportal.defra.gov.uk/assets/factsheets/Defra-Factsheet-Pseudaulacaspis-
pentagonaV3.pdf)

Biologia si ecologia speciei

Ciclul de viata al speciei este puternic influentat de temperatura, ceea ce explica
atat raspandirea sa accelerata, cit si persistenta in diferite ecosisteme. La temperaturi
ridicate, In jur de 25°C, dezvoltarea completa dureaza putin peste o luna, in timp ce la
temperaturi scazute, in jurul a 13°C, ciclul se poate prelungi pana la aproximativ trei luni
(Davidson si Miller, 2005).

Specia poate produce intre doua si patru generatii anual, iar ultima generatie a
anului intra in diapauza ca femelda adulta cu oua partial dezvoltate, urmand ca
dezvoltarea sa se reia odata cu cresterea temperaturilor primavara (Kozarzevskaja si
Mihajlovic, 1983) .

Ciclul de dezvoltare cuprinde urmatoarele etape: oul, care eclozeaza in 50-80 de
ore; nimfa mobild, care cauta locul optim de fixare timp de 12-48 de ore; prima
ndparlire, cand incepe formarea scutului; a doua naparlire la femele sau trei naparliri la
masculi; apoi stadiul adult, in care femela se fixeaza definitiv, iar masculul zboara pentru
imperechere (Fig. 39). Fecundatia are loc in corpul femelei, care depune ulterior ouadle
in lanturi de cate 7-8 (Bennett si Brown, 1958; Davidson si Miller, 2005).
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Pseudaulacaspis pentagona
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Figura 39. Stadiile de dezvoltare ale daunatorului Pseudaulacaspis pentagona

Masuri de preventie si control

Preventia se bazeaza pe aplicarea riguroasa a masurilor de igiena culturalg,
inclusiv inspectarea atenta a materialului de Inmultire si utilizarea soiurilor mai putin
susceptibile, daca acestea sunt disponibile. Pe tot parcursul procesului de obtinere a
materialului de inmultire fructifer, inspectiile repetate sunt esentiale in mentinerea
unui status fitosanitar liber de P. pentagona.

In plantatii, monitorizarea populatiilor se realizeazd prin capcane lipicioase
galbene si urmarirea varfurilor de eclozare (Kaneko si colab., 2006). Odata ce infestarea
este identificata, masurile de combatere trebuie initiate prompt pentru a limita
raspandirea si pierderile economice. Combaterea mecanica presupune razuirea
scuturilor si taierea ramurilor afectate (Pickart, 2011).

Pentru reducerea atacului provocat de daunator, tratamentele fitosanitare trebuie
adaptate stadiului de dezvoltare al insectei. Aplicarea timpurie, inca de primavara
devreme, inainte ca plantele sa intre in vegetatie, reduce rezerva daunatorului. in
aceasta perioada se recomanda utilizarea uleiurilor horticole pe baza de parafina, care
provoaca sufocarea insectelor. Acest tratament este printre cele mai eficiente, reducand
drastic populatia daunatorului, fiind prietenos cu mediul si acceptat in agricultura
ecologica (Cranshaw si Baxendale, 2005; Nile si colab., 2019).

Combaterea chimica ramane eficienta in principal asupra stadiilor mobile, scutul
adult fiind aproape impenetrabil. De aceea, sincronizarea aplicarii tratamentelor cu
perioada de ecloziune este esentialda pentru eficienta interventiilor. Se recomanda
aplicarea de produse de sinteza chimica pe baza de acetamiprid sau deltametrin (Van
Duyn si Murphey, 1971; Davidson si Miller, 2005).
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5.5.2. Quadraspidiotus perniciosus

Paduchele din San José (Quadraspidiotus perniciosus) este considerat unul dintre
cei mai periculosi daunatori ai speciilor pomicole, remarcandu-se prin plasticitatea
ecologica ridicata si prin pagubele importante pe care le produce in plantatiile de pomi
fructiferi (Butac si colab., 2021).

Raspandire

Specia este originara din China, de unde s-a raspandit la sfarsitul secolului al XIX-
lea In America de Nord, iar ulterior in Europa si Africa (Marlatt, 1902; 1906; 1953;
Minoiu si Lefter, 1987). Din punct de vedere sistematic, apartine familiei Diaspididae,
un grup recunoscut pentru dificultatea combaterii speciilor sale. Quadraspidiotus
perniciosus este un daunator polifag, atacand peste 200 specii de plante, fiind Intalnit
frecvent la numeroase specii semintoase si simburoase precum si la plante forestiere si
ornamentale (Nodirjonovich si colab., 2020).

Simptomatologie

Atacul se concentreaza in special pe organele lemnoase ale pomilor (trunchi,
ramuri de schelet si lastari anuali), unde insectele se fixeaza si 1si introduc rostrul in
tesuturi, extragand seva. Hranirea continua determina perturbarea functiilor fiziologice
si slabirea progresiva a pomilor. Desi poate fi Intalnit si pe frunze si fructe, daunatorul
prefera in mod evident zonele lemnoase, care ofera conditii favorabile dezvoltarii si
multiplicarii populatiilor (Fig. 40).

Pe fructe, coloniile se localizeaza mai ales in regiunile pedunculara si caliciala, iar
in jurul punctelor de intepare apar pete rosiatice circulare, sub forma de aureole
caracteristice (Minoiu si Lefter, 1987; Butac si colab., 2021). Aceste leziuni afecteaza
aspectul comercial, Impiedica dezvoltarea normala a fructelor si conduc la deprecierea
calitativa si cantitativa a productiei.

3 Bg 4 h A «_.”"4’: ,“ %
Figura 40. Infestari provocate de Quadraspidiotus perniciosus pe diferite parti ale
plantei (original)
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Infestarile puternice au efecte severe asupra longevitatii si productivitatii pomilor.
Puietii si pomii tineri pot fi distrusi in decurs de 2-3 ani, iar la exemplarele adulte se
observa o degradare lenta, dar continua a starii fiziologice. Frunzisul devine rar si
clorotic, ramurile se degarnisesc, cresterile vegetative se reduc, iar productia scade
semnificativ. In situatii extreme, procesul de uscare incepe la varful ramurilor si
progreseaza spre baza, putand conduce in final la compromiterea Intregului pom
(Minoiu si Lefter, 1987).

Morfologia speciei

Femela adulta are un scut circular, convex, lipit strans de scoarta pomilor, de
culoare gri-deschis spre gri-inchis sau brun-negru. Centrul scutului prezinta un punct
negru proeminent, corespunzator corpului insectei. Sub scut, corpul femelei este moale
si alb-galbui, de 0,9-0,12 mm x 1 mm, protejat de un strat ceros dur la exterior. Femela
este sedentara si nu se deplaseaza, ramanand fixata pe ramuri sau pe fructe. Aparatul
bucal este dezvoltat si reprezentat printr-un rostru subtire si lung de aproximativ 1,5-
1,8 mm (Minoiu si Lefter, 1987; Alston si colab., 2011). Tegumentul femelei adult este
dur si ceros, oferindu-i protectie impotriva factorilor externi si pesticidelor.

Ciclu de viata este hemimetabol, trecand prin stadiile de ou, larva, nimfa si adult
(Fig. 41). Femela poate trdi mai multi ani pe pom, iar infestarea masiva poate reduce
vigoarea pomilor si chiar provoca moartea acestora. Aspectul caracteristic, cu scutul gri
si punctul negru central, ajuta la identificarea rapida a daunatorului.

Femela depune oua sub scut, iar nimfele tinere, sunt mobile si colonizeaza ramurile
si fructele (Minoiu si Lefter, 1987). Masculul adult este mai mic, masurand aproximativ
0,8-0,9 mm, corp fusiform si prezinta aripi, fiind mobil pentru fecundarea femelelor.
Scutul sau este mic si mai putin vizibil, iar culoarea albicioasa contrasteaza cu femela
mai inchisa. Aparatul bucal este rudimentar sau absent (Minoiu si Lefter, 1987; Alston
si colab., 2011).

(a) nimfe tinere, (b) femela adult, (c) masculul adult
(Sursa: https://ipm.ucanr.edu/PMG/Q/I-HO-QPER-AD.021.html#gsc.tab=0,

http://eagri.org/eagri50/ENT0331 /lecture20/apple 002.html
https://fff hort.purdue.edu/article /san-jose-scale/)
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Biologia si ecologia speciei

Ciclul biologic al paduchelui din San José include, de regula, doua generatii pe an in
zonele temperate si pana la trei In regiunile mai calde. Daunatorul ierneaza ca larva sub
scut pe scoarta trunchiului si a ramurilor. Larvele nou eclozate sunt singurele stadii
mobile si migreaza pentru a coloniza organe noi ale pomului; acestea raman active timp
de 1-2 zile, in functie de conditiile meteorologice (Butac si colab., 2021). Femela poate
depune cateva mii de oua intr-un singur sezon, permitand astfel populatiilor sa atinga
rapid densitati ridicate (Fig. 42).

Larvele hibernante constituie rezerva biologica pentru sezonul urmator si
reprezinta tinta principala a tratamentelor aplicate In perioada de repaus vegetativ.
Zborul masculilor este esalonat pe o perioada de 28-32 de zile, interval in care are loc
imperecherea cu femelele adulte, imobile (Minoiu si Lefter, 1987; Alston si colab., 2011).

Quadraspidiotus perniciosus
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Figura 42. Stadiile de dezvoltare ale daunatorului Quadraspidiotus perniciosus
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Daunatorul prefera partile lemnoase ale pomilor, unde se hraneste cu seva si se
multiplica intens, provocand slabirea treptata a pomilor, degarnisirea ramurilor, frunzis
clorotic si reducerea productiei. Fructele atacate prezinta pete rosii circulare, se
micsoreaza si isi pierd valoarea comerciala. In cazuri severe, infestirile pot conduce la
moartea pomilor tineri in 2-3 ani si la degradarea treptata a pomilor maturi (Minoiu si
Lefter, 1987).
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Masuri de preventie si control

Monitorizarea fitosanitarda a materialului de Inmultire presupune inspectii
periodice siinterventii prompte in caz de infestare. Combaterea paduchelui din San José
se realizeaza printr-o strategie integrata care combina interventii in perioada de repaus
vegetativ cu tratamente aplicate pe parcursul sezonului de vegetatie. La sfarsitul
repausului, se efectueaza tratamente menite sa distruga larvele hibernante si sa reduca
rezervele biologice ale populatiilor, prin aplicarea de tratamente cu uleiuri horticole
parafinice. In timpul vegetatiei, momentul optim de interventie pentru fiecare generatie
il reprezinta debutul migratiei larvelor mobile de sub scutul protector. Se aplica
tratamente pe baza de acetamiprid sau deltametrin.

