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Cod: PO-04-Ed3-R1-F5
RAPORTUL STIINTIFIC SI TEHNIC:

CUPRINS

o Obiectivele generale;

o Obiectivele fazei de executie;

o Rezumatul fazei

o Descrierea stiintifica si tehnica, cu punerea in evidenta a
rezultatelor fazei si gradul de realizare a obiectivelor;

o Concluzii

o Bibliografie

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 camp, 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 rezistentda genetica la
viroze si mana, care necesitd 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.
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OBIECTIVELE FAZEI DE EXECUTIE:

e Producerea microtuberculilor la cartof si identificarea celor mai performante
conditii de cultivare;
o Intocmirea protocolului de lucru pentru producerea de microtuberculi;
e 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 (Loial si Astral).

Rezumatul fazei

In Romania, functionarea sistemului national de producere a cartofului pentru s&mant3
in contextul unei puternice concurente internationale, se confrunta cu unele constrangeri
atat de natura tehnica cat si economica.

Pentru solutionarea acestor probleme si pentru promovarea rapida a soiurilor
romanesti de cartof se realizeaza producerea unui material initial corespunzator din punct
de vedere fitosanitar, mentinerea noilor genotipuri create libere de virusuri, precum si
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.

Sistemul national pentru producerea si inmultirea cartofului de saméantda a fost
organizat in 1966. Schema aplicatd a fost de 9 - 10 ani. Necesitatea imbunatatirii cartofului
pentru samanta a impus trecerea la o noua 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.

Daca ne referim la multiplicarea rapida a soiurilor de cartof prin microbutdsire,
introducerea vitroplantelor tinere de cartof in ciclul normal de productie, necesitad
numeroase manipulari (repicaj, cultura in conditii controlatr, transfer in sera), facand apel la
o investitie considerabild de mana de lucru.

Prin dezvoltarea culturii in vitro de producere de microtuberculi >10mm, se mareste
eficienta procesului de producere de samanta atdt sub aspect economic, cat si ca duratg,
aceasta tehnica determinand o reducere cu 4 - 5 ani a timpului necesar fata de metoda
clasica, si in acelasi timp se elimina o serie de lucrdri 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 din aceasta etapa s-au axat in general pe
producerea de microtuberculi in vitro din soiurile Magic si Astral create la SCDA Suceava,
dar si din Roclas, Rustic si Christian.
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Descrierea stiintifica si tehnica, cu punerea in evidenta a rezultatelor
fazei si gradul de realizare a obiectivelor

Metoda experimentala de producere a microtuberculilor a fost descrisa in etapa a IV-
a de executie a proiectului. In aceasta etapa s-a continuat multiplicarea soiurilor romanesti
pe mediile de crestere descrise anterior, infiintandu-se noi culturi in vitro pentru inducerea

tuberizarii.

Rezultate obtinute

in conditiile optime de cultura, prezentate in etapa IV, rezultatele din figura 1 arata
ca soiul are o mare capacitate de a influenta atat tuberizarea cat si marimea si greutatea
tuberculilor.

Influenta soiului asupra numarului si greutatii microtuberculilor Figura 1

oAstral

BFoclas

0.6 A

0.2 1

MNr tub.f planta G medief tub.

Se poate observa ca cele 2 soiuri luate in calcul, Astral creat la SCDA Suceva si
Roclas creat la INCDCSY Brasov produc microtuberculi > 10 mm cu aceeasi medie a
greutatii de 0,63 grame (Tabel 1), dar ca si numar soiul Astral produce un numar mai mare

de microtuberculi > 10 mm
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Marimea si numarul de microtuberculi Tabel 1

ASTRAL * > 10 mm 5-10 mm ROCLAS*
17 tub. 0.62 0.49 | 25 tub.
0.59 0.38
0.73 0.44
0.57 0.4 | g medie
0.31
g medie 0.63 0.24
0.26
0.25
0.25
0.16
0.16
0.15
0.12
g medie 0.28
g medie 0.45 g medie 0.45
nr. tub/
nr. tub/ planta 1.13 planta 1.67

*1 vas de cultura cu 15 vitroplante

Atat soiul Roclas cat si Astral produc acelasi numar de microtuberculi de marimea 5-
10mm dar Astral nu produce microtuberculi sub 5mm. Aceste date sunt orientative, nefiind
asigurate statistic nu se pot trage concluzii, urmand ca in perioada urmatoare sa se

analizeze toti micotuberculii ce vor fi recoltati.
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Tuberizarea ,in vitro”
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UNIVERSITATEA DE STIINTE AGRONOMICE SI MEDICINA VETERINARA-BUCURESTI

Partenera la CONTRACT DE FINANTARE
PENTRU EXECUTIE PROIECTE
Nr. 51-019 /18.09.2007

Denumirea proiectului: "Producerea cartofului din soiuri pretabile la agricultura
durabila prin microtuberculi obtinuti “in vitro” folosind metoda imersiei

permanente”.

