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(57) Rezumat:

Inventia se refera la protectia vitei-de-vie, si anume la combaterea bolilor fitoplasmatice.

Conform inventiei, se propune aplicarea amestecului de triclorura de hexaamina de cobalt(III) si
1,10-fenantrolina, luate intr-un raport respectiv de 1:2, in calitate de produs contra bolii Bois noir la vita-
de-vie.
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Descriere:

Inventia se referd la protectia vitei-de-vie, si anume la combaterea bolilor fitoplasmatice.

Fitoplasmele sunt bacterii patogene ale plantelor cu localizare limitata in cadrul floemului. Bolile
asociate cu fitoplasmele vitei-de-vie sau ,,ingalbinirile vitei-de-vie” au fost documentate in majoritatea
regiunilor in care se cultiva vita-de-vie la nivel mondial. Cele mai importante boli de acest gen din
principalele zone viticole sunt Flavescence dorée (FD) si Bois noir (BN).

Flavescence dorée (FD) este cea mai importantd boala fitoplasmica a vitei-de-vie din tarile
europene, care provoaca pierderi catastrofale de pana la 100% in cazul epidemiilor severe. Simptomele
bolii sunt similare cu cele asociate altor boli cauzate de fitoplasme la vita-de-vie si implica in majoritatea
cazurilor declinul plantei, rularea frunzelor, struguri zbarciti, lastari imaturi si Inrogirea sau ingalbenirea
frunzelor la soiurile rosii sau albe, respectiv.

Boala fitoplasmatica Bois noir (BN) provoaca pierderi majore a roadei si a devenit recent un
obstacol in calea dezvoltarii durabile a sectorului viticol din Republica Moldova. inmultirea plantelor
infectate in pepiniere contribuie in mare méasura la raspandirea bolii pe distante lungi.

O caracteristica criticd a infectiilor fitoplasmatice ale vitei-de-vie este dereglarea organelor
generative, in urma careia roada de pe lastarii afectati este absenta, sau slaba, ceea ce afecteaza semnificativ
cantitatea si calitatea recoltei. O altd caracteristicd a fitoplasmozelor vitei-de-vie este cd lastarii anuali
bolnavi nu se matureaza de la baza pana sus si degenereaza odata cu aparitia temperaturilor scazute, ceea
ce afecteaza in cele din urma longevitatea butucilor vitei-de-vie. Daca nu se iau masuri de protectie la timp
asupra surselor de raspandire a infectiei fitoplazmatice, boala se raspandeste in mod epifitotic si in decurs
de cativa ani infecteaza 70-100% din butucii de vita-de-vie din plantatii.

in prezent, in Moldova nu exista plantatii-mama de viti-de-vie altoitd. Coarda de viti-de-vie pentru
producerea butasilor altoiti este recoltatd din plantatii industriale de vita-de-vie care au un grad diferit de
infectare cu boli fitoplasmatice. In acest caz, este posibil sa fie obtinuti butasi infectati initial, a caror
utilizare la infiintarea plantatiilor de vitd-de-vie contribuie la formarea de noi focare de boala. Perioada
lungd de incubatie a acestei boli (pana la 3 ani) face posibila plantarea unei vii cu material infectat si
identificarea bolii abia dupa cativa ani.

in prezent nu exista metode eficiente cunoscute pentru combaterea bolilor fitoplasmatice ale vitei-
de-vie. La plantele afectate, este posibila remisia simptomelor.

Termoterapia cu apa calda (t=50°C, 45 de min) a vitei-de-vie este utilizatd ca metoda de prevenire
a raspandirii bolilor de etiologie fitoplasmatica. Una dintre proprietatile fitoplasmelor este sensibilitatea la
caldura, ceea ce face posibila utilizarea termoterapiei in tratamentul plantelor afectate [1].

Dezavantajul: doar materialul de inmultire de inalta calitate poate fi tratat nemijlocit inainte de
plantare, iar materialul vegetal tratat necesita o ingrijire speciald. Toate recomandarile protocolului trebuie
respectate cu strictete. Totodatd, ignorarea oricareia dintre precautiile enumerate in descrierea procedurii ar
putea duce la pierderi semnificative ale materialului sdditor. Este important de subliniat cd dezavantajul
acestei metode este o intarziere in dezvoltare de 10-12 zile si riscul de deteriorare a mugurilor, ceea ce
afecteaza viabilitatea butasilor.

