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@CO ADER 4.1.3. Studiul impactului prunului transgenic rezistent la Plum pox potyvirus
F = asupra organismelor nevizate si evaluarea stabilitatii rezistentei si a performantelor
< agronomice ale acestuia in contextul protejarii mediului si a sanatatii consumatorilor.
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Plan Sectorial ADER

ADER 4.1.3/06.10.2015

e Titlul proiectului: Studiul impactului prunului transgenic rezistent la Plum pox potyvirus
asupra organismelor nevizate si evaluarea stabilitatii rezistentei si a performantelor
agronomice ale acestuia in contextul protejarii mediului si a sanatatii consumatorilor.

* Valoarea proiectului: 762.500 lei
 Valoare faza 1/2015: 162.850 lei

 Perioada de derulare a proiectului: 06.10.2015-31.12.2018
* Perioada fazei 1/2015: 06.10.2015-15.12.2015

Finantator: Ministerul Agriculturii si Dezvoltarii Rurale (MADR)
Contractor: Statiunea de Cercetare-Dezvoltare pentru Pomicultura Bistrita (SCDP Bistrita)
* Director de proiect: Dr. Ing. Zagrai loan

Partener: Universitatea de Stiinte Agricole si Medicina Veterinara Cluj-Napoca (USAMV
Cluj) - P1

* Responsabil P1: Prof. Univ. Dr. Marghitas Liviu ALexandru




Virusul Plum pox (PPV)
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Foto 1. Cdderea prematurd a fructelor Foto 2. Deformarea fructelor

Foto 3. Necrozd in pulpd

Virusul Plum pox (PPV) care produce boala denumita Sharka, este cel mai distructiv agent
patogen viral al speciilor pomicole sdamburoase, deoarece provoaca grave pierderi de
productie (pana la 100% la soiurile sensibile), in principal prin caderea prematura a fructelor
(Foto 1), dar si deprecieri calitative prin deformarea fructelor (Foto 2), necroze in pulpa
(Foto 3), dezechilibre intre zahar si aciditate, fructele devenind practic improprii consumului.

Virusul Plum pox a fost identificat pentru prima oara in Bulgaria in 1918, iar apoi s-a
raspandit progresiv pe tot continentul European, iar mai tarziu si pe celelalte continente,

devenind astfel o problema de interes mondial.




Prunul transgenic — potential de combatere eficienta a PPV

Nu exista nicio metoda curativa de combatere in livada a
virusului Plum pox.

Este aproape unanim acceptat ca obtinerea unor soiuri de
prun cu adevarat rezistente la PPV si cultivarea lor pe scara
larga ramane principala strategie de lupta eficienta impotriva
acestui periculos patogen.

Prunul transgenic HoneySweet, rezultat al biotehnologiei,
pare sa reprezinte o solutie pentru limitarea impactului PPV
in special in tarile endemice, cum este si cazul Romaniei.




Faza: 1 Termen de finalizare: 15.12.2015

1.0biectivul proiectului vizeaza ,studiul potentialului utilizarii prunului transgenic in combaterea eficienta a
virusului Plum pox, in contextul reducerii poluarii mediului de abuzul utilizarii pesticidelor si a efectului neutral
asupra organismelor nevizate”.

2.Rezultate preconizate pentru atingerea obiectivului:

Obtinerea de date privind potentialul impact al transgenelor inserate in prunul modificat genetic asupra
populatiilor indigene de afide vectoare;

Analiza comparativa a preferintei albinelor pentru prunii transgenici si conventionali;
Date privind potentialul productiv si calitativ al prunului transgenic in conditiile endemice de PPV din Romania;

Evaluarea stabilitatii si durabilitatii rezistentei prunului transgenic in conditii de presiune de infectie naturala
cu PPV si obtinerea de fructe libere de virus;

Evaluarea posibilitatii de reducere a numarului de tratamente fitosanitare necesare combaterii vectorilor in
scopul producerii de prune cu mai putine reziduuri de inecticide;

Realizarea unei brosuri cu informatii utile referitoare la prunul transgenic;
Recomandari pentru politica nationala referitoare la OMG-urile cu insert similar prunului transgenic.

3.0biectivul fazei 1:

Elaborare model experimental si metodologie de lucru.

