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Abstract. In the process of obtaining grapevine clones free from viral diseases and bac-
terial cancer, there are often cases where protoclones, seemingly healthy, well-develo-
ped, and with high yields, are found to be latently infected with bacterial cancer. This
disease is most caused by agrobacteria from the genus Allorhizobium vitis and some-
times by Agrobacterium tumefaciens, and it is one of the most destructive diseases for
grapevines from an economic perspective. The bacterial pathogen exists systemically in
grapevines and spreads through infected propagation material. In the present study the
Triplex End-Point PCR method was used for accurate and rapid identification of patho-
genic strains of agrobacteria. One-year-old mature vines from 6 varieties and forms of
grapevines were taken for the research. Microbiological testing on Roy & Sasser semi-
selective medium showed that five of the six plants tested were positive for Agrobac-
terium spp. infection. The positive tested samples were subjected to PCR testing. The
presence of PehA gene, which is used to identify Allorhizobium vitis and to differentiate
it from Agrobacterium tumefaciens, was confirmed in all tested samples. The virF and
virD regions associated with the production of nopalins, octopins and vitopns were
also detected. The test results suggested that the method allows for the reliable detec-
tion of pathogenic cultures carrying the tumor-inducing plasmid. The obtained results
contribute to the development of strategies to combat bacterial cancer infections and
improve phytosanitary selection practices for grapevine propagation material.

Keywords: Grapevines; Bacterial cancer; Allorhizobium vitis; Agrobacterium tumefaci-
ens; PCR.

Rezumat. in procesul de obtinere a clonelor de vita de vie libere de boli virale si de
cancer bacterian, adesea se observa cazuri in care plantele, aparent sanatoase, bine
dezvoltate si cu o productie ridicata, se dovedesc a fi infectate latent cu cancer bacteri-
an. Aceasta boala este cauzata cel mai des de agrobacterii din genul Allorhizobium vitis
si uneori de Agrobacterium tumefaciens si este una dintre cele mai distructive boli, din
perspectiva economica, pentru vita de vie. Patogenul bacterian exista sistemic in vita
de vie si se raspandeste prin materialul de propagare infectat. In prezentul studiu a fost
utilizata metoda PCR Triplex End-Point pentru identificarea precisa si rapida a tulpinilor
patogene de agrobacterii. Pentru realizarea cercetarilor au fost prelevate vite mature
de un an de la 6 soiuri si forme de vita de vie. Testarea microbiologica pe mediul se-
miselectiv Roy & Sasser a demonstrat ca cinci dintre cele 6 plante testate au prezentat
rezultate pozitive pentru infectia cu Agrobacterium spp. Loturile testate pozitiv au fost
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transferate la etapa investigatiei prin metoda PCR. In toate probele testate a fost con-
firmata prezenta genei PehA (466 bp), care serveste pentru identificarea bacteriei Allor-
hizobium vitis si pentru diferentierea ei de Agrobacterium tumefaciens. De asemenea
s-au detectat regiunile virF (382 bp) si virD (320 bp) asociate cu productia de nopaline,
octopine si vitopine, ce servesc drept sursa de nutrienti pentru bacterii. Rezultatele
testarilor au sugerat ca metoda permite detectarea fiabila a culturilor patogene purta-
toare de plasmida inductoare de tumori. Rezultatele obtinute contribuie la dezvoltarea
strategiilor de combatere a infectiilor cu cancer bacterian si la imbunatatirea practicilor
de selectie fitosanitara a materialului de multiplicare viticol.

Cuvinte-cheie: Vita de vie; Cancer bacterian; Allorhizobium vitis; Agrobacterium tumefa-
ciens; PCR.

INTRODUCERE

Bacteriile fitopatogene reprezinta un pericol permanent pentru sanatatea plante-
lor, producand boli care duc la diminuari importante ale productiei. Cancerul bacterian
este o boala cronica a vitei-de-vie, fiind cauzata de bacterii din genurile Allorhizobium,
uneori din Agrobacterium si, mai rar, din Rhizobium (Mousavi et al.,, 2015). Vita-de-vie
poate fi infectata atat de tulpini patogene, fara sa manifeste simptome pana la mo-
mentul afectarii plantei (Allorhizobium vitis+Ti, unele tulpini de Agrobacterium tume-
faciens+ Ti), cat si de tulpini nepatogene (ALl vitis si A. tumefaciens libere de plasmida
pTi) (Mousavi et al., 2015). Formele patogene pot cauza daune care perturba sistemul
vascular al vitei-de-vie (Kawuguchi, 2013; Bini et al., 2008), iar simptomele cancerului
bacterian sunt identificate ca supracresteri ce apar sub forma ,galelor” (tumorilor) pe
partile aeriene ale plantei, care se manifesta, in general, pe lemnul multianual (Figurile
1A, 1B). Cancerul bacterian este o boala sistemica, astfel Tncat toate organele plantei
sunt infectate (Kuzmanovic et al., 2018). Plantele afectate de cancerul bacterian au o
productie de fructe scazuta, colorare clorotica sau rosie a frunzelor, cresterea si dez-
voltarea intarziate si, in conditii climatice nefavorabile (ierni geroase, secete), pot pieri,
cauzand rarirea prematura a plantatiilor (Figura 1C). In Republica Moldova, boala afec-
teaza vita-de-vie in toate zonele de cultivare.

