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REPERELE CONCEPTUALE ALE CERCETARII

Actualitatea temei. In luna iunie 2013 in Monitorul oficial Ne 136-139 a fost publicata
Hotéararea Guvernului Ne 415 despre aprobarea Normelor de producere, control, certificare si
realizare a materialului devirozat pentru multiplicare si plantare a speciilor pomicole. Acest
document este armonizat cu actele legislative a Uniunii Europene si este o conditie obligatorie
pentru integrarea Republicii Moldova in Uniunea Europeana [2].

Se stie, ca virusii nu dispun de metabolism propriu si pentru reproducere utilizeaza
procesele si mecanismele din celulele plantelor afectate. Din aceastd cauza toate substantele
active responsabile de stoparea sintezei virusilor in plantele afectate, scad in acelasi timp si
productivitatea plantelor. Deoarece remediile chimice pentru protectia plantelor nu sunt efective
contra virusilor si maladiilor similare lor, masurile de baza contra lor sunt axate spre obtinerea
clonelor initiale libere de virusuri si multiplicarea lor in conditii protejate de reinfectare, adica
introducerea sistemei de certificare a materialului saditor. In vederea celor spuse o mare
insemnatate revine metodelor de diagnosticare. Modernizarea permanenta a lor asigura controlul
sigur a starii fitosanitare cat a plantatiilor-mama de baza, atat si a materialului saditor. Pentru
prima datd asa sistema a fost elaboratd in USA la mijlocul secolului trecut si este implementata
cu succes in practicd, dupa epifitotiile multianuale, care au provocat In ramura pomiculturii
urmiri distrugitoare. In prezent in tarile unde producerea fructelor are un rol important in
economicd, aceasta sarcind se rezolva in cadrul programelor nationale a sistemei de certificare
formate pentru materialul saditor si de seminte, ceia ce asigurd majorarea productivitatii
plantatiilor, iar uneori si reducerea suprafetelor speciilor. Asa in Olanda transferul pomiculturii
in baza materialului devirozat in anii 1970-1980 a asigurat majorarea productivitatii de 3,5 ori si
in acelasi timp reducerea suprafetelor livezilor [1]. In Republica Moldova lucririle pentru
obtinerea clonelor devirozate si cresterea pomilor asanati au demarat la initiativa profesorului
D.D. Verderevskii la mijlocul anilor 70 a secolului trecut. In scurt timp in laboratorul de
virusologie sub conducerea T.D. Verdirevskaia si in colaborare cu virusologii institutului de
fitopatologie din orasul Asersleben (Germania), a fost elaboratd tehnologia pentru obtinerea si
multiplicarea materialului saditor liber de catre virusuri si maladii similare lor, care a stat la baza
materialului devirozat. Insi tehnologia elaborati nu a fost realizati din cauza proceselor de
reorganizare din anii 90 a secolului trecut. Criza, provocatd de trecerea economiei la relatiile de
piatd, a influentat negativ ramura pepinieritului speciilor strategice din Moldova. Problema
calitatii a devenit deosebit de actuald, deoarece dezvoltarea pomiculturii particulare a provocat

caracterul stiintific de producere si realizare a materialului saditor si introducerea necontrolabila



in tard a soiurilor economic nestabile. In legitura cu lipsa sistemei sigure de control a calitatii si
starii fitosanitare a plantatiilor-mamd si materialului saditor de import, a aparut pericolul
raspandirii maladiilor virotice, micotice si bacteriene periculoase pentru Moldova si a vectorilor
lor.

In acelasi timp, tarile Comunitatii Europene au aprobat sistema unificata de certificare,
care prevede ca schimbul si realizarea resurselor sa fie efectuat cu material saditor certificat,
adicd liber de virusuri si alte infectii cronice. Pentru Republica Moldova acest fapt ameninta cu
imposibilitatea schimbului si exportului materialului vegetal fara testarea prealabild si asanarea
lui cu respectarea normelor si metodelor internationale. in anul 1996 Parlamentul RM a aprobat
«Legea despre Pomiculturda» in care sa indicat necesitatea transferului pepinieritului pomicol in
baza materialului devirozat si normelor internationale de certificare. Executarea acestei sarcini a
fost repartizata Institutului de Pomicultura [3].

Pentru aceasta in laboratorul de virusologie au reinceput lucrarile pentru crearea colectiei
soiurilor si portaltoiului devirozat a speciilor pomicole. In acelasi timp a fost elaborat
regulamentul tehnic (document) in care sau descris etapele transferului pepinieritului pomicol in
baza materialului devirozat. Pozitiile de bazd a acestui document corespundeau schemei de
certificare a materialului saditor publicati in tirile CE la inceputul anilor 90 a secolului trecut. in
aceastd schema atentia principald se acorda verificarii clonelor devirozate si materialului saditor
la puritatea de citre virusuri prin metode sigure de laborator. In procesul executirii celor spuse in
laboratorul de virusologie au fost optimizate metodele de diagnosticare a virusurilor mecanic
transmisibili, recomandate de cdtre organizatia europeand pentru protectia plantelor EPPO/OEPP
[8, 9], anterior descrise in republica. Nu a fost studiat numai un virus din grupa virusilor latenti
al speciilor semincere - virusul strierii lemnului marului. Aceasta lucrare este destinata lichidarii
acestei probleme.

Scopul cercetirilor. Perfectionarea si optimizarea metodelor de diagnosticare a virusului
strierii lemnului marului si aplicarea lor In sistema de certificare a materialului sdditor pomicol,
de specii semincere, conform standardelor europene de certificare. Pentru realizarea scopului
propus, au fost trasate urmatoarele obiective:

0 Depistarea si identificarea tulpinilor virulente a VSLM.

¢ Determinarea reactiei la transferul VSLM pe indicatorii erbacee.
¢ Optimizarea metodicii purificarit VSLM.

¢ Obtinerea antiserului diagnostic catre VSLM.

O Perfectionarea si optimizarea metodelor de diagnosticare a VSLM.



¢ Implementarea metodelor de diagnosticare optimizate in sistema de certificare a materialului
saditor pomicol al speciilor semincere.

Metodologia cercetarilor stiintifice sunt bazate pe rezultatele elaborarilor teoretice si
aplicative inregistrate si catalizate la nivel national si international. Remediile metodologice
elaborate au asigurat utilizarea unui complex de metode si remedii in cercetarile virusologice
directionate spre identificarea determinarea particularitatilor imunologice si optimizarea
diagnosticai VSLM, elaborarea procedeelor de asanare si control a calitatii materialului saditor,
cu utilizarea metodelor descriptive, statistice si analitice. Ele sunt bazate pe principiile
optimizarii metodelor de diagnosticare a VSLM, felul utilizarii metodelor optimizate in sistema
de certificare a materialul saditor conceptul ameliorarii calitatilor biologice a materialului saditor
de specii semincere modurile de majorare a productivitdtii plantatiilor semincere in Republica
Moldova.

Inovarea stiintifici a rezultatelor obtinute. in rezultatul cercetirilor sau optimizat
metodele imunologice AIE, MIE si metoda molecular-genetica TR-RLP sa obtinut antiserul cu o
specificitate inalta citre VSLM. In baza antiserului obtinut sau pregitit seturile diagnostice
pentru efectuarea metodei AIE. Cu acest scop sau utilizat sorbenti diferiti pentru separarea
fractiei IgG din antiser, 1n particular BrCN sefaroza cu Protein A si sefaroza CL-4B Protein A.
Cu utilizarea antiserelor autohtone sa optimizat metoda «immunocapture», care asigura ieftinirea
separdrii antigenului din sucul vegetal pentru testarea prin metoda TR-RLP. De asemenea sunt
noi si datele despre:

- reducerea activitatii plantelor indicator inainte de infectare care stimuleaza ameliorarea
transferului virusului;

- utilizarea amestecului de solutii-tampon cu adausuri de antioxidanti pentru stabilizarea
proceselor de oxidare-restabilire, care majoreaza procentul de plante infectate;

- cultivarea plantelor-indicator in regim de zi scurta ceia ce contribuie la acumularea majorata a
virusului;

- utilizarea la purificarea virusului a TRITON-X-100 majoreazd concentratia lui si contribuie la
fractionarea particulelor agregate;

- aplicarea antiserului la etapa de pregatire a mostrelor TR-RLP ieftineste metoda de 22,9 ori
comparabil cu metoda clasica de extragere a antigenului.