Etapa V

Denumirea activitatii : A.3. Dezvoltare experimentala:
A.3.5. Realizare model producere microtuberculi ,in vitro” din soiurile de cartof pretabile la

agricultura durabila (partea a II a) Termen de predarea etapei: 15.12.2009

USAMV-Bucuresti - contractor asociat,
Responsabil proiect,
Prof.univ.dr.ing. PETRU NICULITA

SECTIUNEA 1
RAPORTUL STIINTIFIC SI TEHNIC
(RST)
FAZA DE EXECUTIE NR. V/ 2009

CU TITLUL : Dezvoltare experimentala
A.3.5. Realizare model producere microtuberculi ,in vitro” din soiurile de cartof pretabile la
agricultura durabila (partea a II a) Termen de predarea etapei: 15.12.2009

RST - raport stiintific si tehnic in extenso*
PVAI - proces verbal de avizare interna

* pentru Programul 4 “Parteneriate in domeniile prioritare” se va utiliza modelul din Anexa 1

cod: PO-04-Ed1-RO-F5
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RAPORT STIINTIFIC SI TEHNIC IN EXTENSO
(RST)

A.3.5. REALIZARE MODEL PRODUCERE MICROTUBERCULI ,IN VITRO” DIN SOIURILE DE
CARTOF PRETABILE LA AGRICULTURA DURABILA (PARTEA AIIA)

Cuprins:

o Obiectivele generale;

o Obiectivele fazei de executie;

o Rezumatul fazei (maxim 2 pagini);

o Descrierea stiintifica si tehnica, cu punerea in evidenta a rezultatelor fazei si
gradul de realizare a obiectivelor;

o Concluzii

o Bibliografie;
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OBIECTIVELE GENERALE SI SPECIFICE ALE PROIECTULUI

Proiectul urmareste stimularea parteneriatului cu universitatile USAMV Bucuresti, ULB
Sibiu si cu SCA Suceava, obiectivele acestuia axandu-se pe introducerea in cultura intr-un
timp mai scurt si cu o productivitate ridicata a soiurilor performante, pretabile la agricultura
durabila, ceea ce va conduce la imbunatatirea materialului de plantat certificat si implicit la
obtinerea unor productii mari si constante la nivelul intregii tari.Un avantaj realizat prin
producerea microtuberculilor este eficientizarea producerii cartofului pentru samanta prin
reducerea schemei clasice cu 3-4 ani.

Obiectivele urmarite sunt:
- 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 camp, 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 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.

Proiectul se va finaliza cu:

-un produs nou (microtuberculi din 5 soiuri de cartof pretabile la agricultura durabila)
obtinuti printr-o tehnologie inovatoare

-0 tehnologie noua (imersie permanenta)
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Obiectivele fazei de executie

Pentu realizarea culturilor de meristeme, obtinerea plantulelor in vitro si identificarea
celor mai performante conditii de cultivare in vitro se elaboreaza metodele de laborator
pentru devirozarea si initierea culturilor de meristeme in vitro din soiurile de cartof pretabile
la agricultura durabila (activitatea A3.3), aceasta activitate finalizandu-se cu o metoda de
laborator, retete pentru medii de crestere, metoda de analiza si produse (microplante din
soiuri pretabuile la agricultura durabila).

Pentru obtinerea de plantule din meristeme libere de boli pe clone si din soiuri
pretabile la agricultura durabila, pentru identificarea gradului de virozare la materialul
multiplicat, se elaboreaza modelul experimental si tehnologia de laborator pentru testarea
sanatatii microplantelor (activitatea A3.3), rezultatele acestei activitati fiind concretizate
intr-un raport de testare (care cuprinde informatii si observatii privind testele efectuate) si
intr-o documentatia de executie.

Pentru obtinerea de microtuberculi in vitro de calibru superior (>10 mm), care sa
poata fi plantati direct in camp se realizeaza un model de producere microtuberculi in vitro
din soiurile de cartof pretabile la agricultura durabila (activitate A 3.5) care se va finaliza
cu urmatoarele rezultate: o metoda de producere a microtuberculilor in vitro prin imersie
permanenta, obtinerea de microtuberculi din soiurile Rustic , Roclas, Christian, Astral, Magic

si un raport de realizare.

USAMV Bucuresti - unitate partener - asigura baza materiala, logistica si stiintifica

pentru realizarea produsului; participa la elaborarea modelului experimental de testare a

materialului initiat in vitro, contribuie la realizarea modelului de multiplicare si producere a

microtuberculilor in vitro prin metoda imersiei (etapa 4, activitatea A.3.5(4om/luna);.

