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REPERELE CONCEPTUALE ALE CERCETARII

Actualitatea temei. Industria vitivinicold reprezintd una dintre ramurile
principale ale economiei Republicii Moldova. Una dintre rezervele semnificative pentru
cresterea in continuare a productivitatii vitei de vie este protectia culturii impotriva
daunatorilor si bolilor, printre care un rol important 1l ocupa si bolile de tip fitoplasma care
produc cataclisme in viticultura multor tiri europene. in prezent sunt identificate doud
fitoplasmoze sub denumirea de ingélbenirea vitei-de-vie (ingalbenirea aurie si innegrirea
lemnului).

in lipsa unor masuri de prevenire si de combatere a sursei de infectie a bolilor de
tip fitoplasma acestea pot infecta circa 70-100% din plantatiile viticole in cativa ani dupa
fondare, provocand pierderi semnificative a calitatii si cantitdtii productiei de struguri (in
proportie de peste 30 la sutd). Impactul negativ al bolii este si mai grav, deoarece patogenul
afecteaza nu numai organele generative (inflorescentele, strugurii) dar si pe cele vegetative
- frunzele si lastarii care nu se matureaza suficient, acestia fiind distrusi de temperaturile
scazute din timpul iernii, astfel influentdnd negativ viabilitatea si longevitatea plantatiilor
viticole.

Luand in consideratie riscul raspandirii acestei periculoase patologii, in toate
plantatiile viticole ale Republicii Moldova cercetérile in prezenta lucrare au fost axate pe
identificarea agentului patogen si a plantelor-rezervoare ale fitoplasmei, care provoaca
ingilbenirea vitei-de-vie. S-a pus accent pe stabilirea arealelor de raspandire si a gradului
de afectare al plantatiilor viticole de fitoplasmoze, aplicind metode contemporane de
cercetare. Tn mod deosebit s-a luat in evident identificarea vectorilor care provoaci
imbolnavirile fitoplasmatice si argumentarea stiintifica a masurilor de prevenire a
raspandirii bolii in Republica Moldova. Actualitatea temei abordate reiese din obiectivele
propuse spre realizare, este relevanta, are semnificatie stiintifici si practicd pentru
viticultura din Republica Moldova.

Descrierea situatiei in domeniul de cercetare si identificarea problemei de
cercetare. Importul masiv si necontrolat de material saditor din ultimele decenii a
contribuit la patrunderea de noi daunatori si agenti patogeni in tard, care, in noi conditii de
sol, clima si lipsa de antagonisti naturali, au intalnit conditii favorabile pentru reproducerea
acceleratd. Un astfel de exemplu este fitoplasmoza vitei de vie din Republica Moldova.
Conditiile pedoclimatice din Republica Moldova determind sortimentul de vitd de vie,
tehnologia de cultivare, precum si gama de biotopuri adiacente plantatiilor viticole.

O gama larga de specii de buruieni si arbusti pot acumula si rezerva sursa de
infectie de tip fitoplasma, care poate fi transmisd plantelor de vitd de vie prin intermediul
insectelor vectori care le populeaza si le folosesc in nutritie (acestea pot fi prezente
permanent sau temporar intr-o anumita perioada a ciclului lor de dezvoltare). Mentionam
ca Republica Moldova este situatd In zona climatica continentald, care se caracterizeaza
prin temperaturi scazute in perioada de iarna si temperaturi relativ ridicate in timpul verii.
Tn ultimii 10-15 ani pe parcursul vegetatiei s-au Inregistrat secete de lunga durati, care au
afectat semnificativ flora si fauna biocenozelor (inclusiv si a vectorilor transmitdtori de
fitoplasmoze) din plantatiile viticole.

In prezent, in Republica Moldova nu exista pepiniere viticole pentru recoltarea si
producerea altoaelor. Astfel, coardele altoi care se folosesc in procesul de multiplicare a
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butasilor altoiti de cétre unitatile pepinieristi se recolteaza din plantatiile industriale de vita
de vie, care pot fi infectate cu mare probabilitate de agentul patogen de tip fitoplasma.
Mentionam ca ingélbenirea vitei de vie este o patologie intalnita practic in toate plantatiile
viticole din Republica Moldova. Astfel folosirea coardelor altoi pentru multiplicarea vitei
de vie in astfel de cazuri, conduce la obtinerea materialului saditor viticol infectat de
fitoplasmozd si contribuie la formarea de noi focare ale bolii. Astfel pentru limitarea
(stoparea) raspandirii fitoplasmozei in plantatiile viticole a aparut necesitatea initierii unor
cercetari privind determinarea tipului de Imbolnavire fitoplasmatica, identificarea agentului
patogen producator de fitoplasma, identificarea vectorilor care provoaca imbolnavirile
fitoplasmatice, determinarea plantelor-rezervoare purtatoare a sursei de infectie de tip
fitoplasma.

Scopul si obiectivele tezei: scopul tezei constd in stabilirea arealelor de
raspandire si a gradului de afectare al plantatiilor viticole iIn urma imbolnavirilor
fitoplasmatice, identificarea agentului patogen, precum s§i argumentarea stiintifica a
masurilor de prevenire propuse pentru stoparea raspandirii acestora in Republica
Moldova. Pentru realizarea scopului propus a fost necesara solutionarea urmatoarelor
obiective:

1. stabilirea nivelului daunelor provocate plantatiilor viticole din Republica
Moldova de imbolnavirile fitoplasmatice;

2. determinarea tipului de imbolnavire si identificarea agentului patogen care
provoaca bolile de tip fitoplasma la vitd de vie in Republica Moldova;

3. identificarea vectorilor transmitatori ai imbolnavirilor fitoplasmatice la vita de
vie in Republica Moldova;

4. determinarea plantelor-rezervoare purtatoare a sursei de infectie de tip
fitoplasma in Republica Moldova.

5. argumentarea stiintifica a masurilor de prevenire a raspandirii bolilor
fitoplasmatice la vita de vie in Republica Moldova.

Ipoteza cercetarii: Bolile plantelor de etiologie fitoplasmatica, in conditii
naturale, sunt raspandite de mai multe specii de cicadele, totodata fiecare patogen este
transmis de o anumitd specie de cicada-vector. Tn acest context, ipoteza de lucru a
cercetdrilor intreprinse s-a bazat pe conceptia cd, raspandirea extinsd a agentilor
fitoplasmatici ai vitei de vie In Republica Moldova este posibild numai in cazul existentei
urmatorului ciclu evolutiv: ,,planta -rezervor — cicada - vector - planta de vita de vie”. Prin
urmare, cercetarile au fost efectuate respectdnd urmatoarele etape: identificarea agentului
patogen, stabilirea citadelelor-vectori, determinarea plantelor rezervoare purtitoare a
sursei de infectie de tip fitoplasma.

Metodologia cercetirii stiintifice. in procesul cercetirilor s-au aplicat
urmatoarele metode stiintifice: analiza calitativd si cantitativd, inducerea, deductia,
sinteza, compararea, corelarea si regresia, metoda tabelelor si compararea cronologica.
Gradul de afectare a plantatiilor viticole de patogenii de tip fitoplasma a fost stabilit prin
metoda examinarilor vizuale de traseu a plantatiilor viticole Tn perioadele cu cele mai
evidente manifestari ale simptomelor. Monitorizarea speciilor de cicadele s-a realizat prin
capturarea indivizilor cu fileul entomologic si capcanele galbene adezive. Pentru
diagnosticarea patogenilor de tip fitoplasma s-a aplicat metoda moleculara RPL (PCR).
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Pentru a obtine secventele nucleotidice ale ADN-ului de fitoplasma s-a folosit metoda de
secventiere dupa Sanger.

Noutatea si originalitatea stiintifica a lucrarii

Consta in identificarea (diagnosticarea) fitoplasmozei care produce ingélbenirea
vitei-de-vie fiind identificata ca fitoplasma cu denumirea innegrirea lemnului vitei de vie
— Bois noir care a fost semnalaté in toate zonele de cultivare industriala a vitei de vie din
Republica Moldova.

- pentru prima datd in Republica Moldova a fost identificat agentul patogen
Candidatus Phytoplasma solani care produce boala cu denumirea stolburul negru al
lemnului vitei de vie (Identificarea s-a realizat prin metoda izolarii §i secventierea
ulterioara a ADN-lui fitoplasmelor izolate din vita de vie infectatd de cicade Hyalesthes
obsoletus).

- pentru prima datd in Republica Moldova au fost determinate (stabilite)
plantele-rezervoare ale fitoplasmei cu denumirea nnegrirea lemnului — Bois noir la vita
de vie (Convolvulus arvensis L., Cynanchum acutum L., Chenopodium bonus-henricus
L., Rosa L., Ulmus L).

- pentru prima datd in Republica Moldova au fost determinate speciile de
cicadele-vectori ale fitoplasmei care provoaca innegrirea lemnului — Bois noir la vita de
vie (Hyalesthes obsoletus Signoret, Reptalus quingquecostatus Dufour si Anaceratagallia
ribauti Ossiannilsson);

- pentru prima datd in Republica Moldova a fost demonstrat rolul fluctuatiilor
(schimbdrilor) climatice ca factor decisiv in raspandirea fitoplasmei Bois noir — innegrirea
lemnului vitei de vie;

- pentru prima dati au fost elaborate masuri de prevenire a raspandirii
patogenului producétor de innegrirea lemnului (Bois noir) in plantatiile de vita de vie,
argumentate din punct de vedere stiintific pentru conditiile din Republica Moldova.

Problema stiintifica importanta rezolvati in domeniul cercetarii: consta in
identificarea agentului patogen (Candidatus Phytoplasma solani) si a plantelor-rezervoare
ale fitoplasmei Bois noir (Convolvulus arvensis L., Cynanchum acutum L., Chenopodium
bonus-henricus L., Rosa L., Ulmus L.), care provoaca innegrirea lemnului la vita de vie,
precum si determinarea conditiilor climatice care favorizeaza raspandirea rapida in
plantatii a agentului patogen. Cercetarile efectuate au dat posibilitatea elaborarii unor
masuri prevenire eficientd a raspandirii patologiei in plantatiile viticole din Republica
Moldova.

Baza de informatii a cercetirilor. Baza teoretica a tezei de doctorat a fost
studiul lucrérilor unor cercetétori stiintifici autohtoni si strdini dedicati problemelor
bolilor fitoplasmatice ale vitei de vie si insectelor-vectori ai acestora, ca: Angelini E.
2001, 2003, 2004; Bertaccini A. 2010, 2018; Boudon-Padieu E. 2005; Contaldo N. 2012,
2013, 2015, 2016; Dermastia M. 2017; Kosovac A. 2016; Maixner M. 2011; Mannini F.
2009; Marcone C. 2019; Namba S. 2017, 2019; Pierro R. 2018, 2020; Quaglino 2013,
2014, 2019; Timus A. 2013; 2015; Weintraub P. 2010; Boroyrmumuos JI. 2019;
Kacransesa T. B. 2016. Etapele practice ale tezei au fost realizate in conformitate cu
planurile tematice de cercetare ale doua unitati stiintifice: Laboratorul de virusologie si
control fitosanitar al ISPHTA (proiect 15.817.05.32A ,,Tehnologii inovative in viticultura
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si vinificatie-siguranta alimentara a produselor viti-vinicole”) si Oficiul National al Viei si
Vinului (proiectul FlaveDor ,,Flavescence doree / Bois noir — depistare, profilaxie si
combatere”).

Semnificatia teoretica a lucrarii consta in:

- diagnosticarea si stabilirea patogenului de etiologie fitoplasmatica cu denumirea
innegrirea lemnului vitei de vie — Bois noir., care a fost identificat in toate zonele de
cultivare industriald a vitei de vie;

- determinarea plantelor-rezervoare §i a vectorilor de raspandire a bolii
fitoplasmatice innegrirea lemnului vitei de vie (Bois noir) la vita de vie In Republica
Moldova - Convolvulus arvensis L., Cynanchum acutum L., Chenopodium bonus-henricus
L.,Rosa L., UlmusL.;

- stabilirea rolului fluctuatiilor climatice ca factor determinativ in raspandirea bolii
— Innegrirea lemnului, in plantatiile viticole din Republica Moldova precum si determinarea
conditiilor climatice care favorizeaza raspandirea rapida in plantatii a agentului patogen.

