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PREFATA

Lucrarea Managementul integrat in prevenirea bolilor virotice la speciile prun si
cires se doreste a fi un ghid practic care vine ca un raspuns la provocdrile actuale
referitoare la bolile virotice care afecteazd aceste doud specii cu importantd economica
deosebita.

Conform statisticilor prunul continud sd radmdénd specia pomicold dominantd in
Roménia, iar de aici rezultd si importanta economicd majord a acesteia. De asemenea,
ciresul ocupd un loc important in ponderea speciilor pomicole cultivate in Romdnia. Aceste
doud specii, dar indeosebi prunul, suferd insd pierderi economice importante cauzate de
unii patogeni virali. Practicile de combatere a bolilor virotice sunt foarte complexe si se
deosebesc fundamental de cele aplicate micozelor si bacteriozelor. Aceasta deoarece
virusurile provoacd infectii sistemice care nu mai pot fi tratate in cdmp si, mai mult, acestea
pot fi transmise extrem de facil prin inmultire vegetativd practicatd pe scard largd in
pomiculturd, iar in unele situatii, chiar si prin inmultire generativd. De aceea, spre
deosebire de micoze si bacterioze la care mdsurile curative pot fi adesea aplicate cu succes,
in cazul virozelor de o importantd covdrsitoare este aplicarea mdsurilor preventive.

In contextul prezentat este evidentd necesitatea elabordrii si implementdrii unui
‘Management integrat pentru limitarea impactului bolilor virotice la speciile prun si cires’
care sd se sprijine aproape in integralitate pe mdsuri preventive, la care se adaugd si
cdteva mdsuri curative si ameliorative. La elaborarea acestor mdsuri trebuie sd se tind
seama de importanta economicd a speciei/speciilor, cunoasterea aprofundatd a agentilor
patogeni virali sub diferite aspecte, detectia si diagnosticarea precisd a virusurilor,
identificarea modalitétilor practice de combarere a bolilor virotice, etc. In prezenta lucrare
sunt abordate toate aceste problematici care sunt sistematizate in patru capitole.

in primul capitol - Introducere - sunt prezentate sintetic importanta economicd si
valoarea alimentard a celor doud specii precum si situatia culturii acestora pe plan
mondial, european si national, trecdnd in revistd evolutia suprafetelor si productiei de
fructe in perioada 2010-2020, precum si pozitia pe care Romdnia o ocupd din acest punct
de vedere.

in cel de-al doilea capitol sunt prezentate virusurile care infecteazd prunul si ciresul,
punéndu-se accent pe cele cu impact economic important. Astfel, sunt prezentate:
importanta economicd si aria de rdspdndire a fiecdrui virus, plantele gazdd si
simptomatologia provocatd de virusuri, diagnoza, detectia si transmiterea virusurilor,
precum si principalele mdsuri de limitare a rdspdndirii virusurilor.
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Capitolul al treilea este destinat prezentdrii metodelor de detectie si diagnosticare
precisd a virusurilor, fiind descrise testarea pe indicatori biologici (plante lemnoase si/sau
ierboase), precum si cele mai utilizate tehnici serologice si moleculare in virusologia
pomicola.

Cel de-al patrulea capitol se adreseaza combaterii integrate a bolilor virotice la
speciile prun si cires, capitol care reprezintd de fapt managementul integrat pentru
limitarea impactului bolilor virotice la speciile prun si cires. Acest ansamblu de mdsuri
trebuie sd se sprijine pe construirea a patru piloni de bazd care sunt prezentati in detaliu.
Astfel, un prim pilon important se refera la ameliorarea geneticd, cu componenta de soiuri
si portaltoi rezistenti la virus/virusuri. Cel de-al doilea pilon, de aceeasi importantd, se
adreseaza producerii si utilizarii materialului saditor liber de virusuri dupd rigorile
prevdzute in standardele internationale. Un al treilea pilon se referd la alegerea corecta a
amplasamentului noilor livezi si monitorizarea fitovirotica a acestora. Cel de-al patrulea
pilon vizeazd elaborarea unor sisteme (scheme) decizionale suport care sd faciliteze luarea
unor decizii corecte atat de cdtre fermieri, cdt si de catre autoritdtile implicate in diverse
activitdti de monitorizare si control. La finalul capitolului IV sunt trecute in revistd si
madsurile curative precum termoterapia, chimioterapia, termochimioterapia si culturile de
tesuturi. Acestea sunt adesea utilizate in activitdtile de devirozare necesare uneori pentru
implementarea schemelor de certificare a materialului de inmultire din categoriile biologice
superioare, insd importanta practica se rezuma la faze de laborator.

Lucrarea include la final si un capitol (V) destinat unei prezentdri sintetice privind
incidenta si distributia virusurilor in noile livezi de prun si cires din Romdnia ca rezultat al
implementdrii proiectului ADER 7.3.13/2019. Aceasta deoarece, identificarea unor solutii
pentru diminuarea impactului bolilor virotice in noile livezi de prun si cires din Romdnia
presupune, in primul rénd, o evaluare a starii de sandtate din punct de vedere fitovirotic a
acestor livezi, urmata de elaborarea unor fise de monitorizare si recomandari punctuale
puse la dispozitia fiecarui fermier, activitati realizate in cadrul proiectului sus-mentionat.

Ghidul se adreseaza atat fermierilor din pomiculturd, cat si altor specialisti din
domeniu, precum si cercetdtorilor, cadrelor universitare, studentilor si altor potentiali
beneficiari (DAJ, UFJ, ITCSMS, etc). De asemenea, lucrarea oferd informatii utile pentru
Ministerul Agriculturii si Dezvoltdrii Rurale in vederea elabordrii unei eventuale strategii
nationale pentru limitarea impactului bolilor virotice la speciile pomicole.

Autorii
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CAPITOLUL |

INTRODUCERE

Cultura speciilor pomicole reprezinta o componenta de baza in horticultura
mondiala, dar si nationala, datorita importantei economice si a valorii alimentare ridicate.
Rentabilitatea unei culturi pomicole depinde insa de numerosi factori biotici si abiotici care
prin adoptarea unor strategii adecvate pot fi intr-o oarecare masura dirijati.

Dintre speciile pomicole, cele samburoase (in special prunul) sunt afectate de
numeroase viroze, cea mai importanta din punct de vedere economic fiind Sharka (varsatul
prunului), provocata de virusul Plum pox (PPV). Bolile virotice pot afecta intr-o masura mai
mare sau mai mica (in functie de sensibilitatea soiurilor) productivitatea si calitatea
fructelor, uneori cu repercusiuni grave asupra intregii culturi.

Importanta celor doua specii pomicole (prun si cires) si potentialele pagube cauzate
de patogenii virali obliga la cunoasterea unor aspecte referitoare la principalele virusuri si a
bolilor produse de acestea, a metodelor de detectie, diagnostic, precum si a masurilor de
limitare a impactului acestora.

1.1. Prunul

Prunul este una dintre cele mai raspandite si importante specii pomicole din zonele
cu climat temperat, in principal datorita cultivarii pe areale largi a speciei Prunus domestica
L. (prunul european). De asemenea, prunul se cultiva pe suprafete mari si in zonele cu
climat mediteranean, specia Prunus salicina fiind adaptata la specificul zonei (Mitre, 2002).

Expansiunea si aprecierea de care se bucura prunul european se datoreaza cerintelor
relativ modeste fata de conditiile de sol si clima, precum si a tehnologiei relativ simple,
manifestand o mare adaptabilitate la conditiile ecologice si potential productiv ridicat,
perioade lungi de exploatare a pomilor, perioada prelungita de maturare a fructelor si
multiple posibilitati de utilizare a produsului final (Cociu si colab., 1997).

1.1.1. Importanta economica si valoarea alimentara

La nivel global, prunul este o specie cultivata in foarte multe tari, fructele sale fiind
considerate nu doar un produs alimentar si industrial deosebit de valoros, ci si o
importanta sursa de venituri (Mitre, 2008; Oprea si Ropan, 2010). Prunele pot fi consumate
atat in stare proaspata, cat si industrializata sub diferite forme de procesare: compot, gem,
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dulceata, magiun, bauturi nealcoolice si alcoolice, fructe deshidratate, etc. De asemenea,
prunele pot fi folosite la pregatirea diferitelor preparate culinare, in special deserturi
(Sumedrea si Sumedrea, 2011). Din punct de vedere al compozitiei chimice, fructele au un
grad de complexitate ridicat, continand in general intre 15,1-22,4% substanta uscata
totala, 7,19-16,3% zaharuri, 0,57-1,68% substante acide, 0,049-0,256% substante tanoide,
0,48-1,24% substante pectice, precum si cantitati insemnate de vitamina C (4,4-18,8 mg).
Astfel, toate aceste componente ale fructului determina o valoare energetica de pana cca.
60 kcal per 100 de grame fruct (Khomdram si colab., 2014; Mehta si colab., 2014). Pe langa
compusii enumerati anterior, prunele mai contin: albumina 0,5%, celuloza 6%, vitaminele
A, B, saruri minerale de Fe, Ca, P, Mg, K, Na, Mn, etc. (Figura 1).

81% hbkal 994

Taharuri

157 mg -_ s, 18 my

0,03 mg

Tiamina

Minerale Vitamine
17 my. 0,03 mg
Magneziu @ Riboflavina
0,17 m
e @ Igﬁi[a!?xi'r?ag
2'7 gllpgl'u@ p?
1429 079

0,28 ¢

Figura 1. Compozitia chimica medie a prunelor la 100 g fruct (USDA Nutrient
Database-USDA National Agricultural Statistics Service, 2014; Kazi si colab. 2015)
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Impactul consumului de prune asupra sanatatii omului este unul benefic,
manifestandu-se in mai multe moduri: prevenirea osteoporozei, rol in controlul
diabetului prin reglarea nivelului de zahar in sange, imbunatateste digestia fiind o sursa
generoasa de fibre dietetice, Tmbunatdteste tulburarile cognitive (continutul de
flavonoide si fitonutrienti poate contribui la reducerea inflamatiilor din zonele
neurologice), mentinerea sanatatii inimii deoarece consumul regulat de prune contribuie
la fluidizarea sangelui in artere (Byrne si colab., 2007; Hooshmand si colab., 2009; Amza
si colab., 2010; Tomds-Barberan si colab. 2013; Sollano-Mendieta si colab. 2021), etc. De
asemenea, prin continutul redus de calorii, prunele pot fi integrate in orice dieta.
Consumul a cel putin trei prune pe zi, prin actiunea puternica a antioxidantilor, ajuta la
eliminarea celulelor deteriorate care afecteaza memoria (Puerta-Gomez si Cisneros-
Zevallos, 2011; Stacewicz-Sapuntzakis, 2013).

Notorietatea si importanta deosebita a acestei specii samburoase se datoreaza si
altor insusiri deosebite: plasticitate ecologica mare; inmultire usoara atat pe cale
vegetativa, cat si generativa; productii mari si constante; precocitatea intrarii pe rod. La
acestea se adauga perioada lunga de valorificare a fructelor (peste 90 de zile) datorita
paletei largi de soiuri cu epoci diferite de maturare (Figura 2), incepand de la sfarsitul
lunii iunie pana in octombrie (Mitre, 2002; Stefan si colab., 2018).

Un alt aspect important este legat de posibilitatile multiple de valorificare ale
productiei, inclusiv la export. Din acest punct de vedere, Romania este favorizata, avand
posibilitati de export in perioada iulie-august, cand exista o cerere mare de prune in
tarile occidentale (Oprea si Ropan, 2010).

Pe langa fructele acestei specii mai sunt apreciate atat lemnul cat si sdmburii.
Astfel, lemnul este deosebit de apreciat mai ales in industria chimica pentru obtinerea
carbunelui activ, in industria mobilei si in alte industrii care au ca materie prima lemnul.
Din samburi se extrag o serie de substante utilizate in industria farmaceutica, acestea
fiind bogate in acizi grasi si omega, avand in compozitie nu mai putin de 13 astfel de
tipuri de acizi benefici (Asanica si Hoza, 2013).
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1.1.2. Cultura prunului pe plan mondial, european si national

Diversitatea de specii in cadrul genului Prunus face destul de dificila localizarea cu
exactitate a centrului de origine. Se accepta, in general, ca exista patru mari centre de
origine: Asia central-occidentala, Europa, China si America de Nord, in fiecare centru fiind
dominanta una sau mai multe specii de prun (Asanica si Hoza, 2013).

Se presupune ca, in secolul | d.Hr, romanii au adus specia Prunus domestica in vestul
si sudul Europei din Caucaz, unde s-a format prin incrucisarea naturala dintre P. cerasifera
si P. spinosa. in zona Carpatilor au fost infiintate centre puternice de cultivare si ameliorare
a unor soiuri de prun. Prin urmare, cultura de P. domestica este mult mai noua decat cele
de P. cerasifera sau P. insititia (Cociu si colab., 1997).

La nivel mondial se cunosc peste 2000 soiuri de prun, care s-au format in trei mari
centre genetice: Euro-Asiatic, Europa de Sud si Asia de Vest. Lucrarile de ameliorare
realizate la specia prun, atat in Europa cat si in America de Nord, au contribuit la largirea
bazei ereditare si la imbogatirea din punct de vedere a diversitatii sortimentului (Cazacianu
si colab., 1982).

1.1.2.1. Cultura prunului pe plan mondial

La nivel mondial cultura prunului este raspandita pe toate continentele, fructele fiind
apreciate de catre consumatori. Prunul european (P. domestica L.), apartinand familiei
Rosaceae, reprezinta una dintre cele mai importante specii fructifere, ocupand pozitia a
doua ca suprafata cultivata la nivel global (cu 2,64 milioane ha) in zonele de climat
temperat, dupd specia mar (FAOSTAT, 2022). in ceea ce priveste productia, prunul se
situeaza pe locul trei in lume dupa mar si par, cu o productie de 12,22 milioane de tone,
respectiv pe locul doi in Europa, dupa mar, cu o productie de 2,91 milioane de tone
(FAOSTAT, 2022). Conform ultimelor date FAO, atat suprafata cultivata cu prun cat si
productia realizata au inregistrat un trend usor ascendent (Figura 3).

Continentul cu cea mai mare productie de prune este Asia, care detine 65,2% din
totalul global, urmata de Europa cu 22,6% si America de Nord si America de Sud cu o
pondere de 8,6% (Figura 4). In Asia prunele sunt apreciate si consumate in mod regulat,
atat Tn stare proaspata cat si procesata, populatia numeroasa (aproximativ 65% din
populatia globala) contribuind la ponderea ridicata a acestei culturi (ourworldindata.org).

11
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Figura 3. Evolutia la nivel mondial a suprafetei si productiei culturii prunului

(Sursa: FAOSTAT, 2022)
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Africa 3,4%

. Oceania 0,2%

Sursa: FADSTAT (Jul 07, J022)

Figura 4. Distributia pe continente a productiei de prune

(Sursa: FAOSTAT, 2022)

Tn topul tarilor celor mai mari producétoare de prune este si Romania cu o productie

si Franta (Figura 5).

totala de aproximativ 758 mii de tone (FAOSTAT, 2022). Realizarea acestui nivel de
productie, pozitioneaza tara noastra pe locul doi in topul tarilor producatoare de prune
dupa China. Important de precizat ca, din Europa, in acest top se mai regasesc doar Serbia
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Top 10 tari producatoare de prune

Figura 5. Principalele tari mari producatoare de prune la nivel mondial
(Sursa: FAOSTAT, 2022)

1.1.2.2 Cultura prunului la nivel european

La nivel european, conform datelor FAO, prunul a suferit unele fluctuatii in
evolutia privind atat suprafata cat si productia de-a lungul perioadei 2010-2020 (Figura
6). Astfel, suprafata cultivata cu specia prun a inregistrat o usoara scadere, de la 474
mii hectare in anul 2010 la 413 mii hectare in anul 2020. in schimb, s-a remarcat o
crestere a productiei de prune, de la 2,71 milioane tone inregistrata in anul 2010, la
2,91 milioane tone n anul 2020. Cea mai ridicata productie de prune, de 3 mil. tone, a
fost inregistrata in anul 2018.

3.5mil s00mii
;‘w.
3,0mil | oo ——tie——~—
g ¥ "‘ﬁ'/ X
8 8 —__ o "‘.
2,5mil | 400mil \ /
2,0mil 300mii T T T T 1
2010 ' 2011 " 2012 ' 2013 " 2014 ' 2015 ' 2016 ' 2017 ' 2018 ' 2019 ' 2020

(M -+ Suprafata -+ Productie

' Sursa; FAQSTAT (7, 2022

Figura 6. Evolutia la nivel european a suprafetei si productiei culturii prunului
(Sursa: FAOSTAT, 2022)
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1.1.2.3. Cultura prunului in Romdnia

Desi tara noastra se situeaza pe pozitia a doua la nivel mondial in ceea ce priveste
productia totala anuala de prune obtinuta, sortimentul a avut o evolutie lenta si s-a axat, in
trecut, in special pe cultivarea unor soiuri si populatii locale, unele cu valoare economica
scazuta, folosite Tn mare masura pentru distilare. Totusi, de-a lungul timpului sortimentul
s-a Imbunatatit continuu atat prin selectia unor soiuri autohtone valoroase (Tuleu gras,
Grase romanesti, Vinete romanesti, Centenar, Pescarus, Carpatin, Elena, lulia, etc.), cat si
prin introducerea din strdainatate a unor soiuri de calitate superioara, precum Stanley, Anna
Spath, d'Agen, Vinete de Italia, Tophit, Topend Plus, Topend, Black Sun, Topfive (Ghena si
colab., 2010; Butac si colab., 2013).

O radiografie privind suprafata cultivata si productia la specia prun releva faptul ca
in Romania, conform datelor FAO pe o perioada de 11 ani (2010-2020), s-a inregistat o
scadere a suprafetelor in timp ce productia totala a inregistrat o usoara crestere, ceea ce
denota o crestere a productiei la hectar (Figura 7).

1,000mil | 70mi

750mi | 67 5mil 2ot W - | /'\/
500mii | G5mi \\ /"-—-——v'—"\ —

250mii ' 62 5mii T T T T T T T T T T 1
2012 213 2014 25 2016 2017 2018 2019 2020

2010 2011
@ + Suprafatd -4 Productie

Figura 7. Evolutia suprafetei si productiei culturii prunului in Romania
(Sursa: FAOSTAT, 2022)

tona
ha

S FADSRRT |hed 07, PLE)

Tn perioada 2010-2020, suprafetele cultivate cu specia prun in Romania au scizut cu
aproximativ 3,2%, in timp ce productia a crescut cu aproximativ 17,5%. Acest aspect
reliefeaza preocuparea fermierilor pentru implementarea unor tehnologii moderne in noile
livezi si folosirea unui sortiment de soiuri mai performant, adecvat necesitatilor actuale.
Astfel, in anul 2010 s-a obtinut o productie medie de aproximativ 9 t/ha in timp ce in anul
2020 aceasta a ajuns la 11,3 t/ha. Cea mai mare productie medie la hectar a fost
inregistrata in anul 2018 (12,5 t/ha), iar cea mai scazuta a fost in anul 2012 (6,1 t/ha)
(Figura 8).
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Figura 8. Evolutia productei de prune la hectar in Romania (2010-2020)
(Sursa: FAOSTAT, 2022)

fn anul 2020, conform ultimelor date furnizate de FAO, Romania a ajuns la o
suprafata cultivata cu prun de aproximativ 67 mii hectare si o productie de peste 757 mii

tone (Figura 9).
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Figura 9. Suprafata/productia la specia prun in Romania in anul 2020
(Sursa: FAOSTAT, 2022)

Odata cu modernizarea livezilor de prun din ultimii ani si introducerea in cultura a
unui sortiment mai diversificat, prunele produse in Romania sunt valorificate tot mai mult
in stare proaspata si mai putin pentru distilare, unde pretul de valorificare este relativ
scazut.

Noile livezi infiintate in sistem superintensiv au fost finantate, in mare masura, prin
fonduri europene care au venit in sprijinul fermierilor pe diferite programe de finantare
derulate de Ministerul Agriculturii si Dezvoltarii Rurale.
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1.2. Ciresul

Ciresul (Prunus avium Lin. Monch) este o specie pomicola care apartine genului
taxonomic Prunus, familia Rosaceae, subfamilia Prunoideae. Termenul avium provine din
latinescul avis care inseamna pasare, denumire care se datoreaza faptului ca ciresele sunt
o hrana preferata de acestea.

1.2.1. Importanta economica si valoarea alimentara

Cultura ciresului prezinta o importanta deosebita datorita timpurietatii, valorii
alimentare, terapeutice si comerciale a fructelor. Tehnologia de cultura este relativ simpla,
costurile relativ moderate, elemente ce justifica cultura din punct de vedere economic.

Ciresele fiind printre primele fructe care apar primavara, acestea sunt foarte cautate
pe piata atat pentru consum in stare proaspata, cat si prelucrate sub diferite forme:
compot, gem, dulceata, jeleu, sirop, suc, lichior, produse de cofetarie, etc. (Mitre, 2008).
Din punct de vedere alimentar si nutritional, ciresele nu sunt doar fructe foarte gustoase, ci
si foarte sanatoase, reprezentand o sursa importanta pentru sanatatea organismului
uman. De asemenea, ciresele au un rol foarte important in detoxifierea organismului,
avand in acelasi timp si o puternica actiune depurativa. Datorita acestor beneficii, ciresele
sunt recomandate celor care sufera de reumatism, constipatie si guta, insa sunt foarte utile
si pentru cei care sufera de litiaza renala sau biliara (Blando si Oomah, 2019).

Ciresele prezinta in compozitia lor substante pe care le transforma in ‘medicamente’
importante, fiind adevarati combatanti in lupta impotriva afectiunilor cauzate de stres.
Astfel, antocianinele au un rol antioxidant si antiinflamator, melatonina este un hormon cu
rol foarte important in activarea somnului, iar acidul cumaric ajuta la protejarea mucoasei
stomacale impotriva bacteriilor si microbilor ce pot sa provoace boli precum gastroenterita
(Khomdram si colab., 2014; Chockchaisawasdee si colab., 2016).

Compozitia chimica a cireselor (Figura 10) este destul de complexa, 100 g de pulpa
contine 7,7-18,8% zahar total, 0,49-1,37% acizi organici, 0,06-0,39% substante pectice,
pana la 16,8% vitamina C, vitaminele B1, B2, E, provitamina A, saruri minerale de Ca, Fe, K,
P, etc. Ciresele contin putine calorii, in medie 63 kcal/100 g cele dulci si in jur de 50
kcal/100 g cele amare (Kazi si colab., 2015; Fonseca si colab., 2021).

Ciresele sunt fructe care nu-si continua maturarea dupad recoltare (fructe
nonclimacterice). Recoltarea cireselor se face la maturitate deplina dintr-o singura trecere
atunci cand au atins caracteristicile specifice soiului (culoare pielita, greutate fruct, gust,
continut Tn zaharuri, etc.) (Mitre, 2008).
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Figura 10. Compozitia chimica medie a cireselor la 100 g fruct
(Sursa: USDA National Agricultural Statistics Service, 2014)

Ciresul este o specie precoce insa varsta intrarii pe rod difera, in principal, in functie
de soi si portaltoi, primele fructe formandu-se la 2-4 ani de la plantare. De la perioada
infloritului pana la maturarea fructelor sunt necesare 35-38 de zile la soiurile timpurii si 60-
65 de zile la soiurile tarzii (Lech si colab., 2008). Sunt considerate soiuri timpurii cele care
au maturitatea de consum a fructelor in luna mai, soiuri cu maturare mijlocire cele care se
recolteaza in primele doua saptamani ale lunii iunie si soiuri tarzii sunt cele care ajung la
maturitatea de recoltare in perioada 15 iunie-15 iulie sau chiar mai tarziu precum soiul
George, obtinut la SCDP lasi (Figura 11).

Nu doar fructele de cires prezintd importanta ci si lemnul, frunzele si cozile. Tn acest
sens, lemnul de cires este folosit Tnh productia de mobila si obiecte artizanale, iar frunzele si
cozile sunt utilizate Tn scop medicinal (ceaiuri). Totodata, ciresul este considerat si un
arbore ornamental deosebit (in special ciresul japonez — Prunus serrulata) datorita florilor
sale cu un aspect foarte atragator (Asanica si Hoza, 2013).
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1.2.2. Cultura ciresului pe plan mondial, european si national

Ciresul este originar din regiunea cuprinsa intre Marea Caspica si Marea Neagra, de
unde s-a extins in toate zonele favorabile de cultura. in stare slbatica creste in China, Iran,
Asia Centrala, Asia Mica, Africa de Nord, sudul si sud-estul Europei. A fost introdus in
cultura cu circa 2500 de ani in urma de catre romani (Braniste si colab., 2002).

1.2.2.1. Cultura ciresului pe plan mondial

in prezent, potrivit datelor FAOSTAT (2022), cultura ciresului este réspanditad pe
toate continentele (Figura 12), dar o pondere mai mare o ocupa in Asia, unde se produce
circa 45% din productia mondiala, urmata de Europa cu aproximativ 32%, America de Nord
si America de Sud cu circa 21% si mult mai putin in Africa si Oceania.

Productia de cirese pe regiuni e
°w

() Asia45,4%

. Europa 31,6%

. America 21,3%

@ Africao,9%
. Oceania 0,7%

Sursx: FADSTAT kel 07, 2022)

Figura 12. Distributia pe continente a productiei de cirese
(Sursa: FAOSTAT, 2022)

La nivel global, tendinta privind cererea si consumul de cirese, atat in stare
proaspata cat si prelucrata, este intr-o evolutie crescatoare continua. Acest aspect este
relevat de datele statistice care arata ca atat productia de cirese cat si suprafata cultivata
au crescut in ultimii 11 ani. Astfel, daca in anul 2010 s-a inregistrat o productie de 1,97
milioane tone pe o suprafata de 396,3 mii ha, in anul 2020 productia a crescut la 2,6
milioane tone pe o suprafata de 445 mii ha (conform datelor FAOSTAT din perioada 2010-
2020) (Figura 13).
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n topul clasamentului celor 10 tdri producédtoare de cirese la nivel mondial (Figura
14) se afla Turcia (724,9 mii tone), urmata de SUA (294,9 mii tone). Daca in anul 2016
Romania s-a regasit pe a zecea pozitie in topul tarilor mari producatoare de cirese, ulterior,
acest loc a fost luat de Bulgaria.
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Figura 13. Evolutia la nivel mondial a suprafetei si productiei culturii ciresului
(Sursa: FAOSTAT, 2022)
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Figura 14. Principalele tari mari producatoare de cirese la nivel mondial
(Sursa: FAOSTAT, 2022)
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1.2.2.2. Cultura ciresului la nivel european

La nivel european, cultura ciresului in perioada 2010-2020 nu a suferit modificari
majore privind suprafata si productia, desi au existat fluctuatii de la un an la altul (Figura
15) (FAOSTAT, 2022). De la 173 mii ha inregistrate Tn 2010, suprafata cultivata cu cires in
Europa a crescut la 177,9 mii ha in 2011, dupa care se constata un regres pana in anul 2019
(168 mii ha), cu o revigorare in 2020, atingand 176 mii ha. De asemenea, si productia de
cirese la nivel european a oscilat de la un an la altul in perioada 2010-2020, fiind cuprinsa
intre 705,5 mii tone (2010) si 731,1 mii tone (2020). Cea mai ridicata productie de cirese
din perioada 2010-2020 a fost inregistrata in anul 2018 (831,6 mii tone), in pofida faptului
ca, in acelasi an, s-a Inregistrat cea mai mica suprafata cultivata cu cires (167,6 mii ha). Este
posibil ca acest lucru sa fi fost datorat infiintarii de noi livezi de mare densitate cu potential
productiv mai ridicat care au intrat deja pe rod.
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Figura 15. Evolutia la nivel european a suprafetei si productiei culturii ciresului
(Sursa: FAOSTAT, 2022)
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1.2.2.3. Cultura ciresului in Romdénia

Tn Romania, atat suprafata cat si productia au fost, din nefericire, in continua
scadere in perioada 2010-2020 (FAOSTAT, 2022). Astfel, in anul 2010 suprafata cultivata cu
specia cires a fost de 6,9 mii ha, obtinandu-se o productie de 70,2 mii tone, in timp ce in
anul 2020 se cultivau ciresi pe o suprafata de doar 3,2 mii ha, cu o productie de 37,6 mii
tone (Figura 16). O analiza de ansamblu asupra acestor date releva ca suprafata cultivata
cu cires a scazut in decurs de 11 ani cu aproximativ 3,7 mii ha, iar productia totala a
inregistrat valori mai mici cu circa 32,6 mii tone.
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Figura 16. Evolutia suprafetei si a productiei culturii ciresului in Romania
(Sursa: FAOSTAT, 2022)

Randamentul culturii ciresului exprimat prin productia de fructe la hectar a
inregistrat o usoara crestere in ultimii ani, perioada in care au fost infiintate noi livezi in
sistem de mare densitate si cu posibilitate de fertirigare, ceea ce creeaza perspectiva
cresterii productivitatii si calitatii fructelor in urmatorii ani. Astfel, desi exista fluctuatii ale
productiei de la un an la altul, se constata ca productia medie a inregistrat o crestere de la
10,1 t/ha in anul 2010 la 11,7 t/ha in anul 2020 (Figura 17).
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Figura 17. Evolutia productiei de cirese la hectar in Romania (2010-2020)
(Sursa: FAOSTAT, 2022)

Tn anul 2020, conform ultimelor date furnizate de FAOSTAT, suprafatd cultivata cu
cires In Romania a fost de aproximativ 3,2 mii hectare cu o productie de 37,6 mii tone
(Figura 18).
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Figura 18. Suprafata/productia la specia cires in Romania in anul 2020
(Sursa: FAOSTAT, 2022)
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CAPITOLUL 1l

VIRUSURI SPECIFICE SPECIILOR PRUN $I CIRES

Genul Prunus cuprinde peste 400 de specii de plante, printre care si speciile
pomicole samburoase (Uyemoto si Scott, 1992) precum prunul, ciresul, visinul, caisul,
piersicul si migdalul.

Bolile virotice, numite si viroze, sunt afectiuni provocate de diversi agenti patogeni
virali (virusuri) asupra organismelor. Virusurile specifice regnului vegetal se numesc
fitopatogene. Ca toate speciile de plante, si speciile pomicole samburoase sunt afectate de
numeroase virusuri care produc infectii virale determinand modificari interne in
metabolismul plantei afectate, evidentiate mai mult sau mai putin, uneori chiar deloc, prin
simptome la nivelul diferitelor organe.

Dintre multitudinea de virusuri care infecteaza si afecteaza, intr-o masura mai mica
sau mai mare speciile prun si cires, sunt detaliate in cele ce urmeaza cele mai importante
sub aspect economic, apoi si altele care fac parte integranta in procesul de testare pentru
producerea materialului de inmultire pomicol din categoriile biologice superioare.

