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OBIECTIVELE GENERALE:

- Intocmirea protocolului de lucru pentru producerea de microtuberculi;

- Producerea microtuberculilor la cartof si identificarea celor mai performante conditii de
cultivare

- Obtinerea microtuberculilor in vitro de calibru superior (> 10 mm), care sa poata fi plantati
direct in cdmp, in vederea asigurarii Prebazei necesare producerii de samanta;

- Micropropagarea rapida a celor mai valoroase soiuri romanesti;

-Asigurarea unui material de plantat corespunzator din punct de vedere biologic si fitosanitar
(microtuberculi), care sa conduca la obtinerea de productii constante si de calitate (metoda
modernizata)

-Marirea eficientei procesului de producere a cartofului pentru samanta atat sub aspect
economic cat si ca durata.

Obiective specifice ale proiectului sunt:

-elaborarea unei tehnologii noi de obtinere a microtuberculilor utilizand metoda imersiei
permanente

-realizarea si extinderea in productie a soiurilor de cartof cu rezistenta genetica la viroze si
mana, care necesita mai putine tratamente de combatere a bolilor si daunatorilor, soiuri mai
tolerante la stresul termohidric, soiuri cu un coeficient mai ridicat al apei si fertilizantilor
(valoroase din punct de vedere agronomic) si care pot fi competitive pe piata UE;

-realizarea si extinderea in productie a unui material clonal indemn de boli virotice.

OBIECTIVELE FAZEI DE EXECUTIE:

e Producerea microtuberculilor la cartof si identificarea celor mai performante conditii de
cultivare;
e Intocmirea protocolului de lucru pentru producerea de microtuberculi;
¢ Obtinerea microtuberculilor in vitro de calibru superior (> 10 mm),
Obiectivul fazei il reprezinta elaborarea modelului de producere de microtuberculi in vitro,
din soiurile de cartof romanesti pretabile la agricultura durabila.

Rezumatul fazei

In tara noastrd existd o problema destul de dificild in programul national de producere de
cartof pentru samanta datoritd presiunii mari de infectie, problema ce va fi depasita prin utilizarea
fnmultirii in vitro a cartofului. Rezolvarea consta in obtinerea unui material initial corespunzator
din punct de vedere fitosanitar, in mentinerea libere de virusuri a noilor genotipuri create precum
si In micropropagarea rapida a celor mai valoroase creatii.

Soiul, ca resursa biologica, constituie unul din cei mai importanti factori in realizarea unor
productii mari, constante si economice, dar ca orice material biologic, se mentine in productie un
timp limitat. Degenerarea biologica, uzura morald, aparitia si evolutia agentilor patogeni,
modificarea conditiilor tehnice si economice, cerintele pietii, constituie elemente principale in
mentinerea in productie un timp mai lung sau mai scurt.

In Romania se cultivd peste 200.000 ha cu cartof, fiind consideratd culturd de important3
nationala. La cartof, calitatea materialului de plantare este factorul esential care determina
calitatea si cantitatea recoltelor obtinute, fiind cunoscut faptul ca productia de cartof este
determinata in procent de peste 50 % de calitatea materialului de plantare. Producerea cartofului
pentru samanta reprezinta o activitate stiintifica complexa, laborioasa, care necesita o preocupare
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mai mare decat producerea materialului semincer la culturile cu inmultire prin samanta adevarata,
datorita in principal urmatoarelor cauze:
- diminuarea progresiva a productiei determinatd de degenerarea virotica si fiziologica;
- coeficientul de inmultire foarte mic (1:4 - 1:10);
- continutul ridicat de apa si sensibilitatea la vatamare a tuberculilor impune conditii
speciale pentru pastrare;
- costurile aferente materialului pentru plantat sunt mari datoritd normei de plantare
ridicate.

Sistemul national pentru producerea si inmultirea cartofului de samanta a fost organizat in
1966. Schema aplicata a fost de 9 - 10 ani. Necesitatea imbunatatirii cartofului pentru samanta a
impus trecerea la o noud schema de producere a materialului de plantare in anul 1988 prin
introducerea culturilor de tesuturi in vitro si a tehnicii de diagnosticare ELISA, institutul fiind
singura unitate din tara care poate asigura necesarul cu cartof de samanta din soiurile romanesti.