Valoarea aplicativa a lucririi consta in: identificarea unei noi patologii a vitei
de vie cu denumirea innegrirea lemnului — Bois noir si a agentului patogen care provoaca
fitoplasmosa - Candidatus Phytoplasma solani; stabilirea nivelului (gradului) de daunare a
plantatiilor viticole din Republica Moldova urmare a infectarii lor de boli de tip fitoplasma
cu denumirea nnegrirea lemnului (Bois noir), determinarea plantelor-rezervoare ale
fitoplasmei Bois noir - innegrirea lemnului vitei de vie: Convolvulus arvensis L.,
Cynanchum acutum L., Chenopodium bonus-henricus L., Rosa L., Ulmus L.; elaborarea
masurilor stiintific - argumentate pentru prevenirea raspandirii fitoplasmei Bois noir in
plantatiile viticole din Republica Moldova.

Rezultate stiintifice principalele Tnaintate pentru sustinere:

- stabilirea patologiei de etiologie fitoplasmatica innegrirea lemnului — Bois noir la
vita de vie;

- identificarea agentului patogen - fitoplasma Candidatus Phytoplasma solani,
care provoacd innegrirea lemnului — Bois noir la vita de vie;

- identificarea speciilor de cicadele-vectori transmitatori ai patologiei innegrirea
lemnului vitei de vie (Bois noir): Hyalesthes obsoletus Signoret, Reptalus quingquecostatus
Dufour si Anaceratagallia ribauti Ossiannilsson;

- determinarea plantelor-rezervoare ele patologiei vitei de vie Thnegrirea lemnului:
Convolvulus arvensis L., Cynanchum acutum L., Chenopodium bonus-henricus L., Rosa L.,
Ulmus L.;

- stabilirea rolului fluctuatiilor climatice ca factor determinativ n raspandirea bolii
—Tnnegrirea lemnului, in plantatiile viticole din Republica Moldova.

Implementarea rezultatelor stiintifice. Rezultatele cercetarilor stiintifice au fost
utilizate in procesul de obtinere a clonelor de vitd de vie libere de fitoplasma, infectii virale
si bacteriene, controlul fitosanitar al plantatiilor viticole si pepinierilor vitocole, la testarea
materialului saditor, altoilor si portaltoilor la prezenta agentilor fitoplasmatici, precum si la
seminariile de instruire a inspectorilor ANSA: | Investigarea patogenului fitoplasmatic Tn
plantatiile viticole din gestiunea Institutului Stiintifico Practic de Horticultura si Tehnologii
Alimentare”, (partea practica) 12 septembrie 2018; ,,Scolarizarea colaboratorilor ANSA cu
referintd la depistarea simptomelor maladiilor fitoplasmatice si evaluarea plantatiilor viticole
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la prezenta Grapevine flavescence doree / Bois noir” in plantatiile viticole ale ISPHTA, str.
Vierul 59, mun. Chisinau, 24 septembrie 2019.

Aprobarea rezultatelor stiintifice. Teza a fost elaborata si discutatd in cadrul
comisiilor Scolii doctorale al parteniriatului institutiilor de invatimant §i cercetare in
agricultura. Rezultatele au fost aprobate de catre comisia de indrumare din cadrul Scolii
doctorale respective.

Publicatii pe tema tezei de doctorat. Principalele conceptii si rezultate ale tezei
au fost publicate n 9 lucrari, printre care in editii internationale 7: Congresul Consiliului
International pentru studiul virusului si a patologiilor similare virusului vitei de vie: ,,Survey
on grapevine yellows and their vectors in the Republic of Moldova” Congress of the
International Council for the study of Virus and Virus-like Diseases of Grapevine.
Proceedings of the 19th, 9-12 April 2018, Santiago, Chile; ,,Arporexuudeckuii meTonq
MPEAYTNPEXK/ICHAS PACIPOCTPAHEHHST TIOYSPHEHHUsI PEBECHHBI BHHOrpama”. Pycckwit
BuHorpaa. COopHHK HaydHbIX TpymoB, Tom 14. 2020, HoBouepkacck; forumul stiintific si
practic international: «Hyalesthes obsoletus is an active vector of Wood blackening in the
Republic of Moldova», «Biologization of the Intensification Processes In Horticulture and
Viticulture», 21-23 September 2021, North Caucasian Federal Scientific Centre of
Horticulture, Viticulture, Winemaking, Russia, Krasnodar;
«BeisBnenne ¢urorutazmer Candidatus Phytoplasma Solani va manTammsx BUHOTpaga B
Pecniyonmike MornoBay, «Sectorul Agroalimentar - Realizéri si Perspective» Simpozion
Stiintific International, 19-20 noiembrie 2021, Chisindu; «PacnpoctpaHeHue nouepHeHHs
JpeBecHHbl BHMHOIPaJa B €CTECTBEHHBIX YCIOBHAX», «74-a conferinga stiingifica a
studentilor, masteranzilor si doctoranzilor» CE UASM, 15-26 martie 2021, Chisinau,
«[TouepHenne [lpeBecunbl — ¢uroruia3menHoe 3aboneBaHne BHHOrpaza B PecryOnuke
Monposa», Pycckuit Bunorpax, tom 12, 33-40, 2020; «['opstqas BomHas Tepamus B
(UTOCAaHMTAPHON CENEKIMK BUHOTPaaa», Pycckumii BuHOrpam, Tom 13, 16-24, 2020; in
reviste din Registrul National al revistelor de profil 2: duroriazmMo3 BUHOTPaHOI JI03bI B
MonpmoBe, AGROEXPERT, crp. 84-92, Nel Mapr 2020; [uxamku mNepeHOCUUKH
¢urormazMenHoro 3aboneBanusi nouepHeHue apeBecunbl (Bois Noir) B PecryOnmke
Moumosa. Agricultural science, 2023, (1), 66-74.

Volumul si structura tezei

Structura tezei a fost determinata de obiectele, scopul si metodele de cercetare.
Relatarea materialului s-a realizat dupa principiul ,,de la general la special”, respectiv
lucrarea include: introducere, 3 capitole, concluzii generale si recomandarile practice,
precum si lista de referinte bibliografice, n total 243 surse stiintifice, adnotdri in limba
roman, engleza si rusa. in ansamblu lucrarea numara 112 pagini de text, 35 de figuri, 22 de
tabele, 20 anexe.

Cuvinte-cheie: fitoplasma, innegrirea lemnului, ingélbenirea aurie, vita de vie,
simptomele fitoplasmei, monitorizare, cicadele-vectori, plante-rezervoare de fitoplasma,
RPL.

CONTINUTUL TEZEI

Introducerea reflectd importanta si relevanta temei disertatiei, scopul si

obiectivele cercetarilor, metodologia cercetarilor stiintifice, noutatea stiintifica a rezultatelor,



rezolvarea unei probleme stiintifice importante, descrierea semnificatiei teoretice si practice
a lucrarii, aprobarea rezultatelor si concluziilor pentru fiecare capitol.
Capitolul I. ANALIZA SITUATIEI CERCETARILOR BOLILOR
FITOPLASMATICE

Cuprinde o analizd ampla a publicatiilor stiintifice de ultima ora care reflecta
analiza si sinteza cunostintelor despre bolile fitoplasmatice. Este prezentatd o analiza a
studiilor precum si sinteza cunostintelor acumulate despre bolile fitoplasmatice. O agentie
deosebitda s-a acordat caracteristicilor biologice ale agentilor care provoaca bolile
fitoplasmatice, simptomelor de manifestare a bolii la vita de vie, precum si a vectorilor
transmitdtori de fitoplasmoze. Sunt prezentate metodele de identificare a bolilor
fitoplasmatice ale vitei de vie. Sunt argumentate masurile de prevenire a raspandirii
fitoplasmozelor si metodele de control al vectorilor de raspandire a bolii.

Capitolul II. MATERIALE SI METODE DE CERCETARE

n calitate de materiale pentru cercetare au servit plantatiile viticole din toate
zonele de cultivare industriala a culturii in Republica Moldova. Determinarea gradului de
raspandire si de infectare a plantatiilor viticole cu agentul patogen de tip fitoplasma a fost
efectuatd prin metoda observatiilor vizuale a plantelor in cadrul expeditiilor de teren.
Plantatiile au fost parcelate si examinate pe lungimea diagonalei cate 10 randuri din fiecare
parcel. In randurile pentru recoltarea probelor s-a luat in considerare numirul de plante
afectate si golurile existente. Nivelul de afectare a plantatiilor s-a calculat pe baza numarului
de plante cu simptome ale bolii raportat la numarul total de plante din randurile luate in
evidenta.

Monitorizarea citadelelor s-a efectuat prin observatii si captarea insectelor din
plantatii si biotipuri adiacente din luna aprilie pand in septembrie, folosind fileul
entomologic si capcanele galbene adezive. Capcanele au fost schimbate la fiecare 10-15
zile. Indivizii de cicadele capturate au fost conservate prin congelare la temperatura de -
20°C. Identificarea citadelelor s-a efectuat conform determinatorului lui Anufriev G.A. &
Emelyanov A.F., 1988 si Wilson M.R. & Turner J.A., 2010 [19; 21].

Identificarea cicadeelor, diagnosticarea patogenului s-a efectuat folosind metode
contemporane (Duplex Nested End - Point PCR), Datele meteo au fost obtinute de la statiile
agrometeorologice situate in plantatiile industriale viticole.

Cercetarile cu referintd la identificarea patologiei si determinarea agentului
patogen al acesteia au fost efectuate in Laboratorul de virusologie si control fitosanitar al
Institutului — Stiintifico Practic de Horticultura, Viticultura si Tehnologie Alimentara.
Testarea probelor recoltate de la vitele de vie, buruieni, arbusti si plante lemnoase, S-a
efectuat prin metoda RPL. O proba de testare a constituit din 20 de frunze cu simptome ale
patologiei, fard afectari de alti agenti patogeni, lipsite de necroze si alte leziuni. Proba
constituitd din frunzele selectate s-a plasat intr-o punga de plastic ermetica, apoi sigilata si
etichetatd. Planta din care s-a prelevat proba a fost marcatid cu o banda adeziva colora.
Probele au fost livrate n laborator in primele 24-48 de ore dupa recoltare si pastrate la
temperatura = 4°C. In cazul prelevirii probelor din coardele de viti de vie, s-au tiiat cu
secatorul 5 butasi de 10-12 cm lungime. Izolarea ADN de fitoplasma patogend din probele
de vita de vie pentru analiza RPL, s-a efectuat conform metodei lui Angelini si colab., 2001
[2]. 1zolarea ADN-ului de fitoplasma patogena din probele de insecte-vectori s-a efectuat
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conform recomandarilor ,,CREA” — Centrul de Cercetare pentru Viticultura din Conegliano,
Italia. Diagnosticarea patogenului s-a realizat prin metoda oficiala franceza aplicata RPL
(Duplex Nested End - Point PCR), un kit comercial de la Qualiplante (Flavescence dorée /
Bois noir - din franceza) [12]. Pentru prima amplificare au fost utilizati primerii: FD9f1 /
FDOr1 si STOL11f2 / STOL11r1, iar pentru a doua amplificare primerii: FD9r2 / FD913b si
STOL11f3 / STOL11r2. Vizualizarea rezultatelor RPL s-a realizat prin separarea
electroforetica a moleculelor de ADN dupa marime, intr-un gel de agaroza de 1%, cu
adaugarea unui colorant fluorescent. Vizualizarea produsului RPL final s-a efectuat cu un
transiluminator la lumina ultravioleta. Identificarea fitoplasmei, agentului patogen al bolii, s-
a efectuat prin secventierea ADN-ului. Pentru secventiere ADN-ul s-a obtinut prin
dezinfectarea produsului RPL, folosind kitul SiMax™. Lucrarile de secventiere au fost
efectuate la Compania de cercetare si productie ,,SINTOL” (Moscova, Rusia). Datele
fluctuatiilor meteorologice au fost obtinute de la statiile agrometeorologice situate in
plantatiile industriale viticole.
Capitolul 11l. PATOLOGIA DE ETIOLOGIE FITOPLASMATICA DIN
PLANTATIILE VITICOLE ALE REPUBLICA MOLDOVA

3.1. Simptomele patologiei de etiologie fitoplasmatica pe plantele de viti de vie

Simptomele pe frunze. In conditiile climatice din Republica Moldova, primele
simptome ale patologiei apar la ihceputul lunii iulie. Pe frunzele unuia sau mai multor lastari
de vita de vie cu struguri albi, apar simptome neesentiale de cloroza. Pe masura ce patologia
progreseaza, frunzele devin galben-aurii cu luciu metalic, tari la pipait si cu marginile
rasucite n jos. De-a lungul nervurilor principale apar pete galben-rosietice, care ulterior
necrozeaza. Pana la sfarsitul sezonului de vegetatie, frunzele se indoaie in asa masura incat
obtin o forma triunghiulard. Frunzele bolnave atarnate, amintesc intr-un fel sau altul de
tiglele aranjate pe acoperisul unei case (Fig. 1).