4.Rezultate preconizate pentru atingerea obiectivului fazei 1:

Elaborarea schemei campului experimental dupa un design statistic si descrierea metodologiei de lucru
conform practicilor internationale.




Elaborare schema camp experimental

Pentru prima etapa (faza 1/2015) s-a prevdzut si .
realizat integral activitatea privind elaborarea
schemei campului experimental dupa un design A
statistic si descrierea metodologiei de lucru (Al1.1) o e LA
conform practicilor internationale.

Experientele in camp sunt organizate in cadrul unui - - r =
lot experimental care contine atat pruni transgenici, o 5
cat si pruni conventionali, ceea ce permite o analiza a2 3 23 3
comparativa (conventional-transgenic) care sa
conduca la atingerea obiectivelor asumate. - T

Lotul experimental, infiintat in primavara lui 2013, 45 35
contine 56 de pomi, din care: 24 pruni transgenici -
(soiul HoneySweet), 24 pruni conventionali (12 pomi i3 35 15 is

din soiul Renclod Althan si 12 din soiul Stanley), 4 T s T &
pomi din specia Prunus cerasifera si 4 pomi din - )
specia Prunus spinosa. Lotul este construit dupa un a3 33 23 13
design statistic cu 12 blocuri a cate patru pomi
fiecare (doi pruni transgenici — soiul Honey Sweet +
doi pruni conventionali — soiurile Stanley si Renclod 42 32

Althan). - - A
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Metodologia de lucru elaborata pentru intreaga perioada de derulare a
proiectului cuprinde trei piloni de baza, dupa cum urmeaza:

Studiul potentialulului impact al transgenelor inserate in prunul modificat
genetic asupra populatiilor indigene de afide vectoare si stabilirea preferintei
albinelor pentru prunii transgenici si conventionali. Activitatile presupun:

— Monitorizarea afidelor vectoare pe durata perioadei de vegetatie;

— Evaluarea comparativa a preferintei albinelor pentru prunii transgenici si
conventionali.

Stabilirea potentialului productiv si calitativ al prunului transgenic HoneySweet
in conditiile reducerii numadrului de tratamente fitosanitare necesare combaterii
vectorilor. Activitatile presupun:

— Evaluarea potentialul productiv si calitativ al fructelor ;
— Determinari privind compozitia chimica a fructelor;
— Efectuarea unui numar mai redus de tratamente cu insecticide.

Evaluarea stabilitatii si durabilitatii rezistentei prunului transgenic in conditii de
presiune de infectie naturala cu PPV. Activitatile presupun:

— Evaluarea starii fitovirale;

— Evaluarea stabilitatii si durabilitatii mecanismului de rezistenta al prunului
transgenic.




Schema sintetica de realizare a proiectului

Pentru fiecare din
cele trei etape ramase (2 -
2016, 3 - 2017 si 4 - 2018)
se va aplica o metodologie
de lucru structurata pe baza
celor trei piloni mentionati
anterior, astfel:

2015

A 1.1. Elaborare model experimental si metodologie de lucru (CP).

2016-2018
A 1. Studiul potentialulului impact al transgenelor inserate in prunul
modificat genetic asupra populatiilor indigene de afide vectoare si
stabilirea preferintei albinelor pentru prunii transgenici si

conventionali (CP).

A 2. Evaluarea potentialului productiv si calitativ al prunului transgenic
HoneySweet 1in conditiile reducerii numarului de tratamente

fitosanitare necesare combaterii vectorilor (CP, P1).

A 3. Evaluarea stabilitatii si durabilitatii rezistentei prunului transgenic

in conditii de presiune de infectie naturala cu PPV (CP).

A 4. Diseminare, exploatare a rezultatelor (CP, P1).



Instrumente, echipamente, software utilizate pentru realizarea proiectului

SCDP Bistrita detine un laborator de virusologie dotat cu echipamente
performante si resursa umana specializata in cercetari de virologie si
biosecuritate, unde vor fi efectuate analizele serologice (DAS/TAS-
ELISA) si moleculare (IC-/RT-PCR) de diagnostic viral, precum si tehnica
de monitorizare a afidelor (Sticky shots).