Prin dezvoltarea culturii in vitro de producere de microtuberculi, se mareste eficienta
procesului de producere de samanta atat sub aspect economic, cat si ca durata, aceasta tehnica
determinand o reducere cu 4 - 5 ani a timpului necesar fatd de metoda clasica, si in acelasi timp
se elimind o serie de lucrari adiacente, create de necesitatea mentinerii unui stoc de material
biologic reproductiv sanatos si care se utilizeaza in mod obisnuit in sistemul clasic.

Pornind de la aceste aspect, lucrarile efectuate in aceasta etapa s-au axat in principal pe:

- elaborarea unor procede eficiente de regenerare in vitro a materialului biologic
creat, cu caracteristici agronomice superioare:
- elaborarea unor tehnologii eficiente de producere de microtuberculi in vitro.
O serie de experiente efectuate au condus la evaluarea conditiilor de cultura pentru
obtinerea de microtuberculi in vitro intr-un timp scurt, in vederea implementarii in schema
producerii de prebaza.
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Descrierea stiintifica si tehnica, cu punerea in evidenta a
rezultatelor fazei si gradul de realizare a obiectivelor

Partea 1

Microtuberculii (sau tuberculii in vitro) sunt cartofi de samanta in miniatura si pot fi
considerati ca o etapa intermediara intre plantule in vitro si minituberculii. Microtuberculii sunt
prima generatie de samanta de cartof produsi din cultura de tesuri: ei sunt folositi pentru a
rezolva probleme transplantarii plantulelor fragile din conditiile in vitro in conditiile in vivo, pentru
a rezolva proplemele depozitarii.

Datoritd marimii mici si a greutatii scazute, microtuberculii au numeroase avantaje in
depozitare, transport, mecanizare. Pot fi plantati direct in pamant si pot fi produsi in orice
perioada a anului. Au o morfologie similara si caracteristici biochimice cu tuberculii produsi in
camp. Producerea de microtuberculi in vitro este foarte benefica in propagarea si depozitarea unui
stoc valoros de cartofi

Microtuberculii sunt produsi in laborator din partea axilara a frunzelor. Procedura
conventionala incepe din lastarul cultivat in vitro in conditii aseptice dupa ce este asigurata
eliminarea de boli. Intunericul, camera caldd furnizeazd un mediu care este similar mediului
cultivarii cartofului. Plantulele in vitro formeaza microtuberculii in urmatoarele 60 de zile.

Factorii importanti in timpul perioadei de tuberizare sunt:
concentratia de zahar in mediu (conditia optima: 8%);
continutul de azot (este o intreactie clara intre concentratia de zahar si azot);
temperatura (este de preferat la 18 - 20°C);
conditiile de lumina (incubatia poate avea loc la intuneric sau la o intensitate slaba a luminii cu o
fotoperioada de 8h).

Zaharul este cel mai critic stimul pentru formare de a tuberculilor. Zaharul este esential in
vitro pentru efectul osmotic, ca sursa de energie, iar la concentratii mai mari poate avea rol in
formarea de microtuberculi. Pentru a creste la maximum inducerea de microtuberculi, nivelul de
zahar creste de la 2 - 3%, de obicei folosit pentru micropropagare la 8 - 9%. Nivele de zahar
peste 8% nu sunt benefice.

Mai mult, in general, microtuberculii sunt produsi in vitro, cu o variabilitate a mediului,

componente de mediu si intervale de depozitare. Multe interactii intre conditiile de crestere in
vitro influenteaza seminificativ productivitatea si multe din aceste interactiuni par a fi specific-
genotipice. Prin urmare, microtuberculii au diferite marimi, au diferite perioade de conservare, si
difera larg in potentialul de crestere si productivitate. Ei au de obicei marimea unui bob de mazare
si variaza: in forma (rotunda sau alungitd), suprafata (moale sau aspra), culoare (de la galbui la
verzui), greutate (de la 24 la 273 mg), diametru (4 - 7 mm), si lungime (10 - 12 mm).

In timp ce temperaturile de 20 - 25° C determind cresterea plantulelor micropropagate,
pentru inducerea microtuberculilor, temperaturile sunt in general mai scdzute (15 - 18° C).
Interactia temperaturii cu zaharul din mediu si regulatorii de crestere influenteaza tuberizarea in
vitro. Aceste relatii sunt complexe.