T
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nilor fitoplasmatice ale frunzelor de soiuri cu struguri albi:
n stnga — frunzele afectate cu formaé triunghiulari si marginile rasucite in jos;
in dreapta — necroza unor parti ale limbului frunzei.



La soiurile cu struguri rosii, in loc sd se ingilbeneasca, are loc inrosirea
limburilor foliare, iar portiunea rosietica frecvent ocupa doar un sector, limitat intre
doua sau trei nervuri (Fig. 2).

Figura 2. Simptomele imbolnavirii fitoplasmatice pe frunzele soiurilor de struguri rosii.

Frunzele infectate de fitoplasmoza, spre deosebire de cele sanatoase, sunt mai
deshidratate, dupa care devin mai rezistente la primele ingheturi superficiale,
pastreazd deformarea limbului si culoarea, astfel cd toamna tarziu plantele bolnave
sunt vizibile de la distanta (Fig. 3).

. S adid »
Figura 3. Frunzele simptomatice riamase pe plantele infectate de fitoplasmoza
dupi primul inghet superficial.

Simptomele vitei de vie. Lastarii bolnavi se deosebesc de cei sandtosi prin
internoduri scurte si crestere suprimatd. Din cauza lignificarii necorespunzitoare,
lastarii afectati frecvent se onduleaza spre sol, dupa care plantele grav afectate obtin
aspectul de ,,inchinate” (Fig. 4).



Figura 4. Lignificarea necorespunzitoare a listarilor de vitii de vie afectati de fitoplas-
moza

Pe suprafata lastarilor bolnavi apar numeroase pustule. Pna in toamna, lastarii afectati
Nu Se maturizeaza sau e maturizeaza doar la baza, in regiunea a 2, 3 muguri (Fig. 5, 6).
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Figura 5. Sirﬁbtome de fitoplasmozi pe listarii de vita de vie: Tn stanga - pstule negre
pe suprafata lastarilor afectati; in dreapta - vita afectati si nematurizata



v o - o ey
Figura 6. Maturizarea lastarilor vitei de vie pe o planti afectata de fitoplasmoza,
sau cand maturizarea are loc doar la baza lastarilor
Péana la terminarea sezonului de vegetatie, lastarii nematuirzati obtin frecvent culoare
neagra (Fig. 7). Concomitent cu aparitia temperaturilor scazute, un astfel de lastar se distruge.
Simptomele pe ciorchini. Aspectul caracteristic al imbolnavirii cu fitoplasma
la plantele infectate este afectarea organelor generative. La vitd de vie, fitoplasma
provoaca sterilitatea si avortarea inflorescentelor, dupa care lastarii puternic afectati,
de regula, nu produc struguri. Daca infectarea vitei de vie a avut loc mai tarziu, atunci
legarea boabelor si formarea ciorchinilor, din cauza progresiunii patogenului, nu
corespunde standardelor, sunt sistave si fara calititi gustative (Fig. 7).
Simptomele bolii au fost inregistrate, aproape, la toate soiurile de struguri cultivati
in Republica Moldova. Cu toate acestea, intensitatea manifestarii simptomelor pe plante,

tipicitatea simptomelor si procentul de daunare a variat de la plantatie la plantatie.
& ) Y

Figura 7. Simptomele imbolnévirii fitoplasmatice pe ciorchini, frunze si listari de viti de vie
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3.2. Afectarea plantatiilor viticole de patogenul de etiologie fitoplasmatica

Stabilirea extinderii raspandirii si a gradului de infectare a plantatiilor viticole de
patogenul fitoplasmei, s-a determinat prin metoda sondajelor de traseu. In total, in
perioada 2017-2020, au fost efectuate sondaje vizuale in plantatiile viticole pe o
suprafata totald de 1438 de hectare. Rezultatele sondajelor sunt prezentate in Tabelul 1.

Tabelul 1. Estimarea suprafetelor de plantatii viticole la infectarea cu patogenul de
etiologie fitoplasmatica (anii 2018 - 2020)

Ne Raionul si localitatea Soiul Suprafata, ha Infectarea, %
, [romme gosgtaen 22
nnay ) \
or. Basarabeasca Rara neagrd 38 700
5 r. Cahul Chardonnay 32,93 60,07
s. AlLl. Cuza Feteascd neagra 12,00 24,80
Sauvignon Blanc 38,52 2843
r. Caugeni Rigsling Rhine 1345 379
3 s. Tantari Muscat Ottonel 8,13 45,50
Merlot 3,3 152
Cabernet Sauvignon 3,3 12,7
4 r. Caldrasi, s. Paulesti Sauvignon Blanc 385 81,30
5 UAT Gagauzia, S. Bugeac Rara neagra 2,2 29,50
6 r. Anenii Noi Cabem?t Sauvignon 5,23 35,17
s Mereni Feteasca neagra 12,00 29,70
Merlot 23,72 73,80
7 r. Anenii Noj, s. Cretoaia Pinot noir 3,0 38
Cabernet Sauvignon 9,2 39,28
8 r. Anenii Noi, s. Mimi Pinot noir 6,5 98,55
9 r. Nisporeni, s. Varzaresti Feteascd neagra 1,22 7,30
10 | r. Straseni, s. Romanesti Chardonnay 12,0 83,90
9 r. Stragesni, s. Codreanca Chardonnay 153 258
Riesling Rhine 6,78 68,70
11 | r. Telenesti, s. Telenesti Chardonnay 23,08 80,20
Sauvignon Blanc 58 53,20
« « Chardonnay 30,0 96,21
12 | 1. Leova, s. Sarata Noud Sauvignon Blanc 30,0 70,30
13 | r.Leova, or. Leova Cabernet Sauvignon 30,0 19,15
. Riesling Rhine 24,0 97,80
14 | r. Leova, s Tomai Chardonnay 5,0 98,12
15 | r. Cantemir, s. Pleseni Sauvignon Blanc 320 99,2
Chardonnay 19,35 81,90
Sauvignon Blanc 19,14 39
16 | r. Stefan-Voda, s. Purcari Feteasca neagra 5,17 28,00
Saperavi 1040 22,20
Rara neagra 4,25 36,10
Merlot 11,31 43,30
17 | UAT Gagauzia, s.Tomai Cabernet Sauvignon 190 26,10
Rara neagra 4,25 28,60
18 | r. Criueleni, s.Clobozia-Dusca Pinot noir 6,0 4347
r. Ungheni, s. Mircesti Rara neagra 1 13
19 ~ ~
Feteasca neagra 1 0,9
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Prin rezultatele prezentate in Tabelul 1 se demonstreaza ca toate plantatiile viticole
cercetate sunt afectate de patogenul fitoplasmatic. Astfel, cele mai afectate plantatii viticole din
Republica Moldova de patogenul fitoplasmatic sunt de soiul Chardonnay, gradul de infectare al
carora variaza de la 25,8% péna la 100%. Urmétoarele sunt plantatiile de soiul Riesling Rhine,
cu gradul de infectate de la 37,9% pana la 97,80% si, respectiv, plantatiile de Sauvignon Blanc
dela 3,9 pana la 99,2%.

Plantatiile viticole cu soiuri rosii, la fel, sunt infectate cu patogenul fitoplasmatic. Astfel,
cele mai afectate de patogen sunt plantatiile cu soiului Pinot noir, a cérui grad de infectare a
variat de la 3,8% la 98,55%. Plantatiile viticole cu soiului Merlot sunt infectate Tn limite de la
15,2 pana la 73,80%, respectiv soiul Cabernet Sauvignon de la 12,7 pana la 39,28%.

Infectii de etiologie fitoplasmatica au fost stabilite si in plantatiile viticole cu soiuri
autohtone. Astfel, afectarea de fitoplasmoza a plantatiilor cu soiul Feteasca neagra variaza de la
0,9 pana la 29,70%, iar celor de Rara neagra, respectiv, de la 1,3 pana la 70%.

Conform analizei datelor prezentate in Tabelul 1 se demonstreaza raspandirea larga si
nivelul sporit de infectare a plantatiilor viticole din Republica Moldova cu patogenul
fitoplasmatic, care prezinta un pericol semnificativ pentru viticultura atat la reducerea cantitatii,
cat si la scdderea calitatii recoltei, inclusiv in micsorarea viabilitatii plantelor de vitd de vie.

3.3. Locatia plantelor de vita de vie afectate de patogenul de etiologie fitoplasmatica in
plantatiile cercetate

Raspandirea largd a patogenilor vitei de vie de etiologie fitoplasmatica si gradul
ridicat de afectare a plantatiilor necesita cercetarea potentialului de raspandire a infectiei.
Pentru solutionarea acestei probleme in anul 2017, au fost selectate plantatii pentru cercetare
in contextul estimérii raspandirii patogenului n conditii naturale, in trei zone de cultivare a
vitei de vie: sud - satul Bugac, UAT Gagauzia; sud-est - satul Tanatari, raionul Causeni;
centru - satul Slobozia-Dusca, raionul Criuleni. Pe aceste plantatii au fost stabilite terenuri
experimentale de la 2,5 pana la 6 ha, Tn total o suprafata de 29 ha. Parcele pentru cercetare au
fost selectate in mijlocul plantatiilor, cu scopul de-a exclude influenta ecosistemelor adiacente
cu plantatiile din cercetare. In septembrie 2017, in perioada unei manifestari evidente a
simptomelor patogenului [27], s-a efectuat cercetarea tuturor parcelelor experimentale pentru
stabilirea nivelului de infectare cu patogenul de etiologie fitoplasmatica. Sondajele au fost
efectuate pe fiecare rand din parcele experimentale.