Patogenitatea tulpinilor este determinata de o plasmida mare inductoare de tu-
mori, numita pTi, care, in timpul infectiei, transfera o parte din ADN-ul pTi in celula
gazdei, unde devine integrata stabil Tn genomul plantei (Schell & Montagu, 1977). Plas-
mida pTi contine gene pentru exprimarea tumorii si gene care codifica formarea de
opine, cum ar fi nopaline, vitopine, octopine, ce servesc drept sursa de nutrienti pentru
bacterii (Burr et al., 1988; Dessaux & Faure, 2018). in Republica Moldova, pana recent,
identificarea tulpinilor era efectuata prin metoda microbiologica, timp de 5-7 zile, pana
la nivel de gen, iar natura patogena a culturii obtinute, adica prezenta sau absenta plas-
midei pTi, era confirmata printr-un biotest pe plantele indicator - discuri de morcovi
(Daucus carota), plante tinere de Kalanchoe (Bryophyllum daigremontianum), cu durata
de 3-5 saptamani (Paulus et al., 1989). Aceste metode sunt putin eficiente, necesitand
mult timp pentru cultivare si identificare. De asemenea, confirmarea naturii patogene a
organismului selectat prin biotestele pe plante poate fi complicata si supusa erorilor de
interpretare. In prezent, la nivel global, identificarea exacta a prezentei plasmidei pTi se
face prin aplicarea metodei numita reactia in lant a polimerazei (PCR), bazata pe tehnici
de biologie moleculara, care ofera sensibilitate si specificitate crescute in comparatie
cu tehnicile microbiologice traditionale si care are o durata scurta, de doar 2 zile (Haas
et al., 1995; Bini et al., 2008; Eastwell et al., 1995).
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Figura 1. Simptomele cancerului bacterian: A, B - pe tulpini de vita-de-vie;
C - planta moartd; D - pe butas altoit in scoala de vita-de-vie

In procesul de obtinere a clonelor de vita-de-vie libere de boli virale si de cancer
bacterian sunt frecvente cazurile n care protoclonele, care par sanatoase din punct de
vedere vizual, bine dezvoltate si cu productie mare, sunt de fapt infectate, latent, cu
cancer bacterian. Testele efectuate in perioada 2006-2013, prin metoda microbiologica,
arata ca procentul plantelor afectate de cancerul bacterian a crescut anual si a variat
de la 0,2 la 12% pentru soiul Sauvignon si de la 0,6 la 18% pentru Cabernet Sauwgnon
(Bonpapuyk et al., 2014). Tn perioada 2019-2023 au fost testate 118 plante, rezultate po-
zitive Tnregistrandu-se la 26-44% din cazuri (Dubceac, 2023). Lipsa simptomelor vizibile
ale cancerului bacterian la vita-de-vie infectata poate fi constatata in doua cazuri: fie
agrobacteriile care au infectat planta nu sunt patogene, fie conditiile pentru formarea
tumorilor nu au fost indeplinite. Este de mentionat ca boala se manifesta in special in
urma unor conditii meteorologice specifice, cum ar fi temperaturile scazute in timpul
ingheturilor si caderea de grindina, care pot provoca rani la nivelul plantelor de vi-
ta-de-vie. Schimbarile climatice observate in ultimele decenii au dus la o reducere a
frecventei ingheturilor in Republica Moldova, rezultand in absenta manifestarilor evi-
dente ale bolii in aceste conditii. Cu toate acestea, este important de subliniat ca boala
ramane prezenta intr-o forma latentd, ceea ce inseamna ca agentii patogeni pot persista
in plantele de vita-de-vie fara a provoca simptome evidente. Aceasta poate reprezenta o
amenintare latenta si poate aparea in mod activ atunci cand conditiile devin favorabile.
De aceea, reproducerea vegetativa a plantelor bolnave duce la producerea de material
saditor infectat si infiintarea de plantatii deja afectate, contribuind astfel la raspandirea
ulterioara a bolii (Figura 1D). Pentru a preveni raspandirea cancerului bacterian este ne-
cesar ca toamna, dupa caderea frunzelor, sa se efectueze inspectarea plantatiei si sa fie
marcate si inlaturate tufele cu simptome vizibile ale bolii. Starea fitosanitara a plantelor
ramase trebuie verificata prin testarea pentru prezenta cancerului bacterian. Astfel, se
reduce numarul de plante bolnave care intra in procesul de multiplicare si se stabileste
o strategie pentru manipularea cu coardele colectate in vederea producerii butasilor al-
toiti de vita-de-vie (Lehoczky, 1968; llemaHoBa & bep6ep, 1976). Prin urmare, gestionarea
si monitorizarea continua a cancerului bacterian al vitei-de-vie raman esentiale pentru a
preveni aparitia si raspandirea bolii, chiar si in conditii climatice in schimbare.