Din punct de vedere taxonomic virusurile care infecteaza prunul si ciresul apartin
urmatoarelor familii  (genuri):  Potyviridae (Potyvirus), Bromoviridae (llarvirus),
Betaflexiviridae (Trichovirus), Closteroviridae (Velarivirus si Ampelovirus) si Secoviridae
(Nepovirus si Sadwavirus). Cele mai importante virusuri care infecteaza prunul si ciresul
sunt prezentate in functie de importanta, raspandire, simptomatologie, detectie, diagnoza,
transmitere si control.

2.1. Familia POTYVIRIDAE, Genul Potyvirus

Toti membrii familiei Potyviridae se transmit printr-o varietate mare de vectori.
Pentru speciile pomicole samburoase prezinta importanta genul Potyvirus. Cu 91 de specii
si 88 de potentiale specii de virusuri, Potyvirus este cel mai mare gen al virusurilor care
infecteaza plantele, continand unele dintre cele mai importante virusuri din punct de
vedere al impactului economic. Particulele virale ale virusurilor genului Potyvirus au forma
de bastonase flexibile cu lungimi cuprinse intre 680-900 nm si diametru de 11-13 nm (Hull,
2004). Din cadrul acestui gen, cu o importantda economica majora, in special la speciile
pomicole sdmburoase cu fructul mare (prun, piersic, cais), face parte virusul Plum pox
(PPV).
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2.1.1. Plum pox virus (PPV) = Virusul varsatului prunului

Importanta economica si aria de raspandire

Sharka sau varsatul prunului, produsa de virusul Plum pox, este considerata cea mai
distructiva boala virotica a speciilor pomicole samburoase care afecteaza speciile de
Prunus, dintre care in mod deosebit prunul - specia pomicola dominanta din Romania - dar
si caisul si piersicul, iar intr-o masura mult mai redusa ciresul si visinul.

Infectiile cu PPV provoaca atat pierderi directe, care sunt cuantificate in pierderi de
productie, costuri cu eradicarea/limitarea raspandirii, precum si pierderi indirecte, care
includ costurile cu masurile preventive (inspectii, monitorizari in pepiniere, diagnostic, etc.)
(Hadidi si Barba, 2011).

Costurile globale ale incercarilor de limitare a impactului Sharka la nivel mondial n
ultimii 30 de ani au fost estimate la peste 10 miliarde de euro, iar pierderile provocate de
aceasta boala se ridica la 45 mil. tone, cu valori estimate la 5,4 miliarde euro doar la specia
P. domestica (Cambra si colab., 2006a).

Importanta economica a virusului Plum pox este reliefata si prin includerea sa in
primele zece virusuri care afecteaza regnul vegetal cu o distributie la nivel mondial
(Scholthof si colab., 2011).

Sharka a fost semnalata pentru prima data in Bulgaria Tn urma cu mai bine de un
secol, respectiv in anul 1918, de catre Atanasoff (1932). De atunci s-a raspandit progresiv
in aproape toata Europa (Roy si Smith, 1994), bazinul Mediteranean si Orientul apropiat
(Barba si colab., 2011). Prezenta virusului a fost semnalata si pe continentul nord
american, in SUA (Levy si colab., 2000), Canada (Thompson si colab., 2001) si sud
american: in Chile (Herrera si colab., 1998), Argentina (Zotto si colab., 2006), precum si Tn
numeroase tari din Asia: India (Thakur si colab., 1994), Kazakstan (Spiegel si colab., 2004),
China (Navratil si colab., 2005), Iran (Zamharir si colab., 2006), Pakistan (Kollerova si colab.,
2006), Japonia (Maejima si colab., 2010) devenind, astfel, o problema mondiala majora
pentru cultura speciilor pomicole samburoase. in urma inspectiilor efectuate, PPV nu a fost
identificat in Liban, Australia, Noua Zeelanda si Africa de Sud (Garcia si Cambra 2007;
EPPO, 2019, 2021). Exista si tari unde PPV a fost eradicat, cum sunt: SUA, Canada, Finlanda,
Suedia si Estonia (EPPO, 2022).

Arealele unde a fost identificat PPV in lume de-a lungul timpului sunt prezentate in
figura 19.
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Figura 19. Prezenta PPV la nivel global
(Sursa: https://www.cabi.org/isc/datasheet/42203)

Conform CABI Summary Data (2022), PPV este larg raspandit in estul Europei, Egipt si
Chile si localizat sau sporadic in restul tarilor unde a fost identificat (Figura 20).
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Figura 20. Distributia PPV in lume in functie de gradul de raspandire
(Sursa: https://www.cabi.org/isc/datasheet/42203)

n tara noastra virusul Plum pox este raspandit in toate zonele de culturd a speciilor
pomicole samburoase cu fructul mare producand pagube deosebite si chiar
compromiterea totala a productiei la soiurile sensibile (Minoiu, 1997; Zagrai si colab.,
2001).

O evaluare a virusului Plum pox la scara nationala efectuata in perioada 2006-2009
developeaza situatia extrem de critica si necontrolabild a raspandirii acestuia in livezile de
prun din Romania. In conditiile in care toate livezile inspectate au fost gasite infectate cu
PPV, iar incidenta medie a infectiei la nivel national a fost de 69% (Zagrai si colab., 2010a),
nu mai exista dubii cd Romania reprezinta un focar endemic de PPV (Figura 21).
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Muntenia
56%

Figura 21. Incidenta PPV in Romania (Zagrai si colab., 2010a)

Tulpinile virusului Plum pox

Cunoasterea distributiei tulpinilor PPV la nivelul fiecarei tari reprezinta un element
important atat pentru elaborarea strategiilor de limitare a impactului PPV, cat si pentru
programele de ameliorare si studiile epidemiologice.

Pana in prezent au fost identificate zece tulpini ale virusului Plum pox. Primele trei
tulpini PPV identificate au si cea mai larga raspandire (Candresse si Cambra, 2006), acestea
fiind: PPV-D, PPV-M (Kerlan si Dunez, 1979) si PPV-Rec (Glasa si colab., 2002; Subr si Glasa,
2013).

PPV-D (Dideron sau tulpina clorotica) a fost izolata pentru prima data la cais Tn sud-
estul Frantei si este tulpina cea mai raspandita in vestul Europei, fiind considerata o forma
non-epidemica a PPV. Desi a fost identificata pentru prima data la cais, PPV-D poate infecta
si alte specii pomicole, respectiv prunul si piersicul.

PPV-M (Marcus sau tulpina necrotica) a fost izolata pentru prima data la piersic in
nordul Greciei si este cunoscuta ca fiind cea mai raspandita tulpina din sudul, estul si
centrul Europei. Aceasta tulpind are o virulenta sporita si o raspandire rapida fiind
considerata forma epidemica a PPV (Candresse si Cambra, 2006). Tulpina necrotica poate
infecta nu doar piersicul, ci si prunul si caisul.

PPV-Rec este o tulpina derivata din recombinarea naturald dintre PPV-D si PPV-M,
fiind considerata a fi larg raspandita (Glasa si colab., 2004), cu predilectie la specia prun
(Barba si colab., 2011). Tn Romania, tulpina PPV-Rec a fost identificata si izolatd pentru
prima data in zona Bistritei, la specia prun (Zagrai si colab., 2006).

Alte serogrupuri minore cu o distributie extrem de limitata din punct de vedere
geografic sau din punct de vedere al plantelor gazda sunt reprezentate de tulpinile EIl Amar
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(EA) - izolata la cais in Egipt (Wetzel si colab., 1991a), Cherry (C) - izolata la visin n
Republica Moldova (Kalashyan si colab., 1994) si la cires in Italia (Crescenzi si colab., 1995)
si Romania (Maxim si colab., 2002b), Winona (W) - identificata in Canada (James si Varga,
2004), Turkey (T) - identificata Tn Turcia (Serce si colab., 2009), Ancestral Marcus (An) -
identificata in Albania la prun (Palmisano si colab., 2012), Cherry Russian (CR) - identificata
la cires (Prikhodko si colab., 2013; Glasa si colab., 2013) si Cherry Volga (CV) - identificata
la visin (Chircov si colab., 2017), ultimele doua tulpini fiind identificate in Rusia.

Desi PPV are o larga raspandire in toate zonele de cultura a prunului din Romania si
provoaca pierderi economice insemnate, un studiu la scara larga a relevat ca doar doua
tulpini (PPV-D si PPV-Rec) sunt prezente la aceasta specie (Zagrai si colab., 2010b), dar si la
cais si piersic (Zagrai si colab., rezultate nepublicate).

Tulpina PPV-C a fost raportata la cires intr-o livada din zona Bistritei (Maxim si colab.,
2002b), aceasta fiind imediat defrisata. Cercetarile ulterioare, efectuate zece ani mai
tarziu, au relevat absenta PPV-C atat in livezile de cires limitrofe, cat si in altele de pe
teritoriul Romaniei, ceea ce releva ca prezenta PPV-C in tara noastra a avut un caracter
accidental (Zagrai si colab., 2012).

Rezultatele cercetarilor efectuate la 200 izolate PPV prelevate din livezi de prun din
principalele regiuni pomicole ale Romaniei au evidentiat o predominanta neta a susei PPV-
D, urmata la mare distanta de PPV-Rec (Figura 22). De asemenea, infectiile mixte (PPV-D +
PPV-Rec), generatoare ale altor posibile variatii prin recombinare, au fost semnalate cu o
frecventa destul de ridicata (Zagrai si colab., 2010b).

ROMANIA

73% PPV-D

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

Figura 22. Prezenta tulpinilor PPV in Romania (Zagrai si colab., 2010b)
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Plante gazda si simptomatologie
Prunul, piersicul si caisul reprezinta gazde principale ale PPV (Llacer si Cambra, 2006),

insd acesta poate infecta intr-o mica masura si ciresul, visinul si migdalul (Crescenzi si
colab., 1995; Kalashian si colab., 1994; Nemchinov si Hadidi, 1996; Maxim si colab., 20023;
LIacer si Cambra, 2006).

Speciile salbatice de Prunus (porumbar, mirobolan, etc.) pot fi, de asemenea,

infectate cu PPV (Polak, 1997). Virusul infecteaza extrem de facil plantele de P. persica GF
305 sau Elberta, P. tomentosa si soiul de prun Tuleu dulce, toate acestea putand fi utilizate
ca indicatori biologici lemnosi. Dintre plantele erbacee, Chenopodium foetidum, Nicotiana
clevelandi, Nicotiana benthamiana, Pisum sativum, etc. au fost folosite cu succes ca plante
gazda experimentale (Minoiu si Lefter, 1987), insa rolul lor Tn transmiterea naturala a PPV
la Prunus nu a fost demonstrat (LlIacer, 2006).

Simptomatologic, virusul Plum pox se manifesta pe frunze sub forma de pete de
culoare verde-galbui, neregulate, mai mult sau mai putin difuze, dar si sub forma de pete
inelare clorotice sau benzi, fara o delimitare precisa a marginilor, Tnsotite uneori si de
decolorarea tesuturilor (Figura 23).

Simptomele pe frunze se exteriorizeaza cel mai proeminent in perioada mai-iunie, iar
ulterior scad din intensitate odata cu cresterea temperaturilor. De altfel, la unele soiuri de
prun simptomele pe frunze pot fi mascate total in timpul verii. In perioada mai-iunie se

recomanda si prelevarea probelor pentru diagnostic prin tehnici de laborator.

Figura 23. Simptome pe frunze prduse de PPV la prlui'l (original)

29



MANAGEMENTUL INTEGRAT IN PREVENIREA BOLILOR VIROTICE LA SPECIILE PRUN SI CIRES

Pe fructe, infectile cu PPV determina, la soiurile sensibile, deprecieri calitative
macroscopice prin aparitia de pete inelare si benzi de culoare mai inchisa pe pielita,
adancite in pulpa (Figura 24), aceasta devenind adesea necrozata (Figura 25), cu gust amar.
De asemenea, apar dezechilibre intre zaharuri si aciditate, fructele devenind adesea
improprii consumului. Infectiile cu PPV pot sa produca si scurgeri de gome pe fructe (Figura
26).

Figura 24. Simptome manifestate prin pete si deformari ale fructelor ca urmare a
infectiei cu PPV la soiurile sensibile de prun (original)

Figura 26. Scurgeri de gome

la infectiile cu PPV pe fructe,

specia prun (original)
Figura 25. Necroze in pulpa fructelor
afectate de PPV, la soiurile sensibile

de prun (original)
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Simptomele sunt foarte evidente in faza de parga si determina o cadere masiva a
fructelor la soiurile sensibile (Figura 27).

Figura 27. Caderea prematura a fructelor ca
urmare a infectiei cu PPV la soiurile sensibile de
prun

Pe samburi, infectiile cu PPV pot provoca pete inelare, brun-roscate, in special la cais
(Figura 28a), si mai rar la prun (Figura 28b). Fructele afectate raman mici, se maturizeaza si
cad prematur.

Figura 28. Simptome de PPV pe samburi la cais (a) si prun (b) (original)

Diagnoza, detectie, transmitere

Etapa preliminara diagnosticarii PPV o reprezinta observatiile vizuale, respectiv
evidentierea eventualelor simptome ce apar pe frunze si fructe. Monitorizarea PPV se
realizeaza de cel putin 2-3 ori pe an cu predilectie in perioada mai-iunie, cand simptomele
sunt destul de bine definite, ceea ce permite o analiza preliminara destul de riguroasa.
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Acest lucru a fost demonstrat recent de Zagrai si colab. (2022) care arata ca evaluarea
prezentei PPV prin observatii vizuale poate reprezenta o metoda efectiva pentru
semnalarea unor posibile infectii pentru a se actiona rapid prin masuri de limitare a
raspandirii virusului. De asemenea, concentratia virala in aceasta perioada este maxima,
ceea ce faciliteaza diagnosticul prin testari serologice si moleculare.

Indexarea biologica pe plante lemnoase susceptibile (piersicul GF 305, puieti de P.
tomentosa) sau erbacee (Chenopodium foetidium) constituie o metoda frecvent utilizata
pentru detectia infectiilor cu PPV (EPPO, 2001a) in diverse etape ale producerii de material
de inmultire din categoriile biologice superioare, dar si in diverse studii de epidemiologie.

Dintre testele serologice cel mai des utilizat este DAS-ELISA (Double Antibody
Sandwich-Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay) pentru detectia virusului (Clark si Adams,
1977) utilizand antiseruri policlonale si DASI (Double Antibody Sandwich Indirect) — ELISA
pentru detectie si caracterizare serologica folosind antiseruri monoclonale universale sau
specifice (Cambra si colab., 1994).

Pentru detectie si diagnoza moleculara se folosesc in principal tehnicile RT-PCR
(Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction) folosind cel mai adesea perechea de
amorse polivalente P1/P2 care amplifica un fragment de 243 bp corespunzator regiunii C-
terminus a proteinei capsidale (Wetzel si colab., 1991b) sau setul de primeri
hPPV(3’)NTR/cPPV(3’)NTR care amplifica un fragment de 224 bp corespunzator regiunii
conservative 3’ non-codificatoare (Levy si Hadidi, 1994). De asemenea, tehnica IC-RT-PCR
(Imunocapture - Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction), a carei sensibilitate
este mult superioara tehnicii RT-PCR (Wetzel si colab., 1992), dar si Nested-PCR, real time
PCR (Schneider si colab., 2004) precum si altele, cum ar fi Co-PCR (Co-operational
amplification) (Olmos si colab., 2002), NASBA-FH (Nucleic Acid Sequence-Based
Amplification method coupled with rapid Flow-through Hybridisation) (Olmos si colab.,
2007), pot fi utilizate cu succes pentru detectia si diagnosticul de mare precizie al PPV.

Transmiterea virusului Plum pox se realizeaza pe cale naturala prin intermediul
afidelor virulifere in mod nepersistent (Labonne si colab., 1995), dar se transmite extrem
de facil si mecanic, prin altoire si propagarea materialului infectat.

Masuri de limitare a raspandirii virusului

Cea mai eficienta modalitate de limitare a raspandirii PPV o reprezinta utilizarea
soiurilor rezistente la virus, precum prunul transgenic ‘HoneySweet’ cu rezistenta derivata
din patogen (Ravelonandro si colab., 2011; Scorza si colab., 2013) sau soiuri cu rezistenta
prin mecanism de hipersensibilitate (de ex. soiul de prun ’Jojo’) (Hartmann si Petruschke,
2000, Neumidiller si colab., 2005). in lipsa unor astfel de soiuri, producerea materialului
saditor liber de virusuri si utilizarea lui pentru infiintarea de noi plantatii ramane esentiala
pentru reusita unei livezi de samburoase. De asemenea, amplasarea noilor livezi cat mai
departe de potentialele surse de infectie poate contribui substantial la limitarea raspandirii
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PPV chiar si in zonele endemice. Odata infiintata, livada necesita monitorizare mai ales in
primii ani pentru a se putea interveni rapid in eliminarea pomilor infectati, in cazul in care
sunt depistate infectii sporadice.

Deoarece virusul Plum pox se transmite in mod natural prin afide este foarte
importanta cunoasterea perioadei de zbor a acestor vectori, in vederea elaborarii unor
programe de tratamente cu insecticide care sa permita combaterea eficienta in aceasta
perioada. Un astfel de studiu a fost efectuat la Statiunea de Cercetare-Dezvoltare pentru
Pomicultura (SCDP) Bistrita, rezultatele relevand un debut al zborului la Tnceputul lunii mai,
cu o crestere progresiva si un maxim de zbor in luna iunie, apoi o descrestere continua
pana la intrerupere in a doua jumatate a lunii iulie. De asemenea, s-a constatat o reluare a
zborului la inceputul lunii septembrie care, desi de mica intensitate prezinta importanta
pentru raspandirea PPV (Zagrai si colab., 2010c). Desi, in general, pentru combaterea
afidelor se recomanda aplicarea de tratamente fitosanitare cu insecticide specifice la
avertizare sau la detectarea formarii primelor colonii, combaterea acestora capata alte
valente n conditiile in care se urmareste limitarea raspandirii PPV, mai ales in arealele cu
PPV endemic. Tn astfel de situatii, se recomanda tratamente suplimentare mergand pana la
efectuarea tratamentelor la acoperire in perioadele de zbor ale afidelor. Totusi, chiar si
prin aplicarea de insecticide in combaterea afidelor in momentele de zbor maxim se poate
contribui la o oarecare reducere a raspandirii virusului Plum pox.

n conditiile Tn care paleta de produse de sinteza se ingusteaza din ce in ce mai mult si
in contextul in care exista o tendinta continuu crescatoare pentru fructe Eco, cercetarile
privind controlul afidelor vectori au fost indreptate si in aceasta directie. De exemplu, s-a
demonstrat ¢ in conditii de pepinier3, tratamentele cu ulei mineral (SunSpray™ Ultra-
Fine) Tn concentratie 1% la interval de 7-10 zile reduc incidenta virusului Plum pox, insa nu
stopeaza producerea infectiilor (Vidal si colab., 2013).

Uleiul mineral este considerat ca fiind prietenos mediului deoarece nu este toxic
pentru vertebrate si este rapid degradat in mediu. Avand n vedere contextul actual in care
Uniunea Europeana promoveaza necesitatea reducerii si chiar a eliminarii unor insecticide,
utilizarea uleiului mineral devine o alternativa atractiva pentru reducerea incidentei
virusului Plum pox. Alaturi de uleiurile minerale (Ovipron Top, Vernoil, etc.) se pot folosi si
alte produse care au la baza substante active acceptate in agricultura ecologica, precum
uleiurile esentiale de citrice (Prev-Am, Limocide, etc.). Rezultate recente arata ca produsele
pe baza de uleiuri (minerale sau extracte de plante) de contact dau rezultate bune in
controlul afidelor in sistemul ecologic de cultura (Moldovan si colab., 2020).

Data fiind importanta economica a virusului Plum pox, metodele de prevenire sunt
detaliate in capitolul IV.
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2.2. Familia BROMOVIRIDAE, Genul llarvirus

Virusurile din cadrul familiei Bromoviridae sunt clasificate in mai multe genuri, cel mai
important pentru speciile pomicole samburoase fiind genul /larvirus (isometric labil ring-
spot). Particulele virale ale virusurilor ILAR sunt izometrice si foarte labile (Pallds, 2012).
Virusurile ILAR infecteaza atat specii lemnoase cat si erbacee (Hull, 2004), dintre care cu o
larga raspandire si importanta pentru cultura prunului si ciresului sunt: Prune dwarf virus
(PDV), Prunus necrotic ringspot virus (PNRSV) si Apple mosaic virus (ApMV).

2.2.1. Prune dwarf virus (PDV) — Virusul piticirii prunului

Importanta economica si aria de raspandire

Virusul piticirii prunului a fost raportat pentru prima data in Statele Unite ale
Americii la specia prun prezentand simptome de incetinire a cresterii pomilor si modificari
ale frunzelor (Thomas si Hildebrand, 1936).

PDV este considerat a fi unul dintre cele mai larg raspandite si pagubitoare virusuri
din grupul ILAR, infectand in principal speciile samburoase cu fructul mic (cires si visin), dar
si speciile samburoase cu fructul mare (prun, piersic, cais, migdal) (Caglayan si colab.,
2011).

Virusul piticirii prunului poate fi intalnit atat in infectii singulare, cat si in infectii
mixte, in principal alaturi de virusul patarii inelare necrotice (Prunus necrotic ringspot virus
- PNRSV), avand efect sinergic exprimat deseori prin declinul speciilor pomicole
samburoase (Uyemote si Scott, 1992). La cires, efectul sinergic al infectiilor mixte PDV +
PNRSV a fost observat si in pepiniera (Maxim, 1996). Mai mult, Maxim si Papp (2000)
observa ca infectiile singulare cu PDV, dar si cele mixte (PDV + PNRSV) influenteaza negativ
compozitia chimica a fructelor de cires. Aceiasi autori releva la visin anomalii n
metabolismul carbohidratilor si amidonului in diferite parti ale pomilor infectati. in cursul
perioadei de vegetatie, infectiile cu PDV produc o inhibitie a proceselor de hidroliza a
amidonului, favorizand astfel acumulari accentuate ale acestuia, in timp ce in perioada de
repaus determina scaderea continutului de zaharuri solubile in mugurii si ramurile anuale,
cu consecinte negative asupra rezistentei la inghet a pomilor infectati (Maxim si Papp,
2001). Calitatea si productivitatea fructelor obtinute de pe pomii infectati cu PDV sunt, de
asemenea, afectate (Barba si colab., 2015).

PDV este raspandit in zonele temperate unde se cultiva speciile pomicole
samburoase, prezenta virusului fiind raportata in multe tari din lume (Figura 29).

Incidenta PDV la speciile pomicole samburoase a fost raportata in diverse studii la
nivel local, regional si national, in functie de specie (Di Terlizzi si colab., 1998; Myrta si
colab., 2003; Caglayan si colab., 2011; Kamenova si colab., 2019), astfel: in Italia (75% la
cires, 33% la migdal, 28% la prun), Franta (30% la cires), Malta (53% la mirobolan), Liban
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(60% la cires, 22% la piersic), Bulgaria (14,4% la cires si visin), Siria (87% la cires, 46% la
prun), Turcia (Estul Mediteranei - 24,1% la prun, regiunea Van - 31,2% la visin).

n tara noastra, PDV a fost semnalat pentru prima datd de Macovei in anul 1974
(CABI Summary Data, 2022).

LIy "-'{F
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Figura 29. Prezenta PDV la nivel global
(Sursa: https://www.cabi.org/isc/datasheet/42402)

Plante gazda si simptomatologie

Toate speciile de Prunus cultivate si salbatice constituie plante gadza pentru PDV,
unele fiind principale (P. avium, P. domestica si P. persica) in timp ce altele secundare (P.
armeniaca, P. cerasifera, P. cerasus, P. insititia, P. amygdalus si P. spinosa) (Cambra si
colab., 1982; Németh, 1986; Rankovic si Dulic-Markovic, 1992; Caglayan si colab., 2011;
Hadidi si Barba, 2011).

Denumirea virusului are legatura directa cu simptomele pe care le produce la pomii
infectati, respectiv ncetinirea cresterii si deformarea frunzelor, acestea fiind observate
pentru prima data la prun (Thomas si Hildebrand, 1936). Lastarii infectati cu PDV dezvolta
internodii scurte cu frunze Tnguste si alungite. Totusi, simptomele variaza mult in functie de
specia gazda, soi, tulpina virald, precum si de conditiile climatice (Németh, 1986),
exteriorizarea lor fiind favorizata de temperaturile mai scazute din prima parte a perioadei
de vegetatie. Simptomele produse de PDV nu sunt intotdeauna generalizate in coroana
pomilor.

Bolile provocate de acest virus au primit denumiri diferite in functie de specia
afectata si tulpina virala implicata, intensitatea atacului fiind diferita in functie de
susceptibilitatea soiului afectat, conditiile pedo-climatice si, nu in ultimul rand, de
tehnologia de cultura.

La cires, PDV poate induce simptome pe frunze (Figura 30) precum patarea inelara
clorotica (cherry chlorotic ring spot), patarea inelara clorotic-necrotica (cherry chlorotic-
necrotic ring spot), mozaicul inelar (cherry ring mosaic), marmorarea inelara (cherry ring
mottle).
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Figura 30. Simptome pe frunze produse de PDV la cires (original)

La visin, ingdlbenirea frunzelor (sour cherry yellows) ca reactie la infectia cu PDV
indica o cronicizare a bolii la unul sau mai multi ani de la producerea infectiei primare
(Fulton, 1981).

La prun, frunzele prezinta pete mici, neregulate, de culoare verde deschis, lastarii
infectati avand internodii scurte, iar cresterea intregului pom este afectata de infectiile cu

acest virus (Figura 31) .

Figura 31. Simptome pe frunze produse de PDV la prun (original)

Tn general, se observa o intarziere a cresterilor vegetative care imprima efectul de
piticire (prune dwarf), o reducere a suprafetei limbului foliar insotit de o usoara
decolorare, uneori sub forma de mozaic (prune mosaic), rasucire a frunzelor inspre partea
superioara si o reducere a cresterii pomilor in ansamblu (Minoiu si Lefter, 1987; Pop,
2009).

La piersic, principalele simptome produse de infectiile cu PDV constau in stoparea
cresterii (peach stunt), scurtarea internodiilor lastarilor, reducerea limbului foliar,
diminuarea productiei de fructe (Hadidi si Barba, 2011), iar in cazul infectiilor mixte cu
PNRSV induce boala piticirii piersicului (peach stunt disease — PSD)(Uyemoto si Scott,
1992). La cais, unele tulpini virale ale PDV provoaca aparitia de gomoze (apricot
gummoisis), alaturi de marmorarea frunzelor, intarzierea infrunzirii si, intr-un final, putand
contribui la aparitia fenomenului de apoplexie (Németh, 1986; Pop, 2009).
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Uneori pomii pot fi asimptomatici, temperaturile ridicate mascand simptomele, insa
virusul exista Tn stare latenta in interiorul partilor infectate cu PDV.

Diaghoza, detectie, transmitere

PDV poate fi identificat in frunze, muguri, scoarta sau polen prin analize serologice
(DAS-ELISA) si/sau moleculare (RT-PCR), cea mai uzuald metoda de diagnoza/detectie fiind
cea serologica prin care se poate stabili prezenta sau absenta virusului in probe
simptomatice sau asimptomatice.

Indexarea biologica pe plante lemnoase (P. persica - GF 305, P. serrulata - Shirofugen,
soiul de cires Bing) sau erbacee, (Cucumis sativus, Cucurbita maxima) constituie, de
asemenea, o metoda frecvent utilizata pentru detectia PDV (EPPO 2001a - PM 4/29(1);
EPPO 2001b - PM 4/30(1); Thompson si colab., 2011; Caglayan si colab., 2011). De
asemenea, plantele de Nicotiana benthamiana pot fi flolosite pentru indexare biologica,
desi PDV nu provoaca simptome tipice pe aceasta planta (Simkovich si colab., 2021).

Virusul piticirii prunului se transmite prin inoculari mecanice, altoire, seminte si polen
(Smith si Stubbs, 1976). Transmiterea prin seminte a fost mentionata la cires, visin,
mahaleb si mirobolan, insa rata de infectie depinde de specie (Caglayan si colab., 2011) si
de conditiile climatice din perioada de inflorire, prezentand rate de transmitere mai mari la
cires si visin comparativ cu alte specii samburoase (Gilmer, 1965; Dunez, 1998).

Raspandirea prin polen a PDV la cires in primii ani este mai lenta, insa dupa intrarea
pe rod aceasta se accelereaza ajungand ca in 15 ani sa fie infectata intreaga livada (Sutic si
colab., 1999). Transmiterea PDV de la polenul de cires la castraveti este posibila, fiind
facilitata de tripsul Frankliniella occidentalis (Greber si colab., 1992). La piersic se pare ca si
albinele au un rol in raspandirea PDV (Uyemoto si Scott, 1992).

Masuri de limitare a raspandirii virusului

Cel mai adesea, virusul se raspandeste prin inmultirea si comercializarea materialului
de plantare infectat. Astfel, principala masura de preventie consta in utilizarea de material
saditor liber de virusuri la infiintarea plantatiilor de samburoase sau a unor soiuri
rezistente, in situatia existentei acestora.

Se cunoaste faptul ca exista o mare diferenta intre plantatiile infectate cu PDV la
infiintare, ca urmare a utilizarii de material de plantare infectat din pepiniera, si cele
infectate ulterior prin polen, in decursul perioadei de rodire a pomilor, in sensul ca acestea
din urma sunt mult mai putin afectate. De aceea, in cazul livezilor tinere se recomanda
monitorizarea riguroasa si eliminarea pomilor infectati, urmata de inlocuirea acestora cu
pomi din categoria biologica ‘Certificat’, liber de virusuri, cu status ‘indemn’, conform noii
legislatii.

Repercusiunile infectiilor tardive, cauzate de transmiterea prin polen intr-o plantatie
pe rod, au si ele o semnificatie economica importanta, Tnsa nivelul impactului este mult
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redus comparativ cu utilizarea la plantare a materialului infectat, atat in ceea ce priveste
cresterea pomilor si productia de fructe obtinute, cat si a duratei de exploatare a
plantatiilor.

Pentru limitarea raspandirii virusului Prune dwarf se recomanda infiintarea noilor
plantatii la o distanta care sa asigure izolarea de alte plantatii de Prunus sau pomi razleti
infectati, avand in vedere ca virusul se raspandeste in mod natural prin polen.

2.2.2. Prunus necrotic ringspot virus (PNRSV) — Virusul patarii inelare necrotice

Importanta economica si aria de raspandire

Virusul patarii inelare necrotice a fost semnalat pentru prima data in Statele Unite
ale Americii, la piersic (Cochran si Hutchinns, 1941). in 1959, Fulton a relatat despre boala
denumita patarea inelara necrotica la specia visin, iar in 1963 Allen a fost primul care a
identificat si descris virusul care produce aceasta boala, respectiv Prunus necrotic ringspot.

Infectiile cu PNRSV produc uscarea varfurilor lastarilor inca din pepiniera, cu influente
negative asupra uniformitatii plantelor si a sanselor de supravietuire a acestora
(Topchiiska, 1983).