INTRODUCERE

Agricultura reprezinta o preocupare umana foarte veche, istoria sa derulandu-se in

paralel cu cea a civilizatiei.

Ideea unei agriculturi durabile (sustenabile) consta in ridicarea productivitatii acesteia,

cu obtinerea unor profituri sigure si constante cu minim de efecte negative asupra mediului si

asigurand securitatea alimentara a populatiei.
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Agricultura durabild este un concept larg care prevede complexitatea acestui sistem

de productie, stabilitatea biologica a plantelor si soiurilor cultivate, conservarea si protejarea
resurselor naturale,dar si introducerea, apoi generalizarea tehnologiilor moderne cat mai
productive.

Agricultura durabild presupune tehnologii viabile economic pe o perioada lunga de timp
cu recolte ridicate, obtinute cu costuri mai reduse. Orice sistem agricol trebuie sa aiba o
productivitate pe termen lung si cat mai ridicata, care este conditionata nu numai de calitatea
bazei de resurse, dar si de cadrul social si economic.

Practica ameliorarii plantelor prin incrucisare si selectia este la fel de veche ca si
agricultura Tnsasi. Pana la inceputul acestui secol, ameliorarea plantelor s-a realizat empiric,
prin incrucisarea exemplarelor care prezentau insusiri de interes practice, urmata de selectia
celor care se remarcau prin calitati productive superioare, rezistenta la boli si o mai buna
adaptare la conditiile climatice.

Biotehnologia vegetala a secolului XX s-a caracterizat printr-o depdsire cu succes a
unor praguri ale necunoasterii, cum ar fi cele din domeniul regenerarii de plante din explante
de marimi variate, de natura diferita, crescute ,,in vitro” in conditii ecofiziologice aseptice sau
septice, reusindu-se chiar regenerarea de plante si numai din protoplasti, in primul secol al
mileniului trei, biotehnologia avand menirea sa revolutionizeze productia vegetala, nu numai
prin efectuarea de transformari operate in genomul plantelor de interes economic, cu tinta
precisa in eficientizarea recoltelor din punct de vedere cantitativ si calitativ, a marimii
rezistentei unor cultivari la o serie de factori biotici si abiotici, dar si in ceea ce priveste
obtinerea de produsi secundari de metabolism.

Datorita multiplicarii sale vegetative, capacitatea productivd a soiurilor cultivate este
puternic influentata de calitatea materialului de plantat, respectiv de valoarea biologica a
acestuia, iar pe de alta parte de valoarea genetica a cultivarelor create. Cultivarele de cartof
au tendinta de a se deteriora sub aspect genetic datoritd faptului ca an de an, prin tuberculi se
transmit un numar mare de boli ce afecteaza integritatea biologicd a acestora, calitatea si
implicit productia.

Unul dintre cele mai mari avantaje ale multiplicarii ,,in vitro”, comparativ cu metodele
clasice, consta in inmultirea rapida, cu o rata de neimaginat fata de metodele clasice si intr-un
ritm extrem de rapid.

Prin culturile ,,in vitro” pot fi mentinute neschimbate caracteristicile de specie sau soi,
indiferent de gradul de heterozigotie a plantelor sau de anumite mecanisme fiziologice sau

genetice care nu permit inmultirea plantelor respective prin seminte sau organe vegetative. In
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plus, micropropagarea faciliteaza producatorilor realizarea de material de plantat pentru
sezonul dorit.

Luand in considerare cele de mai sus, cercetarile intreprinse de noi au drept obiectiv:

- devirozarea materialului biologic utilizat prin culturi de meristeme;

- multiplicarea rapida a materialului biologic prin micropropagare;

- obtinerea de microtuberculi si minituberculi, adica un material biologic valoros;

- obtinerea unui material biologic diversificat pentru crearea de noi genotipuri;

Aplicarea tehnicilor si metodelor neconventionale de propagare a cartofului urmareste
stabilirea unor corelatii existente intre plantele donor si tipurile de explant, in vederea

orientarii strategiei de lucru in domeniul ameliorarii conservative si de creatie a cartofului.

Importanta obtinerii materialului biologic devirozat la cartof

Particularitatile genetice, fiziologice si agrotehnice ale cartofului, impun cu necesitate
asigurarea unui material de plantat corespunzator din punct de vedere fitosanitar, pentru
intreaga suprafata cultivata cu cartof din tara si eventualele disponibilitati pentru export.

Acest obiectiv se poate realiza prin transpunerea in practica a prezentului proiect care
cuprinde solutii si concepte metodologice noi pentru eficientizarea procesului de producere a
materialului de plantat la cartof din categoriile biologice superioare si realizarea de tehnologii
agricole curate, rentabile si competitive pe plan national si international.