Scopul lucrarii este de a implementa si valida metoda PCR pentru identificarea
precisa si rapida a tulpinilor patogene, inclusiv All. vitis si A. tumefaciens, in cadrul se-
lectiei fitosanitare a vitei-de-vie. Obiectivele includ obtinerea culturilor de agrobacterii
din vita-de-vie infectata, detectarea ADN-ului patogen din probele obtinute, precum si
diferentierea intre tulpinile patogene si nepatogene.
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MATERIALE $I METODE

Prelevarea probelor. Probele au fost prelevate in perioada 2022-2024. Au fost ana-
lizate 6 probe. Materialul de prelevare l-au constituit vite maturate de un an din urma-
toarele soiuri/forme: Basarabia A 36(37), 112-13-66 (CC-1V-3), IV-32-75 (V 26), BU-24-6-4,
Apiren roz (CC-1V-21), Meleag 11-19-7.

Izolarea ADN-ului. ADN-ul a fost izolat din colonii de bacterii din Agrobacterium
spp selectate pe mediul Roy & Sasser (Roy & Sasser, 1983) timp de 7 zile la 27°C. Coloni-
ile au fost suspendate cu o bucla sterila intr-un ml de apa ultra-purificata, iar suspensia
a fost transferata intr-o eprubeta de 1,5 ml. ADN-ul a fost izolat prin lizarea probelor la
95°C timp de 10 minute.

Analiza PCR. Izolatele agrobacteriene au fost studiate prin metoda clasica de reac-
tie in lant a polimerazei (PCR). Lucrarea a fost efectuata cu markeri ADN pentru genele
pehA, virF si virD. Studiul pentru identificarea moleculara a agrobacteriilor a fost reali-
zat folosind kitul comercial ,,PCR Agrobacterium vitis”. Acest kit de diagnostic, dezvoltat
de Qualiplante, permite distingerea intre All. vitis si A. tumefaciens si identificarea tul-
pinilor nevirulente. Diagnosticarea PCR a fost efectuata conform protocolului furnizat
de producator (Kawuguchi, 2013) disponibil pe website-ul Qualiplante.

Markeri de ADN. Au fost utilizati trei markeri (M) de ADN cu lungimi cuprinse intre
100 si 10.000 de perechi de baze.

Gel de agaroza. Electroforeza a fost realizata in gel de agaroza cu o concentratie
de 2%.

REZULTATE $I DISCUTII

In cadrul lucrarilor fitosanitare au fost evidentiate 6 soiuri si forme de vita-de-vie
din plantatiile experimentale de soiuri ale Institutului Stiintifico-Practic de Horticultura
si Tehnologii Alimentare, cu o varsta de peste 30 de ani. Plantele selectate, vizual bine
dezvoltate, cu o crestere anuala bogata si fara simptome ale cancerului bacterian, au
fost incluse in procesul de selectie clonala si fitosanitara si, respectiv, au fost testate
pentru infectii latente cu boli virale si cancer bacterian. Pentru realizarea studiului au
fost prelevate vite in varsta de un an. Compozitia soiurilor, adresele in camp si rezulta-
tele testarii sunt prezentate in tabelul 1.

Tabelul 1. Rezultatele testarilor la prezenta bacteriei din Agrobacterium spp
prin metoda microbiologica

Nr. Soi, elita Adresa in camp Re;lilit;tbeil:kt)eg?‘t:irii
1 Basarabia A 36(37) Pozitiv

2 112-13-66 CC-IV-3 Pozitiv

3 IV-32-75 V -26 Pozitiv

4 BU-24-6-4 IV -32 Negativ

5 Apiren roz CC-IV-21 Pozitiv

6 Meleag 11-19-7 Pozitiv

Materialul vegetal a fost testat prin metoda microbiologica pe mediul semiselectiv
Roy & Sasser (1983). Izolatele au fost incubate timp de 7 zile la 27°C, dezvoltand colonii
albe, convexe, lucioase, cu un centru rosu (Figura 2).
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Figura 2. Coloniile de bacterii de tip Agrobacterium spp
pe mediul semiselectiv Roy, Sasser