In zonele temperate, prima generatie (G1) apare in luna iunie, iar cea de-a doua
generatie (G2) in luna august. Pentru a creste eficienta, tratamentul initial se repeta
dupa aproximativ 10 zile, pentru a elimina larvele care eclozeaza esalonat. Aplicarea
consecventa a acestor masuri, combinata cu monitorizarea constanta a populatiilor,
ajuta la mentinerea infestarilor sub pragul economic si la protejarea sanatatii plantelor.
Totusi, Quadraspidiotus perniciosus ramane un daunator agresiv, iar respectarea
riguroasa a momentelor optime de tratament este esentiala pentru controlul eficient
(Butac si colab., 2021).

5.6. Nematozi

Nematozii fitoparaziti sunt larg raspanditi la nivel global si constituie una dintre
principalele cauze ale pierderilor economice in agricultura, afectand majoritatea
culturilor si generand pierderi economice globale semnificative (Khan, 2023). Din punct
de vedere fitosanitar, nematozii fitoparaziti de interes pentru pomicultura pot fi
abordati in doua categorii principale: nematozi care produc daune directe prin
parazitarea sistemului radicular si nematozi vectori, care contribuie la raspandirea unor
virusuri fitopatogene in plantatii.

Certificarea materialului de Inmultire din categoriile biologice superioare, cu
status indemn, la specia prun, presupune inspectia prealabila a cinci specii de nematozi:
Meloidogyne areniana, M. incognita, M. javanica, Pratylenchus penetrans si P. vulnus,
endoparaziti cu impact direct asupra radacinilor plantelor si responsabili de pierderi
semnificative de productivitate la nivel mondial.

Nematozi endoparaziti

Nematozii endoparaziti isi desfasoara ciclul de viata partial sau total in interiorul
tesuturilor radiculare, unde se hranesc cu ajutorul stiletului, perforand celulele si
injectand secretii enzimatice cu rol in modificarea metabolismului si fiziologiei celulelor
gazda (Howland si Quintanilla, 2023). Extractia continutului celular determina
distrugeri tisulare, dereglari ale absorbtiei apei si nutrientilor si slabirea generala a
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plantei, ceea ce conduce la diminuarea rezistentei la iernare la plantele perene si
cresterea susceptibilitatii la infectii secundare.

Nematozii cu nodozitati radiculare (Meloidogyne spp.) colonizeaza radacinile
plantelor si afecteaza functionarea tesuturilor conducatoare, reducand absorbtia apei si
a nutrientilor. Infestarea se manifesta prin formarea de nodozitati si hipertrofii
radiculare, Insotite de cloroza, ofilire si Incetinirea cresterii aparatului vegetativ.

Speciile din genul Meloidogyne ataca un spectru larg de plante, inclusiv pomii
fructiferi, iar controlul lor se bazeaza in principal pe utilizarea nematocidelor chimice
sau a produselor biologice cu spectru larg de actiune (Tapia si colab., 2022). Dintre
nematocidele chimice eficiente se remarca fluopyram, oxamyl, fosthiazate si abamectin,
active atat impotriva Meloidogyne spp., cat si a Pratylenchus spp. Alternativele biologice
includ Bacillus firmus, Purpureocillium lilacinum si extracte din Tagetes erecta, utilizate
in special In agricultura ecologica (Baidoo si colab., 2017; Azlay si colab., 2023; Sharma
si colab., 2025). In pepiniere, tratamentele pot fi aplicate prin fertirigare, primavara,
cand temperaturile solului favorizeaza activitatea nematozilor (Butac si colab., 2021;
Talavera-Rubia si colab., 2022). Wesemael si colab. (2011) indica faptul ca M. incognita,
M. arenaria si M. javanica sunt cele mai raspandite specii de nematozi, in special in sudul
Europei si in sistemele de cultura protejate din regiunile nordice si pot determina
pierderi economice semnificative prin diminuarea productiei si a calitatii produselor
(Kiewnick si colab., 2011).

Speciile de Pratylenchus sunt nematozi endoparaziti migratori cu un potential
impact economic ridicat, avand un spectru larg de plante-gazda si capacitate ridicata de
a provoca leziuni severe ale radacinilor (Mani si colab., 1997), afectand semnificativ
dezvoltarea pomilor dupa plantare (King si colab., 2024). Daunele sunt adesea
subestimate din cauza simptomelor nespecifice si a dimensiunilor reduse ale
nematozilor, insa impactul lor este amplificat prin interactiunea cu alti patogeni de sol
si prin rolul lor de vectori (Khan, 2023).

Nematozii din genurile Meloidogyne si Pratylenchus raman daunatori importanti,
dar nu sunt implicati in transmiterea virusurilor.

Nematozi vectori ai virusurilor

Legislatia actuala privind certificarea materialului de inmultire fructifer nu impune
testarea solului pentru nematozi vectori de virusuri, insa prezenta acestora este
relevanta pentru practica pomicola si pentru sanadtatea viitoarelor plantatii.
Transmiterea virusurilor prin nematozi este specifica altor specii de nematozi, celor din
genurile Xiphinema, Longidorus si Trichodorus, care se hranesc din exteriorul
radacinilor, introducandu-si stiletul in tesuturile radiculare pentru a extrage continutul
celular. Desi nu patrund complet in radacing, produc leziuni importante si au un rol
major ca vectori pentru virusuri vegetale, in special nepovirusuri. Bolile virotice
transmise prin nematozi se caracterizeaza, de reguld, printr-o evolutie lentd, cu
manifestari care apar la intervale mari de timp dupa instalarea infectiei. Aceasta
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evolutie reflecta distributia neuniforma a vectorilor in sol si persistenta acestora de la o
cultura la alta, pe aceeasi suprafata. Din acest motiv, la infiintarea noilor livezi este
esentiald evaluarea istoricului fitosanitar al terenurilor, In special in ceea ce priveste
prezenta nematozilor vectori ai virusurilor fitopatogene.

Epidemiologia virusurilor transmise prin nematozi se bazeaza pe interactiunea a
trei componente esentiale: agentul viral, planta gazda si vectorul. Impactul economic al
bolilor asociate este variabil si depind atat de particularitatile biologice ale virusului, cat
si de sensibilitatea speciei gazda (Martelli si Uymoto, 2011). Mai mult, toate virusurile
transmise de nematozi pot fi, de asemenea, transmise prin polen si seminte, atat la
plantele cultivate, cat si la plantele gazda (Pop, 2009). Un rol epidemiologic semnificativ
il au buruienile, care pot constitui surse de mentinere a populatiilor de nematozi vectori
si pot contribui la conservarea inoculului viral in plantatiile pomicole.

La speciile pomicole samburoase, Xiphinema diversicaudatum este considerata
vector pentru Nepovirus arabis si Stralativirus fragariae iar Xiphinema americanum
pentru Nepovirus lycopersici. Nematozii din genul Longidorus pot transmite Nepovirus
rubi si Nepovirus nigranuli (Pop, 2009; Martelli si Uyemoto, 2011). Exista, de asemenea,
virusuri pentru care vectorii nu sunt inca identificati, cum este cazul Nepovirus
cerasiferae, aspect care complica evaluarea riscului epidemiologic si aplicarea masurilor
de control. Virusurile transmise de nematozi raman frecvent limitate la radacini sau se
deplaseaza lent catre partile aeriene, ceea ce face dificila detectarea lor prin metode de
transmitere mecanica. In aceste situatii, sursa de inocul este reprezentata de tesuturile
radiculare ale plantelor. Metoda este utila atat pentru demonstrarea transmiterii prin
nematozi, cat si pentru identificarea unor virusuri implicate in boli complexe, inclusiv In
cazul unor specii pomicole, cum sunt cele din genul Prunus, unde a fost evidentiat
Nepovirus lycopersici (Nemeth, 1986).

Simptomele bolilor produse de virusurile transmise prin nematozi apar, de obicei,
primavara si sunt, in general, nespecifice. Avand in vedere suprapunerea simptomelor
produse de diferiti agenti virali, stabilirea diagnosticului etiologic necesita aplicarea
testelor serologice si/sau moleculare, completate de analize de sol pentru identificarea

nematozilor vectori caracteristici.
*

Pomii infectati cu virusuri si fitoplasme nu pot fi recuperati din punct de vedere
fitosanitar in camp, ceea ce confera preventiei un rol central in managementul acestor
boli. Astfel ca, utilizarea materialului saditor ‘Certificat’, cu status fitosanitar indemn,
selectarea soiurilor si a portaltoilor care prezinta rezistenta sau toleranta la anumite
virusuri, efectuarea analizelor de sol inainte de plantare si aplicarea masurilor culturale
de dezinfectie si dezinsectie a terenului reprezinta conditii indispensabile pentru
reducerea riscurilor. In lipsa acestor masuri, infiintarea unei plantatii pomicole, avand
in vedere perioada lunga de exploatare, se asociaza cu riscuri fitosanitare semnificative.

112



6. Sistem integrat de obtinere, mentinere si certificare a materialului de
inmultire si plantare cu status indemn la specia prun

In conditiile in care in Romania nu existd centre specializate de premultiplicare
comparabile cu cele dezvoltate in alte state europene, cercetarea pomicola a preluat un
rol esential in organizarea si dezvoltarea sistemului national de producere a
materialului de inmultire.

Statiunea de Cercetare-Dezvoltare pentru Pomicultura (SCDP) Bistrita s-a implicat
activ in acest proces prin initierea cercetarilor de virusologie pomicola si elaborarea
primelor scheme de obtinere a materialului liber de virusuri (Minoiu, 1973b; Maxim si
colab., 2003; Zagrai L. si colab., 2025b).

Prin certificarea materialului din categoriile biologice superioare, modernizarea
infrastructurii si adaptarea continua la cerintele legislative, SCDP Bistrita a contribuit la
consolidarea sistemului national de certificare. Astfel, in perioada 2010-2013, au fost
certificate la categoria PREBAZA, cu status virus-free, 21 de soiuri si un portaltoi de
prun, majoritatea de origine romaneasca. Ulterior, procesul de certificare a fost extins
la mar, cires si visin, iar in anul 2015 a fost infiintati o plantatie-mama BAZA protejati
impotriva vectorilor (Zagrai . si colab., 2013; Zagrai L. si colab., 2013).

La nivel national, plantatiile-mama de ramuri altoi la prun, cu status indemn,
conforme noilor reglementari, sunt aproape inexistente, mai ales In cazul soiurilor
autohtone. Aceastd lipsa limiteaza producerea materialului saditor din categoria
‘Certificat’. In acest context, Romania trebuie si refaci intregul lant de obtinere si
mentinere a materialului de inmultire, in acord cu cerintele legislative actuale. Procesul
presupune facilitati de izolare pentru materialul Prebaza-Candidat si Prebaza, protejate
de vectori, precum si laboratoare capabile sa aplice metode moderne de diagnostic si
devirozare. Aceste conditii sunt asigurate de Statiunea de Cercetare-Dezvoltare pentru
Pomicultura Bistrita si de Institutul de Cercetare-Dezvoltare pentru Pomicultura Pitesti-
Maracineni.