Noutatea cercetarilor din prezentul contract nr.51-019/2007 va consta in
producerea microtuberculilor liberi de agenti patogeni prin metoda imersiei permanente din
soiuri pretabile la agricultura durabila intr-un timp mai scurt, evitandu-se costurile ridicate de
productie prin eliminarea tratamentelor din camp.

Activitatea de producere a unui material biologic sanatos este o activitate laborioasa
datorita faptului ca in fiecare an de cultura, tuberculul este susceptibil de a fi infectat cu
virusuri, micoplasme, bacterii. Prin producerea de microtuberculi in vitro din soiuri pretabile la
o agricultura sustenabila, se obtine un material clonal sanatos din punct de vedere fitosanitar,
un produs natural, fara reziduuri chimice, un aliment curat care sa satisfaca exigentele tot mai
ridicate ale consumatorilor si solicitarile circumscrise standardelor UE, proiectul incadrandu-se
in aria tematica precizata, de crestere a securitatii alimentare si a sigurantei alimentelor.

Totodata, prezentul contract nr.51-019/2007 contribuie la promovarea agriculturii

sustenabile cu orientara clara spre protectia mediului inconjurator, deoarece:
-isi propune imbunatatirea metodei clasice de producere a cartofului pentru samanta si

implicit cea de multiplicare in vitro a soiurilor de cartof pretabile pentru o agricultura durabila
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si conditiile din Romania: soiuri 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.

-prin obtinerea de microtuberculi in vitro se reduce schema producerii de samanta
certificata la cartof cu 3-4 ani fata de sistemul clasic, deci scade numarul de ani de cultivare in
camp si implicit numarul tratamentelor cu pesticide, ducand in final la eliminarea oboselii
solului

Incadrandu-se in obiectivul general al programului Parteneriate in domeniile prioritare,

prezentul contract nr.51-019/2007 urmareste stimularea parteneriatului cu universitatile

USAMV Bucuresti, ULB Sibiu si cu SCA Suceava, pentru identificarea si rezolvarea unor
probleme neabordate pana in prezent in tara noastra, in scopul modernizarii metodei de

producere a cartofului din soiuri pretabile la agricultura durabila.

CAPITOLUL I.
REALIZARE MODEL PRODUCERE MICROTUBERCULI ,IN VITRO"” DIN SOIURILE DE CARTOF
PRETABILE LA AGRICULTURA DURABILA (partea a IT a )

-Protocolul de lucru elaborat de partenerul P2-USAMV-Bucuresti

I.1.Scopul cercetarii si obiective.

Cercetarile din acest proiect de diploma au urmarit introducerea in cultura intr-un timp
mai scurt si cu o productivitate ridicatd a soiurilor performante romanesti apartinand speciei
Solanum tuberosum, pretabile la agricultura durabilda, urmand ca rezultatele obtinute sa
conduca la Tmbunatatirea materialului de plantat certificat si implicit la obtinerea unor productii
mari si constante la nivelul culturilor in cdmp initiate cu materialul biologic obtinut. Un avantaj
important realizat prin producerea microtuberculilor in conditii ,,in vitro” este acela de
eficientizare a producerii cartofului pentru samanta prin reducerea schemei clasice cu 3-4 ani.

Obiectivele urmarite :
e Intocmirea protocolului de lucru pentru producerea de microtuberculi la 4 soiuri

valoroase romanesti de cartof;

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

e Obtinerea microtuberculilor,,in vitro” de calibru superior (> 10 mm), care sa poata fie
plantati direct in camp, in vederea asigurarii Prebazei necesare producerii de samanta;

e Micropropagarea rapida a 4 soiuri romanesti: Astral, Rochlas, Christian si Magic;
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e Asigurarea unui material de plantat corespunzator din punct de vedere biologic si
fitosanitar (microtuberculi).

Pentru realizarea culturilor de meristeme, obtinerea plantulelor ,,in vitro” si identificarea
celor mai performante conditii de cultivare ,,in vitro” se elaboreazd metodele de laborator
pentru devirozarea si initierea culturilor de meristeme ,,in vitro” din soiurile de cartof pretabile
la agricultura durabila , aceasta activitate finalizandu-se cu o metoda de laborator, retete
pentru medii de crestere, metoda de analiza si produse (microplante din soiuri pretabile la

agricultura durabild).

In mod obignuit, cartoful se inmulteste pe cale vegetativa, prin tuberculi si numai in
lucrarile de ameliorare se foloseste inmultirea prin seminte, inmultirea vegetativd se
desfasoara astfel: din mugurii ochilor de pe tuberculi se formeaza coltii (lastarii) fie inainte de

plantare, fie dupa plantare.