Doar antibioticele din grupul tetraciclinelor au demonstrat capacitatea de a suprima simptomele si
multiplicarea fitoplasmei (Bertaccini Assunta. Containment of Phytoplasma-Associated Plant Diseases by
Antibiotics and Other Antimicrobial Molecules. 2021, Gasit Internet:
https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC8614762 ).

Cu toate acestea, in prezent este dificil sé se realizeze eradicarea completa a fitoplasmei din plante.
Mai mult, utilizarea antibioticelor este interzisa in multe tari pentru scopuri agricole (V. O. Stockwell et al.
Use of antibiotics in plant agriculture. Rev. Sci. Tech. 2012, 31, 199-210. doi:10.20506/rst.31.1.2104), din
motivul cd acestea pot deveni periculoase pentru oameni cu timpul. Din aceste motive, au fost selectate
molecule care nu sunt clasificate ca antibiotice pentru a evalua daca acestea reduc direct sau indirect
prezenta si simptomele fitoplasmei la plantele infectate. Utilizarea substantelor alternative antibioticelor,
cum ar fi inductorii de rezistentd, in cAmp deschis, este dificila. Sistemele in vitro ar putea fi o metoda
eficientd pentru a produce germoplasma libera de fitoplasme, care sa fie multiplicatd in continuare in
conditii protejate impotriva insectelor inainte de utilizarea in cdmp deschis. Aceastd strategie reduce
impactul asupra mediului al insecticidelor/pesticidelor in gestionarea bolilor asociate cu fitoplasmele.

Este cunoscutd clorura de hexaamind de cobalt(IIl), un compus complex disponibil comercial si
medicament cunoscut sub numele de Cohex, un antiviral, care actioneaza asupra virusului Sindbis (SINV)
(J. B. Delehanty et al. Antiviral properties of cobalt(l1l)-complexes. Bioorg. Med. Chem. 2008, 16, 830-
837, doi: 10.1016/j.bmc.2007.10.022) si a adenovirusului, virusului imunodeficientei umane (HIV) si
tulpinii Zaire Ebola (ZEBOV) (E. L. Chang et al. Hexamminecobalt (I11) Chloride as a Broad-Spectrum
Antiviral Complex. J. Antivir. Antiretrovir. 2011, 3, 020-027, doi:10.4172/jaa.1000030).
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Proprietatile compusului triclorurd de hexaaminocobalt(IIl) bis(1,10-fenantrolind) trihidrat cu
formula [Co(NH3)s]Cls-2(phen)-3H,20 ca inhibitor al dezvoltarii cancerului de vitd-de-vie au fost stabilite
prin testarea efectului inhibitor al cresterii bacteriei Rhizobium (Agrobacterium) vitis (MD 4725 B1
2020.11.303).

Utilizarea acestui compus ca produs pentru eliminarea si suprimarea bolilor cauzate de fitoplasme
la vita-de-vie nu a fost descrisa in literatura de specialitate.

Mai este cunoscut compusul 1,10-fenantrolina: producator - Sima-Aldrich, >99%, numarul CAS
66 71-7, care are formula empiricdi Ci12HgN, masa moleculard 180,21 si temperatura de topire 117°C
(https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/aldrich/131377?lang=en&region=RO).

1,10-Fenantrolina implicdA mai multe proprietati structurale si chimice atragatoare: rigiditate,
planeitate, aromaticitate, bazicitate, capacitate de chelare. Acest lucru il face un material de pornire versatil
pentru chimia organicd sinteticd, anorganica i supramoleculard. Se cunoaste cd poate fi utilizat la
elaborarea diferitor reagenti biorganici (P. G. Sammes et al. 1,10-Phenanthroline: a versatile ligand. Chem.
Soc. Rev., 1994, 327-334, doi: 10.1039/CS9942300327).

Derivatii de fenantrolind sunt adaptati pentru a furniza produse chimice utilizate in scopuri destul
de diferite cum ar fi erbicide, sonde analitice sau farmaceutice. Este cunoscut cd proprietatile 1,10-
fenantrolina (o-fenantrolind) - o substantd organicd inruditd cu compusii condensati heterociclici, ca
inhibitor al dezvoltarii cancerului de vita-de-vie au fost stabilite prin testarea efectului inhibitor al cresterii
bacteriei Rhizobium (Agrobacterium) vitis (MD 1459 Y 2020.10.31).