Respectiv, au fost supuse examinarii vizuale toate plantele de vita in vegetatie pe
parcela experimentald. Rezultatele sondajelor au fost inscrise in fisele de sondaj, in care s-au
notat plantele sanatoase si plantele cu simptomele unui patogen fitoplasmatic, inclusiv
plantele absente (goluri). Astfel, pentru fiecare planta in vegetatie pe parcela experimentala s-
au notat urmatoarele coordonate: plantatia, parcela, randul, tarlaua si numarul plantei. Dupa
prelucrarea datelor din fisele de sondaj cu programul computerizat Microsoft Office Excel, s-
au obtinut harti-scheme ale tuturor parcelelor experimentale. Pe harta-schema, fiecare planta
afectatd de patogen s-a marcat cu rosu. Astfel, diagrama de pe harta-schema permite
observarea vizuala a locatiei din plantatie a plantelor afectate de patogenul investigat. Un
astfel de exemplu, harta-schema pe 0 parceld de 1 ha, inregistrata pe o plantatie cu soiul
Cabernet Sauvignon din satul Tanatari, raionul Causeni, este prezentat in Figura 8.
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[l Vita de vie afectata de boala fitopl ica, 890 tufe (26,17 %)

=] |vita de vie fara simptome de boala fitoplasmica, 2216 tufe
-] [Tipsesc tufe de vita de vie, 294 tufe

Figura 8. Harta-schema cu inregistrarea plantelor de vita de vie
de soiul Cabernet Sauvignon afectate de patogenul fitoplasmei

Pe harta-schema prezentata in Fig. 8, nu s-au Tnregistrat focare mari cu fito-
plasma cu extinderea bolii Tn diferite directii. Plantele afectate de patogen din
randurile de vitd de vie, frecvent alterneazi cu plantele asimptomatice. In acelasi timp,
frecvent s-au Tnregistrat 3-4 plante afectate consecutiv. Grupuri de plante afectate de
patogen se invecineaza cu alte grupuri similare, din urmatoarele doua randuri de vita
de vie. Astfel, are loc distribuirea uniforma a plantelor afectate pe intreaga plantatie.
Aceastd distribuire a plantelor afectate indica faptul ci, sursa agentului patogen de
fitoplasma si purtdtorul acesteia sunt, de asemenea, distribuite uniform in plantatiile
viticole. Patogenii de etiologie fitoplasmatici nu se transmit prin contactul cu
radacinile, lastarii, frunzele sau alte organe ale plantelor, prin urmare, un procent mare
de afectare a plantatiilor viticole indica prezenta in Republica Moldova a vectorilor,
care transmit activ fitoplasma.

3.4. Identificarea patogenilor vitei de vie de etiologie fitoplasmatica

Existd doi patogeni de etiologie fitoplasmaticd larg raspanditi si care
afecteaza plantele de vitd de vie: ingalbenirea aurie - Flavescense doree si innegrirea
lemnului - Bois noir. Acesti patogeni manifesta simptome identice la plantele de vita
de vie, dar diferd in fitoplasma patogena si speciile de cicadele-vectori care o
raspandeste. De aceea, In urmatoarea etapa a cercetdrii s-a efectuat identificarea
patogenului. Tn acest scop de cercetare s-au prelevat probe de frunze cu simptome ale
patogenului din toate plantatiile industriale si pepinierele viticole. Toamna, dupa
céderea frunzelor, s-au recoltat lastari anuali maturizati de vitd de vie. Toate probele
au fost testate la prezenta fitoplasmei Tnnegrirea lemnului (BN) si a fitoplasmei
ingdlbenirea aurie (FD) prin metoda RPL (Fig. 9). Diagnosticarea s-a efectuat in
Laboratorul de virusologie si control fitosanitar al ISPHTA.
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Figura 9. Electroforegrama produselor RPL cu primeri
FD9r2 / FD9f3b m STOL11f3/STOL11r2

Tn Figura 9 se prezinta rezultatul testrii celor 8 probe de vita de vie, care au fost
numerotate de la 1 la 8. Markerul (M) - ADN cu lungimea cunoscuta de la 200 pana la
10.000 de perechi de baze. Electroforeza in gel de agaroza de 1% demonstreaza prezenta
evidenta a ampliconilor din probele nr. 1, 3, 4, 5, 6, 7, 8 la nivel de control pozitiv (BN+), cu
dimensiunile de 720 de perechi de baze, ceea ce inseamna ca in probe exista fitoplasma care
provoaci Tnnegrirea lemnului. Tn proba nr. 2, nu s-a inregistrat ADN-ul amplificat, ceea ce
indica absenta fitoplasmei BN, totodati si a fitoplasmei FD. Tn controalele negative nu exista
ADN amplificat, ceea ce indica absenta contaminarii. Rezultatele testérii RPL a probelor de
vitd de vie pentru identificarea prezentei fitoplasmei patogene sunt prezentate in Tabelul 2.

Tabel 2. Testul RPL din probele recoltate in timpul sondajelor plantatiilor viticole din
Republica Moldova pentru identificarea patogenilor fitoplasmatici FD/BN (2018-2019

Probele testate

Nr.

Probele . ) -
ord total infectate Diagnosticate cu patogenul FD/BN
1 Frunze din plantatii viticole 320 192 Tnnegrirea lemnului — BN
2 Lastari din plantatii viticole 26 10 Tnnegrirea lemnului — BN
3 Frunze din pepinierele viticole 23 13 Tnnegrirea lemnului — BN
Total 346 215

Dupa cum se observa din rezultatele prezentate ih Tabelul 2, s-au testat un total 369 de
probe, dintre care 215 probe (62,1%) au prezentat reactie pozitiva la fitoplasma - agentul
patogen al patogenului vitei de vie BN. Testarea probelor de frunze cu simptome de patogenul
fitoplasmatic din pepinierele viticole au demonstrat prezenta in acestea a fitoplasmei - agentul
patogen al innegririi lemnului. Fitoplasma - agentul patogen al BN a fost diagnosticata Tn
probele de lastari maturizati de vita de vie recoltati din plantele cu simptome ale patogenului de
etiologie fitoplasmatica. Din aceste probe testate niciuna nu continea fitoplasma, care provoaca
ngalbenirea aurie a vieti de vie - FD [26; 28]. Rezultatele testelor permit de-a concluziona c3,
patogenul de etiologie fitoplasmatica care afecteaza vita de vie in toate zonele de cultivare din
Republica Moldova, este innegrirea lemnului - Bois noir. Rezultatele pozitive ale probelor
testate din pepinierele viticole, demonstreaza riscul de producere in cantitate mare a materialului
saditor infectat cu BN. Ultilizarea din start a butasilor bolnavi la infiintarea plantatiilor viticole,
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poate stimula aparitia noilor focare ale patogenului. Diagnosticarea fitoplasmei - Thnegrirea
lemnului in lastarii maturizati de vita de vie, confirma posibilitatea aplicarii testului RPL pentru
controlul fitosanitar al materialului de inmultire si saditor de vita de vie.

3.5. Identificarea cicadelelor-vectori ai fitoplasmei care provoaci innegrirea
lemnului - Bois noir la vita de vie in Republica Moldova

Cicadelele-vectori ai fitoplasmei nnegrirea lemnului sunt polifage, prin urmare,
insectele au fost capturate atat de pe plantele de vita de vie, cat si din buruienile care
vegeteaza in plantatii. Capturarea cicadelelor de pe frunzele de vita de vie s-a efectuat cu
capcanele galbene adezive, iar de pe plantele erbacee cu fileul entomologic. Pentru
identificarea insectelor cu potential de vectori ale fitoplasmozelor, plantatiile viticole au
fost monitorizate din luna mai pana in septembrie. in perioada 2017-2020, in plantatiile
viticole din raioanele Causeni si Ialoveni, au fost capturate 1733 de indivizi de cicadele.
Componenta speciilor de cicadele capturate, inceputul si durata zborului, precum si
rezultatele testelor pentru confirmarea fitoplasmei care provoaca innegrirea lemnului la
vita de vie sunt prezentate in Tabelul 3.

Dupa cum se poate observa din rezultatele expuse in Tabelul 3, in plantatiile
viticole din Republica Moldova s-au Tnregistrat 15 specii de cicadele. Cea mai mare
densitate populationala s-a demonstrat a fi din specia Psammotettix alienus. Indivizii au
fost capturati in plantatiile viticole, inclusiv in zonele adiacente. Multi indivizi de
cicadelele din genul Psammotettix prezintd potential de acumulare si transmitere a
fitoplasmei. Spre exemplu, specia P. striatus este vector al patogenului care, in China,
provoaca piticirea graului [1; 18; 20], iar cicadela P. cephalothes fitoplasmoza orezului,
tulpina BVK, in Asia [9]. Urmatoarea specie care dezvoltd populatii cu densitate
semnificativa este Arboridia ribauti - o cicadela cu raspandire comuna in toate plantatiile
viticole. Populatia cicadelei Hyalesthes obsoletus (Fig. 10), mai redusa ca densitate, a fost
inregistratd peste tot, atdt n plantatiile viticole, cat si pe buruienile care vegeteazd n
biotopurile adiacente. Planta preferatd a cicadelei este volbura de cdmp (Convolvulus
arvensis L.). Pe aceastd plantd au fost capturate nimfe si larve in stadiul al V-lea de
cicadela H. obsoletus (Fig. 11, 12), ceea ce permite sa concluzionam ca volbura de cAmp
este una din plantele-gazda preferate ale insectei. in conditiile din Republica Moldova,
zborul imago-ului incepe n luna iunie, iar zborul in masa se declangeaza in prima jumatate
a lunii iulie [8]. In perioada zborului in masa, indivizi de cicadela Hyalesthes obsoletus s-
au Tnregistrat, inclusiv, pe plantele de cornuti (Xanthium strumarium L.) si curpenul
céinesc (Cynanchum acutum L.), precum si pe vulbura mascata sau cupa vacii (Calystegia
sepium L.), loboda de gradind (Ariplex hortensis L.), ciulinul de gradind (Sonchus
oleraceus L.), papadia medicinala (Taraxacum officinale L.) si urzica (Urtica dioica L.).

Cicadela Austroagallia torrida, fiind raspanditd Th biotopurile adiacente ale
plantatiei viticole, a fost capturati de pe plante spontane. in Australia, aceasta cicadeld
este purtitoare a virusului incretirea frunzelor de trifoi [7]. Cicadela Philaenus
spumarius s-a inregistrat de la sfarsitul lunii mai pand in iulie pe vegetatia spontana
din plantatiile viticole. Sunt cunoscute cazuri de diagnosticare a fitoplasmei la
cicadela P. spumarius [10]. Cicadela Euscelis variegatus la fel habiteaza pe vegetatia
spontand din plantatiile viticole. Indivizi din genul Euscelis sunt vectori ai patogenului
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de fitoplasma a plantelor. Astfel, cicadela E. incises (Kirschbaum) prezinta potential
de acumulare si transmitere de fitoplasma cu denumirea ingélbenirea crizantemei
(16Srl-B) [15], iar in Franta specia Euscelidius variegatus (Kirschbaum) este vectorul
ingélbenirii aurii a vitei de vie (16SrV-C) [4]. Cicadela Javesella pellucida a fost
capturatd pe buruienile din plantatiile viticole. Zborul insectei a fost inregistrat din
luna aprilie pand in septembrie. Cicadela J. pellucida este vectorul patogenului
fitoplasmatic al morcovului [6]. In Republica Ceh, insecta a fost inregistrata pe vita
de vie infectata cu Innegrirea lemnului, in acelasi timp, insecta a fost diagnosticata ca
purtatoarea unei fitoplasme apartinand grupului de ingalbenire a astrelor 16SrI-F [11].

Cicadela Neoaliturus fenestratus s-a inregistrat in plantatii mai rar. In Iran, aceasti
insectd este purtdtoare de Phyllodes la cereale [14; 5]. Cicadela Scaphoideus titanus a fost
capturatd in plantatiile viticole prin aplicarea capcanelor galbene adezive. Zborul adultilor a
inceput in luna iulie si a durat pana la sfarsitul lunii septembrie, ceea ce este in concordanta cu
cercetarile anterioare efectuate in conditiile Republicii Moldova [16; 17].

Indivizii de cicadelele capturate in plantatiile viticole - Psammotettix alienus, Hyalesthes
obsoletus, Austroagallia torrida, Philaenus spumarius, Euscelis variegates, Javesella pellucida,
Neoaliturus fenestratus si Scaphoideus titanus sunt vectori de fitoplasme care provoaca diverse
patologii plantelor. Potentialul acestor insecte de a inocula cu fitoplasma - innegrirea lemnului la
vitd de vie, a fost determinat prin testarea probelor preparate din fiecare specie de cicadele la
prezenta agentului patogen care produce imbolnavirea. Numarul de esantioane pentru fiecare
specie de cicadele si rezultatele testelor RPL sunt prezentate in Tabelul 3.