Problema stiintifica solutionata consta in clarificarea sigurantei utilizarii metodelor de
diagnosticare optimizate a VSLM in sistema de producere a materialului saditor devirozat. in
baza rezultatelor cercetdrilor specificititii antiserelor obtinute, metodelor optimizate si

determindrii termenilor calendaristici de efectuare a testariit VSLM, a fost stiintific demonstrata
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posibilitatea si necesitatea utilizarii metodelor optimizate in sistema de certificare a materialului
saditor devirozat a speciilor semincere.

Valoarea teoretici a lucrarii consta in efectuarca cercetarilor pentru optimizarea
metodelor de diagnosticare sigurd a VSLM prin exemplul tulpinilor moldovenesti la testarea si
retestarea materialului saditor pomicol. Metodele optimizate vor servi ca baza teoretica a expres
metodelor de testare a altor virusi latenti a marului. Optimizarea metodelor de diagnosticare va
asigura rezolvarea unui sir de sarcini teoretice si practice in cadrul transferului pepinieritului
pomicol la normele internationale de certificare.

Valoarea practica a lucrarii consta in utilizarea metodelor optimizate la lucrarile de
selectare a candidatilor la clone devirozate, testarea si retestarea plantatiilor-mama pentru ramuri
de altoi si portaltoi de categoriile «Prebaza», «Baza» si «Certificat» si de asemenea de testare a
materialului saditor a speciilor semincere de import [4, 5]. Aceasta accelereaza esential transferul
pepinieritul republicii in baza materialului devirozat si normele europene de certificare a
materialului saditor. Rezultatele obtinute se vor utiliza de asemenea si la optimizarea metodelor
biologice, imunologice si molecular-genetice de diagnosticare a altor virusi latenti a marului.

Rezultatele stiintifice principale inaintate spre sustinere.

1. Obtinerea antiserului diagnostic policlonal catre virusul SLM.

2. Optimizarea conditiilor de efectuare a analizei imunoenzimatice.

3. Perfectionarea metodei microscopiei imunoelectronice pentru diagnostica VSLM.

4. Optimizarea metodei reactiei in lant a polimerazei pentru diagnostica VSLM.

5. Utilizarea metodei «immunocapture» la etapa de pregatire a mostrelor TR-RLP.

6. Aplicarea metodelor optimizate in sistema de certificare a materialului saditor pomicol.

Implementarea rezultatelor lucririi. Rezultatele obtinute sunt implementate in
laboratorul de virusologie a ISPHTA si sunt utilizate la lucrarile pentru obtinerea clonelor
devirozate, si in gospodariile din republica: SRL ,,Surinmih”, SRL ,,GelnacrAgro”, GT ,,Melnic
Ioana Feodor”, GT ,,Cebotari Feodor Mihail”, GT ,,Ghilinschii Dumitru” in pepinierile speciilor
semincere.

Aprobarea rezultatelor. Materialele lucrarii au fost prezentate si discutate: la sedinta
laboratorului de virusologie (14.07.2015) a Institutului Stiintifico Practic de Horticulturd si
Industrii Alimentare, la conferinta VI internationala ,,Bioresurse si virusuri” or. Kiev, Ucraina
(14.07.2010), la catedra de virusologie a Universitatii Nationale ,,T.G. Sevcenco” din Kiev,
Ucraina in cadrul proiectului bilateral ,,Analiza molecular-biologica a virusului strierii lemnului

in livezile comerciale din Moldova si Ucraina si selectarea soiurilor rezistente” (10.11.2011), la



conferinta stiintifica internationald consacratd 75 de ani a lui Oleg Metlitkii, Moscova, Rusia
(18.03.2013).

Volumul si structura lucrarii: Lucrarea este expusa pe 100 de foi de text tapat si consta
din adnotdri 1n limbile romana, rusa si engleza, lista abrevierilor, introducere, 4 capitole (reviul
literaturii, materiale si metode de cercetare, 2 capitole de date experimentale proprii), concluzii
generale, recomandari practice, lista literaturii citate, (164 de surse bibliografice), si anexe.
Lucrarea contine 25 de desene, 12 tabele, 16 anexe.

Publicatii. Pe materialele tezei au fost publicat 11 lucrari stiintifice: 5 articole in editiile
recomandate de Consiliul National de Acreditare si Atestare a RM, din care 2 fard coautori si 6
in editii internationale.

Cuvintele cheie: marul, virusul, strierea, lemnul, infectare, antiser, purificarea virusului,

optimizarea metodelor, specii semincere, testare, certificare, material saditor.

CONTNUTUL DE BAZA AL LUCRARII

In Introducere este reflectatd actualitatea si insemnitatea temei cercetirilor, scopul si
sarcinile disertatiei, metodologia cercetarilor stiintifice, inovatia stiintificdi a rezultatelor
obtinute,sarcina stiintificd importantd rezolvata, valoarea teoreticd si practicd a lucrdrii,
aprobarea rezultatelor si concluzii.

1. GRADUL DE STUDIERE A VIRUSULUI STRIERII LEMNULUI MARULUI

Capitolul 1 include analiza detaliatd a lucrarilor stiintifice si sinteza cunostintelor
acumulate Tn ramura cercetata. O atentie deosebitd se acordd maladiilor provocate de acest virus
la diverse specii semincere, asa ca marul, parul si gutuiul, si de asemenea metodelor de testare a
VSLM, utilizate in practica mondiald. Sunt analizate metodele de identificare a virusului si
utilizarea lor la producerea materialului saditor.

2. MATERIALE SI METODELE DE CERCETARE

Capitolul 2 contine informatie despre materialele si metodele cercetarilor, care sau
efectuat in laboratorul de virusologie a ISPHTA.

Ca materialele pentru cercetari sau utilizat:

tulpinile VSLM  3/53/20, 1/17/63, 3/38/63, 3/50/37, 3/52/42, 3/38/80, 3/37/80, 2/22/22,
3/32/11, 1/15/13, 1/9/63 si la par Ne2, Ne3 u Ne4 selectate in livada de colectie a ISPHTA;
- tulpinile VSLM 10/21, G-12 din colectia Institutului de Pomicultura din or. Kiev (Ucraina);

- tulpinile VSLM SP-3, VC-7 din colectia Institutului de Pomicultura din or. Praga (Cehia);
- antiserurile catre VSLM, amabil donate de catre Doctorul Yanase (Japonia) cu titrul 1:2000

si cele obtinute anterior in laboratorul de virusologie cu titrul 1:2000.
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- Setul pentru separarea ARN a firmei comerciale (Qiagen, Great Britain).
- Setul pentru reactia TR-RLP a firmei comerciale (Invitrogen, USA).
In lucrare sau utilizat metodele biologice, biochimice, imunologice si molecular-genetice,

practicate in fitovirusologie.

3. REZULTATELE OPTIMIZARII METODELOR BIOLOGICE SI BIOCHIMICE

In capitolul 3 sunt prezentate rezultatele cercetarilor proprii pentru optimizarea metodelor
biologice si biochimice. Sa stabilit ca nu toate tulpinile VSLM se transfera stabil pe indicatorii
erbacee. In dependenti de virulenta tulpinii, specia indicatorului erbacee, fotoperioada si
temperaturd se acumuleaza o cantitate diferitd de particule virotice. La purificarea virusului de pe
indicatorul Nicotiana occidentalis 37B sa reusit obtinerea preparatului virotic purificat valabil
pentru imunizarea iepurilor experimentali. Schema de imunizare utilizatd de noi, care includea 3
imunizdri si 2 reimunizari, a asigurat obtinerea unui antiser de o specificitate inaltd catre
virusului strierii lemnului marului.
3.1 Depistarea VSLM

Depistarea tulpinilor VSLM sa efectuat in perioada de inflorire a speciilor semincere in
livada de colectie-selectie a ISPHTA cu scopul selectarii tulpinilor virulente a VSLM, pentru
transfer si studierea ulterioard pe indicatorii erbacee si lemnosi. Prezenta VSLM in mostrele
colectate sa determinat prin metoda microscopiei imunosorbent electronice cu utilizarea
antiserului citre virusul studiat donati de citre Doctorul Yanase (Japonia) [11]. n calitate de
sursa de particule virotice sa utilizat extractul din petalele florilor, in tesuturile cdror conform
datelor (20) se acumuleazd cea mai mare cantitate de particule a altor doua virusuri la mar —
patarii chlorotice a frunzelor si brazdarii lemnului marului.

Preparatele au fost pregatite pe plase din paladiu, acoperite cu peliculd din colodiu si
fixate cu carbon 1n vaporizatorul cu vacuum VUP-4.