Modificarile legislative recente au impus adaptarea sistemului, iar In perioada
2022-2023 au fost certificate primele soiuri de prun la categoria PREBAZA, cu status
indemn, conform noii legislatii in domeniu, la SCDP Bistrita. Ulterior, finantarea de catre
MADR a proiectului ADER 6.3.4./2023 a permis implementarea unui sistem integrat de
obtinere, mentinere si certificare a materialului de Inmultire din categoriile biologice
superioare - PREBAZA, BAZA si CERTIFICAT - si de plantare ‘Certificat,, cu status
indemn, la specia prun. Mai mult, in cadrul proiectului au fost implementate tehnici de
devirozare a materialului infectat prin termo/-chimio/-terapie in vitro, precum si
tehnici de conservare in vitro a materialului PREBAZA, etape esentiale pentru
consolidarea unui sistem integrat de producere a materialului de inmultire si plantare
la specia prun.
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6.1. Selectia genotipurilor de interes la specia prun

Selectia soiurilor In procesul de obtinere si mentinere a materialului de inmultire
din categoriile biologice superioare, conform legislatiei actuale, a avut la baza valoarea
lor agronomica demonstrata in timp, In special calitatea fructelor si productivitatea,
toleranta la unele boli si adaptabilitatea la conditiile pedoclimatice locale.

Soiurile selectate provin, in principal, din programele de ameliorare ale
principalelor unitati de cercetare pomicola din Romania. Astfel, de la SCDP Bistrita au
fost selectate soiurile Dani, Delia, Doina, Elena, Geta, Iulia, Ivan, Jubileu 50, Matilda,
Romaner, Zamfira; de la ICDP Pitesti-Maracineni, soiurile Gras Ameliorat, Diana,
Pescarus, Silvia, Tita, Agent, Flora, Carpatin si Minerva; de la SCDP Valcea, soiul Andreea,
iar de la SCDP Voinesti, soiul Tuleu dulce.

Colectia a fost completata cu soiuri de origine straina, consacrate la nivel
international pentru productivitate, calitatea fructelor si adaptabilitate. Dintre acestea
au fost selectate sase cel mai frecvent cultivate in Romania, si anume: Anna Spath, Blue
Free, d’Agen, President, Reine Claude d’Althan si Stanley.

Soiuri de prun selectate pentru introducerea in procesul de obtinere a
materialului de inmultire din categoriile biologice superioare, conform noii
legislatii, la SCDP Bistrita

Creatii ale SCDP Bistrita
DANI

Origine: Tuleu Gras x Grase romanesti
Autori: N. Minoiu, I. Zagrai, R. Balaci,

D. Vladianu

Anul omologarii: 2004

Fruct: de marime mijlocie (28-30 g)
Epoca de inflorire: tarzie

Soi androsteril

Epoca de maturare: ultima decada a lunii
august

Destinat: consumului In stare proaspata si
deshidratarii
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DELIA

Origine: Vanat de Italia x Anna Spéath
Autori: I. Ivan, R. Balaci, N. Minoiu

Anul omologarii: 2002

Fruct: marime mijlocie (28-30 g)

Epoca de inflorire: timpurie

Soi partial autofertil

Epoca de maturare: prima decada a lunii
septembrie

Destinat: consumului in stare proaspata si
deshidratarii

DOINA

Origine: Anna Spath x Renclod Althan
Autorii: N. Minoiu, D. Vladianu,

I. Platon, R. Balaci, I. Zagrai

Anul omologarii: 2004

Fruct: de marime mare (45-50 g)

Epoca de inflorire: semitimpurie

Soi autosteril

Epoca de maturare: prima decada a lunii
august

Destinat: consumului in stare proaspata si
deshidratare

ELENA

Origine: Tuleu gras x Stanley

Autori: N. Minoiu, I. Zagrai, D. Vladianu,
I. Platon, R. Balaci, I. Ivan

Anul omologarii: 2005

Fruct: de marime mijlocie spre mare
(38-42 g)

Epoca de inflorire: mijlocie

Soi androsteril

Epoca de maturare: prima decada a
lunii septembrie

Destinat: consumului in stare
proaspata si deshidratarii
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GETA

Origine: Centenar x lalomita

Autori: N. Minoiu, D. Vladianu, 1. Platon,
I. Zagrai, R. Balaci

Anul omologarii: 2004

Fruct: de marime mare (51-59 g)

Epoca de inflorire: semintimpurie

Soi androsteril

Epoca de maturare: ultima decada a
lunii iulie si prima decada a lunii august
Destinat: consumului in stare proaspata

IULIA

Origine: Tuleu gras x Renclod Althan
Autori: I. Ivan, R. Balaci, N. Minoiu

Anul omologarii: 2002

Fruct: marime mijlocie (38-39 g)

Epoca de inflorire: mijlocie

Soi androsteril

Epoca de maturare: la sfarsitul lunii
august

Destinat: consumului In stare proaspata

IVAN

Origine: Tuleu gras x Vanat de Italia
Autori: I. Ivan, R. Balaci, N. Minoiu,

I. Zagrai

Anul omologarii: 2003

Fruct: marime mijlocie (36 g)

Epoca de inflorire: semitimpurie

Soi androsteril

Epoca de maturare: prima decada a
lunii august

Destinat: consumului in stare proaspata
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JUBILEU 50

Origine: Tuleu gras x De Bistrita

Autori: L. Ivan, R. Balaci, N. Minoiu

Anul omologarii: 2003

Fruct: de marime mijlocie (35 g)

Epoca de inflorire: semitimpurie

Soi androsteril

Epoca de maturare: ultima decada a lunii
august

Destinat: consumului in stare proaspata si
deshidratarii

MATILDA

Origine: Anna Spath x d’Agen

Autori: N. Minoiu, L. Platon, D. Vladianu,
R. Balaci, I. Zagrai

Anul omologarii: 2004

Fruct: de marime mijlocie (30 g)

Epoca de inflorire: semitimpurie

Soi autofertil

Epoca de maturare: ultima decada a lunii
septembrie

Destinat: consumului In stare proaspata si
deshidratarii

ROMANER

Origine: Tuleu gras x Renclod Althan

Autori: R. Roman, V. Cociu, S. Budan, I. Zagrai,
M. Butac

Anul omologarii: 2005

Fruct: de marime mare (45 g)

Epoca de inflorire: mijlocie

Soi androsteril

Epoca de maturare: prima decada a lunii
august

Destinat: consumului in stare proapata
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ZAMFIRA

Origine: Anna Spath x Renclod Althan
Autori: N. Minoiu, I. Zagrai

Anul omologarii: 2005

Fruct: de marime mare (45 g)

Epoca de inflorire: mijlocie

Soi partial autofertil

Epoca de maturare: prima decada a lunii
septembrie

Destinat: consumului in stare proaspata si
industrializari

*Descrierea soiurilor conform www.scdp-bistrita.ro

Creatii ale ICDP Pitesti-Maracineni
AGENT

Origine: selectie individuala a unei
populatii de puieti rezultati din
polenizare libera

Autori: I. Dutu, Cr. Mazily, S. Ancu

Anul omologarii: 2004

Fruct: de marime mijlocie (30 g)

Epoca de inflorire: mijlocie

Soi partial autofertil

Epoca de maturare: sfarsitul lunii august
Destinat: deshidratarii

CARPATIN

Origine: Tuleu gras x Early Rivers

Autori: V. Cociu, R. Roman

Anul omologarii: 1981

Fruct de marime mare (50 g)

Epoca de inflorire: mijlocie

Soi androsteril

Epoca de maturare: sfarsitul lunii iulie,
inceputul lunii august

Destinat: consumului in stare proaspata
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CENTENAR

Origine: Tuleu gras x Early Rivers
Autori: V. Cociu, E. Bumbac

Anul omologarii: 1978

Fruct: de marime mijlocie (45 g)

Epoca de inflorire: relativ timpurie

Soi androsteril

Epoca de maturare: sfarsitul lunii iulie
Destinat consumului in stare proaspata

DIANA

Origine: Renclod Althan x Early Rivers
Autori: V. Cociu

Anul omologarii: 1981

Fruct: de marime mare (60 g)

Epoca de inflorire: mijlocie

Soi autofertil

Epoca de maturare: inceputul lunii iulie
Destinat: consumului in stare proaspata

FLORA

Origine: Tuleu gras x Renclod violet
Autorii: V. Cociu

Anul omologarii: 1989

Fruct: de marime mare (55 g)

Epoca de inflorire: mijlocie

Soi androsteril

Epoca de maturare: mijlocul lunii august
Destinat: consumului in stare proaspata
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GRAS AMELIORAT

Origine: autopolenizarea soiului Grase
romanesti

Autori: V. Cociu

Anul omologarii: 1968

Fruct: de marime mijlocie (45 g)

Epoca de inflorire: mijlocie

Soi autofertil

Epoca de maturare: finalul lunii august,
prima jumatate a lunii septembrie
Destinatie de consum: mixta

MINERVA

Origine: Tuleu timpuriu x Early Rivers
Autori: V. Cociu, E. Bumbac, R. Roman, N.
Minoiu

Anul omologarii: 1984

Fruct: de marime mijlocie (40 g)

Epoca de inflorire: tarzie

Soi androsteril

Epoca de maturare: sfarsitul lunii iulie,
inceputul lunii august

Destinat: consumului in stare proaspata

PESCARUS

Origine: Renclod Althan x Wilhelmina Spath
Autori: V. Cociu, R. Roman

Anul omologarii: 1979

Fruct de marime mijlocie (45 g)

Epoca de inflorire: tarzie

Soi autosteril

Epoca de maturare: sfarsitul lunii august
Destinat: consumului in stare proaspata
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SILVIA

Origine: Renclod Althan x Early Rivers
Autori: V. Cociu, N. Minoiu

Anul omologarii: 1978

Fruct: de marime mare (55 g)

Epoca de inflorire: mijlocie

Soi partial autofertil

Epoca de maturare: sfarsitul lunii iulie,
inceputul lunii august

Destinat: consumului in stare proaspata

TITA

Origine: iradierea samburilor de prun
Tuleu gras (proveniti din polenizare
libera)

Autori: V. Cociu, E. Bumbac, R. Roman,
D. Stroe

Anul omologarii: 1991

Fruct: de marime mare (50 g)

Epoca de inflorire: mijlocie

Soi androsteril

Epoca de maturare: sfarsitul lunii iulie-
inceputul lunii august

Destinat: consumului in stare proaspata

Creatie a SCDP Valcea

ANDREEA

Origine: polenizare libera a H27/87
Autori: I. Botu, M. Botu, E. Turcu

Anul omologarii: 2000

Fruct: de marime mijlocie (40 g)

Epoca de inflorire: mijlocie

Soi partial autofertil

Epoca de maturare: decada a treia a lunii
august

Destinat: consumului in stare proaspata
si industrializarii
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Creatie a SCDP Voinesti
TULEU DULCE

Origine: Tuleu gras x d’Agen
Autori: C. Radulescu

Anul omologarii: 1968

Fruct: de marime mijlocie (30 g)
Epoca de inflorire: mijlocie

Soi androsteril

Epoca de maturare: sfarsitul lunii
august

Destinat industrializarii

*Descrierea soiurilor mai sus mentionate conform Pomologiei Romdniei, nr. IX (Stefan si colab., 2018),
www.scdp-bistrita.ro si www.icdp.ro

Soiuri de prun de origine straina certificate
ca material de inmultire Prebaza la SCDP Bistrita

ANNA SPATH

Provenienta: Germania

Fruct: de marime mare sau foarte mare
(60g)

Epoca de inflorire: tarzie

Soi partial autofertil

Epoca de maturare: mijlocul lunii
septembrie - inceputul lunii octombrie
Destinat: consumului in stare proaspata
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BLUE FREE

Provenienta: S.U.A.