Depozitarea pe termen lung a microtuberculilor este discutabila si abilitatea lor de a fi

plantati direct in camp cu probabilitatea de a produce samanta normal este discutabila in cel mai
bun caz. Probele de camp impun un potential de productie scazut pentru culturi crescute in vitro
din tuberculi comparativ cu tuberculii de sdmanta conventionali.

De ce sunt importanti?
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Microtuberculii sunt de o calitate superioara si un instrument esential de cercetare intr-un
domeniu extins a studiilor de tuberculi.

Microtuberculii sunt folositi in conservarea germoplasmei. Variabila importanta care
afecteazd aceast acespect este durata conservarii. Aceasta variabild depinde de genotip, acidul
abscisic (ABA) si zaharoza. ABA scade producerea de microtuberculi si perioada de conservare a
microtuberculilor, in timp ce o concentratie ridicatd de zaharoza (60-80g/l) fincurajeaza
producerea de biomasa, de microtubercul ca si continutul de substanta uscata al microtuberculilor.
Microtuberculii pastrati sub lumina difuza au o conservare mai lunga decat cei pastrati sub
intuneric continuu.

Microtuberculii pot furniza baza semintei libere de boli, in dezvoltare pentru multe tari:

-in Europa, unde un numar larg (sute sau mii) de samanta pre-bazica din cateva varietati
sunt produse;

-Tn tarile in curs de dezvoltare, costul semintei certificate este ridicat si mana de lucru este
scazuta.

De cand multe tari tropicale nu sunt capabile sa produca tuberculi de samanta de inalta
calitate datoritd lipsei vectorului liberi de productie, importul de samanta certificata si costul
ridicat pot deveni un factor de constréngere in producerea cartofului. Gasirea unei metode
alternative in producerea cartofului poate fi sprijinita de industria cartofului si se crede ca
producerea locala de samanta poate semnificativ sa reduca costurile, care acum sunt aproximativ
50% din costurile de productie.

Performanta (depozitare, eliberarea de conservare, stabilitatea la depozitare) depinde de
marimea microtuberculilor. Performanta microtuberculilor poate fi optimizata prin producerea de
tuberculi mult mai uniform si mai largi prin modificarea procedurilor in vitro. Efectul regulatorilor
de crestere asupra plantulelor in vitro si microtuberculilor: acidul jasmonic si acidul gibereleic
(AGs) accelereaza marirea microtuberculilor, in timp ce ABA exercitd un efect inhibitor asupra lor.

Mai mult, tehnicile in vitro conduc la producerea de mii de microtuberculi intr-un timp
scurt, fiind posibild depozitarea lor pe o arie micd (intr-un recipient la 4°C) pentru o perioada
lunga de timp. Seminificativ, procentul de microtuberculi a fost mai scazut cand a fost folosita o
concentratie de zahar mai mica (40g/l in loc de 80g/l), sau cand un amestec de glucoza si
galactoza a fost inlocuita cu galactoza.

Tehnica de microtuberizare in vitro - Schema experimentala

Microtuberizarea in vitro a cartofului constituie faza tranzitorie intre multiplicarea in
vitro a materialului sanatos si multiplicarea in camp. Producerea de microtuberculi reprezintd o
metoda eficienta pentru obtinerea unui material sanatos, prin care se reduce procesul productiei
de cartof cu 3-4 ani.

Microtuberculii sau vitrotuberculii sunt tuberculi de talie mica (3-8 mm), de forma sferica
sau alungitd, cu greutatea de 0,05 pana la 0,2 grame. Acesti microtuberculi au un continut in azot
proteicAde 2,5 ori mai mare decat tuberculii normali.

In conditii normale de culturd, microtuberculii de cartof plantati in ghivece, produc plante
care la randul lor, dau nastere la minituberculi sau la tuberculi normali utilizabili pentru
producerea categoriilor biologice superioare.

In prezenta lucrare am stabilit o metodd de lucru pe baza cdreia am obtinut
microtuberculii.

Mediul de microtuberizare este lichid, continand aceleasi substante din mediul de
multiplicare Murashige-Skoog, dar in jumatate de cantitate si zaharoza (80-90g/l), cumarina si
kinetina.