Dupa cum se observa din rezultatele incluse in Tabelul 3, probele din trei specii de
cicadele au demonstrat rezultate pozitive la prezenta fitoplasmei nnegrirea lemnului:
Anaceratagallia ribauti, Hyalesthes obsoletus si Reptalus quinquecostatus [8, 29].
Amplificarile cu primeri pentru stabilirea patogenilor fitoplasmatici, care apartinan din grupa
stolburilor (STOL11f2 / STOL11rl), deja in prima etapd a inocularii RPL s-au obtinut
ampliconi din probele de cicadela H. obsoletus si R. quinquecostatus. Rezultatele pozitive s-au
confirmat si 1n cel de-al doilea ciclu de amplificare cu o pereche de primeri interni (STOL11f3 /
STOL11r2), ceea ce a demonstart prezenta fitoplasmei de innegrire a vitei de vie la aceste
cicadele.

Prezenta fitoplasmei in indivizii de cicadele din speciile Hyalesthes obsoletus,
Anaceratagallia ribauti si Reptalus quinquecostatus permite si concluzionam ca aceste Specii
de insecte sunt purtitoare ale agentului patogen de origine fitoplasmatica cu denumirea
Tnnegrirea lemnului.

Stabilirea prezentei la cicadela A. ribauti a fitoplasmei Tnnegrirea lemnului se afla Tn
concordantd cu rezultatele cercetarilor stiintifice austriece cu referintd la transmiterea
patogenului de aceasta cicadela [13].

Din testarea indivizilor de cicadela H. obsoletus s-a constatat cd 40% dintre acestea
contineau fitoplasma care provoaca innegrirea lemnului. Un procent mare de indivizi viroformi
se explica prin gradul ridicat de infestare a plantelor-gazda cu cicadele.
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Tabel 3. Componenta speciilor de cicadele din plantatiile viticole din Republica
Moldova si relatia lor cu fitoplasma Tnnegrirea lemnului (anii 2018-2020)

o . Capturi (ex.) Tnceputul zborului - sfarsitul verii Probe testate
Ne Cicacele 2018-2020 | 2018 2019 2020 |total| BN
1 |Adarrus multinotatus (Boheman, 1847) 11 28.V-15.VI | 5.VI-14.VI | 3VI-26.VI | - -
2 |Anaceratagallia ribauti (Ossiannilsson, 1938) 8 11.VIL  [24VI-17 VI 06.VIII 5 1
3 |Arboridia ribauti (Ossiannilsson, 1937) 599 2V-1.X [19.4V-13.X | 18V-16.IX | - -
4 |Austroagallia torrida (Ossiannilsson, 1937) 8 14.VIl 17.VII. 06.VIII - -
5 |Dictyopharaeuropaea (Linnaeus, 1767) 6 24.VI- - -
- 15.VII. 17.VI1
6 |Empoasca vitis (Gothe, 1875) 19 31.V-8.VIIl [29.V-15.VII | 3VI-15.IX | - -
7 |Euscelidius variegatus (Kirschbaum, 1858) 33 19.1Vv- 06.VIII.- 5 0
TVABVITE 47 vy 15.1X
8 |Fieberiella florii (Stal, 1864) 24 10.V-24.1X]  25.VI 3.VI - -
9  |Hyalesthes obsoletus (Signoret, 1865) 106 12.VI- 231 24 V120Vl 113:5.\\//:'-I 25| 10
10 |Javesella pellucida (Fabricius, 1794) 17 - 19.1V.-13.1X [ 29VI-AMII | 6 0
11 ll\lse?c’lj)llturus fenestratus (Herrich-Schaffer, 18 12VI19.VI 9Vl 26 \VI-04VIII 6 0
12 |Philaenus spumarius (Linnaeus, 1758) 49 4N-27NV1|29.V.-17. VIl | 11VI-21 VIl | 10 0
13 |Psammotettix alienus (Dahlbom, 1850) 692 31.V-27.VI 19.1V-13.1X [3.VI-04.VIII| 8 0
14 |Reptalus quinquecostatus (Dufour, 1833) 7 13.VI 15VIL  [20VII-15.0X| 4 1
15 |Scaphoideus titanus (Ball, 1932) 67 9.VII-13.UX| 9.VII-2.IX | 3.VII9.IX | 15 0
Total 1733 77 12

Figura 10. Cicadela Hyalesthes obsoletus: in stanga — imago de femel;
din dreapta — imago de mascul
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Figura 11. Nimfa de Hyalesthes obsoletus
n a lll-lea vérsta de dezvoltare
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Figura 12. Larva de Hyalesthes obsoletus
n a V-ea varsti de dezvoltare




3.6. Identificarea plantelor-rezervoare de fitoplasma nnegrirea lemnului de vita de vie
O conditie obligatorie la raspandirea fitoplasmei Thnegrirea lemnului la vita de vie
este prezenta in plantatiile viticole a plantelor spontane cu rezerva de patogen si a
cicadelelor vectori. Densitatea cicadelelor infectate cu fitoplasma in plantatii depinde de
prevalenta plantelor-gazda. Identificarea plantelor cu rezerva de fitoplasma innegrirea
lemnului de vitd de vie a fost efectuata prin testarea RPL a probelor de buruieni, arbusti si
plante lemnoase pentru confirmarea prezentei agentului patogen. Probele pentru testare au
fost prelevate In perioada de inspectare a plantatiilor viticole la expunerea acestora a
patogenului de etiologie fitoplasmatica. Pentru testare au fost recoltate plante cu aspect
evident de retinere in crestere si dezvoltare, dereglarea pigmentatiei si deformarea limbului
foliar. Pentru diagnosticare, in total, au fost prelevate 34 de probe cu simptome evidente
ale leziunilor patologice. Componenta de specii din probe, numarul acestora si rezultatele
testelor pentru identificarea fitoplasmei ihnegrirea lemnului sunt prezentate n Tabelul 4.

Tabelul 4. Rezultatele diagnosticirii RPL ale probelor de plante erbacee,
arbustive si lemnoase pentru identificarea fitoplasmei Tnnegrirea lemnului

Ne Probele
Speciile de plante spontane Exemplare testate ExemplareB :\r:feotate cu

1 Convolvulus arvensis L. — volbura de camp 8 5
2 Cynanchum acutum L. — curpenul ciinesc 5 3
3 Ulmus L. —ulmul 2 2
4 Rosa L. — macesul 1 1
5 Sonchus arvensis L. — susai 3 0
6 Chenopodium bonus-henricus L. — talpa gastei 1 1
7 Linaria vulgaris L. — linarita medicinala 2 0
8 Viscum album L. — vascul 2 0
9 Xanthium strumarium L. — cornuti 3 0
10 | Aristolochia rotunda L. — marul lupului 2 0
11 | Datura stramonium L. — ciumafaia 1 0
12 | Ariplex hortensis L. — loboda 2 0
13 | Acacia L. —salcamul 2 0

Din rezultatele prezentate in Tabelul 4 se observa ca, un numar de specii de plante
testate au prezentat un grad ridicat de infectare cu fitoplasma innegrirea lemnului de vita de vie.
Concret, din 8 probe testate de volbura de camp (Convolvulus arvensis), in 5 probe (62,5%) s-a
demonstrat continut de infectie cu fitoplasma Thnegrirea lemnului de vita de vie.

Rezultate similare au fost obtinute la testarea curpenului cdinesc (Cynanchum acutum
L.): din 5 probe testate Tn 3 probe (60%) s-a demonstrat infectarea cu fitoplasma Tnnegrirea
lemnului de vita de vie.

Probele din urmétoarele specii plante, ca volbura de cdmp (Convolvulus arvensis L.),
curpenul cainesc (Cynanchum acutum L.), talpa gastei (Chenopodium bonus-henricus L.),
macesul (Rosa L.) si ulmul (Ulmus L.), colectate din plantatiile viticole, s-au prezentat ca
rezervoare de fitoplasma Tnnegrirea lemnului. Prin testarea probelor recoltate din buruienile
erbacee larg raspandite in plantatiile viticole, cum au fost de exemplu speciile de susai, cornuti,
loboda de gradina si ciuméfaia comund s-a demonstrat absenta fitoplasmei innegrirea lemnului
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n acestea. Un rezultat similar a fost obtinut la testarea probelor de salcAm (Acacia L.) si vascul
alb (Viscum album L.), care frecvent vegeteaza in fasii forestiere si biotopuri adiacente.

Prezenta fitoplasmei innegrirea lemnului de vita de vie in buruienile ierboase: volbura
de cdmp, curpenul cinesc si talpa gastei, ne permite sa le atribuim pe aceste plante la cele cu
statut de rezervoare [26]. Prezenta acestor plante, ca surse de infectie fitoplasmatica in plantatiile
viticole, este unul dintre motivele principale ale raspandirii pe larg a patogenului Tnnegrirea
lemnului la vita de vie din Republica Moldova.

3.7. Identificarea fitoplasmei — agentul patogen al innegririi lemnului

Prin studiile efectuate am stabilit ca, plantatiile viticole din Republica Moldova sunt
puternic infectate cu fitoplasma, care provoaca boala Innegrirea lemnului la vita de vie. Aceasta
fitoplasma a fost diagnosticatd la trei specii de cicadele care habiteaza in plantatiile viticole:
Anaceratagallia ribauti, Hyalesthes obsoletus si Reptalus quinquecostatus. Fitoplasma care
provoaca boala Tnnegrirea lemnului la vita de vie a fost diagnosticata si la o serie de plante
erbacee, arbusti si lemnoase: volbura de cdmp (Convolvulus arvensis L.), curpenul ciinesc
(Cynanchum acutum L.), talpa gastei (Chenopodium bonus-henricus L.), macese (Rosa L.) si
ulmul (UImus L.). Tn elucidarea celor anterioare, este foarte important si se identifice agentul
patogen al fitoplasmei care provoacd imbolndvirea innegrirea lemnului de vitd de vie n
Republica Moldova. Identificarea a fost realizatd prin compararea secventelor de nucleotide n
forma de text, obtinute prin secventierea ADN-ului fitoplasmei cu secventele de nucleotide
ADN din baza geneticd NCBI (Centrul National pentru Informatii Biotehnologice) [25].

ADN-ul fitoplasmei Tnnegrirea lemnului a fost secventiat din probele de frunze de vita
de vie a soiurilor Aligote si Rara neagra, planta erbacee curpenul céinelui Cynanchum acute si
cicadela H.obsoletus, din care s-au obtinut rezultate pozitive la acest patogen prin testarea cu
RPL. Secventele de ADN au fost excizate din gelul de agaroza si cu ajutorul kitului SiMax™ s-
au eliminat reziduurile de gel, ADN-ul polimerazei, deoxinucleotide si sdruri. Metoda se
bazeaza pe separarea ADN-ului intr-un tampon cu continut ridicat de sare cu 0 membrana din
silicagel Intr-o coloand de centrifugare. Pentru secventierea sablonului dorit de 720 bp,
concentratia probelor a fost ajustatd pand la cea recomandatd 20-22,5 ng. Operatia de
secventiere a fost efectuatd la Compania de cercetare si productie ,,SINTOL”. Secventele de
nucleotide rezultate ale ADN-ului fitoplasmei Tnnegrirea lemnului de vita de vie Tn forma de
text au fost comparate cu secventele de nucleotide ale probelor biologice din baza de date
genetici NCBI (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov). Tn rezultatul acestora, s-a constatat ci fitoplasma
care provoaca innegrirea lemnului de vita de vie Th Republica Moldova, se refera la Candidatus
phytoplasma solani. Procentele de citire au variat de la 87 la 99, iar procentele de identificare de
la 87 la 98%, ceea ce indica o precizie semnificativ de mare la identificarea fitoplasmei.