Tn conditii de livada, virusul afecteazd cresterea, maturitatea si calitatea fructelor
(Mink, 1992), contribuind la cresterea sensibilitatii la inghet a pomilor si, de asemenea, la
intarzierea maturarii fructelor (Saunier, 1972). Toate acestea au ca rezultat final reducerea
productiei de fructe, atat cantitativ, cat mai ales calitativ.

PNRSV poate fi intalnit atat in infectii singulare, cat si in infectii mixte, in principal
alaturi de PDV, provocand un sinergism cu efect negativ asupra cresterii si dezvoltarii
ciresului Tn pepiniera (Maxim, 1996), in timp ce in livezile pe rod, in special la piersic, se
produce declinul progresiv al pomilor (Uyemote si Scott, 1992).

n functie de specie, PNRSV provoacd pierderi semnificative de recoltd, in special la
cires si visin. Uyemoto si Scott (1992) afirma ca recoltele ar putea fi afectate de infectiile cu
PNRSV cu pana la 15% la cires si ar putea ajunge chiar la 100% la piersic. Németh (1986) si
Maxim si colab. (2002a) relateaza ca cele mai ridicate pierderi de productie se inregistreaza
la visin.

In prezent PNRSV este rdspandit in toate zonele de culturd a speciilor pomicole
samburoase, infectand specii ale genului Prunus, precum piersicul, prunul, ciresul, caisul si
migdalul (Hammond, 2011).

PNRSV este prezent pe scara larga in Uniunea Europeana (EFSA, 2014) fiind raportat
in tarile mediteraneene (Myrta si colab., 2001), dar si in multe alte state europene, la
specii de Prunus cultivate si salbatice, hamei si trandafiri. De asemenea, PNRSV a fost
detectat Tn mai multe tari din Orientul Mijlociu, inclusiv in Siria (Ismaeil si colab., 2003),
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Liban (Choueiri si colab., 2001), Palestina (Jarrar si colab., 2001) si Egipt (Ghanem, 2000;
Abdel-Salam si colab., 2008), aria de distributie la nivel global fiind relatata in figura 32.
n tara noastrd, PNRSV a fost semnalat pentru prima dat3d de Macovei in anul 1980

(CABI Summary Data, 2022).

Figura 32. Prezenta PNRSV la nivel global
(Sursa: https://www.cabi.org/isc/datasheet/42426)

Plante gazda si simptomatologie

PNRSV poate infecta multe specii lemnoase, cele mai afectate fiind ciresul, prunul si
piersicul, genurile Prunus si Rosa reprezentand principalele plante gazda (Németh, 1986).
De asemenea, unele plante erbacee precum Chenopodium quinoa, Helianthus annuus,
Cucumis sativus pot fi gazde pentru PNRSV (Fulton, 1970; Crosslin si Mink, 1992). in zonele
in care sunt prezente plante gazda, PNRSV pare sa nu fie afectat de conditiile ecoclimatice
(EFSA, 2014).

Principalele simptome produse de acest virus se manifesta prin pete inelare clorotice
si mai apoi necrotice de culoare inchisa, decolorari in forma de inele sau benzi necrotice
fine sau evidente care, in final, duc la perforarea tesuturilor afectate, rugozitate,
deformarea si reducerea suprafetei limbului, pete in forma frunzei de stejar, mozaic
galben, enatiuni pe fata inferioara a frunzelor, intarzierea pornirii in vegetatie si a infloririi
primavara, declinul progresiv al pomilor afectati, si multe altele (Németh, 1986; Pop,
2009). Intensitatea si frecventa acestor simptome este in functie de specie (visinul este mai
sensibil decat celelalte specii samburoase), tulpina virala, susceptibilitatea soiului afectat,
conditiile pedo-climatice si nu in ultimul rand, tehnologia de cultura aplicata in livada si
pepiniera (Maxim si colab., 2002a).

Simptomele produse de PNRSV pot fi persistente sau nu, iar in faza cronica pot fi
chiar ascunse, lasand impresia unei Tnsanatosiri aparente a pomilor. La majoritatea
plantelor infectate, PNRSV induce simptome de soc in primul an de la infectie (Németh,
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1986), in timp ce la alte plante poate determina un declin lent al pomilor (Wells si
Kirkpatrick, 1986).

PNRSV infecteaza un numar mare de specii pomicole samburoase provocand
numeroase boli virotice, denumite dupa specia afectata si tulpina virala implicata. Astfel,
bolile virotice produse de PNRSV sunt: patarea inelara necrotica a prunului (plum necrotic
ringspot) — figura 33a, declinul prunului (plum die back), patarea inelara necrotica a
ciresului (sweet cherry necrotic ringspot) — figura 33b, patarea inelara necrotica a visinului
(sour cherry necrotic ringspot), patarea inelara necrotica a piersicului (peach necrotic
ringspot), mozaicul in benzi al piersicului (peach line pattern), patarea inelara necrotica a
caisului (apricot necrotic ringspot), mozaicul Tn benzi al caisului (apricot line pattern),
patarea inelara necrotica a migdalului (almond necrotic ringspot), mozaicul in benzi al
migdalului (almond line pattern) (Németh, 1986; Hammond, 2011).

Figura 33. Simptome pe frunze produse de PNRSV la prun (a) si cires (b) (original)

Diagnoza, detectie, transmitere

PNRSV poate fi identificat in frunze, muguri, scoarta sau polen prin analize serologice
(DAS-ELISA) si/sau moleculare (IC/RT-PCR), cea mai uzuald metodad de diagnoza/detectie
fiind cea serologica, iar cea mai fiabila cea moleculara.

Indexarea biologica se poate face pe plante lemnoase, precum P. persica — GF 305, P.
serrulata - Shirofugen, soiul de cires Bing sau erbacee Chenepodium quinoa, Cucumis
sativus, Cucurbita maxima [(EPPO, 2001a - PM 4/29(1); EPPO, 2001b - PM 4/30(1)].

PNRSV este un virus care se transmite prin samanta, polen si mecanic prin altoire.
Raspandirea prin seminte si polen este rapida la speciile pomicole samburoase (Amari si
colab., 2009), albinele putand transporta polen contaminat cu PNRSV (Mink si colab.,
1987). Transmiterea mecanica prin altoire, utilizdnd portaltoi infectati, reprezinta o alta
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modalitate de raspandire a acestui virus. Ca si Tn cazul PDV, transmiterea PNRSV a fost
evidentiata experimental si prin tripsi (Franklinella occidentalis si Thrips tabaci) (Greber si
colab., 1992) insa importanta acestora in raspandirea virusului in livezi este inca
necunoscuta (Milne si Walter, 2003).

Masuri de limitare a raspandirii virusului

Luand in considerare faptul ca PNRSV este un virus care se transmite prin samanta,
polen si altoire, principala masura preventiva este utilizarea materialului saditor liber de
virusuri la infiintarea plantatiilor de samburoase sau a folosirii unor soiuri rezistente, in
situatia existentei acestora.

Tn cazul livezilor tinere este necesard monitorizarea si indep&rtarea pomilor infectati,
urmata de inlocuirea acestora cu pomi din categoria biologica ‘Certificat’ liberi de virusuri
(Pallas si colab., 2012).

O alta modalitate de a reduce raspandirea virusului in livezi este de a identifica si
elimina pomii infectati cu PNRSV cat mai curand posibil (Mink, 1992), in primii ani dupa
plantare, Thainte de intrarea pe rod. Similar virusului Prune dwarf, si pentru limitarea
raspandirii PNRSV se recomanda ca infiintarea noilor livezi de sdmburoase sa se faca la o
distantd care sa asigure izolarea de alte specii de Prunus, avand in vedere ca virusul se
raspandeste Tn mod natural prin polen.

2.2.3. Apple mosaic virus (ApMV) — Virusul mozaicului marului

Importanta economica si aria de raspandire

Virusul mozaicului marului, agentul cauzal al multor boli cu simptomatologie de tip
mozaic, a fost descris pentru prima data la specia mar (White, 1928), de unde si numele
asociat acestei specii (Grimova si colab., 2016). La speciile samburoase, boala produsa de
virusul mozaicului a fost raportata pentru prima data in Bulgaria, de catre Atanasoff
(1935).

ApMV are impact economic nesemnificativ in infectii singulare, insa apare deseori in
infectii mixte asociate cu PNRSV si PDV la speciile sdmburoase, cu impact economic
semnificativ, ca urmare a actiunii sinergice a virusurilor implicate. Frecventa infectiilor cu
ApMV la speciile samburoase este mult mai redusa decat a celorlalte doua virusuri ILAR, in
special la prun, cais, piersic si cires (Myrta si colab., 2003). Soiurile vechi sunt mai sensibile
la infectile cu ApMV, dar si la infectiile mixte, bolile care deriva din acestea putand
determina declinul pomilor (Paunovic si colab., 2011).

Prezenta ApMV a fost semnalata de-a lungul timpului in foarte multe tari din lume,
inclusiv in Romania (Figura 34). In Europa, ApMV este mai des intalnit la speciile din genul
Prunus decat la cele din genul Malus (Desvignes si colab., 1999; Paunovic si colab., 2011).
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Figura 34. Prezenta ApMV la nivel global
(Sursa: https://www.cabi.org/isc/datasheet/6396)

Din figura 35 se poate observa o larga raspandire a virusului mozaicului marului doar
pe continentul nord american, in Africa de Sud si in cateva tari din Europa, in celelalte zone
unde a fost identificat fiind doar localizat sau sporadic (CABI Summary Data, 2022).
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Figura 35. Distributia ApMV in lume in functie de gradul de raspandire
(Sursa: https://www.cabi.org/isc/datasheet/6396)

Plante gazda si simptomatologie

Diferite specii ale genurilor Prunus, Malus, Rubus, Rosa dar si alte specii sunt
considerate plante gazda naturale (Németh, 1986). ApMV are peste 65 de specii ca plante
gazda, incluzand specii lemnoase si erbacee. Infecteaza toate speciile pomicole semintoase
si samburoase, arbustii fructiferi, alunul, castanul, trandafirul dar si hameiul.

Virusul mozaicului marului se manifesta pe frunzele infectate prin pete neregulate de
culoare galben-pal, uneori chiar crem, decolorari difuze, linii, benzi si mozaic liniar (Figura
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36), simptome ce apar, in general, la inceputul verii si doar sporadic in coroana pomilor,
intensitatea fiind Tn functie de tulpina virala, specie, soi, conditii climatice (Németh, 1986;
Petrzik si Lenz, 2011). Vara, petele clorotice pot deveni necrotice, instalandu-se caderea
prematurd a frunzelor afectate. In pepinierd infectiile cu ApMV provoac3 ingdlbenirea
pronuntata a frunzelor, in timp ce in livezi simptomele sunt mai putin pronuntate (Pop,
2009). in general, fructele nu dezvoltd simptome ale infectiei cu ApMV.

Figura 36. Simptome pe frunze produse de ApMV la Prunus spp.
(Sursa: https://gd.eppo.int)

Diagnoza, detectie, transmitere

Simptomatologia vizuala nu poate fi considerata o unealta fidela de diagnostic a
acestui virus deoarece aceleasi simptome pot fi dezvoltate si de catre alte virusuri la
speciile samburoase, cum sunt PNRSV si American plum line pattern virus (APLPV), iar in
unele cazuri pot sa nu fie exteriorizate simptome.

Identificarea ApMV se poate realiza prin altoire pe indicatori lemnosi de piersic (GF
305 sau 'Elberta’), prin testari serologice (DAS-ELISA) utilizand antiseruri policlonale si/sau
prin teste moleculare (RT-PCR) (EPPO, 2001b). Ultimele douda metode sunt mai rapide si
mai precise, in special cea moleculard, dar si mai costisitoare. in general, cele mai mari
concentratii de ApMV se afla in mugurii fortati, in petale si in frunzele tinere.

Pana in prezent nu se cunosc vectori care sa transmita virusul mozaicului marului,
propagarea acestuia realizandu-se prin materialul de plantare infectat si prin altoire. De
asemenea, virusul nu a fost identificat in graunciorii de polen ai prunului si caisului, nici in
samburii de migdal proveniti din pomi infectati cu ApMV, ceea ce sugereaza faptul ca nu se
transmite prin polen (Digiaro si colab., 1992) si samanta (Barba si colab., 1986). O
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raspandire a ApMV prin concresterea naturala a radacinilor pomilor bolnavi si sanatosi a
fost observata in pepiniere si in livezile intensive (Pop, 2009).

Masuri de limitare a raspandirii virusului

Controlul bolilor provocate de virusul mozaicului marului este relativ facil deoarece
virusul nu se transmite prin polen, samanta sau vectori naturali, principala cale de
raspandire naturala fiind utilizarea materialului infectat (EPPO, 2001b). Astfel, eliminarea
pomilor identificati ca fiind infectati cu ApMV si utilizarea la plantare doar a materialului
saditor liber de virusuri, constituie masuri eficiente de preventie, limitare si control a
bolilor virotice produse de acest virus in plantatiile comerciale.

2.3. Familia BETAFLEXIVIRIDAE, Genul Trichovirus

in cadrul familiei Betaflexiviridae sunt clasificate 12 genuri din care unul prezint3
importantda pentru speciile pomicole sdmburoase, si anume genul Trichovirus. Cel mai
reprezentativ virus al acestui gen este Apple chlorotic leaf spot virus.

2.3.1. Apple chlorotic leaf spot virus (ACLSV) - Virusul patarii clorotice a marului

Importanta economica si aria de raspandire

Virusul patarii clorotice a marului a fost raportat pentru prima data in Statele Unite
ale Americii la specia mar (Mink si Shay, 1959), insa boala produsa de acest virus a fost
semnalata pentru prima data la par, de Christoff, in anul 1935 (Pop, 2009).

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. Dintre speciile
samburoase cea mai afectata este caisul (Myrta si colab., 2003).

Importanta economica a acestui virus rezida in primul rand din prezenta sa pe intreg
mapamondul, fiind practic raportat de-a lungul timpului in toate zonele de cultura a
speciilor pomicole semintoase si samburoase (Figura 37), dar si din efectele negative
asupra calitatii fructelor infectate cu anumite tulpini ale acestui virus. Totusi, din figura 38
se poate observa ca ACLSV are o larga raspandire doar in Finlanda, iar localizat doar in SUA
si Brazilia (Sursa: www.cabi.org).
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Figura 37. Prezenta ACLSV la nivel global

(Sursa: https://www.cabi.org/isc/datasheet/6077)
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Figura 38. Distributia ACLSV in lume in functie de gradul de raspandire
(Sursa: https://www.cabi.org/isc/datasheet/6077)

Plante gazda si simptomatologie
Principalele plante gazda ale ACLSV sunt marul, parul, gutuiul, caisul, ciresul,

migdalul, piersicul si prunul (Németh, 1986; Martelli si colab., 2011). Virusul a fost detectat
si la specii ornamentale si sdlbatice de Rosaceae (Németh, 1986; Myrta si colab. 2003).

La speciile samburoase, unele tulpini ale ACLSV nu se exteriorizeaza simptomatologic,

fiind in stare latentd, Tnsa in infectii mixte poate produce efecte sinergice. Exista o

variabilitate destul de mare intre diferitele izolate ale virusului privind simptomatologia.

Unele izolate determina deformarea frunzelor si fructelor, patarea galbuie a samburilor la

specia cais; falsul plum pox (pseudopox) la cais si prun, benzi clorotice la piersic (Figura
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39a), craparea scoartei la prun (Figura 39b), incompatibilitatea la altoire la unele soiuri de
prun, mozaicul liniar la prun, craparea scoartei si declinul pomilor la cires, rozete la cais si
piersic, etc. La cires, In cazul unor infectii mixte cu PNRSV, se poate produce chiar
necrozarea fructelor (Pop, 2009).

| b
Figura 39. Simptome produse de ACLSV la piersic (a) si prun(b) (original)

Diagnoza, detectie, transmitere

Simptomele manifestate de plantele infectate cu virusuri sunt, de regula, insuficiente
pentru identificarea directa a agentului patogen. Virusul se poate manifesta prin diferite
simptome n functie de specie, soi, tulpina virala, conditii pedoclimatice, iar in unele situatii
pot chiar sa nu apara simptome macroscopice. De aceea, detectia ACLSV se realizeaza prin
metode biologice pe indicatori specifici (P. persica - GF 305 fiind cel mai des utilizat),
tehnici serologice utilizdnd antiseruri policlonale (DAS-ELISA) si/sau moleculare (IC-/RT-
PCR).

ACLSV se transmite prin altoire si prin inmultire vegetativa (Németh, 1986). Nu exista
dovezi ca s-ar transmite prin sdmanta, polen sau vectori. Experimental, ACLSV poate fi

transmis la unele plante erbacee, cum sunt Chenopodium quinoa si Nicotiana occidentalis
(Yashikawa, 2001).
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Masuri de limitare a raspandirii virusului

Cea mai eficienta masura de preventie este utilizarea la plantare a pomilor din
categoria biologica ‘Certificat’ cu status liber de virusuri sau indemn. Tn conditiile in care nu
exista plante libere de ACLSV se poate recurge la devirozarea in laborator, pentru a obtine
capete de clona libere de virus folosind tehnica prin termoterapie sau chimioterapie, sau
combinarea celor doua tehnici (Navarro si colab., 1982; Deogratias si colab., 1989).

2.4. Familia CLOSTEROVIRIDAE

in general, bolile asociate cu virusurile apartindnd acestei familii includ simptome
precum fingalbenirea si necroza care afecteaza in special floemul, Tnsa nu se limiteaza la
acestea. Pentru speciile pomicole samburoase cu fructul mic, cum sunt ciresul si visinul,
prezinta importanta doua virusuri, si anume Little cherry virus-1 (LChV-1, genul Velarivirus)
si Little cherry virus-2 (LChV-2, genul Ampelovirus) care induc nanismul cireselor (little
cherry disease - LChD).

2.4.1. Little Cherry virus -1 (LChV-1) si Little Cherry virus -2 (LChV-2) — Virusurile
maruntirii cireselor

Importanta economica si aria de raspandire

Boala maruntirii (piticirii) cireselor este considerata o boald virald cu importanta
economica pentru speciile pomicole samburoase cu fructul mic (cires si visin). Aceasta
boala a fost raportata pentru prima data pe coasta de vest a Canadei, la inceputul anilor
1930, la specia cires (Foster si Lott, 1947; Welsh si Cheney, 1976; Eastwell, 1997). La scurt
timp, este semnalata si Tn vestul Statelor Unite ale Americii (Nichols, 1948), iar pe la
mijlocul secolului al XX-lea, prezenta bolii maruntirii cireselor se face simtita si pe
continentul european, mai precis in Anglia (Posnette, 1964), la inceputul anilor '90 fiind
semnalata si in nordul Germaniei (Buttner si colab., 1993). Ulterior, virusurile implicate in
nanismul cireselor s-au propagat in diferite tari din Europa si Asia, precum si in Australia si
Noua Zeelanda (Figura 40 a,b).
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Figura 40. Prezenta LChV-1 (a) si LChV-2 (b) la nivel global
(Surse: https://www.cabi.org/isc/datasheet/30009;
https://www.cabi.org/isc/datasheet/108924)

Cercetarile intense din ultimii ani au permis identificarea de noi focare de LChD in
Europa la cires si visin (Ruiz-Garcia si colab., 2016), dar si la alte specii, cum ar fi prunul
(Tahzima si colab., 2017) si caisul (Safarova si colab., 2017).

Informatiile referitoare la prezenta LChV-1 si -2 in livezile de cires din Romania sunt
extrem de limitate. Totusi, la SCDP Bistrita, In actiunile anuale de monitorizare a livezilor
de cires din punct de vedere fitovirotic, au fost selectate si prelevate probe de frunze in
vederea diagnosticarii celor doua virusuri, prin analize moleculare, respectiv RT-PCR si
secventiere. Cercetdrile au fost intreprinse de colectivul de cercetare din cadrul
Laboratorului de Virusologie al SCDP Bistrita, in colaborare cu colegi de la Universitatea din
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Liege si ILVO Merelbeke (Belgia), in cadrul proiectului european COST FA 1407 DIVAS.
Rezultatele obtinute au relevat prezenta virusului LChV-1 la doua probe de cires (Zagrai si
colab., 2018), acestea fiind prezentate in cadrul conferintei finale a proiectului mentionat,
care a avut loc la Liége (Belgia) in perioada 26-30 nov. 2018. Acest rezultat constituie o
premiera la nivel national si obliga cercetarea romaneasca la studiul epidemiologiei acestui
periculos patogen la nivel local, regional si national.

Distributia celor doua virusuri in functie de gradul de raspandire in lume este ilustrat

in figura 41 a, b.

Legenda
@ Localizat

@ Sporadic
@ Farardspandire

Figura 41. Distributia LChV-1 (a) si LChV-2 (b) in lume in functie de gradul de
raspandire (Surse: https://www.cabi.org/isc/datasheet/30009;
https://www.cabi.org/isc/datasheet/108924)

Plante gazda si simptomatologie
Dintre speciile lemnoase, cele cultivate si ornamentale din genul Prunus reprezinta

principalele plante gazda pentru virusurile ce produc LChD, iar dintre cele erbacee,
Nicotiana occidentalis ‘37B’ si Cuscuta europea (Jelkmann si colab., 2010).
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Simptomatologic, boala maruntirii cireselor se manifesta printr-o reducere drastica a
marimii fructelor si culorii acestora, evidentierea unor fatete triunghiulare la nivelul
fructului, precum si prin deprecieri calitative privind gustul si aroma, fructele devenind
adesea improprii consumului (Jelkmann si Eastwell, 2011).

La nivel foliar, boala se manifesta prin inrosirea timpurie a frunzelor intre nervurile
principale cu pastrarea tesutului verde-pal al nervurilor (Figura 42), iar uneori cu rularea
marginilor frunzelor in sus, aspectul general al pomului tinzand spre declin. Spre sfarsitul
verii si toamna, frunzele prezinta o inrosire accentuata cu nuante de bronz.

Figura 42. Simptome produse de LChV-1 la cires (original)

Virusurile care produc LChD pot fi intalnite in infectii singulare sau mixte. Prezenta in
infectiile mixte cu alte virusuri pot potenta boala maruntirii cireselor prin intensificarea
simptomelor si declinul rapid al pomilor infectati (Figura 43).
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Figura 43. Declinul pomilor infectati cu LChV-1 (original)

Diagnoza, detectie, transmitere

Exista soiuri de cires sensibile la cele doua virusuri, cum sunt: Sam, Van, Lambert,
Canindex 1 care pot fi utilizati ca indicatori biologici in testarea plantelor, motiv pentru
care au fost incluse in lista indicatorilor si Tn cadrul programului de certificare a
materialului de inmultire la specia cires (EPPO, 2001b).

Identificarea corecta si exacta a virusurilor implicate Tn aparitia LChD se realizeaza
prin utilizarea tehnicilor moleculare, cum sunt: RT-PCR si real time RT-PCR (Jelkmann si
colab., 2008; Bajet si colab., 2008).

Nu se cunoaste niciun vector asociat cu LChV-1 (Jelkmann si Eastwell, 2011), insa
transmiterea LChV-2 se realizeaza si prin vectori de tipul coccidelor (Phenacoccus aceris),
dar si prin Cuscuta lupuliformis (Raine si colab., 1986).

Masuri de limitare a raspandirii virusului

Boala se poate raspandi prin altoire, motiv pentru care propagarea pe scara larga a
celor doua virusuri se realizeaza, in principal, prin materialul de plantare infectat. Avand in
vedere ca boala nu poate fi tratata, pomii infectati trebuie eliminati, iar la plantare trebuie
utilizat doar material liber de virusuri, din categoria biologica ’Certificat’.
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2.5. Familia SECOVIRIDAE

Tn cadrul acestei familii se regdsesc numeroase virusuri cu importanta pentru culturile
pomicole samburoase, o parte dintre acestea urmand a fi detaliate in functie de
importanta lor in procesul de producere a materialului saditor pomicol la speciile cires
(Arabis mosaic virus, Raspberry ringspot virus, Tomato black ring virus, Cherry leaf roll virus
si Strawberry latent ringspot virus) si prun (Myrobalan latent ringspot virus). Aceste
virusuri apartin din punct de vedere taxonomic genurilor Nepovirus (subfamilia
Comovirinae) si Sadwavirus (ICTV, 2019).

Genul Nepovirus

Transmiterea prin nematozi a virusurilor a fost semnalata pentru prima data de
Hewitt si colaboratorii in anul 1958, la vita de vie. Mare parte dintre nepovirusuri (Arabis
mosaic virus, Raspberry ringspot virus, Tomato black ring virus, Peach rosette mosaic virus,
Tobacco ringspot virus, Tomato ringspot virus) se transmit prin nematozi, insa exista si
exceptii (Cherry leaf roll virus). De asemenea, exista si nepovirusuri ai caror vectori nu sunt
cunoscuti, cum este cazul Myrobalan latent ringspot virus. Transmiterea prin seminte
si/sau polen este, de asemenea, frecventa virusurilor care apartin acestui gen (Martelli si
Uyemoto, 2011).

O parte din infectiile virale produse de nepovirusuri la speciile pomicole samburoase
sunt cu transmitere prin sol, prin diferite specii de nematozi, principalele specii vectori
apartinand genurilor Xiphinema, Longidorus si Trichodorus.

Epidemiologia virusurilor cu transmitere prin nematozi include interactiunea a trei
elemente esentiale: virusul, planta gazda si vectorul. Impactul economic al bolilor
provocate de virusurile care se incadreaza in aceasta categorie este variabil, Tn functie de
caracteristicile agentului patogen viral, dar si al plantei gazda. Avand in vedere ca unele
plante gazda sunt reprezentate de buruieni, prezenta acestora in livezi faciliteaza
raspandirea virusurilor, atat prin sustinerea populatiilor de nematozi, cat si ca sursa de
inocul viral (Pop, 2009).

Simptomele produse de virusurile care se transmit prin intermediul nematozilor apar,
in general, primdvara, ins3 nu sunt specifice unui anumit virus. in general, bolile virotice
produse de virusurile cu transmitere prin nematozi se manifesta in timp. Acest model
reflecta distributia pe orizontala a vectorilor in sol si aparitia acestora in culturi succesive
pe acelasi teritoriu (Martelli si Uyemoto, 2011). De aceea, la infiintarea noilor livezi trebuie
sa se acorde o atentie deosebita solurilor unde au fost semnalate prezente ale diferitelor
specii de nematozi, vectori ai unor virusuri, in trecut. Buruienile constituie o sursa de
raspandire a numeroase nepovirusuri, reprezentand plante gazde pentru anumite virusuri
din acest gen.
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Tn cazul unor simptome care nu pot fi atribuite unui singur virus, foarte importanta
este diagnoza foliara prin teste serologice si/sau moleculare, dar si analiza solului pentru
verificarea prezentei/absentei nematozilor vectori caracteristici virusurilor fitopatogene.
Detectia nepovirusurilor se realizeaza prin inoculari pe indicatori lemnosi (ex. soiul de cires
Bing, P. persica GF 305) si erbacei (Chenopodium amaranticolor, Chenopodium quinoa,
Cucumis sativus), prin teste serologice (DAS-ELISA, DIBA — dot immunobinding assay) si
moleculare (IC/-RT-PCR, real time PCR, nested PCR, multiplex PCR) — Martelli si Uyemoto
(2011). Tn unele cazuri plantele infectate cu nepovirusuri pot sd nu exteriorizeze simptome.

Pomii odata infectati cu aceste virusuri nu mai pot fi vindecati, de aceea foarte
important3 este preventia. In acest sens, utilizarea la plantare a pomilor sénatosi, cu status
fitosanitar indemn, efectuarea de analize a solului in vederea stabilirii prezentei/absentei
nematozilor vectori, aplicarea de masuri culturale, de dezinfectie si dezinsectie a solului pe
care urmeaza a fi infiintate livezi, evitarea cultivarii aceleasi specii, constituie masuri
esentiale fara de care infiintarea noilor livezi presupune riscuri mari in contextul in care o
plantatie pomicola se poate mentine zeci de ani.

2.5.1. Arabis mosaic virus (ArMV) — Virusul mozaicului arabisului

Boala produsa de ArMV a fost semnalata pentru prima data la coacazul negru, de
Thresh, in anul 1966 (Pop, 2009). Ulterior, virusul a fost izolat la coacazul rosu, iar apoi la
zmeur, productia plantelor infectate fiind redusa (Murant, 1970).

Ciresul, vita de vie, zmeurul, coacazul rosu si negru, hameiul, trandafirul, dar si unele
buruieni (Lamium amplexicaule, Capsula bursa-pastoris, Taraxacum officinale, etc.)
constituie plante gazda pentru ArMV (Martelli si Uyemoto, 2011).

ArMV a fost identificat in Europa, Asia, Egipt, Africa de Sud, Australia, Noua Zeelanda,
Chile, Canada si SUA (Figura 44), fiind raspandit in Germania, Olanda, Polonia si Republica
Ceha, iar in restul zonelor se afla localizat sau sporadic (Figura 45).

Diferitele tipuri de deformari sau aglomerari ale frunzelor prin formarea de rozete,
enatiuni sau pete care apar pe frunze pot fi atribuite infectiilor singulare cu ArMV, dar in
special celor mixte cu alte nepovirusuri sau virusuri ILAR (Martelli si Uyemote, 2011). Ca
indicator erbaceu pentru prezenta ArMV se foloseste Chenopodium quinoa.

Specia de nematozi Xiphinema diversicaudatum constituie vector al Arabis mosaic
virus (Valdez si colab., 1974). De asemenea, virusul se transmite si mecanic prin altoire dar
si prin seminte (Murant, 1983).
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Figura 44. Prezenta ArMV la nivel global
(Sursa: https://www.cabi.org/isc/datasheet/7008)

Legenda
Raspandit
Localizat
Sporadic

Fara raspandire

Figura 45. Distributia ArMV in lume in functie de gradul de raspandire
(Sursa: https://www.cabi.org/isc/datasheet/7008)

2.5.2. Raspberry ringspot virus (RpRSV) — Virusul patarii inelare a zmeurului

Virusul patarii inelare a zmeurului a fost raportat pentru prima data in Scotia, de
Cadman, in anul 1952, la zmeur, de unde deriva si numele (Pop, 2009).
Ciresul, zmeurul, agrisul, capsunul, coacazul, vita de vie, dar si unele buruieni
(Capsella bursa-pastoris, Lamium amplexicaule, Stellaria media, Taraxacum officinale, etc.)
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constituie plante gazda pentru RpRSV (Martelli si Uyemoto, 2011). Acest virus a fost
identificat si in unele tari din Europa si Asia (Figura 46), fiind larg raspandit in Franta,
Olanda si Letonia si doar localizat sau sporadic in celelalte tari unde a fost depistat (Figura
47).