Solutiile stoc de cumarina si kinetina au fost preparate astfel:
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- 500 mg cumarina peste care este adaugat etanol (25 ml); solutia este completata cu apa
distilata intr-un recipient de 200 ml;

- 200 mg kinetina, 20 ml NaOH; solutia este completata cu apa ditilata intr-un recipient de
50 ml.

Pentru un 1 litru de mediu de microtuberizare se adauga 200 ml solutie stoc cumarina si
12,5 ml solutie stoc kinetina. Mediul de microtuberizare nu contine agar. In fiecare cutie de
plastic s-a turnat 45 ml mediu si dupd aceea cutiile au fost plasate la intuneric la 20°C.
Microtubercurii sunt recoltati separat in functie de soi.

Dupa stabilirea celei mai bune metode de lucru, a celei mai bune variante, concretizate in
obtinerea unui numar mai mare de microtuberculi, am trecut la aplicarea metodei.

Dupa perioada de tuberizare (7-8 saptamani de intuneric), plantulele de cartof au fost
extrase din recipientele de culturd, iar microtuberculii recoltati au fost spalati, pentru a indeparta
toate urmele de mediu si pentru a evita infectiile ulterioare care ar putea apare in timpul pastrarii
acestora. Apoi, microtuberculii au fost uscati, calibrati, numarati si pusi pentru conservare in
frigidere la temperaturi de 4-5°C, la intuneric. Aceasta conservare se poate prelungi pind la un an.
In momentul recolt&rii lor, cei mai multi microtuberculi sunt in stare de repaus vegetativ si nu pot,
deci, incolti. Durata repausului vegetativ este foarte variabil de la un tubercul la altul si deci,
constituie un handicap important in momentul plantarii. Pentru a putea rezolva aceasta problema,
tuberculii trebuie tratati cu Rindite, care este un amestec de tetraclorura de carbon, dicloretan si
ethilenclohidrinad (1:3:7).

Microtuberculii adesea au un rol foarte special in schema de producerea a cartofului de
samantd. Utilizarea microtuberculilor prezintd cateva avantaje in comparatie cu plantulele.
Acestea includ:

- pot fi produsi in orice perioada a anului si nu este necesar sa fie produsi doar inaintea

utilizarii;

- sunt convenabil si usor de transportat si depozitat pentru cateva luni.

Microtuberculii in vitro au cateva dezavantaje. Acestea includ: sunt mici si neuniformi;

- au o lunga perioada de conservare;

- se produc céativa microtuberculi/ plantula sau butas (de cele mai multe ori, in medie

doar unul, sau mai putin de un microtubercul per plantula).

Fig.1. Fotografie din camera de crestere; Plantule regenerate, inainte de tuberizare
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Fig.2. Microtuberizare - Soiul Christian

Fig.3. Microtuberizare - Soiul Roclas

Fig.4. Microtuberculi Soiul Cristian
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Fig.6. Microtuberizarea in conditii de incubator

Tabel nr. 1
Compozitia mediului de cultura pentru multiplicare la cartof

Constituenti Tuberizare

Macroelemente NH4NO3 1650 mg/I
CaCl,-2H,0 440 mg/I
MgSO,-7H,0 370 mg/|
KNO, 1900 mg/I
KH2P04 170 mg/I

Microelemente CoCI2-6H20 0.025 mg/I
CuSO,-5H.0 0.025 mg/|
FeSO,-7H,0 27.85 mg/|
Na,EDTA 37.25 mg/I
MnS04-4H20 22.30 mg/|
KI 0.83 mg/I
Na,MoO,-2H,0 0.25 mg/I
ZnSO,-7H,0 8.6 mg/I
H3BO3 6.2 mg/I
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Constituenti Myo-inositol 100 mg/I
organici Pyridoxin3 0.5 mg/I
Acid nicotinic 0.5 mg/I
Thiamina HCI 0.1 mg/I
Chinetina 2.5 mg/I
Cumarind 25.0 mg/I
Zaharoza 80-100 g/I
Agar-agar -
pH 5.6
FAZA DEMILTIPLICARE
i 7 =7 MINIBUTASI
F

RECOLTAREA
MICEOTUBERCTULILORK

Mediu M5 agarizat

Fig. 7. Schema obtinerii de microtuberculi
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Rezultate obtinute

Au existat diferente semnificative intre cele trei soiuri in ceea ce priveste marimea,

numarul si greutatea microtuberculilor obtinuti.