Rezultatele de secventiere obtinute sunt in concordanta cu lucrarea anterioard, in care s-
a efectuat diagnosticarea probelor de frunze de vitd de vie din Moldova, Tmpreund cu
cercetatorii laboratorului CREA (Conegliano, Italia). Metoda de analizd utilizata RFLP a
ampliconilor a aratat ca probele apartin speciei Ca. P. solani, agentul cauzator al Thnegrirea
lemnului. Datele au fost confirmate prin PCR Tn timp real TagMan [3].
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3.8. Rispandirea patogenului Tnnegrirea lemnului in plantatiile viticole din Republica
Moldova

Prin cercetdrile stiintifice efectuate in plantatiile viticole din Republica Moldova s-a
identificat patogenul de etiologie fitoplasmaticdi Tnnegrirea lemnului, s-au determinat
cicadelele-vectori si plante-rezervoare cu agentul patogen al patologiei de fitoplasma.
Prezenta 1n plantatiile viticole a surselor patogenului si a purtatorilor acesteia explicd gradul
larg si ridicat de infectare cu Tnnegrirea lemnului. Pentru a elabora masuri de prevenire a
raspandirii patogenului, este foarte important sa se stabileascd modul in care se produce
infectia plantelor de vita de vie in conditii naturale si ce factori favorizeaza raspandirea
patogenului Tn plantatii. Pentru a rezolva aceastd problema, in 2018, s-a continuat efectuarea
sondajelor vizuale ale parcelelor experimentale in: s. Bugeac, UAT Gagauzia; s. Tanatari,
raionul Causent; S. Slobozia-Dushka, raionul Criuleni. Sondajele au fost efectuate anual pana
n 2020, inclusiv. Examinarilor vizuale au fost supuse toate plantele care vegetau in parcelele
experimentale. Rezultatele obtinute sunt prezentate in Tabelul 5.

Tabelul 5. Dinamica riaspandirii patogenului Thnegrirea lemnului Tn plantatiile viticole
din Republica Moldova (anii 2017-2020)

Zona si localitatile cu Soiul Suprafa Infectate cu Tnnegrirea lemnului, %
plantatii ’ 2017 2018 2019 2020
s. Bugeac, Feteasca neagra 25 6,91 797 11,70 16,0
UTA Gagiuzia Rara neagra 25 1481 17,28 29,50 149
Slobozia Dusca, Cabernet Sauvignon 4,0 9,66 16,16 18,80 124
r. Criuleni Pinot noir 6,0 1154 48,37 43,30 158
Tanitari C_aberneF Sauvignon 3.3 19,55 26,17 12,70 94
. Cé.use’ni Pinot noir 3,3 16,21 14,05 7,07 34
’ Merlot 33 46,48 10,78 10,20 3,6

Din rezultatele prezentate in Tabelul 5, se observa ca, parcelele de vita de vie
examinate Tn perioada 2017-2019, demonstreaza o crestere a numarului de butuci
afectati de innegrirea lemnului la unele si o scadere la altele. Astfel, numarul butucilor
afectati in zonele din satul Bugeac a crescut semnificativ: la soiul Feteasca neagra,
numarul celor afectati in 2017 a fost de 6,91%, iar in 2019 de 11,70%; la soiul Rara
neagra 14,81% in 2017 si 29,50% in 2019, respectiv. O crestere a numarului de butuci
afectati se observa si in plantatiile din satul Slobozia-Dusca, raionul Criuleni: numarul
de plante afectate de soiul Cabernet Sauvignon a fost Th 2017 de 9,66%, iar in 2019 de
18,80%; la soiul Pinot Noir 11,54% in 2017 si, respectiv, 43,30% in 2019. In satul
Ténatari, raionul Causeni, se constata o scadere treptatd a numarului de butuci afectati de
fitoplasmoza, astfel ca afectarea soiului Cabernet Sauvignon Tn 2017 a atins limita de
19,55%, iar in 2019 de 12,70%; la soiul Pinot Noir, simptome ale butucilor afectati in
2017 au fost inregistrate la 16,21%, iar in 2019 doar la 7,07% din plantele luate in
evidentd, iar la butucii soiului Merlot boala s-a manifestat in proportie de 46,48% in
2017 i, respectiv, de 10,20% in 2019 din totalul de burtuci luati in evidenta.

Tn 2020, In Republica Moldova s-a declansat o secetd aprigi, in urma careia
productia agricold a culturilor, inclusiv a celor viticole, a fost considerabil afectata. Cel
mai pagubitor efect al secetei s-a manifestat in regiunile sudice si centrale ale republicii.
Dupa cercetarea unei plantatii viticole din satul Bugeac s-a demonstrat o suprimare
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semnificativa a cresterii lastarilor anuali, care s-a reflectat si asupra dezvoltarii patogenului
Tnnegrirea lemnului. Astfel, afectarea de fitoplasma a butucilor soiului Rara in anul 2020 a
fost de 14,9%, inregistrand o scadere fatd de cea inregistrata in anul 2019 (24,6%),
atingand nivelul anului 2017. La soiul de Feteasca neagra, dimpotriva, numarul de butuci
afectati de boala au crescut fata de 2019 cu 4,3%, iar fatd de 2017, respectiv cu 9,09%.

Tn plantatiile viticole din satul Slobozia-Dusca, raionul Criuleni, in anul 2020, s-a
inregistrat o scadere a procentului de butuci afectati de patogen in comparatie cu cel
inregistrat in anul 2019, iar fatd de anul 2017 s-a observat tendinta de crestere a numarului
de butuci afectati de innegrirea lemnului. Astfel, la soiul Cabernet Sauvignon, numarul de
plante bolnave in 2020 a scazut cu 6,4% fata de 2019, si a crescut cu 2,74% fata de 2017.
O tendinta similard s-a observat la soiul Pinot Noir, unde scaderea numarului de butuci
afectati in 2020 fata de 2019 a fost de 27,5%, si a crescut cu 4,27% fatd de anul 2017.

in plantatiile viticole din satul Tantari, raionul Causeni, s-a constat o scidere anuald
a numarului de butuci de vita de vie afectati de innegrirea lemnului. Deci numarul plantelor
bolnave de soiul Cabernet Sauvignon in 2019 a fost de 12,7%, iar in 2020 de 9,4%, respectiv,
scaderea fatd de 2017 este de 10,15%. O scadere a numarului de butuci afectati de boala se
observa si la alte soiuri din aceasta plantatie. Astfel, numarul de butuci afectati de soiul Pinot
noir a scazut cu 12,81% fata de 2017, iar in cazul soiului Merlot, respectiv cu 42,88%.

Tn urma cercetirilor efectuate si analiza rezultatelor obtinute s-a constatat ci in
plantatiile din satul Bugeac, UAT Gagauzia si satul Slobozia-Dusca, raionul Criuleni,
numdrul plantelor de vita de vie afectate de fitoplasmoza este in crestere, insa n plantatiile
din satul Tanatari, raionul Causeni, sunt in scadere treptata. Cresterea numarului de butuci
afectati de patogen in plantatiile viticole, precum si scaderea acestora, pot fi explicate prin
faptul ca, 1n conditii naturale in plantatii, infectia cu Tnnegrirea lemnului a butucilor de vita
de vie se produce prin intermediul indivizilor de cicadela Hyalesthes obsoletus (Fig. 10).
Ciclul de dezvoltare al cicadelelor H.obsoletus evoluieaza si este in stransa concordanta cu
ciclul de dezvoltare al buruienilor erbacee, iar vitd de vie este o plantd ocazionala pentru
aceasta specie de insecta-vector. Femelele de cicadele depun pona in luna august, la baza
tulpinii plantei-gazda, ca exemplu - volbura de camp (Fig. 13).

Figura 13. Ciclul de infectare cu patogenul fitoplasmatic Tnnegrirea lemnului vitei de
vie de cicadele-vectori



Larvele eclozate se hranesc cu seva din radacinile plantei-gazda. Daca planta a
fost infectatd cu fitoplasma, atunci larvele eclozate, hranindu-se cu seva din radacinile
plantei-gazda infectate, extrag si fitoplasma, iar dupa 30-40 de zile devin viroforme.
Larvele de cicadele habiteazd in sol, hranindu-se cu seva radacinilor plantelor-gazda
si, trecand la sistemul radicular ale plantelor invecinate, le infecteaza, crescand astfel
numarul de plante-rezervoare cu fitoplasma din plantatiile viticole. Adultii formati din
larve viroforme devin si acestea instantaneu viroformi.

Zborul adultilor incepe in primele zece zile ale lunii iunie ale anului urmator si
continud pana la sfarsitul lunii. De remarcat ca in Republica Moldova, din cauza
schimbarilor climatice din ultimii ani, Thcepdnd cu a doua jumatate a lunii iunie,
temperatura zilnicd a aerului creste semnificativ, iar cantitatea de precipitatii scade.
Astfel, conform indicilor de la statiile meteo instalate in plantatiile viticole industriale
din centrul si sudul republicii, in ultimii patru ani (2017-2020), temperatura medie
anuald a aerului a crescut cu 2,0°C, in comparatie cu media multianuala din anii
anteriori. Suma temperaturilor efective anuala a crescut si aceasta cu 446,5°C,
comparativ cu media multianuald. In acelasi timp, odati cu cresterea temperaturii,
evident si a sumelor temperaturilor efective, s-a observat o scadere a cantitétii de
precipitatii cu 147 mm. Din cauza temperaturilor ridicate si a deficitului de umiditate a
solului, plantele erbacee se aspresc rapid, se ingédlbenesc si ulterior se usucd. Prin
urmare, insectele sugatoare raspandite in plantatiile viticole si care se hranesc cu seva
plantelor erbacee, printre care si cicadele-vectori ai fitoplasmei, sunt fortate sa
migreze masiv in ciutare de alte surse de hrand, una dintre acestea fiind vita de vie, a
caror lastari vegeteaza intens si abundent intr-o anumita perioada de timp. Cicadelele
viroforme, hranindu-se cu seva lastarilor tineri si suculenti, le transmite fitoplasma.
Primele simptome al patogenului sub forma de cloroza usoara pe lastarii infectati, apar
la inceputul lunii august. Simptomele evidente si caracteristice ale fitoplasmozei se
formeaza la sfarsitul lunii august - Tnceputul lunii septembrie. Astfel, fluctuatiile
climatice reprezintd un factor semnificativ si decisiv, fiindcd favorizeaza si
accelereaza raspandirea naturala a fitoplasmei care provoaca fnnegrirea lemnului vitei
de vie in plantatiile viticole din Republica Moldova.

Tn contextul celor explicate anterior, se poate explica cresterea numarului de
tufe afectate de patogen in zonele viticole din satul Bugeac, UAT Gégauzia si satul
Slobozia-Dusca, raionul Criuleni. Tn plantatiile viticole din satul Bugeac, UAT
Gagauzia habiteaza un numar mare de buruieni erbacee, printre care un loc primar il
ocupi plantele cu rezerva de fioplasma Thnegrirea lemnului, volbura de campi si in
special a curpanului cainesc. Inregistrarea plantelor-rezervoare in plantatii si a
cicadelelor-vectori de fitoplasma explicd cresterea anuald a numdrului de butuci de
vita de vie afectati de Innegrirea lemnului.

in plantatiile viticole din satul Slobozia-Dusca, raionul Criuleni, se aplica
cultivarea spatiilor dintre randuri. Tn calitate de plante pentru inierbare, se folosesc
buruienile care vegeteaza intre randurile de vitd de vie si periodic sunt cosite n
perioada de vegetatie. Dintre plantele-rezervoare ale innegririi lemnului a fost
prezenta doar volbura de camp, in timp ce curpanul céinelui nu a fost inregistrat.
Volbura de camp fiind o plantd perend, erbacee, cu o ridacina pivotantd adénca si
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tulpini ramificate taratoare nu a fost supusa cositului, prin urmare fiind prezenta peste
tot ntre randuri, precum si in randurile de vitad de vie. Prezenta plantelor-rezervoare
ale patogenului si a cicadelelor-vectori transmititoare in plantatiile viticole
declangeaza infectarea ulterioara si succesiva a butucilor cu Tnnegrirea lemnului.