Din coltii formati in conditii optime de temperaturd si umiditate se dezvolta radacini si
tulpini. Tulpinile ajung la suprafata solului (plantele rasar si in prezenta luminii), isi desfasoara
procesul de fotosinteza, Tnverzesc, formandu-se in continuare frunzele. Paralel cu formarea

frunzelor tulpinile cresc si ajung la dezvoltarea maxima in timpul infloririi.

Pe partea subterana a tulpinii cresc radacinile si stolonii, iar pe masura ce se inainteaza
in vegetatie stolonii se Tngroasa la capat, formand tuberculii. Tuberculii cresc, de reguld, dupa
terminarea cresterii partilor aeriene si ajung la maturitate odatad cu partea aeriana.( Béalteanu
Gheorghe,2003)

Tuberculii au initial, forma unor noduli, ca apoi, prin cresterea in grosime (mai repede)
si in lungime (mai Tncet), sa capete marimea si forma caracteristica soiului.Tuberculul este o
tulpina subteranad, tuberizatd, ceea ce se deduce si din prezenta reminiscentelor foliare pe
tuberculii tineri, lipsite de clorofila, care, odatd cu ingrosarea peridermului, se atrofiaza
treptat, formand "sprédnceana” ochilor. Sub aceasta formatiune iau nastere mugurii dorminzi,
grupati cate trei, formand ochiul propriu-zis al tuberculului.

Tuberculul de cartof are o parte bazala sau ,ombilicala” cu care se prinde de stolon si o
parte opusa, numita,,coronara” , apicala sau varful care poarta mugurele terminal. Distribuirea
ochilor pe suprafata tuberculului este in spirald, aflandu-se mai multi pe partea coronara.
Numarul, marimea si adancimea ochilor se diferentiaza in functie de specie si soi. La
germinare se dezvoltda mai intai mugurele din mijloc, iar ceilalti doi, de rezerva, apar, de

reguld, dupa eventuala rupere a lastarului principal.
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Initierea formarii tuberculilor (tuberizarea) are loc la 10 - 35 zile dupa rasarirea plantelor,
iar cresterea acestora dureaza 45 - 85 zile, perioadda consideratda critica pentru apa si
substante nutritive.

Tuberculul tdnar este protejat de epidemia care se exfoliaza, locul ei fiind luat de invelis -
periderma sau coaja . Periderma este elastica, densa netedad rugoasa sau reticulata de culoare
alba galbuie, roza, patata cu galben, violacee sau rosie, in functie de specie si soi.

Tuberculii incoltiti la lumind formeaza niste lastari grosi si vigurosi, scurti si pigmentati
in nuante antocianice variate, pubescenti sau glabri, constituind caractere morfologice
constante si specifice de soi.

In functie de raportul dintre lungimea si litimea tuberculilor; se defineste conturul
acestora 1n sectiune longitudinald, astfel: rotund, rotund-oval, oval, oval-lung, lung-oval spre
lung, lung. Dupa greutate, tuberculii sa impart in: mari (peste 120 g), mijlocii (80 -120 g),
mici (40 - 80 g) si foarte mici (sub 40 g). Structura anatomica a tuberculului este
asemanatoare cu aceea a tulpinii si stolonului. (Axinte Mihail, Ioan Borcean-2006)

Importanta practica a mericlonarii.

Principala tehnica de obtinere de plante libere de virusuri dintr-un stoc complet
infectat ramane a fi cultura ,,in vitro”. Eficacitatea acestui procedeu poate fi multiplu sporita
fn urma Tmbinarii lui cu termo-chemoterapie. Separat fiecare metoda nu intotdeauna poate
asigura obtinerea unui material sanatos, deoarece esantioanele folosite deseori pot fi
infectate concomitent cu mai multi germeni patogeni, procedeul carora poate fi deosebit.

Astfel de cai in procesul de devirozare a materialului sunt pe larg aplicate in obtinerea
culturii de cartof, ceea ce este argumentat de gradul inalt de infectare a formelor comerciale
cu unul sau mai multe virusuri si modul de inmultire vegetative, ceea ce asigura transmiterea
infectiei. Cercetdrile efectuate cu soiurile Iagotca, Sprinter, Ostara au aratat ca predomina
infectiile duble, deseori se intélnesc si triple.

Si in cazul cartofului metodele ,in vitro” aduc contributii remarcabile la depdsirea unor
limite cu care se confrunta tehnologia de cultura la aceasta specie. In primul rand se acorda o
mare atentie multiplicarii rapide a unui material biologic pur din punct de vedere genetic si
care in acelasi timp este liber de boli si de daunatori.