Fruct de marime mare (50 g)

Epoca de inflorire: mijlocie spre tarzie
Soi autofertil

Epoca de maturare: luna septembrie
Destinat: consumului in stare proaspata

Provenienta: Franta

Fruct de marime mica spre medie (30 g)
Epoca de inflorire: mijlocie spre tarzie

Soi partial autofertil

Epoca de maturare: sfarsitul lunii august
Destinat: consumului In stare proaspata si
industrializare

PRESIDENT

Provenienta: Anglia

Fruct de marime medie spre mare
(55-77 g)

Epoca de inflorire: medie

Soi autosteril

Epoca de maturare: tarzie spre foarte
tarzie

Destinat: consumului in stare
proaspata
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REINE CLAUDE d’ALTHAN

Provenienta: Republica Ceha

Fruct de marime mare (40-50 g)

Epoca de inflorire: tarzie

Soi partial autofertil

Epoca de maturare: a doua jumatate a lunii
august

Destinat: consumului in stare proaspata

STANLEY

Provenienta: S.U.A.

Fruct de marime mijlocie (30-40 g)
Epoca de inflorire: mijlocie

Soi autofertil

Epoca de maturare: a treia decada a lunii
august - sfarsitul lunii septembrie
Destinat: consumului in stare proaspata

: W v SRS “

*Descrierea soiurilor conform Pomologiei Republicii Socialiste Romdne, nr. IV (Bordeianu si colab., 1965)
si Pomologiei Republicii Socialiste Romdne, nr. VIII (Bordeianu si colab., 1969), Descrierea soiurilor
conform Pomologiei Romdniei, nr. IX (Stefan si colab., 2018),
www.scdp-bistrita.ro si www.icdp.ro

*

Prin acest efort constant, SCDP Bistrita 1si subliniaza rolul esential in pomicultura
romaneascd, asigurand ramuri altoi de calitate superioard, protejand patrimoniul
genetic si contribuind la dezvoltarea durabila a sectorului pomicol romanesc.
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6.2. Obtinerea materialului de inmultire din categoriile biologice superioare,
cu status indemn, la specia prun

Dupa intrarea in vigoare a noii legislatii, la SCDP Bistrita au fost initiate, intr-o
prima etapd, activitati destinate obtinerii de material de Inmultire din categoria
biologicd PREBAZA cu status indemn. Punctul de pornire al constructiei piramidei
etajate de Inmultire si producere a materialului saditor la specia prun l-au constituit 29
de soiuri si un portaltoi de prun (St. Julien). Dintre cele 29 de soiuri de prun, 23 sunt
autohtone, respectiv 11 creatii ale SCDP Bistrita (Dani, Delia, Doina, Elena, Geta, Iulia,
Ivan, Jubileu 50, Matilda, Romaner, Zamfira), 10 creatii ale ICDP Pitesti-Maracineni
(Agent, Carpatin, Centenar, Flora, Gras ameliorat, Minerva, Diana, Pescarus, Silvia, Tita),
un soi creat la SCDP Voinesti (Tuleu dulce) si un alt soi creat la SCDP Valcea (Andreea).
Acestora li s-au adaugat sase soiuri de origine straina binecunoscute si solicitate de
fermieri (Anna Spath, Blue free, d’Agen, President, Reine Claude d’Althan, Stanley).

Pe baza acestui material biologic au fost demarate activitdtile pentru obtinerea,
intr-o prima faza, a materialului Prebaza-Candidat (Fig. 43), reprezentand etapa
preliminara pentru obtinerea materialului Prebaza.

vvvvv

In vederea evaluirii conformitatii fitosanitare si a tncadrarii in categoria biologica
vizatd, plantele Prebaza-Candidat au fost supuse unui program complex de testare si
monitorizare.

Diagnosticul fitovirotic la specia P. domestica L. a vizat sase virusuri: PPV, PDV,
PNRSV, ACLSV, ApMV si MLRSV, realizat prin tehnici serologice (DAS-ELISA), precum si
fitoplasma Candidatus Phytoplsma prunorum, detectata prin testul molecular nested-
PCR. Totodata, plantele Prebaza-Candidat au fost supuse inspectiilor vizuale periodice
si testate pe indicatori lemnosi (P. persica GF 305) (Fig. 44).

In prima parte a perioadei de vegetatie din anul urmaitor (mai-iunie), atat plantele
Prebaza-Candidat, cat si plantele-indicator, inoculate cu muguri proveniti din materialul
Prebaza-Candidat, au fost supuse testarii serologice prin DAS-ELISA.
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Figura 44. Testarea plantelor Preb
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Pentru diagnosticul PPV, PDV, PNRSV, ACLSV si ApMV au fost utilizate antiseruri
produse de Bioreba (Elvetia), iar pentru diagnosticul MLRSV antiseruri produse de
Sediag (Franta), in vederea confirmarii statusului indemn virotic al materialului de

inmultire (Tab. 4).

Tabelul 4

Situatia fitovirotica a materialului Prebaza-Candidat la specia prun
(biodepozitarele de la SCDP Bistrita)

DAS-ELISA Nested- | Status

Soi / PCR | fitoviral
pozitie = Indica- | Ca.P.

pom = E Z ‘Z E 2 tori bio- | pruno-

A~ | A z - & S logici rum

President 1-3 - - - - - - - indemn
Blue free 1-3 - - - - - - - indemn
Anna Spath 1-3 - - - - - - - indemn
Dani 1-3 - - - - - - - indemn
Delia 1-3 - - - - - - - indemn
Doina 1-3 - - - - - - - indemn
Elena 1-3 - - - - - - - indemn
Geta 1-3 - - - - - - - indemn
Iulia 1-3 - - - - - - - indemn
Ivan 1-3 - - - - - - - indemn
Jubileu 1-3 - - - - - - - indemn
Matilda 1-3 - - - - - - - indemn
Romaner 1-3 - - - - - - - indemn
Zamfira 1-3 - - - - - - - indemn
Andreea 1-3 - - - - - - - indemn
Centenar 1-3 - - - - - - - indemn
Carpatin 1-3 - - - - - - - indemn
Flora 1-3 - - - - - - - indemn
Gras amel. 1-3 - - - - - - - indemn
Stanley 1-3 - - - - - - - indemn
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Agent 1-3 - - - - - - - - indemn
D’Agen 1-3 - - - - - - - - indemn
Rc. Althan 1-3 - - - - - - - - indemn
Minerva 1-3 - - - - - - - - indemn
St. Julien 1-3 - - - - - - - - indemn
PPV+ + +
PPV - - -
PDV + + +
PDV - - -
PNRSV + + +
PNRSV - - -
ACLSV + + +
ACLSV - - -
ApMV + + +
ApMV - - -
MLRSV + + +
MLRSV - - -

De asemenea, plantele Prebaza-Candidat au fost monitorizate si din punct de
vedere fitosanitar la bolile si daunatorii specifici speciei Prunus domestica L. mentionati
in noua legislatie, si anume: Phytophtora cactorum, Verticillium dahliae, Agrobacterium
tumefaciens, Pseudomonas syringar pv. morsprunorum, Xanthomonas arboricola pv.
pruni, Pseudaulacaspis pentagona si Quadraspidiotus perniciosus (Tab. 5).

Tabelul 5
Situatia fitosanitara a materialului Prebaza-Candidat la specia prun
(biodepozitarele de la SCDP Bistrita)
Simptome produse de agentii patogeni si daunatori
2 2]
Soi / S e | Selges5 8z |5.]2.

- S £ S o g 9 S Qx| = S s | = 2 .
pozitie 25 =SS | 85| 252 22¢E 3 S -E d | Status fito-
pom 2 S S| 3< SSE[SRE 58| g sanitar

S © 585 | S S S5 S s £

25 |8 85558 58 |58 8¢

s % STlAYE XS & S
President 1-3 - - - - - - - indemn
Blue free 1-3 - - - - - - - indemn
Anna Spath 1-3 - - - - - - - indemn
Dani 1-3 - - - - - - - indemn
Delia 1-3 - - - - - - - indemn
Doina 1-3 - - - - - - - indemn
Elena 1-3 - - - - - - - indemn
Geta 1-3 - - - - - - - indemn
[ulia 1-3 - - - - - - - indemn
Ivan 1-3 - - - - - - - indemn
Jubileu 1-3 - - - - - - - indemn
Matilda 1-3 - - - - - - - indemn
Romaner 1-3 - - - - - - - indemn
Zamfira 1-3 - - - - - - - indemn
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Andreea 1-3 - - - - - - - indemn
Centenar 1-3 - - - - - - - indemn
Carpatin 1-3 - - - - - - - indemn
Flora 1-3 - - - - - - - indemn
Gras amel. 1-3 - - - - - - - indemn
Stanley 1-3 - - - - - - - indemn
Agent 1-3 - - - - - - - indemn
D’Agen 1-3 - - - - - - - indemn
Rc. Althan 1-3 - - - - - - - indemn
Minerva 1-3 - - - - - - - indemn
St. Julien 1-3 - - - - - - - indemn

Mai mult, din ghivecele in care au fost/sunt cultivate plantele au fost prelevate si
trimise probe de sol la Laboratorul National Fitosanitar (ANF), in vederea stabilirii
prezentei sau absentei celor opt specii de nematozi specificate in legislatia in vigoare
pentru specia prun. Astfel, solul care constituie suport pentru plantele Prebaza-
Candidat din biodepozitare a fost verificat, iar in urma analizelor de laborator s-a emis
un pasaport fitosanitar prin care se specifica ca nu s-a depistat niciuna dintre speciile de
nematozi specifici speciei prun, si anume: Meloidogyne arenaria, M. incognita, M.
javanica, Pratylencus penetrans, P. vulnus, Longidorus atenuatus, L. elongatus si
Xiphinema diversicaudatum.