Reducerea anuala a butucilor de vita de vie infectati de Tnnegrirea lemnului Tn
plantatiile din satul Tanatari, raionul Causeni se datoreaza faptului cid solul din
plantatie, pe toata perioada de vegetatie, a fost mentinut intr-o stare libera de buruieni.
Combaterea buruienilor s-a realizat prin lucrari repetate la sol, atat intre rnduri cét si
in spatiile dintre butuci. Printre plantele-rezervoare de fitoplasma, au fost inregistrate
si unele exemplare de plante de curpanul céinelui. Combaterea sistematicd a
buruienilor din plantatiile viticole duce la distrugerea plantelor-rezervoare de
fitoplasma si a larvelor de cicadele, care se hranesc cu radacinile buruienilor erbacee.
Astfel, nimicirea buruienilor duce la intreruperea ciclului efectiv: ,,planta-rezervor —
cicadela-vector — planta de vita de vie”, ceea ce reduce semnificativ densitatea
numerica a cicadelor-vectori si a sursei de infectie de fitoplasma din plantatiile
viticole. Tn fine, mentinerea solului dintr-o plantatie viticold libera de orice specii de
buruieni, in special a celor rezervoare de fitoplasma, este un factor important in
prevenirea raspandirii patogenului innegrirea lemnului.

3.9. Discutarea rezultatelor cercetarii

In baza cercetirilor efectuate s-a stabilit ci afectarea plantatiilor viticole din Republica
Moldova este produsa de patogenul de etiologie fitoplasmatica innegrirea lemnului, al carui
agent patogen este specia de fitoplasma Candidatus phytoplasma solani. Afectarea
plantatiilor de Tnnegrirea lemnului a fost stabilitd 1n toate zonele viticole. Gradul de afectare a
plantatiilor de fitoplasma Bois noir variazi de la 0,9 pana la 100%. In plantatii s-a stabilit
prezenta cicadelelor-vectori ai Tnhnegririi lemnului. Conform rezultatelor obtinute prin
diagnosticarea RPL au fost identificati purtatorii acestui patogen fitoplasmatic, acestia fiind:
Hyalesthes obsoletus, Anaceratagallia ribauti si Reptalus quinquecostatus. Dupa testarea
indivizilor de cicadela H. obsoletus s-a constatat ca 40% dintre acestea contineau fitoplasma
Tnnegrirea lemnului. Conform rezultatelor diagnosticului RPL a buruienilor erbacee, s-au
identificat urmatoarele plante-rezervoare de fitoplasma innegrirea lemnului la vita de vie:
volbura de cAmp, curpanul cainelui si talpa gastei.

Fitoplasmele care provoacd unele patologii ale plantelor agricole cultivate sunt
paraziti intracelulari, de aceea in lupta cu astfel de agenti patogeni, pana in prezent, inca nu s-
au elaborat mijloace chimice de protectie. In baza datelor obtinute sa demonstrat ci
fitoplasmoza la vita de vie se desfisoard doar in cazul existentei urmétorilor factori
(urmatorului ciclu de dezvoltare): rezerva de patogen in plantele spontane — cicadelele-
vectori — vita de vie cultivatd. Stoparea raspandirii in continuare a acestui patogen in
plantatiile viticole este posibila doar prin intreruperea acestui ciclu vital si pagubitor. Aceasta
problema poate fi rezolvata prin metode agrotehnice, mijloace chimice si terapeutice.

Rezerva de fitoplasma Tnnegrirea lemnului se afla in buruienile care cresc Tn
plantatiile viticole si biotopurile adiacente. Pe radacinile volburii de camp tréiesc, se hrinesc
si ierneaza larvele cicadelei H. obsoletus. Zborul adultilor are loc in luna iunie. Distrugerea
sistematicd a buruienilor din plantatiile viticole are ca rezultat eliminarea rezervoarelor de
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patogen si a larvelor de cicadele, care se hranesc cu seva din radacinile lor (Fig. 17). Aceasta
mdasurd agricola si efectivd practic duce la intreruperea ciclului de acumulare a rezervei de
fitoplasma in plantele spontane — cicadela-vector — vita de vie, ceea ce semnificativ reduce
atat numarul surselor cu fitoplasma, cit si la scaderea densitatii cicadelor-vectori.

Astfel, combaterea buruienilor duce la intreruperea ciclului efectiv: ,,planta -rezervor
— cicadela-vector — planta de vita de vie”, ceea ce reduce semnificativ numéarul surselor de
fitoplasma si de cicadele-vectori, respectiv si scaderea importantd a incarcaturii infectioase
din plantatia viticold. Astfel s-a demostrat ca mentinerea solului in stare liberd de buruieni, in
special de cele care sunt rezervoare de fitoplasma, este factorul decisiv (important) in
prevenirea raspandirii infectiei de Bois noir - innegrirea lemnului vitei de vie.

Aplicarea tratamentelor cu insecticide in plantatiile viticole este un alt factor de
prevenire a raspandirii infectiei de Bois noir deoarece reduce considerabil populatiie de
cicadele-vectori ale fitoplasmozelor din plantatie. Astfel tratamentele de combatere
recomanda a fi applicate in perioada zborului in masa a indivizilor adulti de H. obsoletus,
fiind necesara monitorizarea zborului cicadelelor-vectori in plantatiile viticole. Distanta intre
tratamentele efectuate depinde de prezenta vectorilor in plantatie, eficacitatea si perioada de
actiune a preparatelor chimice utilizate. Primele tratamente cu insecticide se recomanda de
efectuat impotriva H. obsoletus - Th perioada zborului in masa a indivizilor adulti. Al doilea
si, daca sunt necesare tratamentele ulterioare, se recomandi de efectuat in functie de
dinamica zborului vectorilor n plantatie, luand in consideratie eficacitatea si perioada de
actiune a preparatului chimic utilizat.

Este necesar de accentuat ca tratamentele cu insecticide nu sunt totdeauna eficiente
Tmpotriva cicadelei H. obsoletus, deoarece aceasta specie de cicadela este un polifag si pentru
nutritia sa poate zbura din plantatiile viticole adiacente la distante considerabile. O masura
mai eficientd pentru controlul vectorului este mentinerea unui nivel inalt alt tehnologiei
agricole (cultivatiile, combaterea buruienilor rezervoare de fitoplasmd), care reduc
considerabil potentialul larvelor de a acumula fitoplasma din plantele infectate.

O masura mai eficienta pentru controlul vectorului este ridicarea nivelului tehnologiei
agricole: cultivatiile care distrug indivizii de cicadele Tn varstele primare, care sunt in contact
direct cu radacinile suculente ale buruienilor. Acest aspect este deosebit de important, avand
n vedere potentialul larvelor de a acumula fitoplasma din plantele infectate. Respectarea
masurilor agrotehnice Th scop de suprimare a plantelor cu statut de buruiene, va duce la
lichidarea instantanee a speciilor erbacee - rezervoarele de fitoplasma [22; 23].

In urma evidentelor efectuate in plantatiile viticole s-a demonstrat ci gradul de
afectare de fitoplasma creste in unitatile agricole unde nu se aplicd calitativ Tnierbarea
recomandatd, lucrarile solului (combaterea buruienilor inclusiv a celor rezervoare de
fitoplasma). S-a demonstrat cad numarul de plante afectate de patogen depinde de urmatorii
factori: cresterea densitatii numerice a vectorilor bolii; prezenta plantelor rezervoare de
fitoplazmoz3; declangarea unor conditii climatice favorabile pentru dezvoltarea acestora.

in rezultatul controlului sistematic al buruienilor din plantatiile viticole se distrug
plantelor rezervoare de fitoplasma si larvele de cicadele, care se hranesc cu seva din
radacinile acestora. Acest fapt s-a confirmat pe parcelele de vita de vie cercetate timp de patru
ani in Republica Moldova, care demonstreazd cd in lipsa unor masuri agrotehnice
satisfacatoare creste numarul de butuci afectati de fitoplasma in plantatiile viticole.
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in cadrul controlului fitosanitar al scolilor de vitd de vie efectuat in mai multe
pepiniere viticole au fost identificate plante cu simptome de fitoplasma. In toate cazurile de
diagnostic molecular al materialului saditor, In 2019 si 2020, a fost identificata fitoplasma
innegrirea lemnului vitei de vie. Pentru prevenirea raspandirii bolilor de tip fitoplasma cu
material saditor, in procesul de multiplicare In Moldova este recomandata tratarea cu apa
calda a vitei de vie, la t = 50°C timp de 45 de minute si t = 51°C timp de 45 de minute. [24].

Urmare a cercetarilor efectuate s-a constatat ca, fitoplasmozele vitei de vie nu se
transmit cu instrumentele agricole, prin contactul cu frunzele, lastarii si radacinile bolnave.
Prin urmare pentru prevenirea raspindirii bolii trebuie respectate cu strictete mésurile
agrotehnice de profilaxie a bolii - combaterea buruienilor rezervoare de infectie si respectiv a
vectorilor transmitdtori ai bolii.

CONCLUZII GENERALE SI RECOMANDARI PRACTICE
Concluzii generale

1. n plantatiile viticole din Republica Moldova a fost identificat un patogen de etiologie
fitoplasmatica — innegrirea lemnului. Prezenta patogenului a fost stabilita in toate zonele de
cultivare a plantatiilor viticole. Infectarea plantelor de vita de vie cu innegrirea lemnului
variaza de la 0,9 pana la 100% a plantatiei.
2. Fitoplasma, agentul patogen al innegririi lemnului de vita de vie, a fost diagnosticata la
plantele Convolvulus arvensis L., Cynanchum acutum L., Chenopodium bonus-henricus L.,
Rosa L., Ulmus L., ceea ce face posibild constatarea acestora ca plante-rezervoare ale
patogenului.
3. Agentul patogen al innegririi lemnului vitei de vie, a fost diagnosticata la 3 specii de
cicadele: Hyalesthes obsoletus, Anaceratagallia ribauti si Reptalus quinquecostatus, ceea ce
face posibild atribuireca acestor cicadele-vectori in calitate de insecte purtatoare si
transmitatoare a fitoplasmei Bois noir.
4. Prin testarea indivizilor de cicadela H. obsoletus s-a constatat ca 40% din indivizi au fost
contaminati cu fitoplasma innegrirea lemnului. Un procent mare de indivizi viroformi indica
nivelul ridicat de infectare a plantelor-gazda cu patogenul respectiv.
5.  Prin secventierea ADN-Iui la fitoplasma innegrirea lemnului de vita de vie, izolata din
plantele viticole infectate, specia de buruieni Cynanchum acutum L. si cicadela Hyalesthes
obsoletus s-a stabilit ca agentul-patogen al patogenului este fitoplasma cu denumirea
stiintificd Candidatus Phytoplasma solani.
6. Fluctuatia conditiilor climatice, care s-au manifestat printr-o crestere a temperaturii si o
scadere a precipitatiilor in perioada de vegetatie, a provocat uscarea prematura a plantelor
erbacee, ceea ce a provocat migrarea in masa a cicadelelor polifage spre alte plante, inclusiv
pe vita de vie. Hranindu-se cu seva lastarilor tineri de vita de vie, care cresc intensiv in
perioada de vegetatie acestea 1i infecteazd, contribuind astfel la rdspandirea rapidi a
patogenului Tnnegrirea lemnului.
7. Prin distrugerea sistematici a plantelor erbacee din plantatiile viticole, care contin o
rezerva semnificativa de fitoplasma innegrirea lemnului, se elimina atét sursele de infectie ale
patogenului, cat si a cicadelor-vectori, larvele carora se hranesc cu seva radacinilor plantelor-
gazda, prevenindu-se astfel raspandirea patogenului in alte plantatii.
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8. Pentru stoparea raspandirii fitoplasmei Tnnegrirea lemnului cu materialul saditor viticol
se recomandd efectuarea controlului fitosanitar al vitelor altoite si a butasilor Inrdddcinati
destinati pentru infiintarea noilor plantatii (inclusiv celor pentru lichidarea golurilor) si
interzicerea folosirii materialului saditor infectat, astfel evitindu-se raspandirea agentului
patogen la distante si suprafete mari.
Recomandari practice