Figura 46. Prezenta RpRSV la nivel global
(Sursa: https://www.cabi.org/isc/datasheet/48120)

Legenda
Raspandit
Localizat
Sporadic

Fara raspandire

Figura 47. Distributia RpRSV in lume in functie de gradul de raspandire
(Sursa: https://www.cabi.org/isc/datasheet/48120)

Infectiile singulare cu RpRSV sau mixte cu alte nepovirusuri sau ilarvirusuri produc
deformari, ingustari sau aglomerari ale frunzelor, incretituri la nivelul nervurii mediane
(Figura 48), intarzierea dezmuguririi si o vigoare redusa a lastarilor, fiind cauza aparitiei
bolii cunoscutda sub numele de ‘European rasp leaf disease’ (Németh, 1986; Martelli si
Uyemote, 2011).
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Figura 48. Simptome produse de RpRSV la cires
(Sursa: Martelli si Uyemoto, 2011)

Speciile de nematozi din genul Longidorus (L. elongatus si L. macrosoma) constituie
vectori pentru RpRSV (CABI Data Summary, 2022). De asemenea, virusul se mai transmite
mecanic, prin altoire, dar si prin samanta (Taylor, 1962; Murant, 1983), buruienile jucand
un rol esential in raspandirea pe cale naturala a virusului.

Tnmultirea plantelor infectate cu RpRSV constituie principalul mijloc de diseminare la
distanta a virusului, Tn special in zonele aride, nematozii fiind sensibili la seceta (Pop, 2009).

2.5.3. Tomato black ring virus (TBRV) — Virusul patarii inelare negre a tomatelor

Raportat pentru prima data la tomate Tn Marea Britanie (Smith, 1946), TBRV a fost
identificat si la alte culturi, printre care zmeur, piersic, migdal, capsun, vita de vie, precum
si in plante salbatice sau buruieni (Stelaria media, Taraxacum officinale, etc.)(Cooper,
1979; Murant, 1983).

TBRV a fost identificat Tn unele tari din Europa si Asia (Figura 49), fiind larg raspandit
in Franta, respectiv localizat sau sporadic in celelalte tari unde a fost identificat (Figura 50).

TBRV este introdus in Anexa 2 a Ordinului nr. 784/2016, fiind necesar ca in procesul
de certificare a materialului de inmultire la speciile cires si visin, plantele sa fie testate si
pentru acest virus.
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Figura 49. Prezenta TBRYV la nivel global
(Sursa: https://www.cabi.org/isc/datasheet/54060)

Legenda
Raspandit
Localizat
Sporadic

Fara raspandire

Figura 50. Distributia TBRV in lume in functie de gradul de raspandire
(Sursa: https://www.cabi.org/isc/datasheet/54060)

Simptomatic, TBRV provoaca, in general, pete clorotice sau inelare pe frunze,
deformarea fructelor (Murant, 1983) la zmeur, legarea slaba a fructelor si oprirea din
crestere a lastarilor, scurtarea internodiilor la piersic (Martelli si Uyemoto, 2011), iar in
cazul infectiilor mixte cu RpRSV efectul este sinergic, provocand accelerarea declinului
plantelor infectate.

Speciile de nematozi Longidorus constituie vectori pentru TBRV (Harrison si colab.,
1961; Allen si Ebsary, 1988). De asemenea, virusul se transmite prin altoire si seminte
(Murant, 1983). Ca plante indicator pot fi utilizate speciile erbacee Chenopodium
amaranticolor si Chenopodium quinoa (Pop, 2009).
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2.5.4. Cherry leaf roll virus (CLRV) — Virusul rasucirii frunzelor de cires

Importanta economica si aria de raspandire

Virusul rasucirii frunzelor de cires a fost semnalat pentru prima data in 1933 in
Anglia, la nuc (Schuster si Miller, 1933) si apoi la cires (Posnette si Cropley, 1955). n stadii
incipiente ale infectiei cu CLRV pomii leaga abundent insa fructele sunt de marime mica, iar
maturitatea de recoltare este intarziata fata de pomii sanatosi cu 3-5 zile, ajungand pana la
14 zile in conditiile in care primaverile sunt ricoroase. in timp, productia de fructe scade
dramatic, iar coroana pomilor devine rard si deschisd. In conditiile unor infectii mixte
declinul pomilor este rapid (Németh, 1986). La visin au fost raportate pierderi intre 91-98%
provocate de CLRV (Kegler si colab., 1972, citat de Biittner si colab., 2011).

CLRV a fost identificat in aproape intreaga Europa, in SUA, Canada, Chile, Turcia,
China, Rusia, Egipt, Australia si Noua Zeeland3 (Figura 51). in Romania, CLRV a fost raportat
pentru prima data la nuc (Docea si colab., 1962, citat de Pop, 2009).

Figura 51. Prezenta CLRV la nivel global
(Sursa: https://www.cabi.org/isc/datasheet/16077)

Din figura 52 se poate observa raspandirea virusului rasucirii frunzelor de cires n
Rusia, Finlanda, Cehia si Lituania, prezenta localizatd in SUA, Chile, Norvegia, Spania si
Grecia, iar in Canada, Australia, Noua Zeelanda, Polonia si Austria se semnaleaza doar
sporadic.
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Legenda
Raspandit
Localizat
Sporadic

Fara raspandire

Figura 52. Distributia CLRV in lume in functie de gradul de raspandire
(Sursa: https://www.cabi.org/isc/datasheet/16077)

Plante gazda si simptomatologie

CLRV infecteaza multe specii lemnoase, in principal nucul, ciresul si visinul dar si
ulmul, mesteacanul si socul (Pop, 2009). Dintre plantele erbacee, infectii naturale cu CLRV
apar la revent si petunie (Rebenstrof si colab., 2002, citat de Pop, 2009). Simptomele
variaza in functie de planta gazda, soi, tulpina virala, dar si anotimp (Buttner si colab.,
2011).

Simptomele virusului rasucirii frunzelor la cires se manifesta prin intarzierea infloririi,
dezvoltarea frunzelor in rozeta, rasucirea frunzelor si imbatranirea precoce a frunzelor cu
2-3 saptamani inainte de recoltare.

Simptomele produse de infectiile mixte (CLRV + PNRSV si CLRV + PDV) au o
intensitate mult mai ridicata decat in cazul infectiilor singulare si, prin urmare, pagubele
produse in astfel de situatii sunt mult mai mari (Németh, 1986).

Sinergismul produs de infectiile mixte CLRV + PNRSV determina dezvoltarea unor
simptome distincte, precum: nervuri proeminente si albicioase pe suprafata superioara a
primelor frunze ce apar primavara si enatiuni de-a lungul nervurii principale pe suprafata
inferioara. Initial simptomele apar localizat dupa care se generalizeaza in intreg pomul, iar
prin polen, si la pomii invecinat;i.

Diagnoza, detectie, transmitere

Simptomatologia produsa de CLRV este des intalnita si la boli provocate de alti agenti
patogeni virali. De aceea, se impun analize serologice si/sau moleculare pentru
confirmarea sau infirmarea prezentei virusului sau a virusurilor in cazul infectiilor mixte.

Transmiterea CLRV se face pe cale mecanica si prin sdmanta, insa rata de transmitere
este variabila (Cooper, 1993). Unele tulpini virale a CLRV se pot raspandi si prin polen
(Massalski si Cooper, 1984). Acest virus desi apartine genului Nepovirus nu se transmite
prin nematozi. Raportarile initiale, de la Tnceputul anilor 1960, privind transmiterea prin
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nematozi a CLRV sustin aceasta ipoteza (Fritzche si Kegler, 1969, citat de Pop, 2009), in
timp ce studiile mai recente, desi ii atribuie virusului trasaturi specifice nepovirusurilor,
sunt rezervate Tn a confirma transmiterea prin nematozi a virusului rasucirii frunzelor de
cires (Wang si colab., 2002). Tn schimb, CLRV se transmite facil prin apa (Bandte si colab.,
2007).

Masuri de limitare a raspandirii virusului

Ca masura profilactica se impune infiintarea plantatiilor doar cu material saditor liber
de virusuri. In cazul in care se constatd prezenta unor pomi infectati cu CLRV, acestia
trebuie eliminati deoarece constituie un risc atat pentru pomii din interiorul livezii, cat si
pentru livezile din proximitate, avand in vedere transmiterea prin polen si apa.

2.5.5. Myrobalan latent ringspot virus (MLRSV) — Virusul latent al patarii inelare a
mirobolanului

Virusul latent al patarii inelare a mirobolanului infecteaza speciile de Prunus, fiind
pentru prima data identificat la mirobolan (Dunez si colab., 1976), avand o importanta
economica minora datorita restrangerii ariei geografice unde este intalnit, respectiv in
Franta (Pop, 2009).

Tn general, MLRSV se afl§ in stare latentd in mirobolan, principalele simptome
rezumandu-se la intarzierea pornirii in vegetatie a pomilor si o crestere mai slaba (Pop,
2009). La piersic, simptomele constau in scurtarea internodiilor, aglomerarea frunzelor in
rozete, iar la cires, prezenta enatiunilor (Figura 53), simptome caracteristice si celorlalte
nepovirusuri. Uneori plantele infectate cu MLRSV sunt asimptomatice (Martelli si
Uyemoto, 2011).

Figura 53. Simptome produse de MLRSV la cires
(Sursa: https://dpvweb.net/dpv/showdpv/?dpvno=160)
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Testarea pe indicatori lemnosi (soiul de cires Bing, P. persica GF 305) si erbacei
(Chenopodiaceae, Cucurbitaceae) sau prin tehnici serologice sunt esentiale pentru
confirmarea/infirmarea prezentei virusului. Desi apartine nepovirusurilor, nu se cunosc
nematozi care ar transmite virusul (Dunez si colab., 1976), acesta transmitandu-se
mecanic, prin altoire. Astfel, raspandirea se realizeaza, in principal, prin utilizarea la
plantare a materialului infectat, dar si prin samanta.

Genul Sadwavirus

2.5.6. Strawberry latent ringspot virus (SLRSV) — Virusul latent al patarii inelare a
capsunului

Virusul latent al patarii inelare a capsunului a fost identificat pentru prima data la
coacazul negru (Lister, 1964). Se pare ca acesta este agentul cauzal al bolii ‘Peach willow
leaf rosette’ (Belli si colab., 1986). SLRSV poate infecta piersicul, capsunul, zmeurul,
coacazul si alte plante cultivate sau din flora spontana. Decalarea infloritului cu cca. 10 zile,
reducerea vigorii plantelor, rasucirea frunzelor, pete clorotice cu internodii scurte,
necrozarea mugurilor si uscarea ramurilor sunt principalele simptome ale infectiei cu
SLRSV (Martelli si Uyemoto, 2011). La cais, virusul poate induce sterilitatea polenului, iar la
cires in infectii mixte cu virusuri ILAR cauzeaza simptome severe (Giunchedi, 2003).

Prezenta SLRSV a fost raportata pe continentul nord american, in India, Noua
Zeelanda si in unele tari din Europa (Figura 54).

Figura 54. Prezenta SLRSV la nivel global
(Sursa: https://www.cabi.org/isc/datasheet/52200)
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SLRSV nu are o larga raspandire in niciuna dintre arealele unde a fost raportat, fiind
localizat in anumite zone, iar in altele, prezent doar sporadic (Figura 55).

Legenda
Localizat

Sporadic
Fara raspandire

Figura 55. Distributia SLRSV in lume in functie de gradul de raspandire
(Sursa: https://www.cabi.org/isc/datasheet/52200)

Specia de nematozi Xiphinema diversicaudatum constituie vector al agentului
patogen viral Strawberry latent ringspot, insa virusul poate fi transmis si prin seminte
(Lister, 1964).

Testarea pe indicatorul Chenopodium quinoa si prin tehnici serologice permite
confirmarea/infirmarea infectiei cu SLRSV.

n concluzie, utilizarea la infiintarea noilor livezi a plantelor libere de virusuri, precum
si a solurilor libere de nematozi, constituie masuri profilactice de importanta majora in
controlul bolilor virotice.
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CAPITOLUL 111

METODE DE DETECTIE SI DIAGNOSTIC VIRAL

Detectia si diagnoza sunt termeni utilizati frecvent in virusologie, insa adesea se fac
anumite confuzii in intelegerea lor. Prin urmare, o clarificare a terminologiei este necesara.
Ne referim la detectie atunci cand supunem analizelor de laborator (serologice si/sau
moleculare) probe asimptomatice, provenite de la plante (frunze, muguri, flori, fructe,
seminte, etc), insecte sau nematozi vectori, respectiv orice material vegetal sau animal
care nu prezinta simptome. Spre deosebire de detectie, diagnoza se refera intotdeauna la
analiza probelor simptomatice.

Detectia si diagnosticarea corecta a virusurilor ce produc boli la plante este esentiala
nu doar pentru activitatile teoretice si practice din virusologie, dar si pentru alte domenii
precum certificarea materialului de inmultire si plantare fructifer si ameliorarea rezistentei
la virusuri a plantelor. Tn conditiile in care exteriorizarea simptomelor cauzate de infectiile
produse de virusuri este influentata de mai multi factori (specia pomicold, soi, tulpina
virald, conditii agropedoclimatice, etc.), fiind foarte variabild, uneori chiar absenta, este
evident ca diagnosticarea bazata pe simptomatologie este insuficienta pentru identificarea
directa a agentului patogen. Prin urmare, pentru detectia si/sau diagnosticarea precisa a
virusurilor se folosesc diverse posibilitati, dintre care mai importante sunt: testarea pe
indicatori biologici (plante lemnoase si/sau erbacee), tehnicile serologice si moleculare.

3.1. Testarea pe indicatori biologici

Testarea pe indicatori biologici, denumita si indexare biologica sau biotestare, se
bazeaza pe capacitatea anumitor plante, denumite plante indicator, de a exterioriza
simptome Tn urma inocularii mecanice sau prin altoire cu un agent patogen viral (Gentit,
2006). Plantele indicator folosite pot fi inrudite sau nu cu planta care se doreste a fi testata
in functie de metoda de testare aleasa.

Indexarea pe indicatori biologici a fost prima metoda de detectare a virusurilor
plantelor, inainte de aparitia metodelor serologice sau moleculare si este utilizata n
continuare pe scara larga in carantina fitosanitard, in activitatile aferente implementarii
schemelor de certificare a materialului saditor liber de virusuri sau atunci cand avem de-a
face cu patogeni care nu pot fi diferentiati cu ajutorul testelor de laborator (EPPO, 2001
a,b).
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Testarea pe indicatori biologici Tn cazul speciilor pomicole este considerata
complementara altor metode de testare si nu ca inlocuitor al testelor de laborator si, de
cele mai multe ori, constituie o testare preliminara. Sunt situatii in care indexarea biologica
este recomandata daca agentul patogen viral este inca insuficient cunoscut, iar testele
serologice sau moleculare pentru identificarea lui lipsesc.

Pe langa utilizarile mentionate mai sus, aceasta metoda este folosita uneori pentru
bio-amplificare a patogenilor in vederea cresterii concentratiei de virus din tesuturi pana la
nivelul la care devine detectabil prin testul ELISA (Legrand, 2015).

Indicatorii biologici sunt reprezentati de plante gazda ierboase si/sau lemnoase,
numite indicatori biologici erbacei si/sau lemnosi.

Testarea pe indicatori biologici erbacei poate ajuta atat la identificarea relativa a unor

virusuri, cat si la furnizarea unor informatii importante privind cele mai recomandate
plante gazda pentru multiplicarea virusului, mentinerea unor izolate noi, purificarea
virusului si producerea de antiseruri. Dintre plantele test ierboase cele mai utilizate pentru
transmiterea virusurilor mentionam: Chenopodium amaranticolor, Chenopodium quinoa,
Cucumis sativus, Nicotiana clevelandi si Nicotiana benthamiana (Thomson si colab., 2011).
Pentru transmirea virusului Plum pox pot fi utilizati ca indicatori ierbosi plante de
Chenopodium foetidum, Senecio sylvaticus, Ranunculus sardous, Nicotiana clevelandi,
Nicotiana occidentalis, Nicotiana benthamiana, Pisum sativum, s.a. (Minoiu, 1997).
Transmiterea mecanica pe indicatori biologici erbacei se realizeaza folosind extract
crud provenit de la planta ce urmeaza a fi testata. Una dintre cele mai bune surse de inocul
pentru transmiterea virusurilor de la plantele lemnoase la cele erbacee este sucul provenit
din frunzulitele tinere. Procedeul folosit pentru inocularea indicatorilor biologici ierbosi
presupune mai intai mojararea tesuturilor apartinand plantei de testat intr-o solutie
tampon, apoi extractul crud este plasat pe frunzele plantei indicator cu ajutorul unui

material usor abraziv (de ex. burete) care sa faciliteze patrunderea virusului in planta
(Figura 56).

Figura 56. Inocularea mecanica cu PPV pe indicatorului erbaceu Chenopodiun foetidum si
reactia acestuia (original)
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Testarea pe indicatori biologici lemnosi este cea mai veche metoda de testare a

virusurilor. Desi necesita o perioada mai lunga de timp pentru obtinerea rezultatelor,
aceasta este inca frecvent folosita, deoarece este mult mai sigura si ofera informatii mult
mai concludente referitoare la posibile infectii virotice decat cea pe indicatori erbacei.

Tn cazul virusurilor pomilor fructiferi din grupa sdmburoaselor indicatorii folositi sunt
de cele mai multe ori specii lemnoase. Dintre indicatorii biologici lemnosi, piersicul GF 305
este polivalent si, de departe, cel mai des utilizat pentru transmiterea unui spectru larg de
virusuri, viroizi si fitoplasme (Desvignes, 1976, Gentit si colab., 1998) care infecteaza
speciile pomicole samburoase. De exemplu, testarea prezentei PPV si nu numai pe puieti
de piersic GF 305 genereaza rezultate foarte bune, aceasta planta indeplinind conditiile
pentru un bun indicator, inclusiv cea de a fi tolerant cu nivelul redus de iluminare din sere
din timpul iernii. Piersicul GF 305 este sensibil la peste 30 de boli cauzate de virusuri sau
organisme similare care ataca pomii si care sunt transmisibile prin altoire (Boyé si
Desvignes, 1996; Gentit si colab., 1998; Rowhani si colab., 2005; Gentit, 2006; IPPC, 2012).

Pe langa GF 305 exista si un alt indicator polivalent destul de frecvent folosit,
respectiv o selectie de Prunus tomentosa care este, de asemenea, sensibil la multe dintre
virusurile samburoaselor. Astfel, Prunus tomentosa poate fi utilizat cu succes pentru a
detecta infectii cu PPV, CGRMV, PNRSV si PDV (Damsteegt si colab., 1997).

Unii indicatori lemnosi exteriorizeaza simptome specifice unui anumit virus, acesta
putand fi astfel identificat prin utilizarea biotestelor. Totusi, specificitatea exteriorizarii
simptomelor este uneori relativa. De exemplu, desi pana la un moment dat s-a considerat
ca simptomele induse de PPV pe GF 305 sunt caracteristice acestui virus, ulterior, s-a
constatat ca in unele situatii acestea sunt similare cu cele generate de infectiile cu APLPV
sau ACLSV (IPPC, 2012). Tn alte cazuri, identificarea unor virusuri poate fi facuta doar prin
teste incrucisate pe indicatori lemnosi. De exemplu, Cherry green ring motle virus
(CGRMV), Cherry rusty motle virus (CRMV), Cherry necrotic rusty motle virus (CNRMV),
Cherry twisted leaf virus (CTLV), Cherry motle leaf virus (CMLV), Prunus necrotic ringspot
virus (PNRSV) si Litle cherry virus (LChV) pot fi separate pe baza simptomelor pe indicatorii
Bing, Sam, Lambert si Kwanzan (Thomson si colab., 2011).

Transmiterea virusurilor pe indicatori biologici lemnosi se realizeaza folosind tehnica
de altoire sau grefare de scoarta. Metoda de transmitere se bazeaza pe urmatorul
principiu: legdtura intima care se realizeaza intre epibiont si hipobiont va permite
transferul virusului de la planta infectatd la cea sanatoasa (indicator), aceasta din urma
reactionand prin exteriorizarea unor simptome.

Cele mai utilizate metode pentru transmiterea prin altoire/grefare de scoarta a
virusurilor pe indicatori biologici lemnosi sunt urmatoarele (Németh, 1986):

- oculatia simpla, situatie Tn care portaltoiul este indicator, iar altoirea plantei ce
urmeaza a fi testata se realizeaza direct pe indicator (Figura 57a). Pentru oculatie se pot
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folosi unul sau doi muguri ca sursa de inocul, lastarii derivati din acestia putand fi eliminati
in anul urmator;

- oculatia dubla, situatie In care portaltoiul nu este planta indicator, iar atat
mugurele altoi al indicatorului, cat si al plantei de testat se insereaza de obicei simultan pe
acelasi portaltoi (liber de virusuri); primul deasupra, iar al doilea dedesubt (Figura 57b).
Exista situatii cand se recomanda altoirea indicatorului Tnainte de inoculare. O astfel de
situatie este intalnita la specia prun cand se urmareste transmiterea PNRSV, a carui
prezenta poate provoca uscarea indicatorului daca este altoit simultan cu inoculul
(Thomson si colab., 2011). in anul urmator, lastarul provenit din mugurul plantei supuse
testarii se poate elimina; dupa 1-2 ani vor aparea simptome virale pe indicator;

Figura 57. Metode de altoire utilizate pentru transmiterea virusurilor la plantele
lemnoase: a). Oculatie simpla; b). Oculatie dubla; c). Chip budding simplu; d). Chip
budding dublu (dupa Németh, 1986)
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- chip budding (grefare de scoarta), cand pentru inocul se utilizeaza grefe de scoarta
de pe planta ce urmeaza a fi testata si se insereaza intr-o incizie corespunzatoare pe
portaltoi. Similar oculatiei simple sau duble, portaltoiul poate fi sau nu acelasi cu planta
indicator astfel ca, chip budding-ul poate fi simplu (Figura 57c) sau dublu (Figura 57d);

- inoculare masiva cu 4-8 scuturi, cu sau fara muguri, poate fi utilizata pentru
facilitarea transmiterii si aparitiei mai rapide a unor simptome mult mai evidente pe
plantele indicator.

Dintre metodele de transmitere a virusurilor pe indicatori biologici lemnosi,
recomandam oculatia simpla cu unul sau doi muguri (Figura 58 a, b), astfel incat prinderea
la altoire sa fie facil de verificat si, astfel, siguranta transmiterii virusului sa nu fie pusa la
indoiala.

Figura 58. Oculatie simpla cu unul (a) sau doi (b) muguri pe indicatorul GF 305 (original)

Plantele indicator sunt crescute, de regulda in spatii protejate (sera), pana in
momentul in care sunt suficient de dezvoltate pentru a fi altoite cu muguri sau portiuni de
scoarta prelevate de pe ramurile care trebuie testate. Dupa altoire, plantele indicator sunt
tinute sub observatie in urmatoarele 1-8 luni (Boyé si Desvignes, 1996, Vidalakis si colab.,
2004; Gentit, 2006; IPPC, 2012) pentru a constata daca prezinta simptome, iar in cazul
unor virusuri sau Tn cazul cultivarii plantelor indicator in camp, pot fi necesari chiar 2 ani de
observatii pentru a fi siguri ca apar simptome cauzate de prezenta virusurilor (EPPO, 2006).

Reusita indexarilor biologice depinde de mai multi factori. Unul dintre factorii critici
este mentinerea plantelor indicatoare in conditii propice de crestere si dezvoltare, libere
de boli si daunatori care pot masca sau interfera cu expresia unor simptome virale
(Thomson si colab., 2011). Un alt factor important care asigura succesul transmiterii este
asigurarea unui timp minim de contact dintre inocul si indicator, acesta fiind variabil in
functie de virus. De exemplu, timpul minim de contact pentru transmitere prin altoire este
de 4-5 zile pentru Plum pox virus, Apple chlorotic ring spot virus, Cherry necrotic crook
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virus, de 1-2 zile pentru Peach latent mosaic virus, de 3-4 zile pentru nepovirusuri si
virusuri ILAR, de 8-11 zile pentru Peach yellows virus (Boye si Desvignes, 1986). De
asemenea, succesul transmiterii este influentat si de varsta si sensibilitatea indicatorilor.

Desi testarea pe indicatori biologici lemnosi presupune costuri ridicate si timp
indelungat de asteptare pentru obtinerea rezultatelor, metoda ramane deosebit de utila in
programele de certificare a materialului de inmultire si plantare fructifer din intreaga lume.
Intr-adevar, indexarea biologica pe indicatori biologici lemnosi nu permite testarea unui
numar foarte mare de plante, insa este recomandata pentru evaluarea soiurilor Candidat
ce urmeaza a fi introduse in programele si schemele de certificare (Thomson si colab.,
2011).

Gama de indicatori biologici erbacei si lemnosi este destul de vasta si variata, aceasta
fiind periodic revizuita si imbunatatita. Astfel, Grupul International de Lucru pentru
Virusurile Pomilor Fructiferi din cadrul Societatii Internationale pentru Stiinta Horticola
(ISHS) publica periodic lista cu indicatorii recomandati si conditiile pentru testare. Spre
exemplificare, redam in tabelul 1 lista cu indicatorii biologici erbacei si lemnosi publicata in
Acta Horticulturae nr. 657 (Jelkmann, 2004).

Tabel 1
Indicatori biologici erbacei si lemnosi recomandati pentru testarea virusurilor la speciile
prun si cires (dupa Jelkmann, 2004)

Specia pomicola/ Nr. Temperatura Durata Virusuri
Indicatori repetitii optima (°C) testului detectate
1 2 3 4 5
PRUN

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,
pseudopox (ACLSV), European plum line
pattern, ApMV, American plum line
pattern (APLPV), ToRSV, MLRSV; European
stone fruit yellows phytoplasma

P. tomentosa PNRSV, PDV, ACLSV, bark split (ACLSV)

- hibridul IR473 x 3 22 12 sapt. | pseudopox (ACLSV), stem pitting (TORSV),

IR474 PPV

P. serrulata

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

hibrid Prunus
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- Shiro plum 3 18 6 sapt. | peach wart
B. Indexari in camp
Prunus serrulata
- Shirofugen 5 mug. - 6 sapt.-1 | PNRSV, PDV
an
- Kwanzan 3 - 2 ani green ring mottle
hibrid Prunus
- Shiro plum 3 - 2 ani APLPV
P. domestica
- Ersinger 3 - 2 ani European plum line pattern, ApMV bark
- Prune d’Ente 707 3 - 2 ani split, ACLSV
P. persica
- puieti GF 305 3 - 2 ani apricot chlorotic leaf roll phytoplasma
CIRES
A. Indexari la sera
a. - indicatori erbacei
C. quinoa 5 20 20 zile PNRSV, genul Nepovirus, ACLSV
C. sativus 3 20 20 zile PNRSV, PDV
N. occidentalis 3 20 28 zile | CTLV
b. - indicatori lemnosi
Prunus persica
- puieti GF 305 sau 5 20-25 8 sapt. PNRSV, PDV, ACLSV, European rasp leaf,
Elberta CLRV, Eola rasp leaf (=stem pitting =
ToRSV), SLRSV, mottle leaf (CMLV), CLRYV,
MLRSV
Prunus tomentosa
- hibridul IR473 x 3 22 12 sapt PNRSV, PDV, Eola rasp leaf (TORSV),
IR474 ACLSV, green ring mottle (CGRMV)
Prunus serrulata
- Shirofugen 5 mug. 22-26 8 sapt. | PNRSV, PDV, CGRMV
hibridul Prunus
- Shiro plum 3 18 6 sapt peach wart
P. avium
-Bing 3 18 8 sdpt. CMLV, CRMV, CTLV, CRLV
P. avium
-Sam 3 18 8 sapt. | CNRMV
P. serrulata
Kwanzan 3 18 8 sapt. | CGRMV
B. Indexari in camp
Prunus serrulata
- Shirofugen 5 mug. - 6 sapt.-1 | PNRSV, PDV, Shirofugen stunt (muguri in
an pomi de 1 an)
- Kwanzan 3 2 ani green ring mottle (CGRMV)

Prunus avium
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- Bing 3 - 3 ani European rasp leaf, Hungarian rasp leaf,
CLRV*, rusty mottle, SLRSV, ArMV, twisted
leaf, short stem, black canker, detrimental
canker, cherry mottle leaf (CMLV),
rosette, spur chery

-Sam 3 - 3ani European rusty mottle, necrotic rusty
mottle, black canker, detrimental canker,
rusty spot, little cherry disease (LCD)

- Canindex | 3 - 3 ani LCD
Prunus persica
- puieti GF 305 3 - 3 ani ArMV

*nu se altoieste prin dubld oculatie pe portaltoiul Colt deoarece este hipersensibil, iar CLRV-ul
posibil sd nu se transmitd de la inocul la planta indicator

Desi testarea pe indicatori biologici este recomandata si chiar obligatorie in unele
situatii, aceasta prezinta mai multe neajunsuri. Dintre acestea trebuie amintite intinderea
mare in timp a testelor, costurile cu mentinerea plantelor indicator in spatii protejate pe
perioade foarte lungi de timp, simptome uneori nespecifice, diversele tipuri de interactiuni
intre planta indicator si virusuri, existenta unor tulpini virale care nu induc simptome pe
plantele indicator (Bitterlin si colab., 1987; Loreti si colab., 1999; Rayapati si colab., 2008;
Constable si colab., 2010; IPPC, 2012; Lambert si colab., 2012), etc. Un alt neajuns este
faptul ca exista putine studii care sa compare din punct de vedere statistic rezultatele
obtinute in testele pe indicatori biologici cu cele obtinute in cadrul testelor de laborator
(Constable si colab., 2010, 2013). Rata de transmitere a virusurilor care infecteaza genul
Prunus la plantele indicator este extrem de variabila, intre 0 si 100% (Bitterlin si colab.,
1987) si poate fi influentata de un numar mare de factori cum ar fi: tulpina virala, varsta
puietilor indicator, conditiile de mediu in care au fost tinute plantele indicator anterior
inocularii si tehnica de inoculare. Din nefericire, nu se cunoaste inca influenta pe care o are
soiul testat, de la care provine inoculul, asupra ratei de transmitere a virusurilor.

La utilizarea biotestelor trebuie avut in vedere ca, desi indexarea biologica permite
detectarea simultana a mai multor virusuri, exista riscul ca prezenta unui anumit patogen
sa mascheze prezenta altuia Tn cazul unor infectii mixte, iar un astfel de rezultat fals
negativ poate conduce la unele decizii eronate. Mai mult, majoritatea testelor pe indicatori
biologici nu sunt suficient de sensibile sau specifice pentru a fi folosite ca fiind sigure,
aratand astfel rolul limitativ in detectarea si identificarea multor agenti patogeni. Prin
urmare, se concluzioneaza ca testele pe indicatori biologici folosite pentru detectarea si
identificarea virusurilor ar trebui luate in considerare numai Tn corelatie cu rezultatele
testelor de diagnostic serologic sau molecular, acestea din urma facand posibila atat
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detectarea cu precizie a agentului patogen, cat si diferentierea tulpinilor virale (Legrand,
2015).

Cu toate neajunsurile, testarea pe indicatori biologici, este recomandata a fi utilizata
pentru identificarea unor infectii virotice la speciile pomicole, in principal in lantul de
producere a materialului de inmultire fructifer, dar si in alte activitati precum cele de
selectie sau cele de conservare a germoplasmei pomicole. De retinut ca testarea pe
indicatori biologici se face in conditii de izolare, preferabil in conditii de sera, astfel incat sa
fie evitate posibile infectii prin diferiti vectori prezenti in mediul natural.