In urma inspectiilor vizuale si a testdrilor de laborator (prin tehnici
serologice/moleculare si metode biologice), plantele Prebaza-Candidat care s-au
dovedit a fi indemne de agentii patogeni si daunatori specifici prunului, conform noii
legislatii, au fost promovate si certificate de catre ITCSMS Cluj-Napoca, ca material de
inmultire PREBAZA indemn (Fig. 45).

cu status indemn la specia prun (29 soiuri) - SCDP Bistrita
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Astfel, la SCDP Bistrita exista in acest moment material de Inmultire din categoria
PREBAZA, conform noii legislatii, la 29 soiuri de prun (5 soiuri certificate in 2022 si 24
soiuri certificate Tn 2023), precum si la un portaltoi de prun. Acest vast material de
inmultire din categoria PREBAZA a fost utilizat la obtinerea de material de inmultire
BAZA/CERTIFICAT.

Materialul PREBAZA indemn a fost folosit ca precursor in obtinerea de material
de inmultire BAZA indemn (Fig. 46), la 16 soiuri de prun (Agent, Andreea, Iulia, Tita,
Anna Spath, Carpatin, Centenar, d’Agen, Gras ameliorat, Pescarus, Stanley, Doina, Elena,
Matilda, President si Blue free) altoite pe portaltoiul Mirobolan 29C, categoria BAZA.

o 2

Figura 46. Material BAZA cu status indemn la specia prun, Canipul II (SCDP Bistrita)

Din cele 16 soiuri de prun BAZA, 14 au fost folosite la infiintarea unei plantatii
mama BAZA indemn, in cAmp deschis. Acesta cuprinde cite cinci pomi din soiurile
Agent, Andreea, lulia, Anna Spath, Carpatin, Centenar, d’Agen, Gras ameliorat, Stanley,
Doina, Elena, Matilda, President si Blue free (Fig. 47). In conformitate cu noua legislatie,
aceasta plantatie mama reprezinta o sursa importanta de aprovizionare cu ramuri altoi
pentru pepinieristi, In vederea producerii pe scara larga de material de plantare din
categoria biologica ‘Certificat’.

o

3 PR Q‘ S 3 -
, cu status

ma de ramuri altoi, specia prun, categoria BAZA
indemn, infiintata la SCDP Bistrita in primavara anului 2026
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Odatd obtinut materialul de Tnmultire PREBAZA si BAZA, cu status indemn, la
specia prun, acesta a fost folosit ca precursor pentru obtinerea de material de plantare
‘Certificat’. Din paleta de 29 de soiuri de prun incluse in program au fost selectate patru
soiuri reprezentative, respectiv doua creatii romanesti (Iulia si Tita) si doua soiuri
straine larg utilizate in cultura (Anna Spath si Stanley) pentru parcurgerea etapei finale
de producere a materialului de plantare 'Certificat’ cu status indemn. Materialul obtinut
finalizeaza astfel intregul lant piramidal de multiplicare si certificare prevazut de noua
legislatie, demonstrand functionalitatea la SCDP Bistrita a unui sistem integrat de
producere a materialului de inmultire si plantare cu status indemn.

6.3. Conservarea materialului de inmultire Prebaza indemn la specia prun

Conservarea materialului de inmultire PREBAZA indemn reprezinti o etapi
esentiald in mentinerea resurselor genetice valoroase si in asigurarea producerii de
material saditor ’Certificat’, sanatos din punct de vedere fitosanitar. Aceasta activitate
are un rol major atat in pastrarea autenticitatii biologice si genetice a soiurilor, cat si In
prevenirea raspandirii agentilor patogeni sistemici, in special a virusurilor si
fitoplasmelor. In cadrul Statiunii de Cercetare-Dezvoltare pentru Pomicultura Bistrita,
conservarea materialului PREBAZA indemn se realizeazd prin metode complementare,
respectiv conservare ex situ in biodepozitare si conservare in vitro. Aceste sisteme
permit pastrarea pe termen lung a genotipurilor valoroase, monitorizarea permanenta
a statusului fitosanitar si regenerarea materialului biologic In conditii controlate.

6.3.1. Conservarea ex situ in biodepozitare

In biodepozitarele SCDP Bistrita este conservat ex situ material biologic PREBAZA,
cu status indemn, apartinand unui numar de 29 de soiuri de prun, dintre care 23 sunt
soiuri romanesti. Colectia conservata include genotipuri cu valoare agronomica si
genetica ridicata, utilizate atat in programele de multiplicare a materialului de
inmultire, cat si in activitatea de cercetare, in special in programele de ameliorare.

Conservarea ex situ in biodepozitare ofera conditii controlate pentru mentinerea
identitatii varietale si a stdarii fitosanitare a materialului biologic. Plantele sunt
prezervate in conditii care reduc riscul contaminarilor naturale si permit supravegherea
permanenta a stdrii de sanatate (Fig. 48).

Periodic, conform legislatiei In vigoare si schemelor de certificare aplicabile
materialului de Inmultire pomicol, se efectueaza inspectii vizuale pentru depistarea
simptomelor produse de boli si daunatori, precum si testari serologice si moleculare
pentru verificarea statusului fitosanitar. Aceste analize urmaresc confirmarea absentei
principalilor agenti patogeni reglementati si mentinerea statusului initial indemn al
materialului PREBAZA.
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Figura 48. Conservarea ex situ in biodepozitarele SCDP Bistrita a materialului de
inmultire din categoria biologici PREBAZA cu status indemn la specia prun

Activitatile de monitorizare a agentilor patogeni specifici prunului sunt insotite de
operatiuni de intretinere a plantelor, respectiv taieri la cep in perioada de repaus
vegetativ (Fig. 49), tratamente fitosanitare (Tab. 6), mentinerea solului din ghivece curat
de buruieni etc., operatiuni desfasurate pe tot parcusul perioadei de vegetatie, atunci
cand situatia o impune.

Figura 49. Operatiuni de tiiere la cep a plantelor PREBAZA din biodepozitare in
perioada de repaus vegetativ
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Tabelul 6
Tratamentele fitosanitare orientative pentru controlul bolilor si daunatorilor in

biodepozitare

tl::;. ( d;(:;:;ﬂl ila) Substanta activa Conc.
1 11/3 Cupru metalic din hidroxid de cupru, 50% 0,2%
Ulei de parafina 800 g/1 1,5%

5 /4 Piraclostrobin, 6,7% + Boscalid, 26,7% 0,05%
Lambda - Cihalotrin, 50 g/I 0,02%

3 11/4 Difenoconazol, 250 g/1 0,02%
Acetamiprid, 20% 0,02%

4 /5 Captan, 800 g/kg 0,2%
Lambda - Cihalotrin, 50 g/I 0,02%

5 11/5 Difenoconazol, 250 g/1 0,02%
Acetamiprid, 20% 0,02 %

Folpet, 80% 0,2 %

6 11/6 Fludioxonil 250 g/kg + Ciprodinil 375 g/kg 0,1%
Lambda - Cihalotrin, 50 g/1 0,02%

Hexitiazox, 10% 0,01%

Difenoconazol, 250 g/1 0,02%

7 /6 Acetamiprid, 20% 0,02%
Hexitiazox, 10% 0,01%

8 /7 Folpet, 80% 0,2%
Lambda - Cihalotrin, 50 g/1 0,02%

Difenoconazol, 250 g/1 0,02%

9 /8 Cupru metalic din hidroxid de cupru, 50% 0,2%
Hexitiazox, 10% 0,01%

Folpet, 80% 0,2 %

10 1178 Acetamiprid, 20% 0,02%

Nota: *Concentratiile din tabel sunt calculate raportat la un volum de 1000 L apd/ha

Prin conservarea in biodepozitare a materialului PREBAZA se asigurd
continuitatea biologica a soiurilor valoroase de prun si disponibilitatea unui material
sanatos pentru verigile de inmultire din aval, necesare producerii de material de
plantare din categoria 'Certificat’ si, implicit, dezvoltarii unei pomiculturi durabile.

6.3.2. Conservarea in vitro

Conservarea in vitro reprezinta o metoda moderna si eficientd de mentinere a
materialului biologic PREBAZA in conditii aseptice, controlate, cu risc minim de
contaminare cu agenti patogeni. Aceasta metoda completeaza sistemul de conservare ex
situ si contribuie la pastrarea pe termen lung a resurselor genetice valoroase de prun.
Pentru conservarea acestui material genetic valoros, unic la nivel national, au fost
implementate si metode alternative moderne de conservare in vitro. In acest scop, s-a
initiat microinmultirea in vitro a materialului PREBAZA provenit din soiurile de prun
mentinute in biodepozitare, utilizand tehnici de cultura de tesuturi, urmata de
conservarea acestuia in vitro.

132



Tehnica culturilor de tesuturi in vitro este o metoda alternativa si rapida de
inmultire vegetativa, cu aplicatii in special In multiplicarea, dar si In conservarea
materialului vegetal pe termen scurt, mediu si lung a germoplasmei vegetale,
mentinand, in acelasi timp, integritatea genetica a acesteia. Aceasta abordare este
esentiald pentru protejarea diversitatii genetice a soiurilor valoroase de prun, atat
autohtone, cat si strdine, din categoriile biologice superioare, asigurand disponibilitatea
acestor resurse genetice.

6.3.2.1. Conservarea in vitro pe termen scurt

Un pas esential, premergator conservarii in vitro este elaborarea si optimizarea
unor protocoale eficiente de microinmultire, capabile sa asigure obtinerea de plante
viguroase, juvenile, adecvate pentru mentinerea in stadiul de culturi in vitro si
conservarea materialului vegetal pe termen scurt. In acest scop, tehnicile de culturi de
tesuturi au fost aplicate pentru microinmultirea si, ulterior, conservarea a 29 soiuri de
prun din categoria biologici PREBAZA, cu status indemn, dinte care 23 de soiuri
romanesti (Agent, Andreea, Carpatin, Centenar, Dani, Delia, Diana, Doina, Elena, Flora,
Geta, Gras ameliorat, Ivan, Iulia, Jubileu 50, Matilda, Minerva, Pescarus, Romaner, Silvia,
Tita, Tuleu dulce si Zamfira) si a sase de origine strdaind (Anna Spath, Blue Free, d'Agen,
President, Reine Claude d’Althan si Stanley).

Tehnica de microinmultire, premergatoare conservarii in vitro, implica mai multe
etape esentiale, Incepand cu selectia, prelevarea, sterilizarea si dezinfectarea ramurilor,
urmate de initierea si multiplicarea in vitro a plantulelor. In fiecare etapi a procesului
de micropropagare in vitro s-au stabilit compozitii specifice ale mediilor de cultura si s-
au asigurat conditii optime de mediu. Dupa selectia si prelevarea celor 29 de soiuri de
prun mentinute in spatii protejate de vectori (biodepozitare), in perioada de repaus
vegetativ - iarna, sau In perioada de crestere activa - primavara, a urmat sterilizarea si
dezinfectarea materialului vegetal.