Preparatele pregatite au fost scanate la microscopul electronic TESLA BS-500 la
majorarea de 14000. Ca criteriu de selectare a tulpinilor a fost acceptatd cantitatea maximald de
particule virotice depistate. In rezultatul cercetirilor efectuate sau colectat 11 tulpini a VSLM din

mar si 3 tulpini a VSLM din par.

3.2. Transferul si acumularea virusului pe indicatori lemnosi si erbacee
Tulpinile selectate a VSLM sau transferat pe indicatorii lemnosi, cu scopul pastrarii si
comparirii simptomelor provocate de ele la infectare cu simptomele descrise in literatura. in

calitate de indicator pentru diagnosticare au fost utilizate plantele SPY-227 si Virginia crab
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recomandate de comitetul european pentru cooperarea cercetarilor maladiilor virotice a speciilor
pomicole. In afard de indicatorii susnumiti, tulpinile colectate au fost transferate si pe plantele-
indicator R-12740/7A, si Malus coronaria Morton. Infectarea indicatorilor sa efectuat in
pepiniera pe puieti de 1 an prin metoda standard de altoire dubla ori cu scut. In fiecare varianta
sau altoit 5 plante, iar planta 6 ramanea ca martor. Evaluarea rezultatelor in pepiniera sa efectuat
in luna august peste un an de testare.

In anul 1-2 dupa infectare pe SPY-227 sau observat simptomele de asuprire a cresterii, iar
in anul 3 dupa infectare plantele SPY-227 sau uscat, simptomele coincid cu cele descrise in
literatura (Fig. 1). La transferul VSLM pe indicatorul lemnos Virginia crab, in anul 3 dupa
infectare sau manifestat simptomele de striere a lemnului Virginia crab (Fig. 2) si deformare a

fructelor Virginia crab (Fig. 3).

Fig. 1. Necrozarea SPY-227 Fig. 2. Strierea lemnului Virginia crab.

Fig. 3. Deformarea fructelor Virginia crab.

Pe alti indicatori Malus coronaria Morton si R-12740/74 nu sau observat careva
simptome.
Prin metoda microscopiei imunosorbent electronice noi am testat 50 de soiuri si 102

hibrizi de mar pentru determinarea gradului de raspandire VSLM si a altor virusi latenti ai



marului — a patarii chlorotice a frunzelor si a brazdarii lemnului marului, in plantatiile cercetate a
Institutului de Pomiculturd [7]. Rezultatele cercetdrii colectiei de soiuri si hibrizi de mar la
prezenta VSLM si altor douad viroze latente a marului sunt prezentate in tabela 1.

Tabela 1. Gradul de afectare a soiurilor si
hibrizilor cu virusii latenti a marului

Virus Virus Virus Amestec Total
SLM PHFM BLM VSLM+VPHFM | Infectati
% % % % %
Soiurile 48+14,2 54+14,3 42414 52+14,4 64+13,8
33,8+62,2 39,7+68,3 28+56 37,6+66,4 50,2+77,8
Hibrizi 10,7+6,3 9,8+5,7 12,7+6,5 8,8+5,3 13,7+6,7
4,7-17,3 4,1+15,5 6,2+-19,2 2,7+13,3 6,3+19,7

Datele prezentate 1n tabela 1 demonstreaza, ca soiurile de mar in colectia institutului sunt
infectate cu virusi latenti la 64% iar hibrizii la 13,7%, soiurile de mar sunt la 52% infectate de
completul de virusi a strierii lemnului marului si patarii chlorotice a frunzelor marului. Cu
virusul brazdarii lemnului si virusul patarii chlorotice a frunzelor sunt infectate corespunzator
42% s1 54% .

Pentru transferul virusului cercetat pe indicatorul erbacee N. occidentalis 37B sau utilizat
14 tulpini din colectia institutului din or. Chisinau si 4 tulpini din colectiile institutiilor de
Pomiculturd din or. Kiev (Ucraina) si institutul de Pomiculturd din or. Praga (Cehia) cu utilizarea
diverselor solutii-tampon si adausuri stabilizatoare. Din numarul de tulpini indicate anterior
numai 2 mostre 3-32-11 si 3-53-20 au manifestat simptome pe plantele infectate de indicator
N.occidentalis 37B. La transferul primar in ziua 27-29 dupa infectare pe frunzele tinere a unor
plante indicator au apdrut simptome de etiolare a nervurilor de gradul 2-3 si de mozaic a
nervurilor (Fig. 4). Plantele infectate a indicatorului sau utilizat la efectuarea seriilor de pasaje pe
plantele indicator cu scopul acumularii virusului in tesuturile lor In numdrul necesar pentru
obtinerea preparatelor purificate a virusului studiat. Insid rezultatele primului pasaj au
demonstrat, ca tulpina 3-53-20 infecteazd leger plantele indicatorului, in tesuturile carui virusul
se acumuleaza conform microscopiei imunosorbent electronice deja n ziua 12-16 dupd infectare.

Pentru obtinerea preparatelor purificate a VSLM periodic sa infectat numarul necesar de
plante indicator N. occidentalis 37B, cu utilizarea solutii-tampon K/Na-fosfat 0,05 M cu pH 7,8

si cu adaos de 0,1% de sulfat de Natriu, 0,1% acid ascorbic si 0,1% de Tioglicerol.
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Fig. 4. a — Frunza sanatoasa a indicatorului Nicotiana occidentalis 37B.

0 - Frunza indicatorului Nicotiana occidentalis 37B cu simptomele VSLM
(etiolarea nervurilor de gradul 2-3, mozaicul nervurilor).
3.3. Obtinerea preparatelor purificate a VSLM

Extragerea cu succes a particulelor virotice din celulele tesuturilor infectate depinde de etapa
clarifierii sucului vegetal. La aceastd etapa de purificare din extractul studiat sunt inldturate
tesuturile mecanice a celulelor, organitele si alte componente a celulelor, si albuminele cu
greutatea moleculari joasa. Inliturarea lor se efectueazi cu deferiti compusi chimic neutri ori
activi si prin schimbarea aciditatii sucului vegetal.

In cercetirile pentru elaborarea metodei de purificare a tulpinii moldovenesti a VSLM sau
utilizat elabordrile cercetdtorilor japonezi [11] cu unele schimbéri aplicate de cercetatorul
olandez [10], la prima etapa de purificare, si anume a clarifierii extractului vegetal. In locul
clarifierii extractului vegetal cu utilizarea gelului care se formeaza la adausul in extract a
fosfatului de sodiu si Cloridul de calciu, noi am utilizat TRITON-X-100. In afara de aceasta
inainte de nceputul procesului de purificare frunzele infectate au fost congelate pe parcursul a
24 ori la temperatura de -20-22°C. In asa fel, extractul vegetal clarifiat a fost supus
ultracentrifugarii la 90000 g timp de 90 min. Precipitatul obtinut sa resuspendat si sa centrifugat
la 5000 g timp de 10 min pentru inlaturarea amestecurilor. Dupd purificarea prealabild a
suspensiei virotice ulterior sa purificat conform metodicii cercetatorilor japonezi. Preparatul
clarifiat, s-a centrifugat pe perna de 20% de zaharoza la 120000 g timp de 90 min. Precipitatul
obtinut sa resuspendat in solutie-tampon 0,01M Na fosfat cu adaus de 0,5% Tpurona X-100.
Dupa centrifugarea la viteza redusd preparatul sa centrifugat pe perna de 30% zaharozd in

aceleasi conditii. Precipitatul sa resuspendat in solutie-tampon borat 0,01 M si pH 8,0, pentru
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concentrarea ulterioard a virusului. Pentru fractionarea preparatului obtinut sa efectuat
centrifugarea in gradientul densitétii de zaharoza 10-40%. Dupa fractionare a fost colectatd zona
opalescenta cu utilizarea seringii. Solutia din zona opalescenta sa diluat nu mai putin de 5 ori si
sa concentrat prin ultracentrifugare.

Curba spectrofotometrica a preparatului purificat obtinut cu utilizarea metodicii optimizate a
avut un varf cu minimumul la valoarea undei de 240 nm si maximumul la valoarea undei de 258

nm, ceia ce e caracteristic pentru preparatele cu nucleoproteizi (Fig. 5).

LR S S

Fig. 5. Curba spectrofotometricd a preparatului purificat a VSLM.
—— este indicat maximumul la lungimea de unda 258 nm.

Preparatele purificate a virusului au fost utilizate la imunizarea animalelor experimentale.