3.2. Tehnici serologice de detectie si diagnostic viral

Tehnicile serologice, spre deosebire de testele pe indicatori biologici, sunt mult mai
precise, permit efectuarea unui numar foarte mare de analize, iar rezultatele sunt mult mai
rapide. Prezenta virusului prin teste serologice este indicata de reactia serologica care
apare In urma contactului dintre suspensia virala si antiserul specific. Majoritatea tehnicilor
serologice de diagnostic au fost preluate din medicina umana si adaptate virusurilor
plantelor. Testul ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) este cel mai frecvent utilizat
in laboratoarele de virusologie care desfasoara activitati pentru detectia si diagnosticul
virusurilor la plante.

Testul imunoenzimatic ELISA a fost introdus in virologia vegetald de catre Clark si

colab. (1976), fiind utilizat in mod larg pentru detectarea rapida a fitovirusurilor. Tehnica
ELISA utilizeaza un tip de imunotest enzimatic pentru a detecta prezenta unui ligand (cel
mai adesea o proteina) dintr-o proba lichida folosind anticorpi directionati impotriva
proteinei (in cazul virusurilor a unei proteine virale) care face obiectul masurarii.

Testul ELISA are o mare sensibilitate de detectie, permitand detectarea virusurilor
care se gasesc in concentratie foarte mica in plante. Exista mai multe variante ale testului
ELISA, Tnsa cea mai frecvent utilizata in virologia vegetala este “double antibody sandwich”
(DAS-ELISA).

Principiul de lucru al DAS-ELISA se bazeaza pe posibilitatea legarii anticorpilor (IgG)
de o suprafata plastica prin legaturi electrostatice si pe marcarea anticorpilor cu o enzima.
De asemenea, din componenta sandwichului anticorp-antigen-anticorp conjugat, partea de
enzima specifica hidrolizeaza substratul si astfel, culoarea acestuia se schimba (antigenul
este legat de anticorpul fixat si peliculizat pe placile de polistiren) realizandu-se
evidentierea virusului. Aceasta reactie de culoare, a carei intensitate este direct
proportionala cu concentratia virala, se poate masura prin intermediul unui fotometru.

Pentru realizarea diagnosticului viral prin DAS-ELISA trebuie parcurse doua faze: una
preliminara, respectiv obtinerea extractelor vegetale de examinat, iar cea de-a doua
realizarea propriu-zisa a tehnicii DAS-ELISA.
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Obtinerea extractelor de examinat presupune folosirea de material vegetal (cel mai
adesea frunze, dar pot fi si flori, polen, fructe, seminte, scoartda) provenit de la
planta/plantele supuse testarii, care urmeaza o procedura prin care organele vegetale sunt
maruntite in prezenta unei solutii tampon de extractie, rezultand un extract vegetal. Acest
extract poate fi obtinut printr-o mojarare clasica a materialului vegetal, folosind mojare cu
pistil si nisip de cuart (care faciliteaza maruntirea) sau prin mijloace mai moderne folosind
pungi speciale de extractie (prevazute cu plasa la interior) si un echipament special pentru
extractie, tip Homex-Bioreba. Utilizarea acestui echipament permite realizarea unui numar
foarte mare de extractii intr-un interval de timp foarte scurt, fiind pe deplin justificat n
laboratoarele de virusologie.

Obtinerea extractelor de examinat folosind echipament tip Homex presupune
parcurgerea mai multor etape (Figura 59). Astfel, dupa prelevarea probelor si amplasarea
materialului vegetal in pungile de extractie, se adauga tamponul de extractie, iar apoi se
procedeaza la mojarare cu ajutorul echipamentului tip Homex. Ulterior, extractul lichid se
trece in tuburi sterile (tip Eppendorf) si poate fi utilizat pentru testare prin DAS-ELISA.

?.;Blevare prabe

ETAPELE DE OBTINERE A
EXTRACTELOR
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\oiarar

Figura 59. Obtinerea extractelor de examinat folosind echipament tip Homex (Bioreba)
(original)
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Realizarea propriu-zisa a tehnicii DAS-ELISA presupune parcurgerea mai multor
etape prin care, mai intai, antigenul (virusul) din proba de testat se leaga de anticorpii
specifici fixati Tn prealabil pe o suprafata prin legaturi electrostatice, apoi anticorpii legati
de o enzima se leagd la randul lor de antigen (acolo unde existd) formand un fel de
sandwich dublu, de unde si denumirea tehnicii. In etapa finald, prin addugarea unei
substante care contine substratul enzimei, acolo unde exista legare antigen-antiser, se
produce un semnal detectabil printr-o reactie de culoare, permitand astfel detectia
virusului.

Etapele tehnicii DAS-ELISA sunt prezentate schematic in figura 60.

in prima etap4, placa de polistiren, respectiv godeurile acesteia, se ciptuseste cu
antiser (imuno-gama-globulina) specific virusului de testat si se incubeaza la 37°C, timp de
patru ore (temperatura si durata de incubare pot varia in functie de kitul/antiserul folosit).

Tn a doua etapd are loc introducerea in godeuri a extractelor vegetale de examinat
care se mentin la frigider timp de 16 ore, la temperatura de 4°C (durata si temperatura pot
varia de la un protocol la altul), timp necesar legarii antigenului (particulelor virale) de
anticorpii fixati de placa.

in cea de-a treia etapd se adaugd conjugatul imunoenzimatic (IgG + enzimé) care se
incubeaza de obicei la aceeasi temperatura la care s-a realizat si captusirea, timp de patru
ore (acestea pot varia in functie de recomandarile producatorului). Frecvent se utilizeaza
ca enzima fosfataza alcalina.

Fiecare din cele trei etape de lucru este urmata de spalarea repetata (3-4 ori) a
placilor cu o solutie tampon de spalare. Operatiunea se poate realiza fie manual cu pipeta,
fie cu ajutorul unui aparat special pentru spalarea placilor. De asemenea, pentru facilitarea
spalarii poate fi utilizat si un agitator.

Tn cea de-a patra etapd se adaugd substratul specific enzimei respective. Pentru
fosfataza alcalina se foloseste ca substrat para-nitrofenilfosfatul (pNPP) care este hidrolizat
de enzima. Reactia produce o schimbare a culorii care poate fi apreciata vizual sau
cantitativ, cu ajutorul unui fotometru. Determinarea intensitatii reactiei de culoare care ne
ofera informatii despre concentratia virala se face prin citiri la fotometru, de obicei la 60
minute de la addaugarea substratului.

Intensitatea reactiei este direct proportionala cu concentratia virala. Proba analizata
se poate considera infectata daca valoarea extinctiei depaseste media controalelor
sanatoase de minim doua ori (Maxim si colab., 2003). Pentru diagnostic serologic se pot
folosi atat antiseruri policlonale, cat si monoclonale universale. Pentru identificarea suselor
virale se utilizeazd antiseruri monoclonale specifice. Varianta TAS (Triple Antibody
Sandwich/DASI (Double Antibody Sandwich Indirect)-ELISA face posibila diferentierea
serologica a tulpinilor PPV prin utilizarea antiserurilor monoclonale specifice care tintesc
diferite parti ale proteinei capsidale (specifice fiecarei tulpini) — Cambra si colab. (2006b).
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Figura 60. Reprezentarea schematica a etapelor de lucru ale testului ELISA
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Protocolul de lucru pentru detectia serologica a PPV, frecvent utilizat in Laboratorul
de Virusologie de la SCDP Bistrita este cel recomandat de firma BIOREBA. In mod similar,
insa, pot fi utilizate si alte protocoale de lucru, cum ar fi cele recomandate de firmele
AGDIA, AGRITEST, SEDIAG, etc.

3.3. Tehnici moleculare de detectie si diagnostic viral

n cercetarea din domeniul virusologiei vegetale se utilizeazd o multitudine de tehnici
moleculare pentru detectia, diagnosticul, diferentierea si caracterizarea virusurilor prin
PCR (Polymerase Chain Reaction), tradusa ca ‘reactia de amplificare n lant a polimerazei’.
Pentru detectia si diagnosticul agentilor patogeni virali, patru tehnici sunt cel mai frecvent
utilizate: RT-PCR (Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction), [C-RT-PCR
(Immunocapture-Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction), RT-gPCR (Real Time
Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction) si multiplex PCR.

PCR este tehnica care a revolutionat cercetarea din domeniul biologiei moleculare,
gasindu-si o larga aplicabilitate si in virusologia vegetala, in cercetari care necesita detectia,
diagnosticul si caracterizarea moleculara a patogenilor virali.

Tehnica PCR permite o detectare rapida, specifica si sensibila, care se poate aplica
pentru o arie larga de agenti patogeni virali (Wetzel si colab., 1991a,b; Hadidi si colab.,
1995). Reactia PCR este un proces enzimatic, care realizeaza amplificarea exponentiala a
moleculei de ADN/ADNC tinta.

Principiul general al PCR se bazeaza pe posibilitatea unei amplificari selective si rapide
a unei secvente de ADN dintr-un amestec (mix) reactional prin utilizarea unei perechi de
amorse oligonucleotidice (primeri) si a unei enzime termostabile (Tag polimeraza) intr-un
procedeu constand in inlantuirea, in mod repetitiv (30-40 cicluri succesive) a urmatoarelor
trei etape: denaturarea matritei de ADN (bicatenar), hibridizarea (atasarea) amorselor la
matrita si extensia (elongarea) enzimatica a amorselor. Astfel, acest procedeu conduce la o
reproducere exponentiala (Figura 61) ceea ce poate genera milioane de copii al unui
fragment de ADN/ADNc tinta si permite astfel analizarea acestuia prin diferite tehnici de
decelare.
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3.3.1. RT-PCR

Pentru diagnosticarea ribovirusurilor care infecteaza pomii fructiferi se foloseste
adesea tehnica RT-PCR (Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction) sau PCR de tip
reverstranscriptional. Transcrierea ARN viral in ADNc (ADN complementar) este realizata
de catre o enzima denumita reverstranscriptaza. Pentru realizarea detectarii, mai intai
trebui izolat ARN-ul total sau viral.

Metodologia de lucru pentru detectia ribovirusurilor la speciile pomicole prin RT-
PCR, presupune parcurgerea urmatoarelor etape:

- Extractia ARN-ului total din materialul vegetal,
- Revers-transcrierea si amplificarea cu primeri specifici regiunilor genomice tinta;
- Electroforeza in gel de agaroza.

Extractia ARN-ului total

Extractia ARN-ului total Tn vederea detectiei/diagnosticului virusurilor care
infecteaza pomii fructiferi se face din material vegetal, cel mai adesea frunze, dar pot fi si
flori, polen, fructe, seminte, scoarta, provenit de la pomul/pomii care fac obiectul testarii.

Pentru extractia ARN-ului total se procedeaza mai intai la deshidratarea tesuturilor
si maruntirea lor sub azot lichid, pana la obtinerea unei pudre fine. Apoi urmeaza
resuspendarea tesutului mojarat intr-o solutie tampon care protejeaza ARN-ul eliberat din
celule.

Exista posibilitati multiple pentru extractia ARN-ului total, utilizand Tn acest sens
numeroase protocoale de extractie, cel mai adesea fiind folosite protocoalele de lucru
recomandate de firmele specializate care si produc kituri de extractie.

Redam schematic, spre exemplificare, metodologia pentru extractia ARN-ului total
folosind kitul RNeasy Plant Mini produs de compania Qiagen (Figura 62), utilizata frecvent
in Laboratorul de Virusologie de la Statiunea de Cercetare-Dezvoltare pentru Pomicultura
Bistrita. Acest kit permite realizarea extractiei atat prin metoda clasica (Figura 62a), cat si
printr-o metoda moderna mult mai rapida folosind o statie de lucru robotizata pentru
extractia acizilor nucleici (Figura 62b). De asemenea, pot fi utilizate pentru extractia ARN si
alte kituri precum: Spectrum Plant Total RNA (Sigma), ISOLATE Il RNA Mini (Bioline), etc.

Evident, extractia de ARN total cu ajutorul echipamentului robotizat este mai facil
de realizat, mai rapida si se evita potentiala contaminare a problelor. Totusi, in lipsa
acestui echipament, extractia ARN-ului total poate fi realizata parcurgand un alt protocol
de lucru.

77



MANAGEMENTUL INTEGRAT IN PREVENIREA BOLILOR VIROTICE LA SPECIILE PRUN SI CIRES

‘/ — ﬁ Liza celulelor

Material vegetal
(mojarare in azot lichid) a). b)

Omogenizare
(coloane QlAshredder) |

— @)

Adaugare etanol

-

Legarea ARN- <+— ARN total
(coloane RNeasy)

Spalare 3x

/3 o=t -3

‘//’

ARN total

Statie robotizata QlAcube pentru
extractie acizi nucleici

[ Logens |

(t) — Centrifugare
\

A

Figura 62. Reprezentarea schematica a protocolului pentru extractia ARN-ului total

folosind metoda clasica (a) si cea automatizata (b) recomandate de firma Qiagen.
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Revers-transcrierea si amplificarea cu primeri specifici a fragmentelor genomice tintd

RT-PCR utilizeaza acelasi principiu de amplificare a secventelor tinta ca si PCR, dar
plecand de la ARN. Schema generala de evidentiere a segmentelor genomice prin RT-PCR
este prezentata in figura 63 (Wattre, 1997).

Tntrucat ADN polimeraza, termostabild, are capacitatea de a polimeriza doar ADN-ul,
este necesar ca ARN-ul total sau viral sa fie, in prealabil, transcris in ADN complementar
(ADNc). Aceasta transformare se produce prin actiunea enzimei reverstranscriptaza in
prezenta unei zone de amorsaj si a unui amestec de patru dezoxinucleotide trifosfat.

Odata obtinut, segmentul de ADNc tinta poate fi amplificat si este supus procesului
PCR. Astfel, prima etapa - denaturarea - se realizeaza printr-un tratament termic la 90-
95°C, rezultand astfel structuri monocatenare pe care se pot fixa amorsele. Acestea trebuie
sa fie pe de o parte specifice secventelor tinta ale virusului cercetat, iar pe de alta parte
suficient de polivalente pentru a recunoaste diferite tulpini/izolate virale.

Prin reducerea controlata si rapida a temperaturii (40-60°C) se produce cea de-a doua
etapa - hibridizarea - cele doua amorse fixandu-se la extremitatile 3’ ale fragmentelor tinta
ale celor doua catene, delimitand regiunea de amplificat.

Pornind de la amorse si gratie prezentei enzimei ADN polimeraza, are loc o sinteza a
lanturilor complementare de ADN, deci cea de a treia etapa, denumita extensie enzimatica.
Temperatura la care se realizeaza aceastd etapd este 72°C. In ciclul urmator, operatiunea
se reia plecand de la ADN-ul tinta original si ADN-ul produs in primul ciclu de amplificare.
Repetarea operatiunii de n ori conduce la obtinerea de 2" copii de fragmente ale acidului

nucleic tinta.
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A. Prepararea amestecului reactional in vederea amplificarii

(Amorse (A1, A2: 20-25 baze)
Nucleotide (dCTP, dATP,
sau +{dGTP, dTTP sau dUTP)
Taq polymeraza
(Tampon Mg"™
Extractie Extractie
ARN acizi nucleici totali
ALRT AL
cADN cADN ¢
dublu catenar dublu catenar
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B. Principiul §i realizarea amplificarii
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Figura 63. Amplificarea enzimatica a unui fragment de acid nucleic prin RT-PCR
(dupa Wattre, 1997).
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Cele trei etape mentionate se realizeaza prin intermediul unui aparat special numit
thermocycler, dupa prepararea mixului reactional si repartizarea ARN-ului total aferent
fiecarei probe (Figura 64).

/'*"" Mix RT-PCR
(r Primeri bkl

Figura 64. Reprezentarea schematica a prepararii unui mix pentru RT-PCR si amplificarea
fragmentelor tinta prin intermediul unui termocycler (original)
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Pentru RT-PCR pot fi utilizate kituri care realizeaza reverstranscrierea si amplificarea
intr-o singura etapa, precum One Step RT-PCR (Qiagen) sau in doua etape, precum iSCRIPT
cDNA Synthetis kit (Bio-Rad) pentru reverstranscriere si FastStart Tag DNA Polymerase
(Sigma) pentru amplificare, insa nu se rezuma doar la acestea, gama de kituri fiind foarte
variata.

Conditiile pentru RT-PCR necesare reverstranscrierii ARN si amplificarii fragmentelor
de ADNc tinta sunt diferite in functie de lungimea fragmentelor ce urmeaza a fi amplificate
si de secventa primerilor. Redam spre exemplificare, profilul termic utilizat in Laboratorul
de Virusologie de la Statiunea de Cercetare-Dezvoltare pentru Pomicultura Bistrita pentru
reverstranscrierea si amplificarea unui fragment al genei care codifica sinteza proteinei
capsidale (PC) a virusului Plum pox, utilizand amorsele polivalente P1/P2 (Wetzel si colab.,
1991b):

- Reverstranscriere: 42°C timp de 45 minute

- Activarea polimerazei: 94°C timp de 2 minute

- Amplificare:
Denaturare: 94°C timp de 30 secunde

40 cicluri Atasarea primerilor: 60°C timp de 30 secunde

Extensie: 72°C timp de 1 minut

- Extensie finala: 72°C timp de 10 minute

- Racire: 4°C

Electroforeza in gel de agaroza

Dupa amplificare, produsii PCR obtinuti sunt analizati prin electroforeza in gel de
agaroza in cuva orizontala (Figura 65a). Din produsul de amplificare, in alveolele gelului se
incarca un amestec de produs PCR (de ex. 10 pl) la care se adauga 1 ul de colorant de
incarcare (loading dye). Tn primul godeu (alveol3) se incarcd un marker ADN standard, care
contine fragmente de ADN amplificate (benzi) cu greutate moleculara cunoscuta. Produsii
amplificati, incarcati negativ datorita extremitatilor fosfate, sunt depusi in gel dinspre
borna negativa a cuvei de electroforeza pentru a migra spre borna pozitiva, in paralel cu un
marker. Pentru a putea vizualiza fragmentele de ADN dupa electroforeza, gelul este colorat
cu bromura de etidiu sau cu un alt colorant mai putin toxic (de ex. RedSafe Nucleic Acid
Staining Solution). Aceste molecule se intercaleaza intre bazele acizilor nucleici si emit
fluorescent cand sunt puse sub lumina ultravioleta. Cum distanta de migrare este invers
proportionala cu logaritmul numarului de baze se poate determina dimensiunea produsilor
obtinuti in comparatie cu markerul utilizat.

Dupa migrare, vizualizarea produsilor de amplificare se realizeaza in lumina UV, cu
ajutorul unui sistem de imagistica (Figura 65 b, c).

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
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costisitoare. De aceea, pentru analiza unui numar foarte mare de probe, se recurge adesea
doar la tehnica DAS-ELISA.

b c

Figura 65. Electroforeza in gel de agaroza: a) incarcarea si migrarea produsilor PCR; b) si
¢) vizualizarea produsilor amplificati prin PCR prin intermediul unui transiluminator

conectat la laptop (original)

3.3.2. IC-RT-PCR

Ca alternativa la tehnica RT-PCR exista o tehnica denumitd IC-RT-PCR (Figura 66)

prin care se poate elimina izolarea ARN, folosind un antiser specific virusului (Wetzel si
colab., 1992).

Figura 66. Reprezentarea schematica a etapelor de lucru pentru diagnosticul prin IC-RT-
PCR: a) tub captusit cu antiser; b) tub cu particule virale legate de antiser; c) amplificare
(original)
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Prima etapa a tehnicii IC-RT-PCR este asemanatoare testului ELISA: probele sunt
pregatite in mod similar, iar virusul existent in extractul vegetal se leaga de antiserul fixat
in prealabil pe peretii interiori ai tubului PCR (imunocaptura - IC). Ulterior, odata cu
degradarea proteinei capsidale si transcrierea ARN-ului, ADN-ul complementar se poate
amplifica Tn mod similar tehnicii RT-PCR.

Tehnica IC-RT-PCR permite o crestere a sensibilitatii de aproximativ 100 ori in raport
cu tehnica RT-PCR (Wetzel si colab., 1992).

3.3.3. PCR in timp real

Tn conditiile in care prin PCR poate fi realizata doar o evidentiere a anumitor secvente
de ADN tinta, fara o analiza cantitativa a acestora, a fost dezvoltata o noua tehnica care
permite pe langa detectia produsilor amplificati si cuantificarea acestora in timp real.
Tehnica a fost denumita ‘PCR cantitativ in timp real’ (qPCR) sau simplu ’PCR in timp real’,
respectiv. RT-gPCR (Reverse Transcription quantitativ  PCR) - pentru diagnosticul
ribovirusurilor - si este, in prezent, frecvent folosita in diagnosticul virusurilor la pomii
fructiferi. Aceasta tehnica, foarte asemanatoare cu PCR, permite masurarea, prin
fluorescenta a produsilor amplificati (analiza cantitativa a ADN cu ajutorul unor primeri
marcati fluorescent) fiind posibil de reprodus prin dezvoltarea unui sistem care permite
corelarea, in mod exponential, a cantitatii de molecule amplificate cu intensitatea
fluorescentei masurata direct in tubul PCR, cu ajutorul unui fluorimetru cuplat la un
termocycler. Astfel, ‘PCR Tn timp real’ se bazeaza pe emisia fluorescenta care insoteste
sinteza noilor molecule de ADN in timpul reactiei de amplificare in lant (Salmon, 2002).

Monitorizarea fluorescentei pe parcursul amplificarii se realizeaza cu echipamente
speciale de ciclizare termica (termocycler) prevazute cu modul multicolor de detectie in
fluorescenta (Figura 67).

Pentru ca vizualizarea acumularilor de ampliconi sa fie posibila se utilizeaza diferite
sonde oligonucleotidice. Acestea sunt marcate cu doi fluorocromi, respectiv cuplate intr-o
parte la un fluorofor (care emite fluorescent, avand rolul de donor) si in alta parte la un
guencher (acceptor) de fluorescenta (molecula capabild de a absorbi fluorescenta emisa de
fluorofor si de disipare a acesteia sub forma de caldurd). Cele mai utilizate sonde
oligonucleotidice sunt cele de hidroliza (Tag Man si MGB).

Sondele Tag Man sunt oligonucleotide ale caror lungime variaza cel mai adesea intre
25 si 35 de nucleotide, avand un fluorofor la capatul 5’ si un quencher la capatul 3’
Prezenta unei grupari fosfat la capatul 3’ blocheaza extensia sondei cand se hibridizeaza pe
baza de complementaritate cu ADN-ul tinta. Reactia de fluorescenta apare in faza de
extensie enzimatica cand se realizeaza un clivaj enzimatic al sondei in mod secvential cu
plecare de la extremitatea 5, avand ca efect separarea fluoroforului de quencher si
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generarea de fluorescenta. Masurarea acesteia, la finalul fiecarei etape de extensie a PCR,
permite urmarirea evolutiei reactiei in cursul procesului de amplificare.

Figura 67. Echipament Real Time PCR cu modul multicolor de detectie din dotarea
Laboratorului de Virusologie de la SCDP Bistrita

Sondele MGB (Minor Groove Binder) functioneaza pe acelasi principiu ca si sondele
Tag Man, originalitatea lor constand in cuplarea la capatul 3’, pe langa quencher a unei
molecule liant care traverseaza secventa de ADN bicatenar format din hibridizarea sondei
cu secventa complementara (Kutyavin si colab., 2000). Aceasta molecula are ca efect
stabilizarea duplexului de ADN si permite utilizarea unor sonde mai scurte, de 10-12
nucleotide, ceea ce determina micsorarea distantei dintre fluorofor si quencher si un
transfer de energie mai eficace.

Sondele MGB - alele specifice cuplate la fluorofori diferiti — pot fi utilizate si pentru
detectarea polimorfismului unei nucleotide (single nucleotide polymorphisms sau SNPs)
sau pentru distingerea de mutatii in stare homozigota sau heterozigota (Walburger si
colab., 2001). De asemenea, acest tip de sonde este foarte util pentru detectarea
virusurilor cu variabilitate genetica mare.

n timpul elongatiei ADN-ului, componenta fluorescentd este eliberatd in amestecul
reactional, ceea ce permite atat evidentierea virusului, cat si o analiza cantitativa in functie
de intensitatea fluorescentei captata cu ajutorul unei camere CCD care transmite
informatia digital, rezultatul fiind vizualizat sub forma unei curbe de amplificare. Astfel,
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afisarea rezultatelor ‘PCR in timp real’ se face direct pe monitor sub forma grafica (Figura
68), iar pentru analiza rezultatelor se foloseste un software, fara a mai fi necesara
evidentierea fragmentelor amplificate prin electroforeza in gel.

0,7 -
0,6 -
05 -
0,4

0,3

Fluorescenta

0,2 -
prag de detectie (threshold)

3. .5 7 9
linia de baza

» Numarde cicluri
| —&— test pozitiv —®— test negativ \

A

Figura 68. Afisarea grafica a rezultatelor real time PCR pe monitor

Cresterea intensitatii semnalului fluorescent, respectiv prezenta si cantitatea
secventei tinta este evidentiata sub forma unei curbe care indica evolutia reactiei in functie
de numarul de cicluri scurse. Tn cursul primelor cicluri fluorescenta ramane la nivelul de
baza (baseline), astfel ca, in acest interval nu se poate face o analiza a rezultatelor. Mai
mult, se stabileste un prag de detectie (threshold) care corespunde unei intensitati
fluorescente semnificativ mai ridicate decat nivelul de baza si care reprezinta practic o
concentratie virala la limita de detectie. La interpretarea rezultatelor, esantioanele
aferente curbelor pozitionate sub pragul de detectie indica ca acestea sunt negative
(respectiv libere de virus), iar cele care depasesc acest prag indica prezenta virusului
(respectiv sunt pozitive). Punctul de intersectie dintre curbele esantioanelor si linia
threshold ofera primele indicii asupra cantitatii de ADN tinta. Astfel, cu cat intersectia
dintre curbele esantioanelor si linia threshold este mai spre stanga cu atat cantitatea de
acid nucleic tinta este mai mare si invers. Compararea ciclurilor esantioanelor cu cele ale
unor martori cu valori cunoscute permite realizarea unei curbe standard si extrapolarea
cantitatii de ADN sau ARN tinta prezente la inceputul reactiei (Bustin, 2000).

Spre deosebire de PCR, 'PCR in timp real’ prezinta cel putin doua avantaje:

a) rapiditate (se exclude electroforeza in gel, ceea ce determinda o
scurtare a timpului necesar efectuarii testului);
b) permite analiza cantitativa si calitativa a secventelor tinta.
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3.3.4. Multiplex PCR

Necesitatea utilizarii tehnicilor moleculare in diagnosticul de mare precizie a
virusurilor presupune asumarea unor costuri deloc negligabile care, cel mai adesea,
reprezinta factori restrictivi in folosirea lor in testele de rutind. De aceea, una dintre
principalele provocari si preocupari in domeniul diagnosticului molecular al virusurilor din
ultimele doua decenii s-a adresat implementarii unor metode de diagnostic molecular de
tip ‘multiplex’ care sa permita pe de o parte reducerea costurilor si cresterea eficientei, iar
pe de alta parte sa ofere posibilitatea de a fi utilizate pe scara larga. Astfel, au fost
dezvoltate metode de diagnostic de tip ‘'multiplex’ care sunt rapide, fiabile si rentabile,
fiind utilizate cu succes pentru a detecta o varietate de agenti patogeni simultan intr-un
singur test (Pallas si colab., 2018).

Multiplex PCR (mPCR), respectiv multiplex RT-PCR (mRT-PCR) este o varianta a
metodei PCR, respectiv RT-PCR, prin care sunt amplificate in aceeasi reactie doua sau mai
multe secvente de ADN/ADNCc apartinand unor virusuri diferite. Pentru dezvoltarea unei
astfel de tehnici este necesara identificarea de perechi de amorse compatibile care sa
permita generarea de ampliconi cu greutate moleculara diferita, astfel incat sa existe
posibilitatea separarii si evidentierii lor in gel de agaroza. Spre deosebire de tehnica
uniplex RT-PCR, care este potential costisitoare si consumatoare de resurse (necesita timp
si mai multe resurse pentru a testa fiecare virus separat), mRT-PCR incorporeaza diferite
seturi de primeri specifici pentru doua sau mai multe tinte intr-un singur tub de reactie si
permite amplificarea simultana a diferitilor acizi nucleici tinta intr-un singur test. Astfel,
rezulta o economie substantiala din costurile materialelor, forta de munca si timpul pentru
efectuarea testelor. De asemenea, aceasta metoda permite amplificarea simultana a mai
multor regiuni ale unui virus tinta, ceea ce conduce la o imbunatatire a fiabilitatii
detectarii.

Sensibilitatea detectiei prin multiplex RT-PCR are totusi anumite limitari. Astfel,
sensibilitatea detectiei este influentata de numarul de segmente tinta care trebuie
detectate, respectiv de numarul de perechi de primeri utilizati in amestecul reactional
(Sdnchez-Navarro si colab., 2005; Tao si colab., 2012; Kwon si colab.,2014; Nam si colab.,
2015). De exemplu, utilizarea a cinci perechi de primeri nu afecteaza limita de detectie prin
mRT-PCR, in timp ce sapte perechi o afecteaza (Sanchez-Navarro si colab., 2005). O alta
limitare a mRT-PCR se refera la potentiala eroare optica la decelarea in gel de agaroza
pentru discriminarea dimensiunii specifice a ampliconilor, respectiv la confirmarea ca
fragmentele de ADN amplificate corespund secventei tinta. Exista abordari alternative prin
care aceste limitari pot fi inlaturate. Una dintre acestea se refera la utilizarea tehnicii
multiplex PCR in timp real, cu varianta multiplex RT-PCR in timp real pentru detectia
simultana a mai multor ribovirusuri. Pana in prezent, testele au fost adaptate pentru a
permite detectarea simultand a maxim cinci agenti patogeni (Pallas si colab., 2018).
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CAPITOLUL IV

COMBATEREA INTEGRATA A BOLILOR VIROTICE LA SPECIILE PRUN SI CIRES

Practicile de combatere a bolilor virotice se deosebesc fundamental de cele aplicate
micozelor si bacteriozelor. Aceasta deoarece virusurile provoaca infectii sistemice care nu
mai pot fi tratate in camp si, mai mult, acestea pot fi transmise la descendenti in cazul
inmultirii vegetative, iar in unele situatii, chiar si prin inmultire generativa. De aceea, spre
deosebire de micoze si bacterioze, la care masurile curative pot fi adesea aplicate cu
succes, in cazul virozelor de o importanta covarsitoare este aplicarea masurilor preventive.
Masurile curative precum termoterapia, chimioterapia, termochimioterapia si culturile de
tesuturi sunt importante in implementarea schemelor de certificare a materialului de
inmultire din categoriile biologice superioare, insa acestea nu pot fi aplicate decat in
conditii de laborator.