Intrucét au fost identificate mai multe virusuri care afecteaza drastic cantitatea si
calitatea productiei de mere, s-a demonstrat ca singura cale eficace de eliminare a virusurilor
din germoplasma de elita stocata in bancile de gene si eventuala distribuire a acesteia pe plan

international sa se realizeze numai prin metode ,in vitro”.
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I.1.MATERIALUL BIOLOGIC UTILIZAT.

Culturile de meristeme asigura multiplicarea rapida si conforma din punct de vedere
genetic a materialului biologic valoros. Obtinerea mericlonelor omogene genetic se datoreaza
faptului ca eventualele aberatii care ar aparea chiar si in celulele varfului de crestere sunt
eliminate prin selectie diplontica. Aceast proces asigura supravietuirea preferentiald a celulelor
cu o constitutie genetica diploida, normald, care poseda un avantaj selectiv fata de celulele cu
modificari genetice.

Pe langa multiplicarea rapida si conforma, micropropagarea ofera o alternativa
accesibila si economica fata de metodele conventionale de producere a materialului saditor,
prin mentinerea intr-un spatiu limitat a unui numar foarte mare de indivizi, in conditii aseptice,
controlate, ferite de accidente climatice si de atacuri ale bolilor si daunatorilor.

Culturile de meristeme pot fi conservate in conditii adecvate pe perioade de mai multe
luni si chiar ani, servind la stabilirea de vitroteci, menite sa conserve soiurile vechi si rudele
salbatice ale acestora, contribuind astfel la prevenirea fenomenului de eroziune genetica.

Se apreciaza ca toate speciile propagate vegetativ prin metodele conventionale sunt
infectate cu unul sau mai multe virusuri.

Maladiile virale sunt responsabile de pierderi considerabile la unele culturi agricole,
cuprinse intre 10 si 70% din recolta normald. Cercetarile au demonstrat ca exista un gradient
al concentratiei virusurilor care este din ce in ce mai scazuta spre varful de crestere. In
consecinta, in functie de dimensiunea portiunii din meristem utilizatd ca inocul, se poate realiza
o eliminare partiala sau totala a virusurilor la nivelul plantelor regenerate ,in vitro”.

Asanizarea materialului biologic destinat comercializarii face ca prin inlaturarea infectiei
sa se restaureze caracteristicile productive si varietale originare, ca si valoarea comerciala.

Plantele derivate de la culturi de meristeme sunt totodatd exceptate de la interdictiile
masurilor de carantina si ca urmare sunt utilizate si pentru realizarea unui schimb rapid si sigur
de stocuri genetice la nivel regional si international (A.Rosu, 1999).

Si in cazul cartofului metodele ,in vitro” aduc contributii remarcabile la depdsirea unor
limite cu care se confrunta tehnologia de culturad la aceasta specie. In primul rand se acorda o
mare atentie multiplicarii rapide a unui material biologic pur din punct de vedere genetic si care
in acelasi timp este liber de boli si de daunatori.

Intrucat au fost identificate mai multe virusuri care afecteaza drastic cantitatea si

calitatea productiei de cartof, s-a demonstrat ca singura cale eficace de eliminare a virusurilor
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din germoplasma de elitd stocata in bancile de gene si eventuala distribuire a acesteia pe plan
international sa se realizeze numai prin metode ,,in vitro”,

Exprimarea capacitatii morfogene depinde ,intr-o foarte mare masura de calitatile
detinute de celulele aflate in vitroculturd, respectiv nu numai de prezenta celulelor
meristematice, ci si de proportia acestora in componenta inocului, sau de competenta celulelor
diferentiate morfofiziologic, aflate in vitrocultura, de a se dediferentia si de a neoforma
meristeme.

Capacitatea regenerativa a celulelor inoculate este, la randul ei, dependentd de
compozitia mediului de cultura (cu precadere de natura si concentratia regulatorilor de
crestere introdusi in substrat), de continutul endogen in fitohormoni si in nutrienti, de

conditiile de cultura.

Scurta caracterizare a celor patru soiuri de cartof utilizate ca sursa de explante

Tipul de explant utilizat de noi pentru micropropagare la cartof a constat din apexuri
caulinare, terminale sau axilare de aprox. 1 cm, constand din mugure si o portiune din lastar
fiind supuse anterior inocularii unei asepsizari de suprafatd de asemenea au fost initiate culturi
de meristeme din soiul Astral, singurul soi care prezenta viroze.

Explantele utilizate ca material biologic au fost prelevate de la mai multi tuberculi de
cartof din 4 soiuri furnizate (Figura nr.1) de catre INCDCSZ BRASOV: Christian, Magic,
Astral si Rochlas.

Soiul Christian a fost creat la INCDCSZ BRASOV.