Etapa de initiere a constat in excizarea explantelor (apexuri caulinare apicale si
adventive) (Fig. 50) si inocularea acestora pe medii de cultura specifice, suplimentate
cu substante nutritive, vitamine si fitohormoni. Explantele celor 29 de soiuri de prun din
categoria biologicd PREBAZA au fost inoculate individual in eprubete pe medii nutritive
de cultura destinate initierii culturilor in vitro.

Culturile vegetale, in cadrul etapelor de initiere si multiplicare, au fost incubate
intr-o camera de crestere vegetativa iar plantulele initiate au fost urmarite pe parcursul
a 30 de zile.

In urma analizei parametrilor din etapa de initiere, respectiv rata de initiere si
lungimea medie a lastarilor, cele 29 de soiuri de prun au fost clasificate In doua categorii,
si anume: 19 soiuri cu potential superior (Anna Spath, Andreea, Blue Free, Carpatin,
Centenar, Delia, Diana, Doina, Elena, Geta, Gras ameliorat, Matilda, Minerva, Pescarus,
Romaner, Silvia, Tita, Tuleu dulce si Zamfira) si 10 soiuri cu potential moderat sau
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inferior de initiere (Agent, d'Agen, Dani, Flora, Ivan, Iulia, Jubileu 50, President, Reine
Claude d’Althan si Stanley) (Strimbu si colab., 2025).

Figura 50. Excizarea explantelor de tip apex caulinar in cadrul etapei de initiere
(stdnga - detaliu apex la stereomicroscop, dreapta — apex excizat pe lama bisturiului)

In etapa de multiplicare, plantulele sunt inmultite in progresie geometrica prin
subculturi succesive pe diferite variante de medii de cultura care au in componenta
substante nutritive, vitamine si fitohormoni (citochinine, gibereline). Plantulele cu
potential superior de initiere rezultate in etapa anterioara, s-au multiplicat si transferat
pe doua medii de culturd, suplimentate cu diferite substante nutritive in patru variante
de culturd, in vederea optimizarii procesului de multiplicare. In aceasti etapa, lastarii
de prun au prezentat o dezvoltare optima dupa 30 de zile, evidentiind variabilitatea
morfologica atat intre soiuri, cat si Intre variante de cultura (Fig. 51). La 30 de zile de la
initierea multiplicarii s-au cuantificat, pentru fiecare varianta, doi parametri:
coeficientul de multiplicare si eficienta regenerarii. Valorile obtinute au evidentiat
diferente intre soiurile de prun studiate, determinate atat de variantele de cultura
studiate, dar si dependent de genotip (Strimbu si colab., 2025).

Soiurile de prun microinmultite in cadrul etapei de multiplicare au prezentat
potential in vederea conservarii pe termen scurt prin utilizarea tehnicilor de cultura de
tesuturi (Strimbu si colab., 2025). Conservarea pe termen scurt a culturilor in vitro in
conditii standard a permis mentinerea viabilitatii acestora prin asigurarea unei
compozitii optime a mediilor de cultura.

Lastarii rezultati in etapa de multiplicare au reprezentat si sursa de explante
pentru conservarea pe termen scurt prin tehnica incapsularii, denumita si tehnica
obtinerii de seminte artificiale. Tehnica de microincapsulare este o tehnica de
biotehnologie vegetald, care reprezinta o solutie sustenabila la provocarile legate de
propagarea si conservarea materialului vegetal. Semintele sintetice sunt unitati
incapsulate artificial care contin explante, precum embrioni somatici sau zigotici,
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apexuri, celule sau alte micropropagule, capabile sa se dezvolte intr-o planta in conditii
adecvate (Rihan si colab., 2017).

Figura 51. Lastari de prun in etapa de multiplicare, in camera de vegetatie (sus);
explante regenerate, cu diferente vizibile in marime, forma si vigoare (jos)

Apexurile lastarilor apicali proveniti din culturi in vitro de la zece soiuri de prun:
Andreea, Anna Spath, Blue free, Carpatin, Centenar, Geta, Gras ameliorat, Elena, Minerva
si Silvia au fost excizate aseptic si dispersate intr-o solutie compusa din mediul de
cultura MS si alginat de sodiu (Fig. 52a). Explantele impreuna cu o mica cantitate de
solutie de alginat de sodiu au fost apoi adaugate sub forma de picatura (Fig. 52b) intr-o
solutie de CaCl; x 2H,0. Sferele de alginat au fost complexate timp de 30 min, apoi uscate

de excesul de solutie pe hartie de filtru (Fig. 52c) si transferate ulterior pe mediu de
conservare (Fig. 52d).

D AC .

Figura 52. Tehnica microincapsularii explantelor de prun
a - apexuri in vitro In solutia de alginat de sodiu; b - incapsularea sub forma de picatura;
¢ - explante Incapsulate; d - explante in mediu lichid
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Semintele sintetice au fost obtinute prin reactia de complexare dintre alginatul de
sodiu si clorura de calciu, pentru a produce alginat de calciu. Dupa Incapsulare semintele
sintetice au fost mentinute intr-un mediu nutritiv lichid de conservare, compus din
mediul de cultura MS standard cu macro- si microelemente, vitamine si zaharoza.

Apexurile lastarilor de prun au fost incapsulate si conservate prin doua variante
experimentale, pentru evaluarea potentialului de pastrare pe termen scurt al
germoplasmei.

In cadrul primului experiment, explantele incapsulate in alginat de calciu
suplimentat cu sucroza au fost mentinute la 4°C, in intuneric, timp de 90 de zile. Dupa
30 de zile, dintre cele zece soiuri analizate, sapte au prezentat capacitate de germinare,
cu valori cuprinse intre 25,0% si 85,7%. Cele mai bune rezultate au fost obtinute pentru
soiurile Geta si Gras ameliorat, care au manifestat un potential ridicat pentru
conservarea pe termen scurt (Fig. 53). Evaluarea germinarii si regenerarii a evidentiat
diferente semnificative intre genotipuri. Astfel, dupa 30 de zile de la initierea
conservarii, rata de germinare a atins valori de 85,7% la soiul Geta si 64,9% la Gras
ameliorat, valorile diminuandu-se progresiv odata cu prelungirea perioadei de stocare.
Dupa 90 de zile, germinarea a scazut semnificativ, ajungand la 20% la soiul Geta si 8,3%
la Gras ameliorat (Fig. 54A).

100,0
90,0 85,7
80,0
70,0 64,9
60,0
50,0

38,5 40,0
40,0 33,3 33,3

30,0 25,0

Rata de germinare (%)

20,0
10,0
0,0

Soiuri de prun

Figura 53. Rata de germinare a explantelor incapsulate apartinand diferitelor
soiuri de prun dupa 30 de zile

O tendinta similara a fost observata si in cazul regenerarii, soiul Geta prezentand o
rata de regenerare de 100% dupa 30 de zile, comparativ cu 43,7% pentru Gras
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ameliorat. Dupa 90 de zile, regenerarea a fost foarte redusa, fiind observata doar la soiul
Geta (Fig. 54B).

Rezultatele indica faptul ca prelungirea conservarii pana la 90 de zile la
temperatura de 4°C si intuneric afecteaza semnificativ capacitatea regenerativa a
explantelor de prun.

a a
b b
100
c C
a0 d
80
70
g:: 60
@ 50
i
(1]
& 40 :[
30
20
10
0
30 zile 60 zile 90 zile 30 zile 60 zile 90 zile
A. ratd de germinare B. ratd de regenerare

B GETA GRAS AMELIORAT

Figura 54. Rata de germinare (A) si rata de regenerare (B) a microincapsulatelor
pentru soiurile Geta si Gras ameliorat (Experimentul I)

In al doilea experiment, explantele incapsulate au fost conservate fie fira tratament
suplimentar (T1), fie dupa deshidratare in solutie de zaharoza timp de trei ore (T2),
urmata de depozitare la 4°C in conditii de fotoperioda 16/8 ore (Fig. 55). Evaluarile
efectuate la intervale de doua saptamani au aratat ca raspunsul explantelor a fost
influentat atat de genotip, cat si de tratament.

Pentru soiul Geta, tratamentul de deshidratare (T2) a determinat constant rate mai
ridicate de germinare si regenerare, cele mai ridicate valori fiind inregistrate dupa 6-8
saptamani de conservare. in schimb, pentru soiul Gras ameliorat, regenerarea a fost mai
eficienta in varianta fara deshidratare (T1).

Rezultatele evidentiaza existenta unor interactiuni semnificative intre genotip si
tratament, eficienta conservarii fiind dependenti de particularititile fiecirui soi. In
ansamblu, tehnologia microincapsuldarii si a semintelor sintetice s-a dovedit
promitdtoare pentru conservarea pe termen scurt a germoplasmei de prun.
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Figura 55. Rata de germinare (A) si rata de regenerare (B) a microincapsulatelor, la
soiurile Geta si Gras ameliorat (Experimentul II)

6.3.2.2. Conservarea in vitro pe termen mediu

Conservarea pe termen mediu este reprezentata de tehnica cresterii lente,
cunoscuta si sub denumirea de crestere minima si este o tehnica promitatoare pentru
cresterea duratei de pastrare a culturilor in vitro, prin reducerea timpului intre
subcultivari (Benelli si colab., 2022; Hemanthakumar si Preetha, 2023).

Tehnica cresterii lente implicd modificarea factorilor fizici si a compozitiei
mediului de cultura pentru a incetini activitatea metabolica si rata de dezvoltare a
tesuturilor vegetale mentinute in conditii in vitro. Acest lucru poate fi realizat prin
ajustarea mediului de cultura sau a conditiilor de culturd, precum temperatura,
intensitatea luminii, continutul de nutrienti, agentii osmotici si tipul si concentratia
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regulatorilor de crestere (Cha-um si Kirdmanee, 2007; Lambardi si Ozudogru, 2013;
Arbeloa si colab., 2017).

Tehnica cresterii lente a fost implementata la SCDP Bistrita utilizand lastari cu
lungimea de 1,5-2,5 cm, excizati din culturi in vitro multiplicate anterior. Au fost
evaluate trei medii diferite, fiecare dintre acestea avand mediul bazal Murashige &
Skoog (MS) suplimentat cu vitamine MS, acid ascorbic, agar, citochinine si auxine si unul
din cei trei agenti osmotici: sucroza, sorbitol sau manitol.

Culturile au fost mentinute in intuneric, la temperatura de 4°C, iar viabilitatea lor
a fost evaluata lunar. Datele privind ratele de supravietuire au fost Inregistrate lunar
dupa initierea conservarii si exprimate ca procent de lastari viabili din numarul total de
plante stocate.