Conform statisticilor, prunul reprezinta specia pomicola dominanta in Romania, iar
de aici rezulta si importanta economica majora a acesteia. De asemenea, ciresul ocupa un
loc important in ponderea speciilor pomicole cultivate in Romania. Aceste doua specii, dar
indeosebi prunul, sufera pierderi economice importante cauzate de unii patogeni virali.

Bolile virotice ale prunului au in general repercusiuni grave asupra acestei culturi, iar
daca ne referim la infectiile cu virusul Plum pox (PPV), acestea reprezinta principalul factor
limitativ pentru profitabilitatea lui. Din cauza rapiditatii cu care se raspandeste si a
impactului economic deosebit, virusul Plum pox este considerat cel mai devastator agent
patogen viral al speciilor pomicole samburoase, devenind un virus pandemic cu implicatii
majore la nivel mondial. Exista si alte virusuri precum Prune dwarf virus (PDV), Prunus
necrotic ring spot virus (PNRSV), Apple chlorotic leaf spot virus (ACLSV), Apple mosaic virus
(ApMV), Myrobalan latent ringspot virus (MLRSV), dar si fitoplasma ‘Ca. P. prunorum’ care
produce boala European Stone Fruit Yellows (ESFY) care, de asemenea, au un impact
negativ, Tnsa acestea sunt mai putin raspandite. O parte din aceste virusuri precum PDV,
PNRSV, ACLSV si PPV (tulpinile PPV-C, PPV-CR, PPV-CV) infecteaza si ciresul.

Infectiile cu virusul Plum pox provoaca grave pierderi de productie si deprecieri
calitative prin deformarea fructelor, necroze in pulpa, dezechilibre intre zahar si aciditate,
fructele devenind adesea improprii consumului.

Desi Romania detine un sortiment valoros de soiuri autohtone la speciile prun si
cires, deficientele din sistemul national de producere a materialului saditor din categoria
biologica ‘Certificat’ au facut ca, odata cu implementarea Submasurii 4.1a din Programul
National de Dezvoltare Rurala (PNDR), fermierii sa se orienteze mai mult spre infiintarea de
noi plantatii cu soiuri strdine si material produs in afara tarii. Evident, aceasta situatie
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presupune pe langa riscurile de adaptabilitate ale soiurilor si riscul introducerii unor noi
virusuri/tulpini virale, neidentificate pana in prezent in tara noastra.

in contextul prezentat este evidentd necesitatea implementarii unui ‘Management
integrat pentru limitarea impactului bolilor virotice, cu referire speciala la PPV’. Acest
management trebuie sa se sprijine pe construirea a patru piloni de baza (Figura 69), la care
se adauga si alte masuri preventive, curative si ameliorative.

Un prim pilon important este ameliorarea genetica, cu componenta de soiuri si
portaltoi rezistenti la virus/virusuri. Al doilea pilon, de aceeasi importantd, se adreseaza
producerii si utilizarii materialului saditor liber de virusuri. Un al treilea pilon se refera la
alegerea corecta a amplasamentului noilor livezi si monitorizarea fitovirotica a acestora.
Cel de-al patrulea pilon vizeaza elaborarea unor sisteme (scheme) decizionale suport care
sa faciliteze luarea unor decizii corecte atat de catre fermieri, cat si de catre autoritatile
implicate in diverse activitati de monitorizare si control.

Figura 69. Reprezentarea schematica a managementului integrat
pentru limitarea impactului virozelor
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4.1. Ameliorarea genetica: soiuri si portaltoi cu rezistenta la virusuri

in conditiile Tn care nu existd tratament curativ pentru combaterea virozelor in
livada, iar metodele stricte de eradicare incluzand masuri de carantina, propagarea
materialului liber de virusuri, tratamente chimice suplimentare pentru combaterea
vectorilor, eliminarea pomilor infectati, s.a. au dovedit o eficienta redusa mai ales in tarile
endemice (de ex. virusul Plum pox are o larga raspandire in foarte multe tari europene),
este evidenta necesitatea unor cercetari active pentru controlul acestora, cu interes major

pentru obtinerea de soiuri rezistente ca principala modalitate de lupta eficienta.

Rezistenta la viroze poate fi mostenita (constitutiva) sau indusa (castigata) - Figura
70. (Zagrai, 2002).

REZISTENTA LA VIROZE A POMILOR FRUCTIFERI

Mostenita (constitutivi) Indusi (castigatd)
vertical (de tip calitativ) orizontald (de tip cantitativ) | crossprotection | transgenezs
| | |
- control manegenic sau oligogenic - control poligenic nu se transmite se transmite
genetic genetic
- hipersensibilitate - diferite grade de atac
- absolut, ugor de selectionat - partiald, dificil de selectionat
- specifica - nespecifica
- stabilitate relativa - stabila
- gene majore - gene minore -
- variabilitate discontinua - variabilitate continud
- putin influentata de mediu - puternic influentata de mediu

Rezistenta constitutiva are un determinism monogenic, oligogenic sau poligenic si,
din acest aceste considerente, poate fi: verticald (de tip calitativ) sau orizontald (de tip

cantitativ).

Rezistenta indusa poate fi obtinuta prin cross-protection si se bazeaza pe protejarea
plantelor cu tulpini hipovirulente ale aceluiasi virus sau prin inocularea de produse chimice

Prun tra

caracteristicilor acestora (dupa Zagrai, 2002)
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(de ex. acid acetilsalicilic) (White, 1979; Minoiu si Pattantyus, 1996). Rezistenta prin cross -
protection nu este ereditara, astfel ca nu poate fi folosita in programele de ameliorare ale
rezistentei.

Un alt tip de rezistenta castigata este cea indusa prin transgeneza. Plantele
rezistente obtinute prin tehnici de inginerie genetica dobandesc noi insusiri ereditare si,
prin urmare, pot fi folosite ca genitori in programe de ameliorare a rezistentei. Astfel, desi
este considerata o rezistenta indusa prin transgeneza, aceasta devine o rezistenta
‘constitutiva’ cu potential de utilizare Tn ameliorarea conventionala.

Din punctul de vedere al ameliorarii conventionale si aplicabilitatii practice, trei
tipuri de rezistenta prezinta importanta deosebita: rezistenta verticala, rezistenta
orizontala si rezistenta indusa prin transgeneza.

Rezistenta verticala este adesea determinata monogenic (o singura gena majora),
dar exista situatii cand are un determinism oligogenic (un numar relativ redus de gene, de
reguld 2-3 gene). In acest ultim caz, o contributie majord la manifestarea rezistentei o are,
de regula, una dintre gene, numita gena majora. Genele majore, in ambele cazuri, pot fi
dominante sau recesive (Ceapoiu si Negulescu, 1983).

Rezistenta verticala, desi este absoluta si usor de selectionat, are dezavantajul unei
stabilitati relative, conditionata in primul rand de forta genelor ce o determina. De
exemplu, atunci cand patogenul are o variabilitate mare, iar forta genelor nu este suficient
de puternica, barierele rezistentei verticale pot fi usor invinse. De aceea, este indicat ca in
programele de ameliorare sa fie utilizate gene puternice si cat mai diverse (Braniste si
Andreies, 1990).

Rezistenta monogenica mai este denumita si de tip calitativ (Kegler si colab., 1998)
iar atunci cand este intalnita se manifesta cel mai adesea prin reactii de hipersensibilitate.
Tn cazul virusului Plum pox (PPV), acest tip de rezistentd a fost pus in evidentd la hibrizii
obtinuti din incrucisarea soiurilor Kirke x Peche (Kegler si colab., 1986). O parte din hibrizi
nu au achizitionat virusul prin infectii artificiale (altoire cu muguri infectati), inregistrandu-
se doar scurgeri de gome si uscarea mugurilor, fara ca infectia sa devina sistemica. O
reactie similara la infectiile cu virusul Plum pox a fost descrisa la soiul de prun Jojo
(Hartman si Petruschke, 2000; Neumuller si colab., 2005).

Limitele rezistentei prin reactie de hipersensibilitate la PPV au fost testate si la
Statiunea de Cercetare-Dezvoltare pentru Pomicultura Bistrita, in doua experiente. Astfel,
un prim experiment a constat in simularea unei infectii naturale prin care un numar mare
de afide purtatoare ale virusului au fost transferate pe pomi tip varga din soiul Jojo,
cunoscut cu reactie de hipersensibilitate la PPV. Reactia primara a fost aparitia unor
necroze mai intai pe frunze, apoi si pe lemn, iar in final uscarea pomului (Figura 71).

Un alt exemplu a fost reprezentat de selectia denumita ‘Local de Dragasani’ (Minoiu,
1996a) care, dupa inocularile artificiale cu tulpinile PPV-D si PPV-Rec nu a exteriorizat
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simptome de PPV, insa a fost evidenta reactia de hipersensibilitate manifestata prin:
necroze pe frunze si scoarta, scurgeri de gome, aparitia sporadica a frunzelor cu cloroze
puternice (Figura 72) (Zagrai si colab., 2015).

Figura 71. Reactia de hipersensibilitate a soiului de prun Jojo (pomi tip varga) la
inocularile cu PPV prin intermediul afidelor (original)

Hipersensibilitatea nu depinde doar de genotipul plantei gazda ci si de
patogenitatea tulpinii virale. De exemplu, in cazul hibridului K4, cunoscut ca rezistent la
PPV prin hipersensibilitate, infectiile cu izolatul PPV “CG” au determinat localizarea
virusului in situl de infectie (hipersensibilitate localizata), in timp ce izolatul PPV “DI” a
provocat o infectie sistemica (Kegler si colab., 1992). O situatie similara reliefeaza si unele
rezultate experimentale obtinute in Cehia care au aratat ca tulpini de virulenta medie pot
transforma hipersensibilitatea soiului Jojo in sensibilitate extrema prin exteriorizarea unor
simptome tipice de PPV pe frunze si fructe (Polak si Jarosova, 2011).

Din cauza specificitatii pentru anumite tulpini virale, exista inca retineri pentru
utilizarea pe scara larga a rezistentei prin hipersensibilitate. Totusi, utilizarea genotipurilor
cu rezistenta prin hipersensibilitate poate avea succes cel putin in plantatiile mama
producatoare de ramuri altoi (ca portaltoi), precum si in livezile comerciale in zonele non-
endemice. Cu toate inconvenientele, utilizarea mecanismului de hipersensibilitate n
ameliorarea rezistentei la PPV merita o continua atentie si necesita cercetari pe termen
mediu si lung pentru zonele endemice.
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Lastar derivat
din fnecul cu FPV-D

Lecalde D
Reactie finald la inocul :

Local de Dragdsani
Reaclie primard la inoeul
tu PPV-Ree

Figura 72. Reactia de hipersensibilitate a selectiei ‘Local de Dragasani’
inoculata artificial cu tulpinile D si Rec ale PPV (Zagrai si colab., 2015)

Rezistenta orizontala sau poligenica este determinata de actiunea simultana a mai
multor gene minore (poligene). Denumita si de tip cantitativ, acest tip de rezistenta,
actioneaza prin efectul cumulativ al poligenelor. Obtinerea unei astfel de rezistente este de
dorit in ameliorare, insa exista inconvenientul ca nu se transmite decat partial la
descendenti, fiind dificil de selectionat si necesitand adesea numeroase retroincrucisari
pentru o transmitere acceptabila.

Tn urma a numeroase observatii, Minoiu (1997) elaboreazd o schem3 prin care arat3
ca rezistenta poligenica (cantitativd) a prunului la virusul Plum pox este intalnita la soiurile
de prun ce prezinta toleranta la virus (Figura 73). Conform acestuia, rezistenta sau
sensibilitatea la PPV este determinata de factori genetici (caractere genetice ale soiurilor),
fiind influentata si de factori de variabilitate (factori secundari). Autorul constata ca genele
care controleaza maturitatea timpurie, culoarea galbena si forma globuloasa a fructelor
controleaza, partial, si rezistenta la Plum pox existand, probabil, un linkage intre acestea si
genele de rezistenta. Dimpotriva, un linkage intre genele ce controleaza tardivitatea,
culoarea vanata sau rosie, forma alungita a fructelor si rezistenta la boala nu a fost pus in
discutie, astfel de soiuri fiind, In general, sensibile la PPV. Acelasi autor mai sustine ca
factorii de variabilitate pot modifica rezistenta poligenica la unele soiuri de prun, dar
numai in anumite limite. Dintre acesti factori, importanta deosebita prezinta: presiunea de

93



MANAGEMENTUL INTEGRAT IN PREVENIREA BOLILOR VIROTICE LA SPECIILE PRUN SI CIRES

infectie din interiorul plantatiei, felul si densitatea vectorilor, virulenta diferitelor tulpini,
varsta plantei infectate, varsta infectiei, unii factori climatici, temperatura si intensitatea

luminii, prezenta altor virusuri (interferenta).

a

perioada de
maturare

caractere
morfologice
ale fructelor

Caractere genetice ale fructelor
(Factori fundamentali sau de bazd)

soiuri tarzii A.
SENSIBILE

soiuri timpurii

vinete, rosii

| culoare |

galbene, verzi

alungite,
ovoide
sferice
globujoase B.
TOLERANTE

activitatea unor enzid

foarte intensa

me dupd infectie

apropiatd de martor

b.
Factori de variabilitate:
- clonele soiurilor
- portaltoi
- vérsta pomilor
- tulpini PPV
- varsta infectiei
- relatii cu alte virusuri
(ACLSV, PLV, PLPV
PDV, PNRSV)
- factorii pedoclimatici

Notd: Sdgetile in sus indicd soiuri sensibile, iar cele in jos soiuri tolerante

Figura 73. Reprezentarea schematica a tolerantei si sensibilitatii prunului

Kegler si colaboratorii (1998) elaboreaza o schema (Figura 74) in care se pot observa

corelatiile existente

simptomelor, rata infectiei si durata incubatiei. Totusi, din schema nu se poate observa

zona de delimitare are

la virusul Plum pox (dupa Minoiu, 1997)

intre rezistenta cantitativa si concentratia virala,

zistentei de tip cantitativ.
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Figura 74. Corelatia dintre caracteristicile virusului si rezistenta cantitativa
(dupa Kegler si colab., 1998)

Obtinerea de forme rezistente la viroze prin metodele clasice este limitata, ea
putandu-se realiza numai daca exista cel putin o sursa de rezistenta cu o ereditate care sa
permita obtinerea de descendenti rezistenti. Lipsa acuta a acestor surse este intalnita mai
ales in privinta rezistentei la virusuri, indeosebi la Plum pox (PPV), cel mai periculos
patogen viral al prunului. Mai mult, metodele de ameliorare conventionala sunt
costisitoare si de foarte lunga durata si au dovedit adesea o eficienta redusa. Aceste
motive au determinat recurgerea la metode moderne, de inginerie genetica, metode care,
se pare ca pot oferi cai de iesire din aceasta situatie. Astfel, rezistenta indusa prin
transgeneza poate fi o solutie complementara sau alternativa la ameliorarea conventionala
(Zagrai, 2002).

Transgeneza este una dintre metodele ingineriei genetice prin care materialul
genetic poate fi manipulat in vederea realizarii unei structuri genetice noi. Evident, aceasta
noua structura genetica confera plantelor caracteristici particulare noi, gratie introducerii
unei/unor gene strdine Tn genomul lor. Privita Tn ansamblu, transgeneza permite
transferarea uneia sau mai multor gene noi de la o celula donor la o celula receptor (gazda)
care sufera astfel un proces de transformare genetica, dobandind noi insusiri ereditare.
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Utilizarea transgenezei pentru obtinerea unei rezistente derivata din patogen (RDP)
reprezinta o alternativa atractiva la ameliorarea conventionala pentru obtinerea de plante
rezistente la virusuri. Utilizarea informatiei genetice a agentului patogen pentru a invinge
acel patogen a fost folosita pentru prima data de Sanford si Johnson, in anul 1985. Ulterior,
aceasta strategie a fost aplicata cu succes si in ameliorarea prin transgeneza a rezistentei
prunului la PPV.

Strategia RDP presupune transferul unor gene virale in genomul plantelor care,
ulterior, pot deveni rezistente la virusul respectiv. Un exemplu concludent 1l reprezinta
clona de prun transgenic C5, patentata ulterior de Statele Unite ale Americii sub
denumirea de HoneySweet. Aceasta clona prezinta un nivel foarte ridicat de rezistenta la
virusul Plum pox demonstrata atat in experiente de sera (Hily si colab., 2004; Ravelonandro
si colab., 1997; Scorza si colab., 2001), cat si in experiente de camp (Malinowski si colab.,
2006; Zagrai si colab., 2008).

Soiul de prun transgenic "HoneySweet’ a fost creat pe un principiu care se aseamana
cu vaccinarea la oameni. Prin inserarea in genomul plantei a unui fragment mic de ADN
complementar (ADNc) din virusul Plum pox se creeaza o reactie imunitard a plantei care
recunoaste orice infectie cu acest virus si il distruge.

Rezistenta la PPV a prunului transgenic "HoneySweet’ este explicata ca fiind datorata
mecanismului de silentiere posttranscriptionala (Post Transcriptional Gene Silencing -
PTGS) (Scorza si colab., 2001) si, desi acesta a fost considerat initial un fenomen bizar, in
prezent a devenit un veritabil mecanism de apdrare impotriva patogenilor virali.

Mecanismul rezistentei la PPV a prunului transgenic prin silentiere
posttranscriptionala este prezentat schematic in figura 75. Acest mecanism s-a creat ca
urmare a inserarii in genomul prunului a doua copii ale genei capsidale a virusului Plum pox
(PPV-CP) pozitionate cap la cap (hairpin). Aceasta constructie genereaza molecule de ARN
dublu catenar la nivelul citoplasmei, iar sub actiunea unei endoribonucleaze specifice
(DICER), ARN-ul dublu catenar este fragmentat. Apoi, in cadrul unui proces complex de
silentiere indusa (RNA induced silencing complex — RISC) moleculele mici de ARN rezultate
se ataseaza pe baza de complementaritate de ARN-ul viral infectios, ceea ce conduce la
degradarea ARN-ului viral si la stoparea infectiei.
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Figura 75. Reprezentarea schematica a mecanismului de rezistenta la PPV prin
silentiere posttranscriptionala la prunul transgenic ‘HoneySweet’

Este important de mentionat ca rezultatele a peste 20 ani de cercetari exhaustive
focalizate pe prunul transgenic au demonstrat ca:

a) rezistenta derivata din patogen este o strategie care asigurda succesul

incercarile de a obtine rezistenta la viroze, fiind demonstrata cu maxima eficienta

in
in
combaterea virusului Plum pox;

b) plantele transgenice de acest tip nu au efecte adverse asupra mediului;

c) aplicarea acestei strategii poate fi utila si pentru protejarea mediului prin
posibilitatea de reducere a numarului de tratamente cu insecticide pentru combaterea
afidelor vectori.

Toate aceste considerente au stat la baza autorizarii prunului transgenic
‘HoneySweet’, incepand cu anul 2010, pentru cultivare pe scara larga in SUA. Provocarea
pentru aplicarea in practica a RDP ramane insa aprobarea cultivarii prunului transgenic

‘HoneySweet’ in tarile europene puternic afectate de PPV (Zagrai si Zagrai, 2018).

97



MANAGEMENTUL INTEGRAT IN PREVENIREA BOLILOR VIROTICE LA SPECIILE PRUN SI CIRES

Utilizarea mecanismului de rezistenta la PPV a prunului transgenic ofera posibilitatea
obtinerii prin metode conventionale de noi forme rezistente deoarece proprietatile noi,
induse prin transgeneza, sunt ereditare si, prin urmare, vor fi transmise la descendenti.

Acest progres al ingineriei genetice poate fi utilizat cu succes si in ameliorarea
conventionala deoarece rezistenta este transmisa dupa modelul caracterelor calitative,
fiind usor de selectionat. Prunul transgenic ‘HoneySweet’ poate fi astfel utilizat pentru
obtinerea de noi soiuri comerciale de prun rezistente la PPV. Mai mult, aplicarea directa a
strategiei RDP unor soiuri deja evaluate ca performante pentru productivitate si calitate,
dar sensibile la PPV permite mentinerea nealterata a caracterelor de performanta
anterioare la care se adauga rezistenta. Totusi, ameliorarea prin transgeneza nu trebuie sa
excluda ameliorarea conventionala, ci trebuie sa fie exploatata complementar cu aceasta
(zagrai, 2002).

Este unanim acceptat ca dintre toate masurile de prevenire a raspandirii bolilor
virotice, solutia cea mai viabila si eficienta, mai ales pentru tarile endemice, o reprezinta
utilizarea soiurilor rezistente la virusuri. Nu doar rezistenta soiului, ci si a portaltoiului are o
importanta majora in strategia de limitare a impactului unor virusuri, precum Plum pox-ul.
Aceasta deoarece portaltoiul ramane cel putin o perioada de vegetatie in pepiniera cand
poate achizitiona virusul, daca exista o sursa de inocul in apropiere. Odata infectati in
pepiniera, portaltoii reprezinta o sursa permanenta de inocul pentru soiurile altoite pe
acestia si pentru pomii sanatosi din apropiere. Ulterior, in livada, drajonii portaltoilor
susceptibili la PPV (de ex. mirobolanul), reprezinta surse importante de propagare a
virusului prin intermediul afidelor vectori (Polak, 1997).

Diferite tipuri de portaltoi de mirobolan sunt frecvent folosite pentru inmultirea
speciilor de Prunus, insa majoritatea sunt sensibili la PPV. Totusi, la Statiunea de Cercetare-
Dezvoltare pentru Pomicultura Bistrita a fost obtinut un portaltoi mutant de Prunus
cerasifera considerat rezistent la PPV, denumit BN 4Kr (Minoiu si colab., 1998).

Tn vederea evaludrii stabilitatii si durabilitatii rezistentei sub presiune mare de infectie
naturald cu doua tulpini ale PPV (D si Rec) intr-o zona endemica, cu sursa de inocul in
apropiere, portaltoiul BN 4Kr a fost studiat in comparatie cu alti doi portaltoi cu larga
utilizare pentru prun, St. Julien si Mirobolan 29C (Zagrai si colab., 2020). Experientele au
fost infiintate in vecinatatea a doua surse diferite de inocul: un bloc existent cu pruni 100%
infectati cu tulpinile PPV-D si/sau PPV-Rec situat intre cele doua loturi si o livada de prun,
de asemenea infectata cu PPV-D si PPV-Rec (incidenta PPV de peste 70%), la aproximativ
40 m de loturile experimentale (Figura 76). Cele doud loturi experimentale au fost
mentinute fara tratamente fitosanitare, astfel incat sa existe conditii propice pentru
dezvoltarea populatiilor de afide si, astfel, pentru facilitarea transmiterii PPV.
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Figura 76. Schema amplasarii loturilor experimentale pentru testarea
portaltoiului BN 4Kr in conditii endemice de PPV
(cu sursa de inocul in apropiere) (Zagrai si colab., 2020).

Studiile efectuate in lotul cu portaltoii St. Julien si BN 4Kr a relevat o crestere
continua, an de an, a infectiei cu PPV la portaltoiul St. Julien, cu o rata a incidentei de peste
50% la 4 ani de la debutul experientei, in timp ce la portaltoiul BN 4Kr nicio planta nu a
confirmat prezenta virusului prin testele serologice (Figura 77). in cel de-al doilea lot, s-a
observat o crestere accentuata a incidentei PPV la portaltoiul Mirobolan 29C, in doar doi
ani rata infectiei depasind 70%. Rezultatele testelor de diagnostic au relevat ca, si in acest
caz, nicio planta de BN 4Kr nu a fost infectata cu PPV.
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Rata ridicata a infectiei si dinamica PPV stabilita prin teste serologice a demonstrat
susceptibilitatea la infectiile naturale cu PPV a portaltoilor St. Julien si Mirobolan 29C,
atunci cand sunt expusi unei presiuni naturale ridicate cu tulpinile D si Rec ale PPV.
Intrucat, in aceleasi conditii, portaltoiul BN 4Kr nu a fost gasit infectat, se poate
concluziona ca acest portaltoi este rezistent la PPV in conditii endemice cu tulpinile D si
Rec.

PPV (2014-2018) Dinamica PPV (2016-2018)
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Figura 77. Dinamica raspandirii PPV la portaltoiul BN 4Kr comparativ cu portaltoii St.
Julien si Mirobolan 29C (Zagrai si colab., 2020).

Important de precizat este faptul ca, rezultate similare ale comportarii la infectiile
naturale cu PPV a portaltoiului BN 4Kr, au fost raportate si in urma unor experiente
efectuate in Rebublica Ceha. Astfel, rezultatele experimentale au relevat ca afidele vectori
nu au transmis virusul Plum pox la plantele de BN 4Kr in conditii de infectie naturala, in
timp ce, In decurs de patru ani, 72% din plantele de Mirobolan 29C, utilizate ca martor, au
fost infectate (Polak si Kominek, 2014).

Rezultatele obtinute in Romania si Republica Ceha sugereaza ca rezistenta
portaltoiului BN 4Kr la PPV in conditii endemice ramane stabila si durabila si, prin urmare,
prezinta un potential interes pentru utilizarea lui pe scara largd, reprezentand o
componenta importanta a strategiei de limitare a impactului PPV, atat in culturi
conventionale, cat si ecologice.

Pe langa rezistenta la PPV, portaltoiul BN 4Kr mai prezinta si alte avantaje, dintre care
amintim:

v Imprima vigoare medie pomilor;

v’ Drajonare limitata in livads;

v Tnmultire vegetativ facild prin butasi verzi sau in vitro;

v Compatibilitate bund cu foarte multe soiuri de prun si nu numai.
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n tarile endemice de PPV, cum este si cazul Romaniei, mare parte din infectiile cu
PPV se pot produce in pepiniera, raspandirea ulterioara in noile livezi fiind foarte facila. Se
stie ca lastarii produsi de portaltoi in campul | al pepinierei, fiind suculenti, sunt preferati
de catre afidele vectori, care reprezinta principala cale de transmitere a virusului. Odata
produse, infectiile virale reprezinta si un focar permanent pentru plantele sanatoase din
jur pe durata intregului ciclu de productie.

Mirobolanul rezistent la PPV, BN 4Kr (Minoiu si Vladeanu, 2001), ar putea deschide
noi perspective in limitarea raspandirii PPV, ca instrument in producerea de pomi, atat in
sistem conventional, cat si ecologic.

4.2. Producerea si utilizarea materialului saditor liber de virusuri

Impactul economic pe care il au unii patogeni virali cu larga raspandire, cum este
cazul virusului Plum pox la speciile samburoase, in speta la prun, creeaza dificultati in
obtinerea de fructe siandtoase, de calitate si la potentialul productiv al soiurilor. Tn
conditiile in care exigentele consumatorilor sunt in continua crestere, este evident ca
numai fructele de calitate superioara pot fi valorificate la preturi convenabile din punct de
vedere economic. Astfel de fructe pot fi insa produse doar in plantatii pomicole sanatoase.

Tndeosebi prunul, dar si ciresul sunt specii pomicole care pot fi grav afectate de unele
infectii virale. De asemenea, infectiile micotice si bacteriene sau unii daunatori pot periclita
grav dezvoltarea pomilor din aceste specii. Una dintre principalele masuri preventive de
reducere considerabila a pierderilor provocate de agentii patogeni este utilizarea
materialului de plantare ‘Certificat’, care sa garanteze absenta oricaror infectii. Producerea
acestui material depinde insa de existenta in amonte a unui material de inmultire obtinut
si mentinut Tn conformitate cu standardele internationale si cu noile directive europene
transpuse in legislatia nationala. Astfel, pentru producerea materialului de plantare din
categoria biologica ‘Certificat’, care reprezinta baza piramidei etajate din lantul de
producere a materialului de inmultire si plantare pomicol, sunt necesare verigile din
amonte, respectiv producerea de material de inmultire din categoriile biologice superioare
(PREBAZA, BAZA si CERTIFICAT). Cu alte cuvinte, nu se poate discuta de material de
plantare din categoria biologica 'Certificat’ fara existenta unei dovezi a materialului de
inmultire din care a derivat materialul de plantare.

Obtinerea si mentinerea materialului de inmultire trebuie sa fie in conformitate cu
standardele internationale si noua legislatie, respectiv Directiva 2020/177/UE de punere in
aplicare a Directivei de implementare 2014/98/UE, transpusa prin Ordinul MADR nr. 119
din 30.04.2020, care modifica Ordinul MADR nr. 784 din 22.04.2016 privind cerintele
specifice pentru genurile si speciile de plante fructifere mentionate in Directiva
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2008/90/CE. Astfel, dispare statusul virus tested din vechea legislatie, iar statusul virus free
este Tnlocuit cu cel de indemn. Evident, certificarea cu status indemn trebuie sa se faca
respectand standardele internationale, respectiv cele ale Organizatiei Europene de
Protectia Plantelor (OEPP).

in acest context, Romania se afld Tn fata unei noi provocari, respectiv punerea in
practica a noii legislatii care afecteaza intreg lantul piramidal al materialului de inmultire
existent si obligd la reconstruirea acestuia in termenii noilor reglementari. Aceasta
fnseamna ca alaturi de virusurile pentru care se face inspectia vizuala, respectiv testarea pe
indicatori biologici si/sau testari serologice/moleculare, materialul de inmultire trebuie sa
fie monitorizat si/sau testat pentru bacterii, ciuperci si daunatori. Astfel, materialul de
inmultire la specia prun trebuie sa fie inspectat vizual conform Anexei 1 din Ordinul
784/2016 si inspectat si testat conform Anexei 2 din acelasi ordin, aceasta din urma facand
referire la urmatorii agenti patogeni virali: Plum pox virus (PPV), Prune dwarf virus (PDV),
Prunus necrotic ring spot virus (PNRSV), Apple chlorotic leaf spot virus (ACLSV), Apple
mosaic virus (ApMV), Mirobolan latent ringspot virus (MLRSV), la care se adauga
fitoplasma 'Ca. P. prunorum' si bacteria ‘Xanthomonas arboricola pv. pruni'. La specia
cires, testarile se refera la urmatorii agenti patogeni virali: Prune dwarf virus (PDV), Prunus
necrotic ring spot virus (PNRSV), Apple chlorotic leaf spot virus (ACLSV), Apple mosaic virus
(ApMV), Arabis mosaic virus (ArMV), Cherry leaf roll virus (CLRV), Plum pox virus (PPV),
Raspberry ringspot virus (RpRSV), Strawberry latent ringspot virus (SLRSV), Tomato black
ring virus (TBRV), Cherry mottle leaf virus (CMLV), Cherry green ring mottle virus (CGRMV),
Cherry necrotic rusty mottle virus (CNRMV), Little cherry virus 1, Little cherry virus 2, la care
se adauga fitoplasma ‘Ca. P. prunorum’ si bacteria ‘Xanthomonas arboricola pv. pruni'.

Odata demonstata absenta acestor patogeni sistemici prin inspectie vizuala
combinata cu testarea pe indicatori biologici specifici si testari serologice/moleculare, de-a
lungul lantului piramidei etajate a materialului de inmultire si plantare fructifer, se poate
discuta de sanse de reusita a unui sistem integrat de obtinere a materialului de inmultire
fructifer. Evident, acest material reprezinta un precursor pentru obtinerea unui material de
plantare din categoria biologica ‘Certificat’ valoros care, la randu-i sa contribuie substantial
la diminuarea impactului bolilor in livezile de prun si cires.