Utilizarea acestui compus ca produs pentru eliminarea si suprimarea bolilor cauzate de fitoplasme
la vita-de-vie nu a fost descrisa in literatura de specialitate.

In prezent, in practica de protectie a plantelor nu existi preparate pentru actiune directd asupra
agentilor patogeni ai acestui tip de boli. Directia principala in lupta impotriva bolilor virale, fitoplasmatice
si bacteriene este producerea si propagarea de clone de vita-de-vie libere de aceste boli.

Lipsa substantelor chimice utile in lupta impotriva acestei boli a condus la faptul ca in Republica
Moldova boala este larg raspandita si apare in toate ariile de cultivare a vitei-de-vie. Problemele legate de
combaterea acestei boli sunt in prezent relevante pentru viticultura.

Problema pe care o rezolva prezenta inventie consta in extinderea arsenalului de substante care pot
fi utilizate ca produs pentru eliminarea si suprimarea bolilor fitoplasmatice la vita-de-vie.

Esenta inventiei consta in faptul ca se propune aplicarea amestecului de triclorura de hexaamina
de cobalt(III) si 1,10-fenantrolina, luate intr-un raport respectiv de 1:2, in calitate de produs contra bolii
fitoplasmatice Bois noir la vita-de-vie.

Rezultatul tehnic al inventiei constd in combaterea si profilaxia bolii fitoplasmatice Bois noir la
vita-de-vie, cu un amestec simplu de obtinut si aplicat, cu un pret redus.

Inventia se explica prin tabelele 1 si 2 si desenul din figura, care reprezinta:

e Tabelul 1: Efectul tratamentului cu produsul revendicat asupra bolilor cu fitoplasma la vita-de-
vie (FD/BN);

e Tabelul 2: Primerii pentru amplificarea fragmentului cu lungimea 830 pb la prima etapa PCR
si 720 pb la etapa a doua PCR;

e Figura: Amplificarea fragmentului cu lungimea 830 bp la prima etapa PCR (nu se evidentiaza
prin electroforeza) si 720 bp la etapa a doua nested PCR (apare un fragment intensiv in regiunea 720 bp in
cazul elimindrii incomplete a BN) cu perechile de primeri BN. Sunt demonstrate rezultatele de eliminare a
BN la trei esantioane din cinci testate dupa termoterapie si eliminarea a BN la patru esantioane din cinci
testate dupa chimioterapie. Marcherii moleculari cu dimensiunile fragmentelor sunt plasati pe partea stanga
si urmeaza controlul pozitiv BN si controlul negativ BN.

Procedeul de obtinere al acestui preparat este usor si clar in executare, substantele initiale sunt
accesibile. Preparatul revendicat este stabil in contact cu aerul, solubil bine in apa, etanol si
dimetilsulfoxida.

Exemplu de preparare a solutiei.

S-au amestecat o solutie continand clorurd de hexaamina de cobalt(IIl) (0,2 mmol; producitor —
Sigma-Aldrich, numar CAS: 10534-89-1) in 10 mL apa si 1,10-fenantrolind (0,4 mmol; producator —
Sigma-Aldrich, numér CAS: 66-71-7) in 10 mL etanol si s-au adaugat 30 mL dimetilsulfoxid.

Metoda de tratare antifitoplasmatica.

Pentru prima data, a fost efectuatd o comparatie a eficacitatii diferitelor metode, inclusiv metoda
termo- si chimioterapiei pe acelasi material (proba, genotip, clond). Diferentele in eficacitatea metodelor
de vindecare termo- si chimioterapie au fost determinate prin metoda nested-PCR utilizata pentru detectia
prezentei fitoplasmei agentului cauzal al bolii innegrirea lemnului de vitd-de-vie in probele studiate din
soiul Chardonnay.
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Probe pozitive cu BN au fost identificate din probele de control din experiment. Un control pozitiv
si unul negativ au fost prelevate din probele infectate §i sdndtoase analizate pentru prezenta BN. Acizii
nucleici totali au fost izolati din parti de lastari intregi (vita-de-vie lemnoasa) utilizdnd protocolul de
extractic CTAB (E. Angelini, et al. Vitis, 2001, 40, 79—-86, doi:10.5073/vitis.2001.40.79-864). Primerii
utilizati pentru prima etapa de amplificare au fost regiunea 16 SrXII: STOL11f2/STOL11r1, pentru a doua:
STOL11f3/STOL11r2 (X. Daire et al. European Journal of Plant Pathology, 1997, 103, 507-514,
doi:10.1023/A:1008641411025) (Tabelul 2). Produsii PCR au fost separati prin electroforeza in gel de
agaroza, colorati cu bromura de etidiu si vizualizati intr-un transiluminator cu lumina ultravioleta.