Pentru prevenirea raspandirii patogenului innegrirea lemnului de vitd de vie, se
recomanda respectarea urmatoarelor masuri si procedee agrotehnice:
o infiintarea noilor plantatii de vitd de vie cu material saditor liber de fitoplasma, infectii
virale si bacteriene;
e distrugerea sistematicd din plantatiile viticole si biotopurile adiacente a plantelor
erbacee-rezervoare de fitoplazma, in special a speciilor de: Convolvulus arvensis L., Cynan-
chum acutum L., Chenopodium bonus-henricus L., Rosa L., Ulmus L. Mentinerea plantatiilor
viticole libere de buruieni in timpul sezonului vegetativ, diminuieaza potentialul fiziologic al
cicadelelor-vectori de a depune ponte pe plantele-gazda. Prin urmare, cultivarea solului intre
randuri si in spatiile dintre plante este 0 masura agrotehnica foarte importanta in prevenirea
bolii;
e evitarea inierbarii solului intre randurile de vitd de vie cu plante erbacee cu potential de
acumulare si rezervare a fitoplasmei innegrirea lemnului de vita de vie, care prezintd habitatul
natural in plantatiile viticole;
e monitorizarea zborului cicadelelor adulte (a vectorilor transmitatori de fiitoplasme)
pentru aplicarea n termenii optimi a tratamentelor chimice Tmpotriva acestora, utilizand
insecticide selective, inclusiv pe marginile exterioare ale plantatiilor viticole si a biotopurilor
adiacente.
e  Pentru prevenirea raspandirii infectiei de Bois noir sunt recomandate tratamentele de
combatere in perioada zborului in masa a indivizilor adulti de H. obsoletus.
e  Pentru combaterea cicadelor - vectori ai fitoplasmei se vor utiliza insecticide selective,
tratamentele fiind aplicate inclusiv pe marginele exterioare ale plantatiilor viticole si a
biotopurilor adiacente. Distanta intre tratamentele efectuate va depinde de prezenta vectorilor
in plantatie, eficacitatea si perioada de actiune a preparatelor chimice utilizate.
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AHHOTALUA

XayctoB EBrennii. «3a0o1eBanis BHHOTPAIHOI J103bI (PUTONJIA3MEHHOI
3THOJIOTHH», THCCEPTALUSA HA COMCKAHUE YIEHON CTeleH! T0KTopa
CeJIbCKOX03sIiiCTBeHHbIX HayK, Knmmnés, 2023.

CTpykTypa AauccepTramuu: BBEACHHE, TPH TJaBbl, OOIIME BBIBOABI U
npaktiudeckue pekomenaanuu, 20 mpunokenuit, 112 cTpaHuIl OCHOBHOTO TeKcTa, 35
pUCyHOK, 22 Ttabmuusl, 243 OuOmuorpaduueckux HCTOYHHMKA. Pe3ymbTaThl
oITyOJIMKOBaHbI B 9 Hay4YHBIX paboTax.

KnaroueBbie cioBa: ¢uromiasma, IlouepHeHne apeBecHHBI, 30J0THUCTOE
MOKENTEHNEe, BUHOTPaJ, CUMIITOMBI (DUTOIIA3MEHHOTO 3a0O0JIeBaHUs, MOHUTOPHUHT,
LIMKaIKU-IEPEHOCYHKH, pacTeHne-pesepBarop ¢urorazmsl, [TLP.

O0nacTe uccaenoBaHmii: 3amuTa pacTeHUH.

Lens padoTbl: pa3paboraTh Mepbl OOPBOBI JUIS 3alIUTHl BHHOTPATHBIX
HACaXJCHUI OT GuTOMIa3MEHHbIX 3a00neBanuii B Pecyosrke Momniosa.

3agaum  ucciaeoBaHMsl: 00CIENOBaTh BHHOTPAJHBIE HACAXKACHHUS Ui
onpeseneHus CTEMEHU  3apakeHUs ¢uTOIIIa3MEHHBIMH  3a00JICBaHUSMH,
UIEHTUPUIUPOBATh  (UTOIUIA3MEHHBIX  MATOr€HOB-BO30OyauUTENel  3a0oieBaHus
BUHOTPaJia ¥ U3YYUTh PE3ePBATOPOB U BO3MOXKHBIX TIEPEHOCUHUKOB (DPUTOIIIaA3MEHHBIX
3aboneBanuii B Pecriyonmuke Mosnosa.

HoBu3Ha wuccaenoBaHuii: Brepsole B PecnyOmuke MongoBa ompeneneHo
pacnpocTpaHeHre (HUTOIIa3MEHHOTO 3a00IeBaHUsI BO BCEX BUHOTPAJapCKUX 30HAX U
YCTAaHOBJICH BO30YANTENb, IIEPEHOCUHKH M COPHBIC pacTeHUs-pe3epBaTopbl. CocTas-
JIeHBl PEKOMEHJALMK 10 MepaM OOpbObl M IPENOTBPALICHHIO PaCHpOCTPAHEHUS
3a00JIeBaHHU.

PeménHasi BaxkHasih HayyHass mnpodJeMa: COCTOMT B  U3Y4YCHHE
¢uTonNasMeHHBIX  3a00J€BaHMA BHUHOIPAJHOW  JIO3BI, BBIABICHHH  LHMKAIOK
MIEPEHOCYMKOB, a TakkKe pacTeHHI-pe3epBaTOpoB 3a00JEBaHMS, YTO IO3BOIUIIO
MIPE/ICTABUTH PEKOMEH/IAIMU TI0 MepaM OOpbObI.

TeopeTuyeckoe 3HaUeHHe PAGOTHI: BHICOKAS CTEIICHb TOPAXKEHUS IUIAHTAlUH
BuHOrpana B PecrryOnuke MonmoBa (huTOMIa3MEHHBIM 3a00JIeBaHHEM, BO3MOXKHA TIPH
HAIMYAA WCTOYHWKA 3abonmeBaHms, 3(dekTuBHOro mnepeHocunka U (HaKTOpPOB,
CIIOCOOCTBYIOIIHMX 3aPAKEHUIO BUHOTPAJHOTO PACTECHHSI.

IIpakTHyeckoe 3HAYeHHe PaGOTHI: COCTOMT B IIPEACTABICHHH HAay4HO-
O0OCHOBaHHBIX Mep II0 NPEAYNPESKIACHHIO pPAaCIpOCTpaHeHUs 3aboiieBaHMs Ha
IJIaHTAUMAX BUHOrpazaa B PM.

BHenpenne Hay4dHBIX Pe3yJbTaTOB: Pe3yIbTAaThl BHEAPEHBI B 1abOpaToOpHu
Bupyconoruu u purocanurapHoro kouTponss HITMCBullT u npumenstorcs B pabotax
TI0 MOJTYYESHUIO (PUTOCAHUTAPHBIX KJIIOHOB BUHOTPAJIA.
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ADNOTARE
Haustov Evghenii. ,,Bolile vitei de vie de etiologie fitoplasmatica”, tezi de doctor in
stiinte agricole, Chisin:iu, 2023.

Structura tezei: introducere, trei capitole, concluzii generale si recomandari,
112 de pagini de text de bazd, 20 anexe, 35 de figuri, 22 tabele, bibliografie din 243
titluri. Rezultatele obtinute sunt publicate in 9 lucrari stiintifice.

Cuvinte-cheie: fitoplasma, Tnnegrirea lemnului, ingélbenirea aurie, vita de vie,
simptomele produse de fitoplasmoze, monitorizare, cicadela-vector, planta-rezervor de
fitoplasma, RPL.

Domeniul de studiu: Protectia plantelor.

Scopul tezei: elaborarea si recomandarea masurilor de control pentru
prevenirea imbolnavirii cu fitoplasmoze si protectia generald a plantatiilor viticole Tn
Republica Moldova.

Obiectivele cercetarii: investigarea plantatiilor viticole pentru determinarea
gradului de infectare cu patogenul de etiologie fitoplasmatica; identificarea agentilor
patogeni de tip fitoplasma, care declanseaza fitoplasmozele vitei de vie; studierea
plantelor-gazde spontane, rezervoare de fitoplasma; cercetarea speciilor de cicadele-
vectori, cu potential fiziologic Tn transmiterea patogenilor de etiologie fitoplasmatica
n Republica Moldova.

Noutatea cercetarii: pentru prima datd in Republica Moldova a fost
determinata aria de raspandire a fitoplasmozelor in zonele viticole industriale si a fost
identificat agentul patogen, vectorii si plantele-rezervoare cu fitoplasma. Au fost
elaborate si inaintate recomandari cu referinta la masurile necesare de respectat pentru
combaterea si limitarea raspandirii fitoplasmozelor 1n plantatiile viticole.

Problema stiintificid importanta rezolvata: investigarea fitoplasmozelor vitei
de vie, identificarea speciilor de cicadele-vectori, precum si a plantelor-gazda
alternative purtatoare de fitoplasma, ceea ce a ficut posibil recomandarea masurilor si
metodelor de combatere a patologiilor fitoplasmatice ale vitei de vie.

Semnificatia teoreticd a lucririi: nivelul ridicat de infectare a plantelor de
vitd de vie din Republica Moldova cu o boala fitoplasmatici, este posibild daca exista
o sursa semnificativa a patogenului Tn agrobiotop, un vector eficient pentru vehiculare
si factorii climatici favorabili in perioada de vegetatie, care impreuna contribuie la
declansarea infectarii plantelor de vita de vie cu agentul patogen respectiv.

Semnificatia practiciA a lucririi: prezentarea masurilor si metodelor de
prevenire si combatere a patologiilor fitoplasmatice in plantatiile viticole din
Republica Moldova bazate pe investigatii stiintifice.

Implementarea rezultatelor stiintifice: rezultatele stiintifice au fost
implementate in plantatiile viticole din gestiunea laboratorului de virologie si control
fitosanitar al ISPHTA si utilizate in tehnologiile de obtinere a clonelor fitosanitare de
vitd de vie libere de patogen.
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ABSTRACT
Haustov Evghenii. «Grapevine diseases of phytoplasmic etiology», thesis for the degree
of Doctor of Agricultural Sciences, Chisinau, 2023.

Thesis structure: introduction, three chapters, general conclusions and practi-
cal recommendations, 112 pages of main text, 20 appendices, 35 figures, 22 tables,
243 bibliographic sources. The results are published in 9 scientific papers.

Key words: phytoplasma, Blackening of wood, Golden yellowing, grapevine,
symptoms of phytoplasma disease, monitoring, leafhoppers-vectors, plant - phyto-
plasma reservoir, PCR.

Research area: Plant protection.

The aim of the work: to develop control measures to protect vineyards from
phytoplasma diseases in the Republic of Moldova.

Research objectives: to examine vineyards to determine the degree of infec-
tion with phytoplasmic diseases, to identify phytoplasmic pathogens - causative agents
of grapevine diseases and to study the reservists and possible carriers of phytoplasmic
diseases in the Republic of Moldova.

The novelty of the research: for the first time in the Republic of Moldova, the
spread of phytoplasma disease in all viticultural zones was determined, as well as the
pathogen, vectors and weeds-reservers. Recommendations were made on measures to
control and prevent the spread of the disease.

An important scientific problem solved: is the study of phytoplasmic diseas-
es of the vine, the identification of carriers of leafhoppers, as well as plant-reservers of
the disease, which made it possible to provide recommendations on control measures.

The theoretical significance of the work: a high degree of infection of grape
plantations in the Republic of Moldova with a phytoplasma disease is possible if there
is a source of the disease, an effective vector and factors contributing to the infection
of the grape plant.

The practical significance of the work: consists in presenting evidence-based
measures to prevent the spread of the disease on grape plantations in the Republic of
Moldova.

Implementation of scientific results: the results have been implemented in
the laboratory of virology and phytosanitary control of ISPHTA and are used in work
on obtaining phytosanitary clones of grapes.
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