Conform standardelor OEPP, pentru a se ajunge la materialul de plantare ‘Certificat’
trebuie parcurse etapele din schemele de certificare adoptate la nivel international. Redam
spre exemplificare schema de certificare OEPP - PM 4/30(1) pentru producerea de ramuri
altoi si pomi altoiti (Figura 78) si portaltoi (Figura 79) din categoriile biologice ‘Prebazd’,
’Baza’ si 'Certificat’ la speciile samburoase cu fructul mare, respectiv prun, cais, piersic si
migdal. Aceasta presupune parcurgerea mai multor etape pornind de la materialul autentic
pretestat virotic care se foloseste pentru obtinerea materialului Prebaza-Candidat.
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Planta initiala

Testat
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_Baza G2/Certificat de inmultire

Figura 78. Schema de certificare pentru producerea de ramuri altoi si pomi din
categoriile biologice Prebaza, Baza si Certificat pentru speciile pomicole samburoase cu
fructul mare [Sursa: EPPO Standards, PM 4/30 (1)]
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Figura 79. Schema de certificare pentru producerea de portaltoi pentru prun, cais, piersic

si migdal din categoriile biologice Prebaza, Baza si Certificat
[Sursa: EPPO Standards, PM 4/30 (1)]
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Daca materialul Prebaza-Candidat confirma statusul liber de virusuri/indemn prin
teste serologice, moleculare si biologice devine material 'Prebaza’ sau material Nucleu,
stocat in biodepozitare. Acesta, la randu-i, este utilizat pentru producerea de material
’Bazad’ sau stoc de propagare sau asa zisele plantatii mama furnizoare de ramuri altoi sau
portaltoi. Apoi, materialul Baza G1 (generatia 1) se utilizeaza pentru obtinerea de material
Baza G2 sau 'Certificat’ de Tnmultire. Acest proces dureaza 6-7 ani, perioada in care se
efectueaza numeroase teste virotice costisitoare dar fara de care producerea de material
de inmultire liber de virusuri/indemn este imposibild. Aceste activitati ar trebui sa revina in
sarcina centrelor de premultiplicare si conservare care, din nefericire, nu exista in
Romania. In schimb, astfel de centre existd in tdri precum Franta, Italia, Olanda, etc. iar
modelul acestora ar putea schimba radical deficientele majore cu care se confrunta
sistemul de producere a materialului saditor din Romania. n final, materialul de inmultire
("Bazd’ sau ’Certificat’) se utilizeaza pentru producerea pe scara larga a materialului de
plantare din categoria biologica 'Certificat’.

in lipsa centrelor de premultiplicare si conservare, Romania incearcd si abordeze
aceasta problematica la un nivel extrem de redus prin implicarea unor institutii de
cercetare precum Institutul de Cercetare-Dezvoltare pentru Pomicultura Pitesti-Maracineni
si Statiunea de Cercetare-Dezvoltare pentru Pomicultura Bistrita.

Pentru o astfel de implicare a fost/este nevoie de parcurgerea mai multor etape, cu
obiective care sa permita implementarea schemelor de certificare. Astfel, la SCDP Bistrita
un prim obiectiv Tn aceasta directie a fost realizarea unui Laborator de Virusologie care sa

permita implementarea la standarde internationale atat a tehnicilor de diagnostic
serologic (DAS/DASI-ELISA), cat si molecular pentru virusuri (IC/-RT-PCR) si fitoplasme
(Nested-PCR), fara de care producerea materialului saditor la standardele OEPP este
imposibila. Acest obiectiv a fost realizat cu succes, iar in prezent, Laboratorul de
Virusologie de la SCDP Bistrita corespunde standardelor internationale, fiind primul din
reteaua cercetarii pomicole romanesti care a implementat atat tehnicile serologice cat si
moleculare de diagnostic si diferentiere a virusurilor si fitoplasmelor (Figura 80). Th mod
similar, Laboratorul de Virusologie de la ICDP Pitesti-Maracineni are dotarea necesara
(Figura 81) si implementate tehnicile serologice si moleculare de diagnostic viral.
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Figura 81. Imagini de ansamblu din cadrul Laboratorului de Virusologie al ICDP Pitesti-
Maracineni
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Un doilea obiectiv ambitios al SCDP Bistrita, abordat pentru prima oara in Romania, a
vizat Implementarea standardelor OEPP si a legislatiei nationale privind obtinerea
materialului sdditor din categoriile biologice superioare (PREBAZA si BAZA), liber de virusuri
la specia prun, specie care se confrunta cu cele mai mari probleme fitovirotice.

Acest obiectiv a fost realizat in perioada 2008-2013, in principal in cadrul unui proiect
finantat de Ministerul Educatiei si Cercetarii, la care s-a adaugat un alt proiect finantat de
Ministerul Agriculturii si Dezvoltarii Rurale. S-a pornit de la selectia initiala a unor pomi
pretestati fitovirotic in culturi comparative, pomi apartinand la 21 soiuri de prun (Prunus
domestica L.) - lulia, Matilda, Geta, Zamfira, lvan, Dani, Doina, Romaner, Elena, Jubileu 50,
Flora, Renclod d’Althan, Stanley, Anna Spath, Carpatin, Delia, Centenar, Minerva, Gras
ameliorat, Agent, Andreea - majoritatea fiind soiuri autohtone, iar 20 dintre acestea fiind
considerate potentiali candidati pentru producerea de material nucleu intrucat statusul
liber de virusuri a fost confirmat de testele serologice si moleculare. Clonele selectate au
fost altoite pe portaltoiul liber de virusuri Mirobolan 29C, in spatii protejate de vectori, in
mediu de crestere steril. Soiul Delia a fost depistat infectat cu PPV si eliminat de la
inmultirea prin altoire, dar a facut obiectul devirozarii prin utilizarea chimio-termo-terapiei
in vitro.

Plantele inmultite au fost retestate, iar rezultatele testelor serologice, moleculare si
biologice au confirmat statusul liber de virusuri ceea ce a permis, dupa caz, certificarea a
trei/sase plante din fiecare soi ca material ‘Prebaza’ liber de virusuri.

Materialul ‘Prebaza’ obtinut este, in prezent, prezervat in biodepozitarul central de la
SCDP Bistrita (Figura 82) si a constituit precursor pentru producerea de material ‘Bazad’
necesar infiintarii de plantatii mama de ramuri altoi. Acest material 'virus free’ este unic la
nivel national, obtinut conform standardelor internationale.

Flgura 82. PIante ’Prebaza Ia speC|a prun prezervate in blodep02|tarul central
de la SCDP Bistrita
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Odata ce materialul 'Prebaza’ a fost obtinut, s-a trecut la urmatoarea etapa, respectiv
obtinerea de material ‘Baza’ necesar infiintarii de plantatii mama de ramuri altoi. Astfel,
cele 21 de soiuri de prun au fost multiplicate pe portaltoiul Mirobolan 29C liber de virusuri.
Statusul liber de virusuri al pomilor rezultati a fost confirmat de analizele serologice si
moleculare ceea ce a permis certificarea materialului la categoria BAZA. O parte din acest
material a fost utilizat pentru infiintarea in Romania a primei plantatii mama ’Bazad’ sub
protectie de vectori cu material liber de virusuri (Figura 83) si utilizarea acestuia pentru
furnizarea de ramuri altoi necesare producerii materialului saditor din categoria biologica
‘Certificat’. Aceasta activitate, desi realizata la un nivel redus, reprezintd un model
functional care poate fi transpus la nivel macro.

Figura 83. Plantatie mama ’Baza’ sub protectie de vectori la SCDP Bistrita

Tn prezent, sistemul de producere a materialului de inmultire si plantare fructifer se
gaseste In fata unei noi provocari impuse de noua legislatie. Astfel, noile reglementari
afecteaza chiar si materialul de Tnmultire ‘Prebaza’ si ‘Bazd’ (specia prun) de la SCDP
Bistrita, in sensul ca, acesta trebuie sa urmeze procedura de retestare si recertificare
pentru statusul ‘indemn’. Astfel, una dintre principalele prioritati pentru anii urmatori al
Laboratorului de Virusologie este aplicarea noii legislatii privind producerea si mentinerea
materialului de Tnmultire din categoriile biologice superioare (in principal din soiurile de
prun autohtone) astfel incat, in perspectiva, sa putem raspunde solicitarilor pentru ramuri
altoi corespunzatoare cerintelor actuale, necesare producerii materialului de plantare din
categoria biologica ‘Certificat’. Mai mult, extinderea acestei activitati (largirea paletei de
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soiuri) ar permite si realizarea, pentru prima oara in Romania, a unei colectii de soiuri de
prun autohtone cu status indemn care sa reprezinte si un fond de germoplasma valoros
pentru lucrarile de ameliorare, iar SCDP Bistrita a initiat deja astfel de activitati (Figura 84).
De asemenea, se are in vedere extinderea activitatii de prezervare de material de inmultire
in conformitate cu legislatia actuala si la alte specii (mar, par, cires).

Figura 84. Plante ‘Prebaza-Candidat’ pentru largirea paletei de soiuri de prun
cu status indemn de la SCDP Bistrita

Rezultatele in directia mentionata pot avea aplicabilitate directa in productie si
creeaza premisele asigurdrii unor servicii la standarde ridicate privind furnizarea de
material biologic indemn catre agentii economici care desfasoara activitati de multiplicare
a materialului saditor pomicol ’Certificat’ la specia prun. De asemenea, rezultatele pot
contribui substantial la eliminarea deficientelor majore ale sistemului de producere a
materialului saditor pomicol ’Certificat’ din Romania.

109



MANAGEMENTUL INTEGRAT TN PREVENIREA BOLILOR VIROTICE LA SPECIILE PRUN SI CIRES

4.3. Amplasarea si monitorizarea fitovirotica a noilor livezi

Alegerea corecta a amplasamentului noilor livezi este esentiala pentru reusita
acestora. Astfel, la stabilirea amplasamentului unei noi livezi trebuie evitate situatii de
existenta a unor potentiale surse de infectie in apropiere, de unde unele virusuri pot fi
transferate pe cale naturala in livada nou infiintata. Una dintre cele mai frecvente greseli
se referd la amplasarea noilor livezi de prun si cires in vecinatatea livezilor batrane, care
adesea reprezinta focare de virusuri. De exemplu, amplasarea unei noi livezi de prun in
proximitatea unei vechi livezi infectata cu virusul Plum pox va facilita raspandirea rapida a
virusului prin intermediul afidelor virulifere in noua livada. Tn mod similar, amplasarea unei
noi livezi de cires in vecinatatea unor vechi livezi infectate cu PDV sau PNRSV va facilita
raspandirea acestora prin intermediul polenului in noua livada. De aceea, pentru ca
materialul de plantare sa-si pastreze statusul fitovirotic initial un timp cat mai indelungat,
alegerea amplasamentului pentru noile livezi trebuie sa se faca de o maniera in care sa se
evite astfel de situatii. Astfel, se recomanda amplasarea noilor livezi de prun/cires cu o
distanta de izolare cat mai mare fata de vechile livezi potentiale surse de infectie sau, cel
putin, intercalarea noilor livezi de prun/cires cu zone tampon reprezentate de alte specii
pomicole care nu sunt plante gazda pentru virusurile speciei din noua livada si care pot sa
joace si rol de protectie pentru limitarea raspandirii virusurilor.

Odata infiintate, livezile trebuie monitorizate periodic din punct de vedere fitovirotic,
mai ales in primii ani de la infiintare. Acolo unde exista suspiciuni, observatiile vizuale
trebuie combinate cu teste de diagnostic efectuate in laboratoare specializate. Aceasta
deoarece orice infectie virotica depistata de timpuriu permite identificarea unor masuri
pentru limitarea raspandirii virusului. De exemplu, in cazul prunului, identificarea unor
infectii sporadice si incipiente cu PPV ofera posibilitatea intervenirii imediate prin
eliminarea pomilor infectati si inlocuirea lor cu pomi sanatosi inainte ca infectia sa se
rdspandeascd masiv si sd afecteze intreaga livada. Tn cazul ciresului, identificarea in primii
2-3 ani de la plantare a unor infectii sporadice cu PDV sau PNRSV, urmata de eliminarea
pomilor infectati, poate fi salvatoare in conditiile Tn care transmiterea acestor virusuri se
realizeaza prin polen.

Monitorizarea fitovirotica trebuie extinsa la identificarea si eliminarea altor
potentiale surse de infectie din interiorul livezii sau din zonele adiacente. De exemplu,
existenta unor plante erbacee gazda pentru unele virusuri faciliteaza raspandirea acestora
la pomi dacd existd vectori de transmitere. In astfel de situatii poate fi necesard
combaterea buruienilor nu doar pe randul de pomi, ci si pe intervalul dintre randuri.

Un alt factor care poate contribui la raspandirea virusurilor este prezenta drajonilor in
livada. De exemplu, prunul se inmulteste adesea pe diferite tipuri de mirobolan care, in
general, drajoneaza destul de puternic. Drajonii fiind foarte suculenti sunt preferati de
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afide iar, in cazul virusurilor transmise prin astfel de vectori, raspandirea infectiilor in livada
este facilitata de prezenta drajonilor. De aceea, aparitia drajonilor trebuie monitorizata in
mod repetat, iar eliminarea acestora trebuie facuta in consecinta.

Prezenta vectorilor in livezi reprezinta un alt factor esential care trebuie monitorizat.
Tn unele situatii, combaterea vectorilor poate contribui substantial la limitarea rdspandirii
unor virusuri. De exemplu, virusul Plum pox se raspandeste extrem de rapid prin
intermediul afidelor vectori. Prin urmare, aplicarea corespunzatoare a tratamentelor
impotriva afidelor poate diminua considerabil gradul de raspandire al virusului si impactul
acestuia.

Transmiterea PPV de catre afide a fost demonstrata in repetate randuri, atat in cazul
culturii prunului, cat si a altor specii samburoase cum este piersicul (Manachini si colab.,
2004), in experimente de camp (Gaborjanyi si Bascky, 1995) sau de laborator (Manachini si
colab., 2004). De aceea, in complexul de masuri care se impun pentru prevenirea infectiilor
cu PPV, combaterea afidelor ocupa un loc foarte important.

Rezistenta la afide, in principal prin existenta unei cuticule groase la unele soiuri,
poate contribui intr-o oarecare masura la protectia samburoaselor fata de PPV, incidenta
bolii fiind mult mai ridicata la soiurile susceptibile la vectorii virusului decat la cele
rezistente.

Afidele sunt insecte cu o raspandire foarte larga atat in tara noastra cat si la nivel
mondial, fiind reprezentate de un numar foarte mare de specii, multe dintre ele
considerate daunatoare pentru culturile pomicole. Studii efectuate in diverse regiuni din
Romania au evidentiat prezenta a numeroase specii de afide Tn culturile pomicole.

La Tnceputul acestui secol, in zona Vaslui s-au detectat peste 20 de specii de afide
care colonizeaza lastarii pomilor fructiferi din zona, dintre acestea cea mai des intalnita
fiind Myzus persicae Sulz., iar specia pomicola cea mai vulnerabila la atacul acestui grup de
insecte a fost prunul (Feraru, 2004).

Studii efectuate relativ recent Tn zona Bistrita (Zagrai si colab., 2010c) releva o paleta
destul de larga a speciilor de afide identificate in pepinierele de prun (Figura 85),
majoritatea apartinind genurilor Aphis spp., Myzus spp. si Tetraneura spp. (Figura 86),
fiind prezente si speciile Hyalopterus pruni (Figura 87) si Phorodon humuli (Figura 88). La
acestea se adauga si alte specii identificate in zonad, in cadrul altor experiente, tot la specia
prun: Anoecia corni, Brachycaudus spp. (Figura 89) si Rhopalosiphum spp. (Vidal si colab.,
2020).
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Figura 85. Speciile de afide idendificate intr-un lot experimental
din pepiniera la SCDP Bistrita

Figura 86. Tetraneura spp. - paduchii galicoli
(Sursa: https://en.wikipedia.org/wiki/Tetraneura#t/media/File:Blasenlause6.JPG)
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Figura 87. Hyalopterus pruni —
Paduchele cenusiu al prunului
(original)

Figura 88. Phorodon humuli — Paduchele
verde al hameiului

(Sursa:
https://bladmineerders.nl/parasites/animalia/
arthropoda/insecta/hemiptera/sternorrhynch
a/aphidoidea/aphididae/aphidinae/macrosiph
ini/phorodon/phorodon-humuli/)

Figura 89. Brachycaudus persicae -
Paduchele negru al piersicului

(Sursa: https://agronomija.rs/2013/crna-
breskvina-vas-brachycaudus-persicae/)

n mod deosebit Agentia Nationald Fitosanitard avertizeazd cultivatorii de prun
despre faptul ca paduchele cenusiu al prunului (Hyalopterus pruni) este prezent si produce
pagube insemnate in majoritatea judetelor din tara noastra in care se cultiva prunul
(https://www.anfdf.ro/sanatate/ghid/ghidboli.pdf).
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Un aspect deosebit de important evidentiat de studiile efectuate in zona Bistrita,
concomitent cu zonele Skierniewice din Polonia, Liria din Spania si Plovdiv din Bulgaria este
faptul ca exista o legatura directa intre prezenta unor specii de afide vectori si raspandirea
PPV, indiferent care sunt proportiile lor in populatii (Vidal si colab., 2020). Cu toate
acestea, scopul fermierilor este sa previna si sa limiteze la maximum atacul de afide in
general, Tn conditiile in care deosebirea dintre unele specii este destul de dificil de realizat
de catre acestia.

Studiile relativ recente aratda ca, in Romania, existd doud perioade in care se
manifesta cu predilectie atacul de afide la specia prun, si anume la inceputul verii (mai-
iunie) si la Tnceputul toamnei (septembrie-octombrie). Astfel, primele colonii de afide apar
in luna mai, iar prezenta lor in livada, desi foarte redusa, se face simtita inclusiv in luna iulie
(Figura 90). Luna august este de cele mai multe ori o luna in care afidele nu Tisi fac simtita
prezenta, dupa care urmeaza un zbor de mica intensitate in luna septembrie (Zagrai si
colab., 2010c). Prin urmare, prima perioada (mai-iunie) reprezinta ponderea cea mai mare
a zborului afidelor, Tnsa in conditiile unor toamne calduroase si cel de-al doilea zbor poate

deveni problematic.
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Figura 90. Dimanica de zbor a afidelor intr-un lot experimental
din pepiniera la SCDP Bistrita

in general, pentru combaterea afidelor se recomandd aplicarea de tratamente
fitosanitare cu insecticide specifice, fie la avertizare, fie la detectarea formarii primelor
colonii de afide in livezi. Totusi, in zonele endemice de PPV, combaterea vectorilor
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reprezentati de afide necesita tratamente suplimentare pentru limitarea raspandirii
virusului, tratamentele la acoperire in perioadele de zbor ale afidelor fiind o solutie la
indemana fermierilor.

in prezent, in tara noastrd, sunt omologate mai multe insecticide de sintezd sau
biologice pentru combaterea afidelor. Cateva dintre cele de sinteza au urmatoarele
substante active: acetampirid (Mospilan 20 SG, Krima 20 SG), flonicamid (Teppeki, Afinto),
flupiradifuron (Sivanto Prime 200 SL), deltametrin (Decis 25 WG, Poleci), lambda-
cyhalothrin (Karate Zeon), spirotetramat (Movento), etc.

O alta categorie de produse sunt uleiurile minerale care sunt folosite atat in
combaterea conventionala a afidelor, cat si in cea ecologica. Aceasta categorie de produse
are efect dovedit in combaterea afidelor (Vidal si colab., 2013; Moldovan si colab., 2020) si,
indirect, in reducerea incidentei virusului Plum pox la prun in pepiniere (Vidal si colab.,
2013). Pe langa efectul mecanic de sufocare pe care il are asupra insectelor in diverse
stadii de dezvoltare, se pare si ca interfereaza cu procesul de retentie a virusului odata cu
seva plantei in aparatul bucal al afidelor, impiedicand astfel transmiterea acestuia de la
pomii infectati la cei sanatosi (Samara si colab., 2015). Un astfel de produs este Ovipron
Top (ulei parafinic) care se aplica in doza de 15 I/ha, in general, in perioada de repaus al
pomilor, cand are efect ovicid. Acesta poate fi aplicat cu rezultate bune si in perioada de
vegetatie la prun, avand efect de combatere a tuturor formelor: oua, larve de diferite
varste si adulti.

in livezile ecologice se pot folosi pentru combaterea afidelor, aldturi de uleiuri
minerale si produse care au la baza substante active acceptate in agricultura ecologica,
cum ar fi: sarea potasica din surse vegetale (Konflic) si ulei de citrice (Prev-Am). Datele
existente in acest moment arata ca in special produsele pe baza de uleiuri (minerale sau
extracte de plante) dau rezultate bune in controlul afidelor, celelalte neavand in practica
rezultatele scontate (Moldovan si colab., 2020). Produsul Laser 240SL, pe baza de spinosad,
este acceptat de asemenea in agricultura ecologica dar nu detine omologare in
combaterea afidelor si nu este recomandata folosirea lui in acest scop. Din nefericire, in
acest moment exista putine produse acceptate in agricultura ecologica cu eficacitate
dovedita in controlul afidelor din livezi si nu numai.

Pentru controlul eficient al afidelor sunt necesare mai multe tratamente pe parcursul
perioadei de zbor a acestora. Se recomanda respectarea dozelor omologate, iar in cazul
insecticidelor de sinteza, alternarea de produse din grupe diferite pentru a evita aparitia
indivizilor rezistenti la diverse insecticide. Tn tabelul 2, respectiv tabelul 3 sunt
exemplificate doua programe orientative de tratamente in combaterea afidelor pentru
livezi de prun conventionale, respectiv ecologice. In zonele endemice pentru PPV, cum este
tara noastra, numarul de tratamente se va suplimenta atat cat este necesar in fiecare an
astfel incat sa se previna aparitia afidelor, respectand alternarea grupelor de substante in
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cazul tratamentelor conventionale. De asemenea, la alegerea produselor folosite se va tine

seama de timpul de pauza pana la recoltare, la tratamentele efectuate in perioada de

maturare a diferitelor soiuri.

Tabelul 2

Program orientativ de combatere a afidelor in livezi de prun conventionale

Nr. Perioada de efectuare Substanta Produse comerciale si doze
trata- activa
ment
1 n perioada de repaus vegetativ | ulei parafinic Ovipron Top—-15L /ha
la temperaturi de peste 5°C, pe
timp uscat
2 La aparitia primelor colonii pe deltametrin Decis 25 WG — 0,045kg/ha,
frunzele pomilor sau Poleci — 0,03-0,05%,
lambda Karate Zeon - 0.015%
cihalotrin
3 La7-10ziledelaT2 flupiradifuron Sivanto Prime 200 SL —
0,91/ha
4 La 10-14 zilede la T3 ulei parafinic Ovipron Top - 15 L/ha
5 La 7-10 zile de la T4 spirotetramat Movento - 0.19%
sau flonicamid Teppeki sau Afinto - 0,14
g/ha
6 La Tnceputul lunii septembrie deltametrin Decis 25 WG - 0,045kg/ha,
Poleci —0,03-0,05%,
7 La 7 zile dupa tratamentul flupiradifuron Sivanto Prime 200 SL —
anterior 0,91/ha
Tabelul 3
Program orientativ de control al afidelor in livezi de prun ecologice
Nr. Perioada de efectuare Substanta Produse comerciale si doze
trata- activa
ment
1 n perioada de repaus vegetativ ulei parafinic Ovipron Top—15L /ha
la temperaturi de peste 5°C, pe
timp uscat
2 La aparitia primelor colonii pe sarea potasica Konflic - 0,3%
frunzele pomilor
3 La7-10ziledelaT2 ulei de citrice Prev-Am -0,8 %
4 La 10-14 zilede 1a T3 ulei parafinic Ovipron Top - 15 L/ha
5 La 10-14 zile de 1a T4 sarea potasica Konflic - 0,3%
6 La inceputul lunii septembrie ulei de citrice Prev-Am -0,8 %
7 La 7 zile dupa tratamentul ulei de citrice Prev-Am -0,8 %
anterior
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n cazul in care fermierii aleg s& adopte strategia de combatere integratd a bolilor si
daunatorilor (Dickler si Schafermeyer, 1991) se vor combina cele doua strategii de
combatere, dar nu se vor mai folosi insecticide de sinteza dupa luna iulie, iar produsele
folosite vor prezenta minimum de toxicitate pentru mediu. Totusi, Tn zonele endemice de
PPV, pentru limitarea raspandirii virusului se recomanda efectuarea de tratamente pentru
combaterea afidelor si in luna septembrie, cand se inregistreaza cel de-al doilea zbor,
moment in care se poate recurge la folosirea unor produse ecologice care permit inclusiv
recoltarea si valorificarea fructelor in aceasta perioada.

Unele virusuri (nepovirusuri) care afecteaza ciresul se transmit prin intermediul
nematozilor din sol, contribuind astfel la raspandirea acestora.

Nematozii sunt viermi de dimensiuni foarte mici care in multe cazuri sunt specii
parazite ale sistemului radicular al diferitelor plante de cultura printre care si pomii
fructiferi. Activitatea lor in plante le perturba grav metabolismul, conducand uneori chiar la
moartea acestora, iar in unele cazuri transmit virusuri. n cazul vectorilor reprezentati de
nematozi, metodele de combatere sunt in principal preventive deoarece metodele curative
disponibile sunt tot mai restranse in urma retragerii autorizatiilor de punere pe piata a
unor nematocide sau a restrictionarii folosirii altora.

Metodele preventive se refera la utilizarea la plantare a pomilor sanatosi, neinfestati
cu nematozi, folosirea de portaltoi rezistenti si combaterea buruienilor care pot constitui
plante gazda pentru acesti vectori. Este recomandata efectuarea periodica a analizelor de
sol pentru depistarea eventualei prezente a nematozilor din speciile vectori pentru
virusuri.

Metodele curative de combatere a nematozilor presupun indepartarea plantelor
infestate din culturi si tratarea solului cu produse pe baza de: abamectin (Tervigo 020SC),
fluopiram (Velum Prime 400 SC), fostiazat (Nemathorin 10G) sau oxamyl (Vydate 10L si
Vydate 10 G).

Carantina fitosanitara stricta pentru evitarea difuzarii de material infectat este, de
asemenea, de mare importanta pentru prevenirea introducerii unui virus intr-un nou areal
liber de acel virus.

Importurile de material de plantare fructifer, dar chiar si schimburile de material
vegetal (pomi altoiti, ramuri altoi, portaltoi), reprezinta posibilitati de raspandire a
virusurilor.

in contextul l3rgirii Uniunii Europene, granitele dintre tirile membre nu reprezinta
decat bariere permisive pentru agentii patogeni, avand ca si consecinta o raspandire
necontrolata a unor virusuri si/sau tulpini virale atunci cand reglementarile la nivel
european nu sunt respectate unitar de catre toate aceste tari. Totusi, carantina fitosanitara
reprezinta primul filtru de aparare in prevenirea raspandirii virusurilor la distante mari,
intre regiuni sau tari, iar pentru a preintampina raspandirea bolilor de carantina, inclusiv a
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celor de natura virotica, foarte multe tari, inclusiv Romania, au reglementari
guvernamentale de carantina fitosanitara foarte stricte. Scopul acestora este de a proteja
patrimoniul vegetal al tarii respective de potentiala introducere a bolilor de carantina.

4.4. Scheme decizionale suport

Pentru limitarea raspandirii si a impactului unor virusuri de mare importanta
economica (ex. virusul Plum pox) se recomanda elaborarea de scheme decizionale suport
care sa ajute atat fermierii, cat si autoritatile implicate in diverse activitati de monitorizare
si control in luarea unor decizii. In sprijinul acestei idei a venit proiectul international
SharCo (Sharka Containment - FP 7), la care SCDP Bistrita a fost partener alaturi de alte 14
institutii de cercetare din Europa si, in cadrul caruia, au fost elaborate modele de Scheme
decizionale si Sisteme decizionale suport (http://sharcodss.inhort.pl/DSS_MP_ro.htm,
http://sharcodss.inhort.pl/DSS_Nursery_ro.htm, http://sharcodss.inhort.pl/DSS_Orchards
_ro.htm), care sa faciliteze luarea unor decizii pentru limitarea raspandirii virusului Plum
pox in plantatii mama producatoare de ramuri altoi, pepiniere si livezi. La elaborarea
acestor  scheme au participat  toti partenerii din consortiu SharCo
(https://cordis.europa.eu/project/id/204429) sub coordonarea INRA Bordeaux - Franta.
Modelul acestor scheme poate fi extrapolat si la alte virusuri, respectiv alte specii
pomicole.

Fiecare schema a fost intocmita pe trei paliere in functie de statusul fitosanitar al
fiecarei zone. Astfel, primul palier de lucru se adreseaza zonelor libere de PPV (Olanda,
Belgia, unele zone ale Italiei), cel de-al doilea palier vizeaza zonele unde focarele de PPV
sunt sub control, respectiv exista un program de eradicare in curs de desfasurare (Franta,
Germania, Spania), iar cel de-al treilea palier se adreseaza zonelor endemice (din care, din
nefericire, face parte si Romania), unde virusul Plum pox este larg raspandit.

4.4.1. Schema decizionala suport pentru limitarea raspandirii virusului Plum
pox in plantatii mama producatoare de ramuri altoi

Avand in vedere importanta majora a plantatiilor mama producatoare de ramuri altoi
in lantul de producere a materialului de inmultire si plantare fructifer este evidenta
necesitatea stringenta de asigurare a conditiilor pentru evitarea producerii infectiilor cu
PPV care, ulterior, pot fi propagate in pepiniere, iar de aici, in livezi. De aceea, masurile
privind infiintarea si mentinerea plantatiilor mama trebuie sa fie suficient de drastice
pentru a stopa infectiile cu virusul Plum pox in interiorul acestora, indiferent de statusul
fitosanitar al zonei unde este produs materialul, asa cum reiese din schema decizionala
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elaborata de consortiul SharCo (Figura 91). De asemenea, profesionalismul, exigenta si
rigurozitatea celor care lucreaza in domeniu sunt elemente definitorii pentru reusita
infiintarii si mentinerii plantatiilor mama care sa garanteze ulterior statusul ‘liber de
virusuri’ a materialului de inmultire si plantare fructifer.

Putem observa ca oricare ar fi statusul fitosanitar al zonei, recomandarea de baza
este ca plantatiile mama sa fie infiintate Tn spatii protejate de vectori si doar in cazul
zonelor libere de PPV si a zonelor unde se implementeaza programe de eradicare sa existe
posibilitatea Tnfiintarii si in camp deschis. Aceasta deoarece plantatiile mama reprezinta o
categorie biologica superioara cu impact major asupra verigilor de inmultire din aval si,
prin urmare, trebuie sa existe o maxima precautie pentru evitarea infectiilor. Se considera
ca distanta de izolare fata de potentiale plante gazda trebuie sa creasca mult peste 500 m
pentru a asigura o protectie corespunzatoare, chiar si in zonele unde exista programe de
eradicare in curs de desfasurare. Aceasta distanta devine adesea aproape imposibil de
realizat in zonele endemice si, de aceea, recomandarea pentru astfel de zone este ca
plantatiile mama sa fie infiintate doar in spatii protejate de vectori.