Pentru termo- si chimioterapie s-au folosit probe prelevate de pe o viti-de-vie. in acest scop, din
parcela experimentala s-au prelevat corzi din plante cu simptome de fitoplasma, fiecare continand 12-15
muguri. Din coardd s-a tdiat butagi cu doi muguri in jumadtate pentru experimentul de termo- si
chimioterapie. Inainte de termoterapie, butasii au fost inmuiati in apa timp de 24 de ore. Termoterapia s-a
efectuat cu apa fierbinte la 50°C timp de 45 de minute.

Chimioterapia s-a efectuat fara inmuiere prealabila in ap4, tratamentul cu solutia preparatului, care
contine triclorura de hexaamina de cobalt(III) si 1,10-fenantrolina in concentratie de 0,1%, s-a efectuat prin
inmuierea butasilor cu doi muguri timp de 42 de ore. Dupa terapie, probele au fost testate pentru prezenta
agentului patogen (Figura 1).

In baza datelor obtinute s-a constatat ci tratarea butasilor de viti-de-vie cu solutia preparatului
propus elimind si suprima boala fitoplasmatica innegrirea lemnului.

Avantajele oferite de inventie: preparatul revendicat este stabil in contact cu aerul, bine solubil in
apa, etanol si dimetilsulfoxida.

Aplicarea practica a rezultatelor obtinute este promititoare pentru ameliorarea starii vitei-de-vie si
in scopuri preventive pentru a evita raspandirea materialului afectat de Bois noir in timpul inmultirii in
pepiniere.

Tabelul 1
Varianta Soi Numarul de | Rezultat (test PCR)
esantioane

FD BN

1 Chardonnay 3 1 2

Control 2 Chardonnay 5 2 3
3 Chardonnay 3 3 0

Total 11 6 5
1 Chardonnay 3 0 2

Termoterapie | 2 Chardonnay 5 0 0
3 Chardonnay 3 0 0

Total 11 0 2
1 Chardonnay 3 1 1

Chimioterapie | 2 Chardonnay 5 2 0
3 Chardonnay 3 3 0

Total 11 6 1

“Diagnostic prin metoda oficiala franceza DUPLEX NESTED END-POINT PCR, MOAQO6A-1b,
pentru detectarea Flavescence dorée (FD) si Bois noir (BN).

Tabelul 2
Primeri Secvente baze Referinte Lungime
denumire
1-amplificare - STOL - 16 SrXII (BN) pereche de primeri specifici grupei
STOL11f2 5-TATTTTCCTAAAATTGATTGGC-3" | Daire et al., 1997
STOL11rl 5-TGTTTTTGCACCGTTAAAGC-3’ doi: 830 bp
10.1023/A:1008641411025
2-amplificare - STOL -16 SrXII (BN) pereche de primeri specifici grupei
STOL11f3 5’-ACGAGTTTTGATTATGTTCAC-3’ Clair et al., 2003
STOL11r2 5’>-GATGAATGATAACTTCAACTG-3’ | doi: 720 bp
10.5073/vitis.2003.42.151-
157
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(56) Referinte bibliografice citate in descriere:
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(57) Revendicari:

Aplicarea amestecului de triclorurd de hexaamina de cobalt(III) si 1,10-fenantrolina, luate intr-un
raport respectiv de 1:2, in calitate de produs contra bolii fitoplasmatice Bois noir la vita-de-vie.

Agentia de Stat pentru Proprietatea Intelectuala
str. Andrei Doga, nr. 24, bloc 1, MD-2024, Chisiniiu, Republica Moldova
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