Tabelul nr.2

Greutatea medie a microtuberculilor (g)

Soi/calibru >10mm 5-10mm <5 mm
Rustic 0 0.13 0.05
Christian 0.28 0.14 0.06
Roclas 0.29 0.14 0.05

Figura nr.8

Variatia greutatii medii a microtuberculilor in functie de soi si calibru
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Observatiile s-au efectuat pe tot materialul obtinut din soiul Rustic, Christian si la soiul
Roclas. La baza determinarii greutatii medii a microtuberculilor au stat cantariri individuale,
tubercul de tubercul si medierea lor/vase.

Urmarind in anul 2009 greutatea medie a microtuberculilor celor trei soiuri de cartof, pe
trei clase de marime, se constata ca microtuberculii din soiul Roclas - soi semitimpuriu, rezistent
la viroze, prezinta greutatatea medie cea mai ridicata (0.29 g) din clasa de marime maxima (>10
mm). In clasa de marime mijlocie (5-10 mm) soiurile Christian si Roclas se intalnesc la egalitate
(0,149g). Soiul Christian -soi semitimpuriu, rezistent la viroze, se remarca prin greutatea medie
cea mai ridicata (0,06g) in clasa de marime minima. In figura 8 se poate observa o diferenta

semnificativa a greutatii medii la cele trei soiuri pe cele trei clase de marime.
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Tabelul nr.3
Numarul de tuberculi/plantula in functie de soi
Soi Rustic Christian Roclas
Nr. microtub. 0.68 1.12 0.76

Figura nr.9

Variatia numarului de microtuberculi/plantula in functie de soi
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Soiul Christian se remarca prin capacitatea ridicata de a produce microtuberculi/ plantula
(1,12), in timp ce soiul Rustic prezinta cel mai mic numar de microtuberculi/ plantula (0,68).

Tabelul nr.4
Numarul de microtuberculi/cutie

Rustic

Christian

Roclas

18

15.93

28.13
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Figura nr.10

Variatia numarului de microtuberculi/cutie
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Din figura se observa ca numarul cel mai mare de microtuberculi/ cutie este produs de
soiul Roclas (28,13), urmat fiind de soiul Rustic (18 microtuberculi/cutie).
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Tabelul nr.5

Numarul de microtuberculi/cutie

2007-2013
Soi/calibru >10mm 5-10mm |<5mm
0 4.31 13.68
Rustic
Christian 0.9 8.17 6.86
Roclas 0.45 7.68 20

Variatia numarului de microtuberculi in functie de soi si calibru
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Urmarind comportamentul celor trei soiuri de cartof in privinta

Figura nr.11

producerii de

microtuberculi/cutie, pe 3 clase de marime, se constata ca soiul Christian, cel mai mare numar de
microtuberculi mari/ cutie si anume 0,9. In clasa de m&rime mijlocie, de asemenea soiul Christian
prezinta cel mai mare numar de microtuberculi/ cutie (8,17), urmat de soiul Roclas si Rustic. In
clasa de marime mica, soiul Roclas, produce cel mai mare numar de microtuberculi/ plantula (20).

Tabelul nr.6

Numarul total de microtuberculi

Rustic

Christian

Roclas

1137

1026

1632

Microtuberculii au fost recoltati din 58 cutii (pentru fiecare soi), fiecare cutie continand 25

plantule.
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Figura nr.12

Variatia numarului total de microtuberculi in functie de soi
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Analizand numarul total de microtuberculi se evidentiaza capacitatea ridicatda de productie
a soiului Roclas (1632) urmat de soiul Rustic (1137).

Concluzii

Se poate concluziona ca numarul microtuberculilor, cum de altfel si marimea acestora sunt
influentate de genotip. In clasa de m&rime mare, cel mai mare numar de microtuberculi/ cutie
este produs de soiul Christian, in timp ce in clasa de marime mica cel mare numar de
microtuberculi/ cutie este produs de soiul Roclas.

Exista o asemanare intre capacitatea de productie a tuberculilor in vitro de marime mare si
mijlocie cu productia din camp.
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