Evident, statusul materialului initial din care au provenit plantele mama nu poate fi
altul decat cel dintr-o categoria biologica corespunzatoare, respectiv material PREBAZA sau
BAZA, dovedit liber de PPV, prin utilizarea metodelor descrise in standardele OEPP si
mentinut in izolatoare sau in zone libere de PPV.

Monitorizarea potentialelor infectii se va face anual atat in plantatia mama cat si in
zona de izolare, unde este cazul. Astfel, in cazul zonelor libere de PPV monitorizarea zonei
tampon se va face conform programelor de monitorizare specifice pentru astfel de zone,
iar in caz de contaminare statusul zonei este schimbat.

Tn cazul zonelor cu focare PPV sub control se recomandd prelevarea si testarea anuald
a tuturor plantelor susceptibile de Prunus din zona tampon. in caz de contaminare a zonei
tampon se recomanda suspendarea activitatii ntregului bloc de Prunus cu plante mama
pentru 3 ani, timp in care se efectueaza analize de laborator. Doar in cazul in care testele
de diagnostic sunt negative activitatea in acel bloc mai poate fi reluata. Aceasta masura de
control a zonei tampon nu se aplica la plantatiile mama infiintate sub protectie de vectori.

Indiferent de statusul fitosanitar al zonei, toate plantele mama sunt testate in
laborator o datd la 3 ani, cate o treime din plante anual. n cazul identificirii unor plante
mama infectate, recomandarea este ca indiferent de numarul acestora, intreg blocul sa fie
desfiintat. De aceea, pentru evitarea stoparii activitatii in cazul unor infectii accidentale se
recomanda infiintarea Tn locatii diferite a minim doua blocuri cu acelasi sortiment de
plante mama.
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4.4.2. Schema decizionala suport pentru limitarea raspandirii virusului
Plum pox in pepiniere

La nivelul producerii materialului saditor in pepiniere trebuie sa fie asigurate
conditiile pentru evitarea producerii infectiilor cu PPV care ulterior pot fi propagate in
livezi. De asemenea, tarile endemice, din care face parte si Romania, sunt considerate
potentiale surse de raspandire a materialului infectat in tarile vestice deoarece
pasapoartele fitosanitare odata eliberate, dau posibilitatea producatorului sa-si valorifice
pomii in orice tara a Uniunii Europene. De aceea, la nivelul consortiului international
SharCo s-a convenit ca masurile recomandate privind producerea materialului saditor din
categoria biologica ‘Certificat’ sa fie suficient de drastice pentru a stopa raspandirea
virusului Plum pox, indiferent de statusul fitosanitar al zonei unde este produs materialul,
asa cum reiese din schema decizionala elaborata (Figura 92).

n cazul zonelor libere de PPV pomii certificati pot fi produsi in cdmp deschis, ns3 nu
trebuie exclusa posibilitatea producerii in spatii protejate de vectori (SPV).

Pentru zonele cu focare de PPV sub control, producerea pomilor in camp deschis este
recomandata doar daca se poate realiza o distanta de izolare de cel putin 500 m si
alternarea cu specii non-gazda pentru PPV. In caz contrar, producerea pomilor este
recomandata doar in spatii protejate de vectori (cu plasa antiinsecte).

Pentru zonele endemice, avand in vedere presiunea mare de infectie din aceste
zone, distanta de izolare creste la minim 1000 m. in caz contrar, ca si in cazul anterior,
producerea pomilor din categoria biologica ‘Certificat’ este recomandata doar in spatii
protejate de vectori. Daca in pepiniera se produc si pomi din alt gen decat Prunus, se
recomanda separarea fizica a blocurilor de pomi din genul Prunus de cele din alte genuri
(non-Prunus), precum si separarea blocurilor cu specii de Prunus cu susceptibilitate diferita
la infectiile naturale cu PPV.

Avand in vedere faptul ca in tarile endemice uneori asigurarea unui spatiu de izolare
de peste 1 km este dificil de realizat, trebuie luata in considerare producerea pomilor din
categoria biologica ‘Certificat’ chiar in spatii protejate de vectori.

In toate situatiile Tnsd materialul initial pentru multiplicare trebuie si fie dovedit
liber de PPV si produs in conformitate cu recomandarile pentru infiintarea si mentinerea
plantatiilor mama.

Referitor la masurile de control a zonei de protectie, acestea prevad urmatoarele:

- in cazul zonelor libere de PPV, se recomanda prelevarea si testarea plantelor
susceptibile de Prunus (o data la 3 ani) (nu se aplica la SPV), iar in caz de contaminare,
statusul fitosanitar al zonei este schimbat;
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- in cazul zonelor cu PPV sub control, se recomanda prelevarea si testarea anuala a
tuturor plantelor susceptibile de Prunus (nu se aplica la SPV) din zona tampon (ZT), iar in
caz de contaminare, se recomanda suspendarea temporara a activitatii de productie si
comercializare, timp in care trebuie sa se demonstreze prin teste de laborator ca infectiile
nu au ajuns si la pomii inmultiti in pepinierd. Tn caz contrar, se recomandd distrugerea
intregului lot de pomi;

- In cazul zonelor cu PPV endemic se recomanda monitorizarea anuala a ZT in
vederea identificarii si eliminarii plantelor gazda. De asemenea, se recomanda analize de
laborator ale plantelor eliminate (nu se aplica la SPV), iar in caz de contaminare, se
recomanda suspendarea temporara a activitatii de productie si comercializare, timp in care
trebuie sa se demonstreze prin teste de laborator ca infectiile nu s-au extins si in pepiniera.
n caz contrar, se recomanda distrugerea intregului lot de pomi.

n ceea ce priveste controlul la locul de producere in zonele libere de PPV, acesta se
desfasoara in conformitate cu programul de monitorizare specific acestor zone. De
asemenea, se recomanda testarea in laborator a unui procent redus de plante din fiecare
lot. Daca ne referim la zonele cu PPV sub control si la cele cu PPV endemic, controlul la
locul de producere este identic si anume, daca pomii sunt produsi in SPV, se recomanda
testarea in laborator a unui procent redus de plante din fiecare lot (1-2 % din plante), iar in
cazul producerii in camp deschis, se recomanda testarea in laborator a unui procent
semnificativ de plante (10%) din fiecare lot. De aici rezulta si diferente mari de costuri si,
de aceea, pepinieristii profesionisti ar trebui incurajati sa Tncerce producerea prunului,
caisului si piersicului chiar in spatii protejate de vectori. Costurile aferente construirii unor
astfel de spatii nu sunt exagerate si pot fi accesate fonduri europene in acest sens.

Se poate observa cd, in caz de contaminare a locului de producere, masura
recomandata este foarte dura si anume, indiferent de numarul de plante infectate,
intreaga productie cu plante susceptibile se recomanda a fi distrusa. Astfel, nu exista
motive rationale pentru a suspenda activitatea pentru o perioada de mai multi ani.
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4.4.3. Schema decizionala suport pentru limitarea raspandirii virusului Plum
pox in livezi

nfiintarea oricdrei livezi, inclusiv a livezilor cu specii de Prunus este o activitate liber3,
insa pentru a limita raspandirea PPV trebuie incercat ca noile livezi sa fie infiintate cat mai
departe posibil de surse de infectie cu PPV. De asemenea, alternarea cu alte culturi
nesusceptibile la Plum pox este recomandata.

Din figura 93 se poate observa ca, indiferent de zona, materialul saditor din categoria
biologica ‘Certificat’ cu status ‘liber de virusuri’ sau similar, respectiv 'indemn’ in noua
legislatie, este exclusiv recomandat pentru infiintarea noilor plantatii, cu mentiunea ca
pentru zonele libere de PPV materialul ar trebui produs chiar in acele zone.

n cazul zonelor libere de PPV nu existd recomanddri privind alegerea portaltoiului si
soiului, Tnsa trebuie respectat programul de monitorizare specific, iar in cazul semnalarii
unor infectii, fie ca este vorba in afara sau in interiorul livezii, zona isi va pierde statusul de
libera de PPV si va fi incadrata la zone cu PPV sub control.

Tntrucat numeroase infectii cu PPV se produc prin drajonii portaltoilor, in zonele unde
virusul este prezent se recomanda fie utilizarea unor portaltoi rezistenti la virus (de ex.
mirobolan BN 4Kr), fie utilizarea portaltoilor care nu drajoneza. De asemenea, utilizarea
soiurilor rezistente sau cu sensibilitate redusa este preferata pentru limitarea raspandirii
PPV. Tn cazul contaminarii zonei cu tulpina PPV-M, cultivarea piersicului ar trebui evitata.

n situatia in care plantatia este inconjuratd de o zond de protectie se recomand3
extinderea monitorizarii infectiilor si Tn zona respectiva, iar daca se constata prezenta unor
surse de infectie se va proceda la eliminarea cu celeritate a acestora.

n cazul zonelor cu focare PPV sub control, pe 1anga programul oficial de monitorizare
si eradicare, fermierii ar trebui sa efectueze observatii vizuale pe frunze primavara si pe
fructe la maturarea acestora. De asemenea, un program de eliminare a drajonilor ar trebui
implementat. Aceleasi recomandari de control in livada se regdsesc si in cazul zonelor
endemice, din care face parte si Romania.
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Desi schemele decizionale au fost fundamentate stiintific in cadrul consortiului
international SharCo, aplicabilitatea lor in practica poate fi realizata doar partial in unele
tari membre ale Uniunii Europene. Totusi, avand in vedere cerintele ridicate ale Uniunii
Europene pentru protectia fitosanitara a materialului de inmultire si plantare fructifer,
aceste modele pot constitui fundamentul realizarii unor noi scheme decizionale suport cu
specificitate pentru fiecare tara in parte, astfel incat sa se evite un blocaj al activitatilor de
producere a materialului saditor Tn unele tari.

*

Asa cum s-a putut observa din prezentarea capitolului IV, managementul combaterii
bolilor virotice la nivel de pepiniera si livada se bazeaza aproape in exclusivitate pe masuri
preventive. Totusi, trebuie precizat ca, unele masuri curative precum termoterapia,
chimioterapia, termo-chimioterapia si culturile de tesuturi, chiar daca nu au aplicabilitate
pentru combaterea virusurilor in conditii de camp, ele au o importanta practica in
procesele de devirozare si salvare a unor capete de clone infectate cu virusuri.

Termoterapia consta in inactivarea sau inhibarea replicarii virusului prin expunerea
plantelor pentru o perioada variata de timp la temperaturi inalte 35-40°C, astfel incat
meristemele apicale, aparute dupa aplicarea tratamentului termic, sa fie libere de virus.

Cercetarile din domeniul virusologiei au aratat ca si unele produse chimice inhiba
simptomele virale si chiar replicarea virusurilor in plante, astfel ca si chimioterapia poate fi
folosita complementar termoterapiei in procesul de deviriozare. De exemplu, rezultate
bune pentru inhibarea replicarii virale s-au obtinut prin adaugarea in mediile de cultura a
unor produse chimice cu efect antiviral precum ribavirina (Nemeth, 1986).

Combinarea termo-chimio-terapiei cu microinmultirea in vitro poate fi o solutie de
eliminare a patogenilor virali recalcitranti. Metoda poate avea o eficienta ridicata
comparativ cu alte metode precum termoterapia conventionalda sau chimioterapia si
cultura meristematica individuala. Eficienta devirozarii prin termo-chimio-terapie in vitro,
consta Tn posibilitatea actiunii concomitente a factorilor supresori ai replicarii virale, cu
efect sinergic, atat la initiere cat si in diferite stadii de subcultivare. Probabilitatea ratei de
succes in cazul acesta este mai mare si promite o eliminare simultana a virusurilor. Ulterior
devirozarii, aceste plante pot constitui material Prebaza-Candidat pentru initierea si
parcurgerea intregii scheme de certificare.

Pe langa masurile preventive si curative de combatere, exista si masuri ameliorative
care pot fi recomandate. De exemplu, Minoiu (1996b) recomanda pentru redresarea
livezilor de prun infectate cu virusul Plum pox, aplicarea a 7-8 tratamente complexe,
incluzand tngrasaminte foliare, inhibitori virali (hipermanganat de potasiu) si biostimulatori
ai biosintezei (sulfat de magneziu, triazoli, sulfat feros, Atonik). Astfel de tratamente pot
contribui la reducerea caderii fructelor, estomparea simptomelor, cresterea continutului in
pigmenti fotoasimilatori si reducerea concentratiei virusurilor.
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CAPITOLULV

INCIDENTA SI DISTRIBUTIA VIRUSURILOR TN NOILE LIVEZI
DE PRUN SI CIRES DIN ROMANIA

Identificarea unor solutii pentru diminuarea impactului bolilor virotice in noile livezi
de prun si cires din Romania presupune, in primul rand, o evaluarea de ansamblu a starii
de sanatate din punct de vedere fitovirotic la nivel local, regional si ulterior, national.
Realizarea acestui deziderat implica mai intai inspectii si monitorizari fitovirotice a unui
numar reprezentativ de livezi nou infiintate pentru a facilita radiografierea situatiei actuale
privind infectiile cu virusuri la speciile prun si cires. Ulterior, in vederea elaborarii unor
potentiale masuri/programe de limitare a impactului bolilor virotice in noile livezi de prun
Si cires este necesara o analiza pertinenta a situatiei din teren care presupune realizarea
unor baze de date privind starea fitovirotica a noilor livezi si intocmirea de harti privind
incidenta, distributia si potentiale focare de infectie cu virusurile identificate. In acest sens,
in perioada 2020-2021, in cadrul proiectului ADER 7.3.13/2019, finantat de catre Ministerul
Agriculturii si Dezvoltarii Rurale (MADR) au fost evaluate din punct de vedere fitovirotic 78
de noi livezi de prun si cires, dintre care 37 in Transilvania, 21 in Moldova si 20 in
Muntenia, insumand aproximativ 336 ha evaluate la nivel national.

5.1. Incidenta si distributia virusurilor in noile livezi de prun din Romania

Evaluarea starii fitovirotice a unor noi livezi de prun din Romania a constat in
monitorizarea a 37 de livezi de prun din 18 judete din Romania (Figura 94), insumand o
suprafata de 172 ha, astfel:

- 16 livezi din sase judete din Transilvania (40,64 ha);
- 11 livezi din patru judete din Moldova (64,38 ha);
- 10 livezi din opt judete din Muntenia (66,99 ha).

Noile livezi de prun au fost infiintate cu material saditor provenit din Romania (26
livezi), Ungaria (7 livezi), Germania, Italia, Olanda si Austria/Cehia (cate o livada).

Metodologia de lucru adoptata a vizat obtinerea de informatii si date care sa reflecte
starea fitovirotica a noilor plantatii de prun din principalele regiuni pomicole, respectiv din
Transilvania, Moldova si Muntenia iar, ulterior, prin cumularea rezultatelor, obtinerea unei
imagini de ansamblu la nivelul tarii privind incidenta si distributia virusurilor la specia prun
in unele livezi nou infiintate.
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Controlul fitovirotic preliminar a presupus mai intai o inspectie de ansamblu in fiecare
livada, urmata de delimitarea a doua blocuri in diagonala, care sa cuprinda tot sortimentul
de soiuri din livad4, dar si pomi simptomatici, in cazul existentei acestora. in cazul prunului,
intrucat virusul Plum pox este principalul factor limitativ al profitabilitatii acestei culturi,
prin pagubele insemnate pe care le provoaca, observatiile vizuale s-au concentrat in mod
deosebit pe existenta simptomelor tipice produse de acesta.

Diagnosticul prin tehnici de laborator s-a efectuat pentru Plum pox virus (PPV), Prune
dwarf virus (PDV), Prunus necrotic ringspot virus (PNRSV), Apple chlorotic leaf spot virus
(ACLSV), Apple mozaic virus (ApMV) si Myrobalan latent ringspot virus (MLRSV), folosind
tehnica serologica DAS-ELISA.

Tn cazul depistarii unor infectii cu PPV in livezile noi de prun, infiintate cu material
saditor provenit din strdinatate, s-a recurs la tehnici moleculare de tip RT-PCR pentru
diferentiere pe diferite regiuni genomice ale virusului, astfel incat sa se poata identifica
potentiala introducere a susei PPV-M in Romania. Aceasta deoarece, in pofida faptului ca
Romania este o tara endemica pentru PPV, prezenta susei necrotice (PPV-M) (forma cea
mai epidemica) nu a fost semnalata, desi aceasta este prezenta in majoritatea tarilor
europene.

Patru virusuri din cele sase testate au fost identificate in noile livezi de prun
inspectate, astfel ca incidenta virusurilor la specia prun, la nivel national (Figura 95), se
prezinta astfel: 23,5% PPV, 4,7% PNRSV, 1,1% PDV si 0,1% ApMV. ACLSV si MLRSV nu au
fost detectate in nicio livada de prun din Romania din cele 37 inspectate.

PPV: 23,5%
PNRSV: 4,7%
PDV: 1,1%

Figura 95. Incidenta virusurilor in noile livezi de prun din Romania
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Harta incidentei virusurilor prezentata global in noile livezi de prun din Romania
releva probleme foarte serioase in privinta infectiilor cu PPV, cu repercusiuni grave asupra
reusitei culturilor. De asemenea, infectiile cu PNRSV sunt la un nivel la care pot afecta
productia si calitatea fructelor, avand in vedere posibilitatea raspandirii acestui virus prin
polen.

Distributia virusurilor in noile livezi de prun din Romania este prezentata in figura 96.
Se poate observa ca PPV este prezent in 33 din cele 37 livezi inspectate, cu o rata a infectiei
cuprinsa intre 0,5% si 77,5%. PNRSV a fost identificat in noua livezi, cu o rata de infectie
situata Tntre 5% si 50%, urmat de PDV, prezent in sase livezi cu o rata a infectiei cuprinsa
intre 0,5 si 15%. In trei livezi de prun din tard au fost identificate infectii cu ApMV (0,5-
1,5%).

Prin sondaj au fost prelevate si analizate molecular prin tehnica Nested-PCR probe de
frunze din livezile de prun inspectate in vederea verificarii prezentei fitoplasmei ‘Ca. P.
prunorum’, agentul patogen al bolii ‘European Stone Fruits Yellows’ (ESFY). Rezultatele
obtinute releva absenta fitoplasmei la toate probele testate, ceea ce este un fapt
imbucurator.

Trebuie mentionat ca rata mare a infectiei cu PPV in numeroase livezi, corelata in
majoritatea situatiilor cu generalizarea infectiei Tn coroana pomilor, la care se adauga
varsta tanara a plantatiilor si, uneori, un amplasament al livezii care asigura distante de
izolare fata de potentiale surse de infectie, indica o probabilitate ridicata ca mare parte din
infectii sa fi survenit Thainte de plantare, respectiv din pepiniera. Probleme grave s-au
constatat la o parte din livezile la care materialul saditor a provenit din Romania si Ungaria.
Mai mult, pentru prima oara in Romania, rezultatele testelor RT-PCR au indicat prezenta
susei PPV-M intr-o livada din judetul Vaslui infiintata cu material saditor provenit din
Ungaria. Identificarea susei PPV-M este extrem de ingrijoratoare deoarece se stie ca
aceasta tulpina reprezinta forma cea mai epidemica a virusului Plum pox, iar patrunderea
acesteia in Romania agraveaza si mai mult o situatie deja critica. Situatia constatata ridica
un mare semn de intrebare asupra statusului fitovirotic al materialului saditor produs de
unele pepiniere din Ungaria. Totodata, aceasta situatie reliefeaza si riscurile la care sunt
supusi fermierii atunci cand opteaza pentru un astfel de material, cel mai probabil fortati
pe de o parte de deficientele sistemului national de producere a materialului saditor liber
de virusuri, iar pe de alta parte din rationamente economice.
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5.2. Incidenta si distributia virusurilor in noile livezi de cires din Romania

Evaluarea starii fitovirotice a unor noi livezi de cires din Romania a constat in
monitorizarea a 31 de livezi de cires din 18 judete (Figura 97), insumand o suprafata de
163,78 ha, astfel:

- 11 livezi din sase judete din Transilvania (39,71 ha);
- 10 livezi din cinci judete din Moldova (75,67 ha);
- 10 livezi din sapte judete din Muntenia (48,40 ha).

Noile livezi de cires au fost infiintate cu material saditor provenit din Romania (10
livezi), Italia (8 livezi), Olanda (6 livezi), Belgia (3 livezi), Grecia (1 livada), Ungaria (1 livada),
iar doua livezi au fost infiintate cu material provenit din mai multe tari (Germania, Olanda,
Spania, Italia, Cehia, Belgia).

Ca si in cazul prunului, metodologia de lucru adoptata a vizat obtinerea de informatii
si date care sa reflecte starea fitovirotica a unor noi livezi de cires din principalele regiuni
pomicole, respectiv din Transilvania, Moldova si Muntenia, iar ulterior, prin cumularea
rezultatelor, obtinerea unei imagini de ansamblu la nivelul Romaniei privind incidenta si
distributia virusurilor la cires.

Similar speciei prun, si la cires controlul fitovirotic preliminar a presupus mai intai o
inspectie de ansamblu in fiecare livada, urmata de delimitarea a doua blocuri in diagonala,
care sa cuprinda tot sortimentul de soiuri din livada, dar si pomi simptomatici, in cazul
existentei acestora.

La specia cires diagnosticul folosind tehnica serologica DAS-ELISA s-a efectuat pentru
un spectru largit de virusuri pentru care ciresul poate fi planta gazda, dupa cum urmeaza:
Plum pox virus (PPV), Prune dwarf virus (PDV), Prunus necrotic ring spot virus (PNRSV),
Apple chlorotic leaf spot virus (ACLSV), Apple mosaic virus (ApMV), Arabis mosaic virus
(ArMV), Cherry leaf roll virus (CLRV), Raspberry ringspot virus (RpRSV), Strawberry latent
ringspot virus (SLRSV) si Tomato black ring virus (TBRV).
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Sase virusuri din cele zece testate au fost identificate in unele livezi de cires nou
infiintate si inspectate, astfel ca incidenta virusurilor la nivel national se prezinta astfel
(Figura 98): 1,3% PDV, 1,1% TBRV, 0,5% ACLSV, 0,5% ArMV, 0,3% PNRSV, 0,3% RpPRSV.
PPV, ApMV, CLRV si SLRSV nu au fost detectate in nicio livada de cires din cele 31
inspectate.

PDV: 1,3%
TBRV: 1,1%
ACLSV: 0,5%
ArMV: 0,5%
PNRSV: 0,3%
RpRSV: 0,3%

27

Figura 98. Incidenta virusurilor in noile livezi de cires din Romania

Distributia virusurilor in noile livezi de cires din Romania, care au facut obiectul
evaluarii este prezentata in figura 99. Astfel, cel mai raspandit virus in noile livezi de cires
din Romania a fost PDV, fiind detectat in patru livezi, urmat de TBRV si ACLSV in trei,
respectiv doud livezi. In cate o livadd au fost identificate urmé&toarele virusuri: PNRSV,
RpRSV si ArMV.

n timpul monitorizarii livezilor de cires din Transilvania si Moldova au fost observate
sporadic simptome ale potentialei infectii cu Little Cherry virus-1 (LChV-1). Rezultatele
obtinute in urma testarilor moleculare (RT-PCR) pentru diagnosticul virusului LChV-1 au
infirmat prezenta acestuia in toate probele analizate, acest fapt fiind Tmbucurator.
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5.3. Harti de evidentiere a potentialelor focare de infectie virotica si evaluari ale
riscului de raspandire necontrolata

in evaluarea efectuatd s-a considerat focar de infectie atunci cand incidenta unui
anumit virus a depasit 20% intr-o livada.

in urma monitorizarii a 37 livezi de prun din Romania s-au constatat focare de
infectie cu doua din cele sase virusuri testate la specia prun, si anume cu PPV si/sau
PNRSV. Astfel, la nivel national au fost identificate 15 focare de infectie cu virusul Plum
pox, din care opt in Transilvania (Figura 100), trei in Moldova (Figura 101) si patru in
Muntenia (Figura 102).

| PRV 81 S%

PRV 39% PPV TT 5%
PPV 24% PPV 55%
PPV B1% PPV T3%

Figura 100. Focare de infectie cu PPV in noile livezi de prun din Transilvania

Figura 101. Focare de infectie cu PPV in noile livezi de prun din Moldova
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Figura 102. Focare de infectie cu PPV in noile livezi de prun din Muntenia

Tn ceea ce priveste focarele de infectie cu PNRSV, au fost identificate doud in
Transilvania (Figura 103) si unul in Moldova (Figura 104).

Figura 103. Focare de infectie cu PNRSV in noile livezi de prun din Transilvania
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Figura 104. Focare de infectie cu PNRSV in noile livezi de prun din Moldova

Odata cu controlul fitovirotic efectuat in fiecare livada s-a verificat si potentiala
existenta in apropierea noilor livezi a unor plantatii vechi sau pomi sporadici care ar putea
reprezenta surse de infectie pentru noile plantatii. In proximitatea a 24 de livezi de prun
din Romania, din cele 37 inspectate, au fost identificate surse de infectie cu PPV (Figura
105), reprezentate in principal de livezi imbatranite in interiorul carora majoritatea pomilor
au exteriorizat simptome virale tipice de PPV. Analizele serologice au confirmat prezenta
virusului Tn toate probele de frunze prelevate. Dintre acestea, 13 surse de inocul cu PPV au
fost identificate In Transilvania, sase in Moldova si cinci in Muntenia, toate acestea
reprezentand focare de infectie pentru noile livezi din apropiere.
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Figura 105. Focare de infectie cu PPV in proximitatea noilor livezi de prun din Romania

Rezultatele globale privind incidenta virusurilor in livezile de prun nou infiintate au
relevat o situatie ingrijoratoare in ceea ce priveste infectiile cu PPV, deoarece majoritatea
livezilor inspectate, cu mici exceptii, au confirmat prezenta virusului. Aceasta situatie
critica face ca potentialul succes al productiei de fructe in majoritatea acestor livezi sa fie
destul de problematica. Evident, situatia actuala a aparut ca urmare a implementarii
necorespunzatoare a masurilor preventive si a recomandarilor privind infiintarea de noi
livezi de prun.

Pe de o parte, aceasta situatie critica ridica semne de intrebare cu privire la statutul
viral initial ‘real’ al materialului saditor ’Certificat’, deoarece livezile de pruni analizate erau
foarte tinere.

Desi existau unele surse de inocul in apropierea majoritatii livezilor studiate, acest
lucru nu poate justifica rata mare de infectie cu PPV in unele livezi nou infiintate. De
asemenea, prezenta masiva a infectiilor nu inseamna neaparat ca toti pomii plantati si
gasiti infectati au fost livrati purtatori de boli virotice. Cu toate acestea, incidenta ridicata a
infectiilor cu PPV, corelatd cu varsta tanara a livezilor in care, in cele mai multe cazuri,
pomii au dezvoltat simptome generalizate de PPV in coroana, sustin ipoteza ca cel putin o
buna parte a motivului infectarii timpurii a pomilor nou plantati a fost o consecinta a unor
deficiente in lantul de producere a materialului ‘Certificat’ in unele pepiniere.
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Probleme majore au fost constatate in principal in livezile infiintate cu material
saditor provenit din Romania si Ungaria. in plus, recomandarea de a evita infiintarea noilor
livezi de prun in apropierea potentialelor surse de inocul PPV a fost neglijata in majoritatea
cazurilor. Din nefericire, acest tip de recomandare nu a fost bine inteles de catre fermieri si
consultanti.

Deoarece PPV este usor de transmis pe cale naturala de la plantele infectate de catre
speciile de afide in mod nepersistent (Labonne si colab., 1995), orice sursa de inocul din
apropierea livezilor nou infiintate joaca un rol important in raspandirea rapida a virusului.
in mod neasteptat, majoritatea livezilor au fost infiintate in apropiereaunor surse de inocul
cu PPV, favorizand astfel potentialul de raspandire a virusului in noile livezi.

*

In urma monitorizarii a 31 livezi de cires din Romania nu s-a constatat prezenta
vreunui focar de infectie virald in noile livezi. In apropierea acestora, odat3 cu controlul
fitovirotic, s-a verificat si potentiala existenta a unor plantatii vechi sau pomi izolati care ar
putea reprezenta focare de infectie pentru noile plantatii. Astfel, in proximitatea a trei noi
livezi de cires din Moldova (Figura 106) au fost identificate surse masive de infectie cu PDV,
foarte multi pomi din aceste livezi batrane exteriorizand simptome tipice. Analizele
serologice au confirmat prezenta PDV in toate probele de frunze prelevate, ceea ce releva
ca cele trei livezi batrane din proximitatea noilor livezi reprezinta cu adevarat focare de
infectie.

Figura 106. Focare de infectie cu PDV in proximitatea noilor livezi de cires din Romania
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Rezultatele de ansamblu privind incidenta virusurilor in livezile de cires nou infiintate
au relevat o stare fitovirotica buna, in conditiile in care majoritatea livezilor inspectate, cu
mici exceptii, nu au prezentat infectii virotice sau acestea au fost in general la un nivel care
nu presupun probeme majore. Aceasta situatie creeaza premisele unor livezi de succes in
majoritatea cazurilor, cu repercusiuni pozitive atat asupra producatorilor, cat si
consumatorilor.

Tn urma evaluarii la nivel regional si national a unor noi livezi tinere de prun si cires au
fost intocmite si furnizate fermierilor fise de monitorizare in care au fost emise
recomandari individuale pentru limitarea raspandirii virusurilor si impactului economic al
acestora in cazurile in care s-au constatat infectii cu virusuri la cele doua specii, respectiv
prun si cires.

Rezultatele obtinute in cadrul proiectului ADER 7.3.13/2019 intitulat ‘Cercetdri privind
evaluarea stdrii de sdndtate a plantatiilor noi de prun si cires in vederea elabordrii
practicilor de management integrat in prevenirea bolilor virotice’, finantat de catre
Ministerul Agriculturii si Dezvoltarii Rurale, developeaza pe de o parte starea fitovirotica a
unui esantion reprezentativ de noi plantatii de prun si cires din Romania prin bazele de
date obtinute, hartile privind incidenta, distributia si potentiale focare de infectie cu
virusurile identificate. Pe de alta parte, prin prezentul ghid elaborat in cadrul proiectului
mentionat, la care se adauga fisele de monitorizare puse la dispozitia fermierilor, sunt
prevazute posibilitatile de limitare a raspandirii virusurilor si a impactului acestora la cele
doua specii pomicole. Prin coroborarea celor doua elemente cheie se creeaza premisele
elaborarii si implementarii unei strategii nationale pentru limitarea impactului bolilor
virotice la speciile prun si cires de catre organele abilitate cu efect asupra cresterii
profitabilitatii culturii prunului si ciresului prin diminuarea pierderilor cauzate de agentii
patogeni virali.
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