3.4. Obtinerea antiserului si determinarea calitatii lui

Pentru obtinerea antiserurilor catre VSLM a fost utilizatd schema de imunizare care
include trei injectii a iepurilor experimentali cu un interval de o sdptdmana si doud reimunizari la
momentul scaderii titrului antiserului pand la valoare minimala. Pentru imunizare au fost
selectati iepurii Ne7 si Nel7 de rasa “Uriasul alb” cu greutatea de 2500-2800 grame
corespunzdtor. Cantitatea de preparat infectat a constituit 200-300 mkg/ml. Prima infectie sa
efectuat subcutanant pe toatd lungimea coloanei vertebrale cu utilizarea adjuvantului complet al
lui Freind. Peste o saptamana preparatul virotic cu adjuvantul incomplet al lui Freind a fost
injectat intramuscular in muschiul mare a picioarelor anterioare a iepurilor experimentali.

Injectia a treia sa efectuat intravenos in venele mari a urechilor iepurilor experimentali.
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Pentru restabilirea activitatii anticorpilor in ziua a 62 de la inceputul imunizarii animalele
au fost reimunizate de doud ori cu intervalul de o sdptdimana. Antiserul obtinut cu titrul inalt sa
utilizat ulterior pentru obtinerea setului diagnostic catre virusul studiat si optimizarea metodei de

analizd imunoenzimatica.

4. REZULTATELE OPTIMIZARII METODELOR IMUNOLOGICE SI MOLECULAR-
GENETICE DE DIAGNOSTICARE A VSLM

In capitolul 4 sunt descrise rezultatele obtinute la optimizarea conditiilor efectudrii
analizei imunoenzimatice, a microscopiei imunosorbent electronice si a reactiei in lant a
polimerazei pentru diagnostica VSLM. Au fost studiate metodele de separare a IgG cu utilizarea
diferitor sorbenti. A fost optimizatd metoda in trei etape a efectudrii a analizei imunoenzimatice.
Sa stabilit ca efectuarea analizei imunoenzimatice in doud etape nu este rationald pentru VSLM.
A fost optimizatd metoda imunologicd a microscopiei imunosorbent electronice si metoda
molecular-geneticd a reverstranscriptazei a reactiei in lant a polimerazei pentru diagnosticarea
VSLM. In baza anticorpilor, separati din antiserul diagnostic, sa optimizat metoda care asiguri
pregdtirea mostrelor pentru reverstranscriptaza a reactiei In lant a polimerazei prin procedee mai
putin costisitoare.
4.1. Optimizarea conditiilor efectuirii analizei imunoenzimatice (AIE) pentru diagnostica
VSLM

Pentru elaborarea conditiilor efectudrii AIE a VSLM noi am studiat diferite concentratii a
imunoglobulinelor si de diluare a conjugatelor. La diferite concentratii a imunoglobulinelor si
conjugatelor noi am obtinut diferiti parametri a densitdtii optice.

Pentru sensibilizarea microplatelor sau utilizat imunoglobulinele cu diluarea de 1:500;
1:750; 1:1000. Imunoglobulinele sau diluat in solutie-tampon carbonat cu pH-9,6. Absorbtia
anticorpilor pe microplate s-a efectuat pe parcursul noptii la frigider la temperatura de +4°C ori 3
ore in termostat la temperatura +3 7°C.

In procesul de pregitire a conjugatului la dializd se schimba volumul globulinelor, ceea ce a
determinat aplicarea conjugatul nu la concentratia absoluta, ci la dilutiile 1:500; 1:750; 1:1000.
In calitate de sursi de infectie sa utilizat sucul proaspat a plantelor indicator infectate

Nicotiana occidentalis 37B. Parametrii de destinate optica au fost determinati cu utilizarea
fotometrului la lungimea de unda de 405 nm. Pentru determinarea conditiilor optimale de
diagnosticare a tulpinii moldovenesti a VSLM a fost utilizata varianta metodei AIE in trei etape
cu incubarea consecutiva a microplatelor cu imunoglobuline, extractul sucului vegetal infectat si

a conjugatului.
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Prima stadie de incubare constd in sensibilizarea microplatelor cu imunoglobuline in
concentratii diferite. Adsorbtia sa efectuat pe parcursul a 3 ore la temperatura de +37°C cu
utilizarea termostatului. Dupa spalarea tripld a microplatelor incubate cu solutie-tampon pentru
spalare a urmat etapa a doua, In care sa efectuat incubarea extractului vegetal, obtinut din
frunzele plantelor Nicotiana occidentalis 37B cu simptomele VSLM. Extractul vegetal
omogenizat si clarifiat prin centrifugare la viteza redusa a fost incubat pe parcursul a 3 ore la
temperatura +37°C cu utilizarea termostatului. Dupd incubare microplatele au fost spalate de trei
ori cu solutie-tampon pentru spdlare. Etapa finald constd in incubarea conjugatului in diferite
concentratii si sa efectuat timp de 3 ore la temperatura de +37°C la termostat. Dupd incubarea
conjugatului microplatele sau spdlat de trei ori cu solutie tampon pentru spalare si au fost
prelucrate cu solutie-tampon substrat, care include dietanolamin si nitrofenilfosfat. Dupa 30 de
minute au fost determinati parametrii densitdtii optice la lungimea de unda de 405 nm. La
concentratiile imunoglobulinelor 1:1000, a conjugatului 1:750 si a sucului vegetal de 1:10 au fost
obtinut parametrii densitdtii optice maximali. Aceste diludrii sunt optimale pentru efectuarea
analizei imunoenzimatice a tulpinii moldovenesti a VSLM.

Rezultatele optimizarii variantei AIE 1n trei etape de diagnosticare a tulpinii moldovenesti a

VSLM sunt demonstrate in figura 6.

1.2

deluarea conjugatului

0.8 M s.p.i. 1:500
Hs.p.i. 1:750
0.6 - ids.p.i.1:1000
i s.p.s.1:500
0.4 1 M 5.p.5.1:750
7 M s.p.s.1:1000

0.2

diluarea globulinelor

500 750 1000

Fig. 6. Rezultatele optimizarii AIE in trei etape de incubare.
OD- valoarea densitatii optice. Sp.i.—sucul plantelor infectate, s.p.S.—sucul plantelor sanditoase.

Rezultate analogice au fost obtinute cu utilizarea imunoglobulinelor separate din antiserurile
la citre VSLM cu aplicarea 1n calitate de sorbent a Sefarozei activate cu BrCN si Proteina A si a

conjugatului pregatit in baza lor.
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Paralel sa efectuat un experiment la efectuarea AIE in varianta cu 2 etape de incubare. Sensul
acestei variante constd in incubarea conjugatului impreund cu extractul sucului vegetal dupa
sensibilizarea microplatelor cu imunoglobuline. In aceasti variantd au fost aplicate aceleasi
diludri a imunoglobulinelor, conjugatului si a sucului vegetal si acelasi solutii-tampon ca in
varianta AIE in trei etape. Parametrii densitatii optice obtinuti in finala variantei din doua etape a
AIE nea determinat de a concluziona irationalitatea utilizarii variantei AIE in doud etape pentru

diagnosticarea VSLM (Fig.7).

0.8

diluarea conjugatului

M s.p.i.1:500

M s.p.i.1:750

i s.p.i.1:1000

M s.p.s.1:500

M s.p.s.1:750

oD 500 750 1000 diluarea is.p.s.1:1000
imunoglobulinelor

Fig. 7. Rezultatele optimizarii AIE in doua etape de incubare.
OD- valoarea densitatii optice. S.p.i. —sucul plantelor infectate, s.p.s.—sucul plantelor sandtoase.

In asa fel, incercarea diferitor variante de efectuare a analizei imunoenzimatice au
demonstrat ca pentru obtinerea rezultatelor sigure diagnostica tulpinii moldovenesti a VSLM este
necesar de efectuat conform variantei sandvici a AIE, cu executarea urmatoarelor etape:

1. Sensibilizarea microplatelor cu imunoglobuline la diluarea 1:1000.

2. Utilizarea sucului vegetal in proportie de 1:10.

3. Incubarea conjugatului cu diluarea de 1:750.

Incubarea la toate trei etape se efectueaza timp de 3 ore la temperatura de +37°C la termostat.
diferitor tesuturi si organe a plantelor infectate si termenilor de colectare a lor pentru diagnostic
VSLM in procesul de testare.

In baza rezultatelor obtinute, noi am determinat termenii calendaristici a colectarii mostrelor

pentru diagnostica veritabila a VSLM prin metoda AIE in sistema materialului saditor devirozat.