USAMV Cluj-Napoca detine un laborator de control al calitatii
produselor apicole si personal specializat pentru efectuarea analizelor
biochimice la fructe (aciditate titrabila, spectrul glucidic, vitamina C,
cenusa, umiditate, lipide, proteine, minerale, polifenoli, etc).




Tehnicile si metode care vor fi utilizate pe parcursul derularii acestui proiect

a). Tehnici serologice de diagnostic viral

Tehnica enzimei legata de antigen sau
prescurtat prin initialele ELISA (Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay) este utilizata in mod
larg pentru detectarea rapida a fitovirusurilor.
Exista multe variante ale testului de baza, insa
cea mai folosita metoda este tehnica Double
Antibody Sandwich sau prescurtat prin initialele
DAS (Clark si Adams, 1977). Principiul metodei
este ca 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) realizdndu-se evidentierea
virusului. Aceasta reactie de culoare se poate
detecta prin intermediul unui fotometru, a carui
intensitate este direct proportionala cu
concentratia virala. Proba in cauza se poate
considera infectata daca valoarea extinctiei
depaseste media controalelor sanatoase de
doua ori (Maxim si colab 2003).
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Pentru diagnostic serologic se pot folosi atat antiseruri
policlonale, cat si monoclonale wuniversale. Pentru
identificarea suselor virale se utilizeaza antiseruri
monoclonale specifice. Varianta TAS/DASI-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., 2006.



b). Tehnici moleculare de diagnostic viral

Tehnica PCR (Polymerase Chain Reaction) permite o detectare rapida, specifica si
sensibila, care se poate aplica pentru o arie larga de agenti patogeni virali (Wetzel si
colab., 1991, Hadidi si colab., 1995). Reactia PCR este un proces enzimatic, care
realizeaza amplificarea exponentiala a moleculei de ADNc tinta. Prin intermediul
tehnicii PCR, ARN-ul nu se poate amplifica direct. De aceea, pentru diagnosticarea
virusurilor se foloseste tehnica RT-PCR (PCR de tip reverstranscriptional).

Transcrierea ARN viral in ADNc (ADN complementar) este realizata de catre o enzima
denumita reverstranscriptaza. Pentru realizarea detectarii trebuie izolat ARN total sau
ARN viral. Desi are mare sensibilitate in comparatie cu tehnica ELISA, metoda are un
dezavantaj, si anume ca atat izolarea acizilor nucleici cat si amplificarea sunt mai
costisitoare. De aceea, pentru analiza unui numar foarte mare de probe, se recurge
adesea doar la tehnica DAS-ELISA.



Tn cazul tehnicii IC-RT-PCR se poate elimina izolarea ARN, folosind unui antiser specific viral (Wetzel
si colab., 1992). Primul pas este asemanator testului ELISA, probele sunt pregatite, iar virusul
existent in extractul vegetal se leaga de antiserul fixat in prealabil pe peretii interiori ai tubului PCR
(immunocapture - IC). Ulterior, odata cu degradarea proteinei capsidale si transcrierea ARN, ADN
complementar se poate amplifica in mod similar tehnicii anterioare.
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c) Tehnici de monitorizare pentru afide

Afidele vectoare vor fi monitorizate utilizand metoda ‘Sticky Shot’
(Avinet si colab., 1993; Cambra si colab., 2000; 2004; Marroquin si colab., 2004).

d). Analize biochimice la fructe

Analizele biochimile la fructe vor fi efectuate de catre P1 (USAMV Cluj) intr-un laborator acreditat, echipat cu
aparatura performanta, ce consta in: termometru digital, balanta tehnica, balanta analitica, centrifuga cu racire,
microscop, ultrapurificator, bidistilator, extractor in faza solida, agitator, pH-metru, baie termostatata cu
indicator de temperatura (de sonicare), rotavapor, pipete semiautomate, analizor multiparametru,
refractometru, lichid cromatograf, gaz cromatograf, termocycler, hota cu flux laminar, linie de elctroforeza,
transiluminator, autoclave.




Concluzii

In prima fazd a fost realizat integral obiectivul, respectiv
activitatea cuprinsa in Planul de realizare, si anume Al1.1 -
Elaborare model experimental si metodologle de lucru,
documentarea stiintifica fiind focalizat3 pe realizarea unui
plan coerent, care sa duca la indeplinirea sarcinilor asumate.