Dupa fiecare perioada de depozitare (3/6/9/12 luni), un recipient cu explantele
conservate prin tehnica cresterii lente a fost transferat pe mediul de regenerare, pentru
fiecare genotip si fiecare agent osmotic, in conditii standard de cultura. Mediul de
regenerare a fost constituit din mediul bazal MS cu vitamine MS, polivinilpirolidona, acid
ascorbic, zaharoza, agar si citochinine.

Figura 56 prezinta evolutia ratei de supravietuire (%) a mai multor soiuri de prun
in conditii de crestere minima pe parcursul a maxim 12 luni in prezenta celor trei agenti
osmotici - sucroza, sorbitol si manitol.

In general, rata de supravietuire a scizut odatd cu prelungirea perioadei de
conservare, insa amplitudinea reducerii a depins de genotip si de agentul osmotic
utilizat. Sucroza a asigurat cele mai bune rezultate, permitand mentinerea culturilor
timp de 11-12 luni pentru toate soiurile analizate. Sorbitolul a avut o eficienta
intermediara, cu perioade de conservare de 9-12 luni pentru toate soiurile, in timp ce
manitolul a determinat reducerea rapidd a viabilitatii si perioade mai scurte de
conservare, de 3-10 luni.

Unele soiuri, precum Geta si Minerva, au manifestat o toleranta mai ridicata la
conditiile de conservare, mentinand valori ridicate ale supravietuirii pentru perioade
mai lungi. Sucroza si sorbitolul au sustinut regenerarea si multiplicarea explantelor, in
timp ce manitolul a fost asociat frecvent cu necrozarea tesuturilor sau cu reducerea
accentuata a capacitatii regenerative.

Rezultatele obtinute demonstreaza ca tehnicile de conservare in vitro reprezinta
metode eficiente pentru pastrarea pe termen mediu a germoplasmei prunului. Eficienta
acestora este influentata de genotip, de durata conservarii si de compozitia mediului de
cultura.
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6.3.2.3. Conservarea in vitro pe termen lung

Tehnica conservarii in vitro pe termen lung se realizeaza prin crioconservare,
tehnica care presupune pastrarea materialului biologic la temperaturi foarte scazute, in
azot lichid la temperatura de aproximativ -196°C. In aceste conditii, procesele
metabolice sunt practic oprite, ceea ce permite mentinerea viabilitatii si stabilitatii
genetice a materialului pentru perioade indelungate, fara riscul imbatranirii sau al
contaminarii.

Aceasta tehnica a fost aplicata la soiurile de prun cu status indemn prin utilizarea
a doua tehnici de crioconservare, si anume picurare-vitrificare si incapsulare-
deshidratare. Materialul biologic utilizat a fost reprezentat de apexuri cu dimensiunea
de 1-2 mm, excizate din culturile in vitro multiplicate anterior.

In prealabil etapelor de deshidratare sau vitrificare, explantele au fost supuse unui
pre-tratament in mediu MS lichid suplimentat cu zaharoza si glicerol, cu rol
crioprotector.

In cadrul tehnicii de incapsulare-deshidratare, reducerea continutului de api din
explante s-a realizat cu ajutorul compusului silica gel, pe parcursul catorva ore, iar in
cazul tehnicii de picurare-vitrificare a fost utilizat agentul de vitrificare PVS2. Ulterior,
explantele au fost imersate rapid in azot lichid, in vederea conservarii acestora pentru
perioade extinse de timp.

In urma regenerarii, s-a urmirit ca materialul crioconservat si isi mentina
capacitatea de crestere, regenerare sau reproducere, aspect ce confirma eficienta
crioconservarii ca metoda de prezervare pe termen lung a materialului vegetal.
Regenerarea apexurilor dupa crioconservare a fost realizata prin transferul acestora pe
mediul nutritiv MS suplimentat cu zaharoza, agar si citochinine.

*

Prin utilizarea tehnicilor de culturi de tesuturi, microincapsulare, crestere lenta si
crioconservare poate fi asigurata conservarea materialului vegetal valoros si liber de
patogeni, cu importanta majora pentru programele de ameliorare si pentru conservarea
resurselor genetice.

Conservarea in vitro prezinta multiple avantaje, printre care reducerea riscului de
reinfectare, necesarul redus de spatiu pentru pastrarea colectiilor biologice si
posibilitatea regenerdrii rapide a materialului vegetal. Totodata, aceastd metoda
faciliteaza schimbul de germoplasma in conditii de siguranta fitosanitara si constituie o
etapa importanta in programele de devirozare si micropropagare.
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6.4. Devirozarea materialului infectat prin tehnici moderne in vitro

Devirozarea reprezintd o etapa esentiald In conservarea si valorificarea resurselor
genetice pomicole, deoarece permite recuperarea si reintroducerea in circuitul de
multiplicare a unor genotipuri valoroase infectate cu virusuri, care, in absenta unor
astfel de interventii, ar fi excluse din programele de producere a materialului de
inmultire cu status indemn.

Portaltoiul BN 4Kr este un portaltoi de Prunus cerasifera obtinut la SCDP Bistrita
de catre Minoiu si Vladianu (2001), prin selectie dintr-o populatie locala de mirobolan
iradiata cu Co®Y, la nivelul de 4000 rad. Acesta este singurul portaltoi de mirobolan
rezistent la virusul plum pox (Zagrai L. si colab., 2020) si, prin urmare, prezinta un
potential ridicat de extindere in productie. Portaltoiul BN 4Kr imprima o vigoare
mijlocie pomilor, drajoneaza limitat in livada si poate fi usor Inmultit vegetativ prin
butasire (Festila si colab., 2013; Stanica si colab., 2019) si prin tehnici de cultura in vitro
(Stanica si colab., 2019; Vlasin si colab., 2025b).

Avand iIn vedere valoarea agronomica a portaltoiului BN 4Kr si confirmarea
infectiei acestuia cu Prunus necrotic ringspot virus (PNRSV), virus apartinand genului
Ilarvirus, cercetdrile au fost orientate catre evaluarea eficientei diferitelor tehnici de
devirozare, in scopul obtinerii de material biologic cu status indemn.

Procesul de microinmultire a inclus etapele de initiere si stabilizare, multiplicare
si Inradacinare, desfasurate in conditii stricte de asepsie, In prezenta unor medii de
cultura specifice fiecarei etape.

In etapa de initiere au fost excizate meristeme apicale si axilare, inoculate pe medii
nutritive specifice pentru obtinerea unor culturi viabile (Fig. 57).

o

Figura 57. Etapa de initiere si stabilizare a culturilor de meristeme la portaltoiul BN
4KTr. a - meristeme inoculate in ziua 1; b - regenerarea meristemelor la 4 saptamani

Explantele rezultate in etapa anterioara au fost transferate pe mediul de
multiplicare, unde plantulele au fost fortificate si multiplicate in cicluri succesive. Ca
tehnica martor de devirozare a fost utilizata tehnica culturii de meristeme, metoda
bazata pe excizarea si cultivarea meristemelor in vederea obtinerii de plante libere de
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virusuri. Lastarii vigurosi rezultati au fost supusi mai multor tehnici de devirozare,
precum termoterapia, chimioterapia si combinarea acestora.

a). Termoterapia a constat in expunerea minibutasilor vigurosi rezultati in etapa
de multiplicare la temperaturi ridicate pentru o anumita perioada de timp, urmata de
excizarea si regenerarea meristemelor.

Tehnica termoterapiei a presupus cresterea graduala a temperaturii de la 23°C la
37°C, cu 1-2°C pe zi, si mentinerea la aceasta temperatura pentru o perioada de 21 de
zile. Conditiile din camera de termoterapie au fost de 60+5% umiditate relativa si
fotoperioada de 16/8 h. Dupa incheierea ciclului de termoterapie, s-a realizat cultura de
meristeme prin excizarea meristemelor aplicale in trei dimensiuni: 0,1-0,3 mm (A); 0,4-
0,6 mm (B); 0,7-0,8 mm (C) (Fig. 58). S-a realizat cultivarea acestora pe medii de cultura
suplimentate cu fitohormoni de tip citochininic, iar la intervale de 4 saptamani s-a
realizat multiplicarea acestora in cicluri succesive si ulterior inradacinarea in vitro.

1| v

Figura 58. Excizarea meristemelor in urma termoterapiei - imagine la binocular
(A-0,1-0,3 mm; B - 0,4-0,6 mm; C - 0,7-0,8 mm)

b). Chimioterapia a presupus cultivarea explantelor pe medii suplimentate cu
substante antivirale. Minibutasii vigurosi rezultati in cadrul etapei de multiplicare au
fost transferati pe mediul de cultura de multiplicare suplimentat cu trei tipuri de
substante antivirale: ribavirina, aciclovir si acid salicilic, in vederea metabolizarii de
catre plantule. Cele trei substante antivirale s-au adaugat individual in mediile de
cultura cu ajutorului filtrului Milipore 0,22 pm (Fig. 59), In doua concentratii, de 25 mg
L-1, respectiv 50 mg L1 pentru fiecare antiviral in parte. Dupa un interval de 4 saptamani
pe acest mediu de cultura cu substantele antivirale, s-a realizat excizarea apexului
plantulelor supuse chimioterapiei in vederea regenerarii acestora. La intervale de 4
saptamani s-a realizat multiplicarea acestora in cicluri succesive si ulterior
inradacinarea in vitro.
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Figura 59. Adaugarea antiviralelor cu ajutorului filtrului Milipore 0,22 pm

Au fost testate si variante combinate, prin asocierea tratamentelor termice si
antivirale, aplicate simultan sau succesiv, pentru cresterea eficientei eliminarii
virusului, precum chimio-termoterapia simultan, termo-chimioterapia si chimio-
termoterapia.

c¢). Chimio-termoterapia simultan. Minibutasii vigurosi rezultati in cadrul etapei
de multiplicare au fost transferati pe mediul de cultura de multiplicare suplimentat cu
substanta antivirala ribavirind in doua concentratii 25 mg L1, respectiv 50 mg L-1. Dupa
inocularea pe mediul de cultura ce contine ribavirind, explantele s-au supus
termoterapiei in vitro, in aceeasi zi, etapele acesteia fiind descrise la punctul a). Dupa un
interval de 4 saptamani pe mediu de multiplicare, s-a realizat excizarea meristemelor
plantulelor supuse chimio-termoterapiei simultan in vederea regenerarii acestora. La
intervale de 4 saptamani s-a realizat multiplicarea explantelor in cicluri succesive si
ulterior inradacinarea in vitro.

d).Termo-chimioterapia. Plantulele rezultate In cadrul etapei de multiplicare au
fost supuse tratamentului termic, tehnica descrisa la punctul a). Dupa parcurgerea
acestei etape s-a realizat excizarea meristemelor de la lastarii regenerati si s-au cultivat
pe mediul de cultura specific. Dupa o perioada de 30 de zile, cele mai viguroase plantule
au fost transferate pe mediul de cultura suplimentat cu trei tipuri de substante
antivirale: ribavirina, aciclovir sau acid salicilic, in vederea metabolizarii de catre
plantule. Cele trei substante antivirale s-au adaugat individual in mediile de cultura cu
ajutorului filtrului Milipore 0,22 um, In doua concentratii, 25 mg L-! respectiv 50 mg L1,
pentru fiecare antiviral in parte. Dupa un interval de 4 saptamani pe acest mediu de
cultura cu substanta antivirala, s-a realizat excizarea apexului plantulelor in vederea
regenerarii acestora. La intervale de 4 saptamani s-a realizat multiplicarea explantelor
in cicluri succesive si ulterior inradacinarea in vitro.
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e). Chimio-termoterapia. Minibutasii vigurosi din cadrul etapei de multiplicare
au fost supusi tratamentului cu antivirale: ribavirina, aciclovir si acid salicilic, in
concentratie de 50 mg L-1, pentru o perioada de 30 de zile, fiind transferati ulterior pe
mediul de cultura specific si supusi termoterapiei (tehnica descrisa la punctul a). Dupa
incheierea termoterapiei a avut loc excizarea meristemelor si cultivarea pe mediul
proaspat. La intervale de 4 saptamani s-a realizat multiplicarea acestora in cicluri
succesive si ulterior inradacinarea in vitro.