Datele obtinute sunt demonstrate in tabela 2.
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Tabela 2. Diagnostica VSLM conform termenilor in
tesuturile plantelor pomicole prin metoda AIE

Tesuturile studiate Ly (v v ve (vl (VI [ IX [ XX | XTI
Muguri germinati + |+ |+

artificial

Muguri germinati + +

natural

Petale N

Scoarta si frunzele + |+ |+

lastarilor in crestere

activa

Muguri in repaos - - - .- -

Din datele tabelei se vede ca aplicarea metodei AIE este posibild numai 1n prima jumatate a
anului astronomic cu utilizarea tesuturilor susnumite a plantelor pomicole,a analizei
imunoenzimatice in trei etape cu dilutiile recomandate a imunoglobulinelor, conjugatului si
sucului vegetal si a regimurilor de incubare.

4.2. Optimizarea metodei de microscopie imunosorbent electronica (MISE) pentru
diagnostica VSLM

In baza cercetirilor noastre a fost metodica captarii specifice a particulelor virotice prin
metoda de microscopie electronica imunosorbenta, elaborata.

Finalizand seria de experimente pentru optimizarea metodei MISE cu utilizarea
tesuturilor indicatorilor infectati, noi am inceput prepararea acestui virus in direct din tesuturile
plantelor pomicole infectate. Preparatele sau pregatit cu utilizarea solutiei-tampon cu adausuri,
care a fost aplicatd la prepararea virusului studiat din sucul proaspdt a indicatorilor erbacee.
Utilizarea acestei solutii-tampon a asigurat depistarea a particulelor virotice a VSLM in
extractele din tesuturile mugurilor germinate artificial, petalele florilor in numar majorat, petiole
si frunze, lastari in crestere activd, fructe si scoarta lastarilor de 1-2 ani pe parcursul anului.
Ulterior la diagnostica VSLM prin metoda MISE in calitate de solutie-tampon pentru extractie a
fost utilizata solutie Na/K-fosfat 0,05M cu pH-7,2-7,8 cu adaos de 0,01% sulfit de sodiu si acid
ascorbic. In baza rezultatelor cercetirilor efectuate identificarea VSLM prin metoda MISE se
propune de a se efectua conform urméatoarei scheme [6]:

- diluarea antiserului in solutie-tampon 0,01M Na/K fosfat cu pH-7,2-7,4;
- acoperirea plaselor preparative cu antiser diluat si incubarea la temperatura +37°C in camere
umede timp de 30 de minute;

- spalarea preparatelor cu 3 picdturi de solutie-tampon 0,01M Na/K fosfat cu pH-7,2-7,4;
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- transferul plaselor pe extractul vegetal si incubarea pe parcursul a 30 minute 1n aceleasi conditii
(omogenizarea tesuturilor vegetale se efectueaza cu utilizarea solutii-tampon fosfat 0,05M Na/K
cu pH-7,2-7,8 cu adaus 0,01-0,02% sulfit de sodiu si acid ascorbic);

- spalarea preparatelor cu solutie-tampon Na/K-fosfat 0,01M cu pH-7,2-7,4 si incubarea pe
antiserul cu aceiasi diluare pe parcursul a 30 minute in aceleasi conditii;

- spalarea preparatului cu 6-8 picaturi de apa distilatd, contrastarea lui cu solutie de 2-3% de

uranilacetat si vizualizarea lui la microscopul electronic (Fig. 8).

Fig. 8. Particulele VSLM in preparatul din suc proaspat a marului infectat. Majorarea x18000.

Metodica optimizata sa utilizat pe larg la selectarea clonelor sanatoase, candidatilor la
clone devirozate si de asemenea in lucrarile de testare a mostrelor speciilor pomicole in
plantatiile-mama «Prebaza», «Bazay, si «Certificaty.

in baza rezultatelor obtinute noi am creat planul calendaristic de testare a VSLM in
sistema de producere a materialului sdditor devirozat. Testarea clonelor initiale si retestarea
plantatiilor-mama pentru ramuri-altoi si portaltoi se propune de a se efectua in urmatorii termeni
calendaristici (Tab.3).

Tabela 3. Termenii calendaristici de diagnosticare
a VSLM prin metoda MISE
Tesuturile studiate Luna testarii

112(3(4(5|/6(7[8]|9|10|11 |12

Frunzele lastarilor in crestere + |+ |+
activa
Petalele florilor + |+
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Scoarta lastarilor de 1-2 ani sl W e ol el e e ol ol e e o B o e

Fructele + |+ |+

Conform informatiei prezentate in tab. 3, identificarea VSLM prin metoda MISE 1n scoarta
lastarilor de 1-2 ani poate fi efectuatd pe parcursul intregului an astronomic la frunzele lastarilor
in crestere activa testarea se poate efectua din luna mai pana in luna iulie, din petale in lunile
aprilie-mai si pe fructe testarea se poate efectua din luna iulie pand in luna septembrie.

4.3. Optimizarea metodei reactiei in lant a polimerazei pentru diagnostica VSLM

Utilizand setul comercial pentru extragerea acidului ribonucleic total a firmei QIAGEN
(GB) noi am efectuat extragerea ARN din materialul vegetal, si anume din frunzele Nicotiana
occidentalis 37B si din fructele Virginia crab infectate cu VSLM. Rezultatele obtinute de noi nu
au fost valabile pentru lucrdrile ulterioare pentru efectuarea reverstranscriptazei a reactiei in lant
a polimerazei din cauza concentratiei joase de ARN total extras. La extragerea ulterioard a ARN
total noi am aplicat azotul lichid la stadia de omogenizare a mostrelor vegetale.

Utilizarea azotului lichid a asigurat majorarea cantitatii de ARN extras si utilizarea lui la

lucrarile ulterioare pentru efectuarea reverstranscriptarii a reactiei in lant a polimerazei (Fig. 9).

Fig. 9. Extragerea ARN din mostre cu utilizarea azotului lichid.

1-Nicotiana occidentalis 37B. 2-Virginia crab.
Dupa extragerea ARN total noi am efectuat TR-RLP cu utilizarea praimerilor,
recomandati de firma producétor a seturilor diagnostice.
Vizualizarea rezultatelor TR-RLP sa efectuat prin metoda electroforezei orizontale in

gelul de agaroza. Rezultatul TR-RLP sunt reflectate in figura 10.
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Fig. 10. Rezultatele TR-RLP, a tulpinilor moldovenesti a VSLM.
Dupa cum se vede in desenul 10 mostrele 2-3 au demonstrate pozitive.

Dupa obtinerea antiserului catre VSLM, sa hotarat de a efectua extragerea antigenului (
virusului) din materialul vegetal prin metoda «Immunocapture» pentru utilizarea ulterioara la
efectuarea reverstranscriptiei a reactiei in lant a polimerazei.

Rezultatele extragerii antigenului din mostre prin metoda «immunocapture» sunt

reprezentate in (Fig. 11).

1 2 3 4

Fig. 11. Separarea antigenului din mostre cu utilizarea metodei «immunocapture».
1. 10/21 Renet Simirenco. 2. Virginia crab. 3. 3/53/20 N. occidentalis 37B. 4. Morton 4/6.
Figura 11demonstreaza ca VSLM lipseste doar in mostra 1.
Rezultatele obtinute dupa «immunocapture» au fost utilizate pentru efectuarea transcriptiei
reversibile a reactiei in lant a polimerazei cu utilizarea praimerilor.
5" — ATGTCTGGAACCTCATGCTGCAA - 3" (8869-8895).
5" - TTGGGATCAACTTTACTAAAAAGCATAA —37(9211-9238).

Rezultatele electroforezei sunt prezentate in (Fig. 12).

19



Fig. 12. Rezultatele TR- RLP cu utilizarea metodei «immunocapture».

Fragmentul nostru 370 p. b. pe banda Ne3 este mostra 3/53/20 VSLM extras din
Nicotiana occidentalis 37B .

Utilizarea metodei «immunocapture» a demonstrat, cd pentru efectuarea reactiei calitative
a RLP nu este obligatorie utilizarea setului pentru extragere a ARN total.

Calcularea eficacitatii economice a utilizarii metodei «Immunocapture».

Noi am efectuat calcularea eficacitatii economice a extragerii antigenului cu utilizarea
metodei «immunocapture». Ca date despre costurile seturilor sau folosit preturile firmelor
comerciale a producatorilor Bioreba si Qiagen.

Asa setul pentru extragerea ARN total a firmei Qiagen RNeasy Mini Kit pentru 50 de
extrageri costa 285,72 § SUA. (13.09.2015). Cursul dolarului SUA fata de leul moldovenesc este
de 19,54 lei pentru 1 dolar.