Caractere morfologice: tuberculii sunt de forma oval-lunga, culoarea cojii este rosu
intens, iar culoarea pulpei galben; tulpina este de talie medie, de culoare verde intens;
inflorescenta este de tip cima, cu flori de culoare rosu-violaceu, cu pete albe.

Caractere fiziologice: perioada de vegetatie este de 83 de zile, incadrandu-se in grupa
soiurilor semitimpurii; soiul are rezistenta la virusul Y si este sensibil la mana; are o capacitate
de productie mare de pana la 44 t/ha.

Insusiri de calitate: soiul Christian are o calitate culinard bund, gradul de folosintd in
care se incadreaza este B; se recomanda pentru consumul de vara-toamna si chips.

Soiul Magic a fost creat de SCA Suceava.

Caractere morfologice: tuberculii au forma ovala, culoarea cojii si a pulpei este galbena;
tulpina este de talie mijlocie, cu portul semierect, cu o usoara pigmentatie antocianica; frunza
este semicompacta, cu foliole de marime mijlocie spre mare, de culoare verde deschis;

inflorescenta este de tip cima simpla, cu flori de culoare alba;
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Insusiri fiziologice: perioada de vegetatie este de 87 de zile, incadrdndu-se in clasa
soiurilor semitimpurii; este rezistent la virusul Y si mijlociu sensibil la mana pe tuberculi si
frunze; are o capacitate de productie buna de 51,2 t/ha, in conditii de irigare; calitatea culinara
este buna, incadrandu-se in clasa de folosinta B, se recomanda pentru consum toamna-iarna.
(Laurentiu Nchita, Mihaela Ciora- 2001)

Soiul Astral a fost creat de SCA Suceava.

Caractere morfologice:tuberculii au forma oval-plata, culoarea cojii si a pulpei este
galbena; tulpina este de talie mijlocie spre inaltd cu portul erect si fara pigmentatie antocianag;
frunza este mijlocie spre mare de culoare verde-inchis; inflorescenta este de tip cima simpla cu
flori de culoare alba.

Insusiri fiziologice: perioada de vegetatie este de 87 de zile, incadrandu-se in clasa
soiurilor semitimpurii; este mijlociu sensibil la mana pe tubercul si rezistent la virusul Y; este
rezistent la nematodul auriu; calitatea culinara este buna, incadrandu-se in clasa de folosinta
B, se recomanda pentru consum toamnd-iarna; are o capacitate de productie buna de 55,4
t/ha. (Laurentiu Nichita, Mihaela Ciora- 2001)

Protocolul de lucru folosit de partenerul P2-USAMV-Bucuresti pentru prima serie de
experimente de multiplicare “in vitro” la cartof (Solanum tuberosum), a fost initiat prin
alegerea unor surse diferite de prelevare a inoculilor de la mai multi tuberculi de cartof din 4
soiuri furnizate (Figura nr.1) de catre INCDCSZ BRASOV -contractorul principal al acestui
proiect.

Avantajul oferit de culturd ,in vitro” a mugurilor apicali sau axilari in scopul
micropropagarii consta in faptul ca lastarul miniaturizat este deja prefigurat ,in vivo” la nivelul
varfului de crestere, astfel ca regenerarea unei plante autonome impune doar alungirea

lastarului si inducerea rizogenezei.
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e

Soiul
CHRISTIAN

Figura nr.1: Aspectul tuberculii de cartof utilizati ca sursa de material biologic.
( foto original-U.S.A.M.V.-Bucuresti)

-_0 prima categorie de surse pentru materialul biologic, (EXPERIMENTUL

I), a reprezentat-o lastari porniti in vegetatie din mugurii dorminzi situati la nivelul ochilor
(Figura 2) obtinuti in urma fortarii pornirii in vegetatie in conditii de laborator. In momentul
alungirii acestora la dimensiunea de 10-12 cm s-au prelevat urmatoarele tipuri de explante:

e fragmente nodale de aproximativ 1 cm lungime cu un mugure axilar situat la baza
primordiei frunzelor cu aspect de bractee si portiuni aproximativ egale de internod situate sub
si deasupra acestuia, cu un fragment de petiol;

e apexuri cu dimensiunea de 1 cm formate din mugurele apical si 1-2 frunze cu aspect de
bractee ;

e meristeme apicale cu 2 primordii.