Dupa cum se poate observa din tabelul 1, cinci dintre cele sase plante testate au
prezentat rezultate pozitive pentru infectia cu Agrobacterium spp. Plantele infectate au
fost cele ale soiurilor Basarabia, Apiren roz, Meleag si ale formelor de selectie 112-13-66
si IV-32-75. Forma de selectie BU-24-6-4 a aratat rezultat negativ pentru Agrobacterium
spp. Cu toate acestea, asa cum s-a mentionat anterior, la momentul colectarii coardelor
nu s-au observat formatiuni de tip gale sau urme ale acestora pe tufe. Absenta simp-
tomelor ar putea fi explicata fie prin nepatogenitatea agrobacteriilor, fie prin absenta
conditiilor care sa declanseze formarea tumorilor. Loturile testate pozitiv au fost trans-
ferate la etapa de testare prin metoda PCR.

Pentru studiul agrobacteriilor a fost ales un sistem de test pentru detectarea ge-
nelor care determina virulenta la All. vitis si A. tumefaciens. Folosind metoda PCR Tri-
plex End-Point este posibila identificarea genelor pehA, care sunt utilizate pentru iden-
tificarea All. vitis si pentru diferentierea lor de A. tumefaciens printr-un fragment de
ADN de 466 bp. La fel este posibila detectarea regiunii genei virF (382 bp), care codifica
productia de nopaline si octopine, si a unei regiuni a genei virD (320 bp), care codifica
productia de vitopine. Rezultatele testarii a 5 izolate de Agrobacterium spp. sunt pre-
zentate in figura 3, numerotate de la 1 la 6.

3000
1500

1000

500
466

Figura 3. Electroforegrama obtinutd in urma analizei izolatelor
cu primere in gel de agaroza de 2%
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In rezultatul testarii a fost confirmata prezenta genei PehA (466 bp) Tn toate pro-
bele testate, fapt care a demonstrat ca toate speciile sunt All. vitis, iar agrobacteriile A.
tumefaciens lipsesc. Astfel, in trei (N© 1,5,6) din cele cinci izolate studiate a fost iden-
tificat fragmentul-tinta al genei pehA si doua fragmente ale genei pTi, care codeaza
nopalina, octopina si vitopina, indicand patogenitatea tulpinilor. Celelalte doua izolate
sunt, de asemenea, patogene, dar difera de tipul plasmidei pTi. Izolatul nr. 2, in afara de
gena PehA, contine gena virF cu plasmida pTi de tip octopina si nopalina, iar izolatul nr.
3 contine gena virD si apartine tipului vitopina. Prin urmare, agrobacteriile izolate din
vita-de-vie fara simptome de cancer bacterian sunt clasificate ca Allorhizobium vitis,
cu regiunile asociate cu productia de nopaline, octopine si vitopine pe plasmidele pTi,
adica sunt patogene si pot manifesta simptomele cancerului bacterian al vitei-de-vie in
conditii optime (Tabelul 2).

Tabelul 2. Rezultatele diagnosticarii PCR a izolatelor extrase
prin metoda microbiologica

Ne (ﬁgg’gs’) A. tumefaciens Na;z:!li_in;aég :;F))ine (p\-l{:t;zp;nbep.) Patogenitatea
1 + - + * *
2 + - + - *
3 + - - * *
5 + - * * *
6 - - * * M

Astfel, atunci cand exista suspiciuni cu privire la infectia cu cancerul bacterian in
forma latenta in materialul saditor de vita-de-vie devine crucial sa se identifice specia
de agrobacterii si gradul ei de patogenitate. In situatia in care un lot de butasi este in-
fectat cu o tulpina nononcogenica, acesta trebuie tratat termic si dupa aceasta poate fi
utilizat pentru a infiinta o plantatie de vita-de-vie. Daca butasii sunt infectati cu tulpini
patogene de All. vitis sau A. tumefaciens, este necesar ca acest material saditor sa fie
supus unui proces de asanare, fie prin tratament termic cu apa fierbinte, fie prin utiliza-
rea substantelor chimice active care sa inactiveze aceste bacterii si, in mod obligatoriu,
sa fie retestat pentru confirmarea absentei agrobacteriilor patogene.

CONCLUZII

Rezultatele obtinute in urma testarii cu PCR indica faptul ca aceasta metoda per-
mite diagnosticarea fiabila a patogenitatii agrobacteriilor din genurile All. vitis si A.
tumefaciens in termen scurt, prin detectarea prezentei plasmidei pTi ca indicator al
virulentei, si poate fi aplicata cu succes pentru accelerarea procesului de selectie fi-
tosanitara si pentru obtinerea clonelor sanatoase de vita-de-vie. Rezultatele obtinute
contribuie la dezvoltarea strategiilor de combatere a infectiilor cu cancer bacterian si la
imbunatatirea practicilor de selectie fitosanitara a materialului de multiplicare viticol.
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