Proportia cursurilor valutare constituie 21.56/19.54 si este egal 1.103.
In asa fel, 285.72$ SUA sunt egali cu 259.03 Euro.
Costul unei extrageri constituie 5.18 Euro ori 111.68 lei.

Costul unui set IgG pentru 500 de analize constituie 113 Euro (13.09.2015). Cursul euro
fata de leul moldovenesc constituie 21.56 lei pentru 1 euro.
Costul unei analize constituie 0,226 euro ori 4.87 lei.

Reiesind din aceste date eficacitatea economica a aplicdrii metodei immunocapture
constituie diferenta de 22.9 ori. In asa fel separarea antigenului cu utilizarea metodei
immunocapture este de 22.9 mai ieftind decat extragerea ARN total cu utilizarea seturilor

comerciale.
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CONCLUZII GENERALE SI RECOMANDARI
Concluzii generale

S-au colectat tulpinile virulente a VSLM si sau transferat pe indicatorii lemnosi si
erbacee Nicotiana occidentalis 37 B.

S-a obtinut preparatul purificat a VSLM si sau pregatit antiseruri cu o specificitate inalta
cu titlul 1:1800; 1:2048;.

A fost optimizat diagnosticul virusului SLM prin analiza imunoenzimatica. Pentru
scopuri practice este recomandatd variantd sandvici a analizei imunoenzimatice cu
urmatoarele regimuri de executare: a) incubarea imunoglobulinelor timp de 3 ore la
temperatura +37°C; 6) incubarea mostrelor testate timp de 3ore la temperatura +37°C; B)
incubarea conjugatului 3 ore la temperatura +37°C.

Pentru depistarea veritabild a VSLM diluarile optimale a imunoglobulinelor sunt 1:1000;
a conjugatului 1:750 si a extractului vegetal a plantelor pomicole 1:10.

Este optimizat diagnosticul VSLM prin aplicarea metodei microscopiei imunosorbent
electronice si s-au determinat conditiile si termenii calendaristici pentru testarea VSLM
prin aceasta metoda.

S-a optimizat metoda reactiei in lant a polimerazei pentru diagnosticul VSLM. Pentru
prima data in Republica Moldova a fost adaptatd metoda «immunocapture» pentru
extragerea VSLM din extractul vegetal.

S-au efectuat calculele eficacitatii economice la aplicarea metodei «immunocapture» cu
utilizarea antiserului autohton. Utilizarea acester metode reduce costul extragerii
antigenului de 22.9 ori.

Metodele optimizate sunt utilizate in sistema de certificare a materialului saditor de specii

semincere din Republica Moldova.
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Recomandari practice

1. Antiserul cu specificitate inaltd catre VSLM obtinuta in rezultatul cercetarilor si setul
diagnostic pregdtit in baza lui este recomandat pentru utilizare in pepinieritul pomicol
pentru obtinerea clonelor initiale, testarea plantatiilor mama si controlul starii
fitosanitare a pomilor altoiti produsi de specii pomicole semincere conform sistemei de
certificare a materialului saditor aprobata in Republica Moldova.

2. Pentru diagnosticarea VSLM sunt recomandate doud metode imunologice AIE si MISE,
termenii calendaristici a aplicarii lor cu indicarea organelor si tesuturilor plantelor care
asigurd o testare sigurd a virusului studiat.

3. Pentru prima datd in Republica Moldova sa optimizat si sa recomandat in lucrarile
pentru obtinerea clonelor devirozate si testarea VSLM metoda molecular-genetica a
reverstranscriptazei de reactie in lant a polimerazei.

4. S-a recomandat pentru efectuarea extragerii antigenului din extractul vegetal metoda
«immunocapture». Aceasta metoda a reverstranscriptazei de reactie in lant a polimerazei
se va utiliza la testarea clonelor devirozate initiale. Aplicarea metodelor optimizate de
diagnosticare a VSLM va asigura accelerarea procesului de transfer a pepinieritului
pomicol al Republicii Moldova in baza materialului saditor devirozat.

BIBLIOGRAFIA

Calasean I. 5. a. Pepinierit Pomicol doar in baza Materialului devirozat. In: Pomicultura,
Viticultura si Vinificatia, Chisinau, 2012, nr 2, p. 9-10.

Hotarirea Guvernului nr. 415 din 21.06.2013. Pentru aprobarea Normei privind producerea,
controlul, certificarea si comercializarea materialului de inmultire si de plantare fructifer. In:
Monitorul Oficial al Republicii Moldova, 28.06.2013, nr. 136-139.

Legea Republicii Moldova cu privire la pomiculturdi Nr.728-XIII din 06.02.96. In:
Monitorul Oficial al Republicii Moldova, 21.03.1996, nr.17-18/188.

Kanamsa FO. u qp. Co3manue u coqepikanune 0e3BUPYCHOTO reHO(OHIa CEMEUKOBBIX MOPO/T
B Pecniybnmuke Moinnosa. B: Marepuanst VII MexayHapoaHoil KOH(pEpEeHIIMH MO TeMe:
«buopecypcsl u Bupyce», Kues, (Ykpauna), 2013, c. 73.

Kanamsn 0. u ap. ®@utocaHuTapHbBIl KOHTPOJIb B CHCTEME CEPTH(PHUKALUU IUIOJOBOIO
MUTOMHUKOBOJICTBA. B: Protectia plantelor, realizari si perspective, Chisinau, 2004, p.78-79.
[Tpomantok JI.H. JImarHocTuka Bupyca sSIMYAaTOCTH JIPEBECHMHBI SIOJOHHM METOIOM

oJIMMepa3Ho-1enHoi peakiuu. B: Pomicultura, Viticultura si Vinificatia, 2015, nr.5-6,p.42-43.

22



7. Tlponmantok JIL.H. u np. Onenka 3apakeHHOCTH COPTOB M THOPHIOB SIOJIOHU JATCHTHBIMH
BUpyCaMH B KOJUIEKIIMKA Hay4HO-IpaKTHUECKOT0 MHCTUTYTA CaJJOBOACTBA, BAHOTIPAIapCTBa U
nmumieBbIX TexHojoruii. B: IlmomosoncTBo m sromoBoactBo Poccuu, 2013, Tom XXXVI,
gacTth 2, c. 110-111.

8. Certification scheme. Virus-free or virus-tested fruit trees and rootstocks. Part III: testing
methods for viruses of fruit trees present in the EPPO region. In: EPPO Bulletin, 1992, nr.
22, p. 265-277.

9. EPPO certification scheme for fruit trees, including almond. In: Bulletin OEPP/EPPO
Bulletin, 06/2008, vol. 27(4), p. 571 - 579.

10. F.A. van der Meer. Observations on the etiology of some virus diseases of apple and pear. In:
Akta Horticulturae, 1986, nr. 193, p. 73-74.

11. Yanase H. A. and Koganezawa H. New Type of Elongated Virus Isolated from Apple Trees
Containing the Stem Pitting Agent. In: Plant Dis, 1990, nr. 74, p. 610-614.

LISTA PUBLICATIILOR LA TEMA TEZEI
Articole In reviste de circulatie nationala, categoria C:
1. Calasean 1., Cernets A., Zemcic E., Luchita V., Covalenco G., Prodaniuc L., Colibaba N.,

Calagean N. Pipinierit Pomicol doar in baza Materialului devirozat. Pomicultura, Viticultura si

Vinificatia, Chisinau, 2012, nr. 2, p.9-10. ISSN 1857-3142.

2. Iponantok JI.H. O6cnenoBanue kosnekuuu si010oHu Hayuno-IIpaktuueckoro WMHcTHTyTa

Ca,Z[OBO,[[CTBa, BI/IHOFpaI[apCTBa n IIumeBpix TexHooOruii Ha HaIM4YHE BUpYyCa AMYATOCTH

npeBecuHsl si01oHu. Pomicultura, Viticultura si Vinificatia, 2014, nr. 3. ISSN 1857-3142.
3. Ilpomantox JILH. JluarHocTMka BuUpyca SMYAaTOCTH JPEBECUHBI SOJOHU METOJO0M
noJIMMepa3Ho-1lenHoi peakiuu. Pomicultura, Viticultura si Vinificatia, 2015, nr. 5-6, p. 8-9.

ISSN 1857-3142.

Articole In reviste de circulatie internationala:
4. Kalashyan Yu., Chernets A., Lukitsa V., Prodaniuc L., Kalashyan N. The Cherry Leaf Roll
Virus (CLRV) on Walnut in the Republic of Moldova. BICHUK KwuiBchkoro HarioHaJIbHOTO
yHiBepcuteTy iMeHi Tapaca IlleBuenka, 2011, nr.59, c. 14-15. ISSN 1728-3817.