Dupa aplicarea tratamentelor de devirozare, explantele regenerate au fost
multiplicate si ulterior Inradacinate in vitro. Eficienta tehnicilor utilizate a fost evaluata
prin analiza parametrilor de crestere si regenerare, precum si prin analiza statistica a
datelor experimentale.

Rezultatele au evidentiat diferente importante intre tehnicile de devirozare in ceea
ce priveste supravietuirea explantelor si capacitatea de multiplicare a plantulelor.
Cultura de meristeme a inregistrat cele mai ridicate valori ale ratei de supravietuire
(Tab. 7) si ale coeficientului de multiplicare (Fig. 60), demonstrand o capacitate
regenerativa superioara.

Tabelul 7
Rata de supravietuire a plantulelor in urma tehnicilor de devirozare
Tehnica de devirozare Rata supravietuire (%)

Cultura de meristeme 95

A 50
Termoterapia B 66,7

C 62,5

R25 90

R50 90
Chimioterapie A25 83,3

A50 66,7

S25 90

S50 60
Chimio-termoterapia = R25 90
simultan R50 80

R25 92,9

R50 64,6
Termo-chimioterapie A25 20

A50 20

S25 0

S50 0

R50 61,1
Chimio-termoterapie = A50 31,7

S50 28,4
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Figura 60. Media coeficientului de multiplicare in functie de tehnica de devirozare
Datele sunt exprimate ca mediatdeviatia standard. Diferentele dintre oricare doua variante sunt
nesemnificative daca valorile lor sunt urmate de cel putin o litera comuna (testul Tukey, p<0,05)

In cazul termoterapiei, explantele de dimensiuni mai mici (A) au prezentat o rata
de supravietuire redusd comparativ cu cele mai mari (B, C). In cadrul chimioterapiei,
ribavirina (R) In ambele concentratii (R25 si R50) a asigurat cele mai bune rezultate
privind supravietuirea explantelor (90%), in timp ce concentratiile ridicate de aciclovir
(A50) si acid salicilic (S50) au determinat efecte fitotoxice moderate si reducerea vigorii
plantulelor. Aplicarea combinata a tratamentelor termice si antivirale a redus, in
general, potentialul de multiplicare si dezvoltarea lastarilor, efect asociat stresului
acumulat asupra explantelor.

In ansamblu, rezultatele arati cid tehnica culturii de meristeme, aplicati
independent de alte metode de devirozare, a asigurat dezvoltarea unor lastari cu
potential ridicat de multiplicare. In schimb, aplicarea individuald a termoterapiei sau a
chimioterapiei au determinat un potential moderat de multiplicare. Cea mai redusa
capacitate de multiplicare a fost inregistrata in cazul combinarii tehnicilor de devirozare
prin termo- si chimio-terapie, efect atribuit actiunii cumulative a tratamentului termic
si a compusilor antivirali din mediul de cultura, care au indus inhibarea cresterii
explantelor. Cu toate acestea, in etapa de multiplicare, plantulele dezvoltate in vitro in
urma tehnicilor de devirozare au prezentat o dezvoltare optima (Fig. 61), permitand
folosirea lor in etapa urmatoare de inradacinare (Fig. 62).
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Figura 61. Plantule in etapa de multiplicare rezultate in urma tehnicilor de devirozare
(a. cultura de meristeme; b. termoterapie, c. chimioterapie; d. chimio-termo-terapie simultan; e.
termo-chimioterapie; f. chimio-termoterapie)

Figura 62. Plante cu radacini bine dezvoltate rezultate dupa chimioterapie cu
ribavirina

Plantulele regenerate au fost ulterior aclimatizate in spatii protejate, unde au fost
mentinute in conditii controlate de umiditate (Fig. 63).

Verificarea statusului viral al plantelor regenerate a fost realizata prin testari
serologice DAS-ELISA si moleculare prin IC-RT-PCR. Totodatda, un esantion
reprezentativ de plante a fost supus indexarii si pe indicatori biologici lemnosi.
Rezultatele testdrilor au relevat ca majoritatea tehnicilor de devirozare aplicate au
condus la eliminarea PNRSV, cu exceptia tehnicilor de cultura de meristeme si
chimioterapie cu aciclovir si acid salicilic (Fig. 64), obtinandu-se un numar ridicat de
plante libere de virus.
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Figura 63. Etapa de aclimatizare in spatii protejate

Termo-chimoterapie

Chimioterapie - aciclovir I-
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Tehnici de devirozare in vitro

Termoterapie
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@ Numar plante infectate cu PNRSV B Numar plante libere de virus PNRSV

Figura 64. Eficienta tehnicilor de devirozare a plantelor in cazul portaltoiului BN 4Kr
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Rezultatele obtinute confirma eficienta tehnicilor de devirozare in vitro in
eliminarea infectiilor virale si in obtinerea unui material biologic sanatos pentru
portaltoiul BN 4Kr.

Aplicarea metodelor de cultura in vitro, asociate cu proceduri riguroase de testare
fitovirotica, a permis regenerarea unor plante, stabile biologic si corespunzatoare
utilizarii In schemele de multiplicare si certificare a materialului de inmultire.

Aceste rezultate evidentiaza potentialul tehnologiilor de devirozare in vitro ca
instrument eficient pentru reabilitarea genotipurilor valoroase afectate de infectii
virale, contribuind la conservarea si valorificarea fondului genetic pomicol. Totodata,
protocolul aplicat la portaltoiul BN 4Kr poate constitui un model tehnologic pentru
extinderea proceselor de eliberare de virusuri si la alte specii si genotipuri horticole, in
functie de particularitatile biologice si de comportamentul acestora in conditii de
cultura in vitro.

Implementarea unor astfel de tehnologii are o importanta majora in producerea de
material saditor sanatos, in limitarea raspandirii virozelor si in sustinerea sistemelor
moderne de certificare fitosanitara din pomicultura.

6.5. Demonstrarea functionalitatii unui sistem integrat de obtinere si
mentinere a materialului de inmultire si plantare cu status indemn la specia
prun

Romania se afla in fata unei provocari majore generate de implementarea noii
legislatii privind producerea si certificarea materialului de inmultire pomicol, care
impune reorganizarea intregului lant piramidal de producere si mentinere a
materialului biologic in conformitate cu noile reglementari europene si nationale.

Realizarea acestui obiectiv presupune existenta unor facilitati specializate pentru
izolarea si conservarea materialului din categoriile biologice superioare, precum si a
unor laboratoare capabile sa implementeze metode moderne de diagnostic viral si
fitoplasmatic, tehnici de devirozare si proceduri de conservare in vitro.

In acest context, prunul, specie pomicold de importantd majora pentru Romania,
este puternic afectat de infectii virale, bacteriene si fungice, ceea ce impune utilizarea
unui material de plantare sanatos, certificat si conform standardelor actuale.
Producerea unui astfel de material depinde insa de existenta unui sistem functional de
obtinere si mentinere a materialului de inmultire din categoriile biologice superioare,
capabil sa asigure material cu status indemn pe intreg lantul de multiplicare.

Activitatile realizate In cadrul acestui proiect au permis dezvoltarea si validarea
unui astfel de sistem integrat pentru specia prun. Au fost obtinute si mentinute plante
din categoriile biologice superioare PREBAZA si BAZA la 29 de soiuri de prun valoroase,
in principal din soiurile autohtone, in conformitate cu cerintele legislative actuale. Acest
material nucleu indemn la specia prun este structurat pe intreg lantul piramidal de
producere a materialului de inmultire (Zagrai L. si colab., 2026b).
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Prin aplicarea tehnicilor moderne de diagnostic serologic, molecular si biologic,
asociate procedurilor de devirozare prin termo- si chimioterapie, a fost posibila
obtinerea de material vegetal cu status indemn. De asemenea, utilizarea tehnologiilor
de microincapsulare, conservare in vitro si crestere lenta a demonstrat eficienta
strategiilor de biodepozitare si conservare pe termen scurt si mediu a germoplasmei
valoroase. Aceste rezultate au creat premisele initierii unei banci de gene cu material
nucleu conservat in conditii controlate.

Materialul conservat ex situ In biodepozitare si in vitro este monitorizat permanent
din punct de vedere morfologic si fitosanitar, iar subculturile periodice permit
mentinerea viabilitatii si stabilitatii biologice a plantelor. Prin asocierea conservarii in
vitro cu testarile serologice si moleculare se asigura pastrarea statusului indemn si
disponibilitatea unui material biologic de inalta calitate pentru multiplicare si cercetare.

Materialul biologic obtinut si mentinut in cadrul acestui sistem constituie baza
pentru producerea materialului de plantare conform noilor reglementari, demonstrand
functionalitatea intregului sistem de obtinere, conservare, multiplicare si utilizare a
materialului de inmultire la specia prun.

Prin realizarile obtinute a fost validata functionarea unui sistem integrat capabil sa
asigure producerea si mentinerea materialului biologic din categoriile superioare,
precum si furnizarea de material de plantare conform standardelor europene.

Acest model reprezintd un pas important pentru reducerea dependentei de
material biologic provenit din import si pentru conservarea si valorificarea soiurilor
autohtone valoroase. Totodat3, sistemul dezvoltat poate constitui un model functional
extensibil si la alte specii pomicole, contribuind la consolidarea sectorului national de
producere a materialului saditor certificat.
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