5. Kamamsun 10., Yepuen A., Jlykuna B., Ilpomantox JI., Kamamsn H., Ilomumyxk B.,
bynzanusckas WM. Bupyc smuatoctu apeBecunbl si610HM B MongoBe. Bectuk Kuesckoro
HallMOHAJILHOTO yHUBepcuTeTa uMeHu Tapaca IlleBuenko, 2012, nr. 62, c. 61-64. ISSN 1728-3817

6. Ilpomantok JI.H., Kanamsn O.A., Yepnen A.M., bykapuyk B.®., Jlykuna B.M. Onenka

3apakeHHOCTH COPTOB M THOPHIOB SIOJOHM JIATEHTHBIMH BUpycaMH B KoJulekuuu Haydwno-

23


http://www.researchgate.net/journal/1365-2338_Bulletin_OEPP_EPPO_Bulletin
http://www.researchgate.net/journal/1365-2338_Bulletin_OEPP_EPPO_Bulletin

NPAaKTUYECKOr0 HWHCTUTYTa CaJ0BOJICTBA, BHUHOIPAAAPCTBA M THIIEBBIX  TEXHOJOTHIA.
ITnonoBonactTBo u srogoBoactBo Poccun, 2013, Tom XXXV, 1.2, c. 110-111. ISSN: 20734948

7. Kanaursta 1O., Yepnen A., Jlykuna B., IIpogantok JI. Co3nanue u conepikanue O€3BUPYCHOTO
reHooHIa ceMEUuKOBBIX mopona B Pecryomuke MomnmoBa. Matepuansl VII MexayHapoaHoi
KoH(pepeHuu 1o Teme: «buopecypcesl u Bupyce», Kues,(Ykpauna), 2013, p.73.

8. Kalashyan Yu., Chernets A., Zemchic E., Lukitsa V., Prodaniuc L., Kovalenko G., Kalashyan
N., Gendov N. The phytosanitary sertification system of the fruit tree nurseries in Moldova.
Information bulletin IOBS EPRS, 2014, nr. 46, p. 54-56.

9. Kalashyan Yu., Chernets A., Lukitsa V., Prodaniuc L., Juraveli A. Plum hybrids susceptibility
to sharka in the conditions of Moldova. The X international Congress of Geneticists and

Breeders. Republic of Moldova, Chisinau, 2015, p. 84. ISBN 978-9975933-56-8.

Materiale si rezumate ale comunicarilor stiintifice:
10. Kanamsan FO., YUepnen A., Marep M., [Ipogantok JI. durocanutapHsiii KOHTPOJIb B CUCTEME
cepTU(UKAIMK TUIOI0OBOTO NMHUTOMHUKOBOJCTBA. Protectia plantelor, realizari si perspective,
Chisinau, 2004, p.78-79.
11. Kanamsia FO., Yepnen A., Jlykuna B., Ilpomanrok JI., Xypasens A. IlpenBapurenbHbie
pe3ynbTaThl CENeKIMH CIUBbI Ha YCTOMYMBOCTH K BUpyCy Mmapku. WHdopmannoHHbIN

oromnerens BITPC MOBB, nr. 41, Kummnes, 2012, ¢. 454-457.

24



ADNOTARE

Prodaniuc Leonid —«Diagnosticul virusului strierii lemnului marului in sistemul de
certificare a materialului saditor pomicoly, teza de doctor in stiinte biologice, Chisinau, 2016.

Structura tezei: introducere, 4 capitole, concluzii generale si recomandari, bibliografie
din 164 titluri, 25 de desenuri, 12 tabele, 16 anexe, 100 de pagini de text de baza. Rezultatele
obtinute sunt publicate in 11 lucrari stiintifice.

Cuvinte-cheie: virus, strierea, mar, optimizarea, metode, specii semincere, testare,
certificare.

Domeniul de studiu: Protectia plantelor.

Scopul tezei: Perfectionarea si optimizarea metodelor de diagnosticare a virusului strierii
lemnului marului, si aplicarea lor in sistema de certificare a materialului saditor pomicol de
specii semincere, conform standardelor europene de certificare.

Obiectivele cercetarii: depistarea si identificarea tulpinilor virulente a virusului strierii
lemnului marului. Determinarea reactiei indicatorilor erbacee la transferul virusului strierii
lemnului marului pe ei. Optimizarea metodicii de purificare a acestui virus. Obtinerea antiserului
diagnostic catre virusul strierii lemnului marului. Perfectionarea si optimizarea metodelor de
diagnosticare a virusului strierii lemnului marului. Implementarea metodelor optimizate de
diagnosticare 1n sistema de certificare a materialului saditor pomicol de specii semincere.

Noutatea stiintifica: Pentru prima datd in Moldova a obtinut un antiser cu specificitate
inaltd cu capacitatea de a depista VSLM prin metoda analizei imunoenzimatice. Sa optimizat
metoda reactiei in lant a polimerazei pentru diagnosticarea VSLM, in baza anticorpilor obtinuti
s-a efectuat metoda “immunocapturare” sau determinat termenii calendaristici de depistare a
VSLM.

Problema stiintifici solutionatid constd in argumentarea stiintificd a procedeelor
metodologice, axate spre perfectionarea si optimizarea metodelor de diagnosticare a virusului
SLM in sistema de producere a materialului saditor devirozat. In baza rezultatelor studierii
specificitatii antiserelor obtinute, perfectionarii metodelor optimizate si determindrii termenilor
calendaristici pentru efectuarea testdrii virusului SLM, sau elaborate, perfectionat si aplicat
metodele optimizate In sistema de certificare a materialului sdditor devirozat de specii semincere.

Importanta teoretica a lucrarii: consta in elaborarea si perfectionarea metodelor, sigure
de diagnosticare a virusului SLM pentru testarea si retestarea materialului saditor pomicol ceia
ce va fi la baza teoretica, a metodelor expres detestare a altor doud, viroze latent a marului.
Perfectionarea si optimizarea metodelor de diagnosticare va permite de a rezolva un sir de sarcini
teoretice §i practice pentru transferul pepinieritului, pomicol la normele internationale de
certificare.

Valoarea aplicativa a cercetarilor: Datele experimentale obtinute permit a recomanda
utilizarea metodelor optimizate in lucrarile pentru obtinerea clonelor devirozate cu scopul
transferului pepinieritului Republicii Moldova in baza materialului devirozat si normelor
internationale de certificarea.

Implementarea rezultatelor stiintifice: au fost implementate in Laboratorul de
virusologie al ISPHTA, unde sunt utilizate pe larg la lucrdrile pentru obtinerea clonelor
devirozate, si in gospodariile republicii SRL ,,Surinmih”, SRL,,GelnacrAgro”, GT ,,Melnic loana
Feodor”, GT ,,Cebotari Feodor Mihail”, GT ,,Ghilinschii Dumitru” in pepinierele speciilor
semincere.
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AHHOTALUA

IIponanok Jleonun. «/JluarHocTuka BHUpyca SIMYATOCTH JpPeBeCHHbI SI0JIOHH B
cucremMe cepTUuGUKALMU MOCAAOYHOI0 MaTepHaia INVIOAOBBLIX KYJIbTYp», JUCCEpTalldsd Ha
COMCKaHHE YYEHOU CTEICHH JIOKTOpa OMoornyeckux Hayk, Kumunés, 2016.

Ctpykrypa auccepranuu. Beenenue, 4 rinaBel, oOme BHIBOABI U pekoMeHamwu, 100
CTpaHMIIAX OCHOBHOTO TeKcTa, 164 OGubauorpaduueckux UCTOUHUKA, 25 PUCYHKOB, 12 Tabmui u
16 mpunoxxenuii. Pe3ynabTaTel onmydaukoBansl B 11 HaydHBIX paboTax.

KiroueBble cjioBa: BHpYC, SMYaToCTbh, SIOJOHS, ONTUMHU3AIMUSA, METOMAbBI, CEMEUYKOBBIC
MOPO/Ibl, TECTUPOBAHUE, CEPTUPUKALIHS.

ObaacThb Uccae0BaHMM. 3alIUTa pACTCHUMN.

Heab padoThl. YcoBeplIEHCTBOBaTh U ONTUMH3UPOBATh METO/AbI JUArHOCTHKU BHpYyca
SAMYaTOCTU JAPEBECHUHBI SIOOHM U MPUMEHHTh HUX B CHUCTeME cepTHU(UKALUU IUI0JOBOTO
MOCaJI0OYHOT0  MaTepuala CEMEUYKOBBIX KYJIbTYp, COIJIACHO €BPOMNEHCKUM CTaHJapTaM
cepTuduKalm.

3agauu uccjaegoBaHuii. BoisiBUTH U UIeHTUGUIIUPOBATH BUPYJICHTHBIC IIITAMMBI BUpYCa
AMYATOCTU JipeBecUHbl 5010HU. OnpeaenuTh peaklUHi0 Ha IEPEeHOC BHpyca SMYaTOCTH
JPEBECHHBI SI0JIOHU Ha TPABSIHUCTHIC HHIUKATOPBI. ONTUMHU3UPOBATh METOJMKY OUYMUCTKH BHpYCa
SAMYATOCTH JpEBECUHBl 500HU. Pa3paboTaTh QMArHOCTUYECKYIO AHTHUCHIBOPOTKY K BHPYCY
SAMYATOCTHU JIPEBECUHBI SI0OJIOHU. Y COBEPIIEHCTBOBATh U ONTUMU3UPOBATh METO/IbI TUArHOCTUKU
BHpYCa sIMYAaTOCTU JPEBECUHBI S0I0HN. BHEPUTH ONTUMU3UPOBAHHBIE METO/IbI TUATHOCTHKY B
CUCTEMY CepTU(UKAIINH IIJI0JOBOTO MMOCAI0YHOT0 MaTepraia CeMEYKOBBIX KYIbTYP.

HoBu3na wucciaenoBanuii. Briepeeie B MonoBe MpHUroToBIIEHA BBICOKOCTICHU(UIHAS
AHTHUCBIBOPOTKA, crocoOHas BeIABIATE BUpyc SIS meronom MDA. OntuMusupoBaH MeTO[
[TIP nns nuarHoctuku Bupyca /IS, Ha 0a3e MPUTOTOBIEHHBIX JUArHOCTUYECKUX AHTUTEN
npoBea€H MeTo ] «Immunocapturey», pa3paboTaHbl KaJeHIapHble CpokU BhisiBiieHus BSJIA.

Pemiennasi BakHasih HayyHas npodjeMa COCTOMT B HayyHOM OOOCHOBaHMHU
METOJIOJIOTUYECKUX TOJIXOJ0B, HANpPABICHHBIX HAa YCOBEPIIEHCTBOBAHHE M ONTHUMHU3ALIMIO
MeTofoB JuarHoctukd — BSJISI B cucreme mnpou3BoACTBa O€3BHPYCHOIO IOCAJOYHOTO
marepuaia. Ha OCHOBaHMM pe3y/lbTaTOB HCCIEAOBAaHUNA CHEUU(UYHOCTH TOJIYYEHHBIX
AQHTHCBIBOPOTOK, YCOBEPIIEHCTBOBAHUS ONTHUMH3UPOBAHHBIX METOAOB U onpeeneHus
KaJeHJapHBIX CpPOKOB IpoBeaeHus TectupoBanus B, yro mno3Bommio paspaboTats,
YCOBEPIICHCTBOBAaTh M TMPUMEHUTh ONTHUMH3UPOBAHHBIE METOJbI B CHUCTEME CEPTHU(PHUKALUU
0e3BHPYCHOT0 MOCaA0YHOI0 MaTepraga CEMEUKOBBIX KYJIbTYP.

Teopernueckoe 3HaueHHe PadOTBI COCTOMT B pPa3pabOTKE M YCOBEPIICHCTBOBAHUH
HaJAEKHBIX METOJIOB JMAarHOCTHKH BHpYyCa SIMYATOCTH JIPEBECUHBI SIOJIOHU, AJI TECTUPOBAHUS U
pPETeCTUPOBAHUS  IUJIOJIOBOTO  IOCAJ0YHOrO MaTepuana, 4YTO TMOCIYKUT B  KauecTBe
TEOPETUYECKONH OCHOBBI JKCIIPECC METOJIOB TECTUPOBAHUSA JIBYX JIPYIMX JIATEHTHBIX BHUPYCOB
0JI0HU. Y COBEpPUICHCTBOBAHNWE U ONTHMHU3ALUS METOIOB JMATHOCTUKH MO3BOJIUT PEIIUTH P
TEOPETUYECKUX M MPAKTHYECKUX 3aJad [0 NEPEeBOAY IIJIOJOBOIO INHUTOMHHKOBOJCTBA Ha
MEXyHAPOIHbIE HOPMBI CEPTH(PHUKAIINH.

IIpakTnyeckass 3HAYMMOCTB: TOJYyYEHHBIE DKCIEPHUMEHTAIbHbIE JTAHHBIE MO3BOJISIOT
pPEKOMEH/I0BaTh MPHUMEHEHHE ONTHMHM3MPOBAHHBIX METOJOB B paboTax IO MOJYyYCHHIO
0e3BHUPYCHBIX KJIOHOB C II€JIbIO IMEpPeBOJa MUTOMHHUKOBOJICTBA PECHyONMKH Ha OE3BUPYCHYIO
OCHOBY U MEXIYHapOAHbIE HOPMBI CEPTUDUKAIIH.

BHeapenue Hay4HbBIX pe3yJbTaTOB: BHEAPEHbHI B Ja0OpaTOPUM BUPYCOJIOTUU
HITUCBUIIT u mupoko NMpuUMEHSIOTCS B paboTax Mo TMOJYYeHHI0 OE3BHPYCHBIX KJIOHOB, U B
xo3siictBax pecrmyomuku: SRL ,,Surinmih”, SRL ,,GelnacrAgro”, GT ,,Melnic loana Feodor”,
GT ,,Cebotari Feodor Mihail”, GT ,,Ghilinschii Dumitru” B THTOMHHKaX CEMEUYKOBBIX KYJIbTYP.
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ABSTRACT

Prodaniuc Leonid. “Diagnostics of the Apple stem pitting virus in the certification
system of the fruit planting material *

Thesis for the degree of Doctor in Biological Sciences, Chisinau, 2016, consists of the
introduction, four chapters, the main conclusions and recommendations, bibliography of 164 sources.
The work is presented on 100 pages of the main text; it contains 12 tables, 25 figures and 16
supplements. The results within the dissertation were published in 11 scientific articles.

Key words: virus, pitting, apple, optimization, methods, fruit seed species, testing,
certification

Domain of research: Plant protection.

Aim of research: To improve and optimize the diagnostics methods of the Apple stem
pitting virus and apply them in the system of fruit seed planting material certification according
to the European certification standards.

Objectives: Isolation and identification of the virulent strains of the apple stem pitting virus.
Determination of the reaction on the apple stem pitting virus transmission to the herbal
indicators. Optimization of the apple stem pitting virus purification method. Elaboration of the
diagnostic antiserum for the apple stem pitting virus. Improving and optimization the apple stem
pitting virus diagnostic methods. Implementation of the optimized diagnostic methods in the
system of certification of fruit seed planting material.

Scientific originality. For the first time in the Republic of Moldova the highly specified
antiserum, which is capable to determine ASPV using ELISA method, is prepared. The PCR
method for ASPV diagnostics is optimized. The method «Immunocapture», based on the
obtained diagnostic antibodies is carried out. The calendar dates for the ASPV determining are
elaborated.

The important solved scientific problem consists in the scientific substantiation of
methodological approaches of the elaboration and optimization of the ASPV diagnostics
methods in the system of production of the virus-free planting material. The results of the study
of the obtained antiserums specificity, the implementing of the optimized methods and the
determination of the calendar terms of the testing for the ASPV presence allowed to elaborate,
improve and apply the optimized methods in the system of the fruit seed species virus-free
planting material certification.

The theoretical significance consists in the elaborating and improving of the reliable
methods of the apple stem pitting virus diagnostics, testing and re-testing of the fruit planting
material, which serve as a theoretical basis for rapid testing methods of the other two latent apple
viruses. Improvement and optimization of diagnostic methods will allow solving a number of
theoretical and practical problems of transferring fruit nursery on the international certification
standards.

The practical significance of the work. The obtained experimental data allow
recommending the utilization of the optimized methods for getting the virus-free clones in order
to transfer the Republic’s nursery on the virus free basis and the international certification
standards.

Implementation of scientific results: the obtained results are implemented in the
Laboratory of Virology (PSIHFP) and are widely used in the virus-free clones obtaining and in
the farmers SRL ,,Surinmih”, SRL ,,GelnacrAgro”, GT ,,Melnic loana Feodor”, GT ,,Cebotari
Feodor Mihail”, GT ,,Ghilinschii Dumitru” and in the fruit seed species nurseries.
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