-_ 0 a doua categorie de sursda pentru materialul biologic
(EXPERIMENTUL II), a reprezentat-o lastari porniti in vegetatie la nivelul ochilor situati pe

tuberculii de cartof (Figura 2) obtinuti in urma fortarii pornirii in vegetatie in conditii de
laborator (mentinere la frigider la temperatura de 5°C). In momentul alungirii acestora la
dimensiunea de 10-12 cm s-au prelevat urmatoarele tipuri de explante:

e fragmente nodale de aproximativ 1,5-2 cm lungime cu un mugure axilar situat la baza
primordiei frunzelor cu aspect de bractee si portiuni aproximativ egale de internod situate sub
si deasupra acestuia;

e apexuri meristematice cu dimensiunea de 1 cm formate din mugurele apical si 1-2

frunze cu aspect de bractee .
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Inainte de inoculare, lastarii de la care au fost detasate explantele au fost pregétiti in
vederea presterilizarii de suprafata astfel: au fost spalati in prealabil cu o solutie slaba de
detergent lichid, pentru indepartatrea impuritatilor, clatiti bine cu apa de la robinet, urmata de
o imbaiere in conditii neaseptice timp de 15 minute in solutie comerciala de fungicid Topsin in
concentratie de 10 % urmata de 3 clatiri successive cu apa distilata, fiecare clatire cu durata

de 10 minute. Tuberculii au fost fortati in tavite de plastic la frigider la temperatura de 5°C.

. MAGIC | MAGIC

Figura 2: Aspectul tuberculii de cartof utilizati ca sursa de material biologic in
EXPERIMENTUL II.( foto original-U.S.A.M.V.-Bucuresti)

-a treia categorie de sursda pentru materialul biologic ( EXPERIMENTUL

III) a provenit de la vitroplantele obtinute din apexurile de 10 mm in vederea propagarii pe
medii aseptice, printr-o subcultivare continua a tulpinilor transformate in minibutasi, crescuti
,,in vitro” pe un mediu de cultura agarizat si suplimentat cu carbohidrati ( sucroza) si
fitohormoni in diferite concentratii (Figura nr.3).

Inocularea pe mediu se face in pozitie orizontald. Din muguri se formeaza noi tulpite
si in acest mod o planta de cartof poate fi multiplicatd de mai multe ori pe an. Dupa
aproximativ doua zile se formeaza diferentierea de radacinite la nivelul mediului, iar mugurele
axilar va genera un ldstaras. In aproximativ doud saptamani din minibutasi se pot forma noi

plantule.
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Referintele bibliografice privind metode de multiplicare ,,in vitro” prin minibutasi la
cartof mentioneaza obtinerea unui coeficient ridicat de multiplicare, de 107108 plante pe an la
aplicarea acestei metode. Minibutasii pot fi crescuti pe mediu anorganic, la lumina natural3,
dar in conditii aseptice. Plantele generate pe aceasta cale nu mai trebuie testate din punct de
vedere fitosanitar, intrucat testarea s-a facut la nivelul plantelor, din care deriva prima serie

de minibutasi, plante prevenite din meristeme.

Figura nr.3. Aspectul minibutasilor in momentul inocularii

(soiurile Rochlas si Astral).

I.2. Metode de lucru utilizate

Cercetarile au fost initiate de partenerul P2-USAMV-Bucuresti prin testarea
capacitatii de raspuns a explantelor de cartof din cele 4 soiuri luate in studiu inoculate pe
medii de cultura cu diferite concentratii ale fitohormonilor.

Laboratorul de ,Biotehnologii vegetale” in care s-au desfasurat experimentele de
fnmultire vegetativa prin metode biotehnologice la cartof este dotat cu urmatoarele incaperi,

fiecare dintre acestea fiind dotate cu aparatura corespunzatoare astfel:
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L. Inc8perea pentru pregétirea mediilor de culturd echipatd cu: mese de
lucru, dulapuri de pastrare a reactivilor, frigider, plita electrica, balantd analitica si
portabila, pH-metru, reactivi si sticlarie de laborator;

II. Inc8perea pentru sterilizare necesard pregatirii vaselor de culturd, a
sticlariei de laborator si sterilizarii mediilor de cultura si a vaselor de cultura echipata
cu: etuve, autoclav, distilator si dulapuri de pastrare a sticlariei de lucru;

III. Camera de prelevare si inoculare a explantelor in conditii aseptice
prevazuta cu hota in flux laminar vertical (Figura nr.4);

Iv. Camera de crestere a culturilor in care se asigura artificial conditiile de
mediu ambiant, este prevazutd cu: rafturi metalice si instalatii de iluminat (Figura
nr.5);

V. Camera de aclimatizare necesara transferului vitroplantelor de la

conditiile de cultura ,in vitro” aseptice la cele ,ex vitro” neaseptice

Figura nr.4.Hota cu flux laminar vertical in care sa realizat inocularea explantelor in

conditi aseptice
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Figura nr.5.Camera de crestere a culturilor din cadrul laboratorului de Biotehnologii

vegetale al Facultatii de Biotehnologii

I.2.1.Initierea si stabilirea culturilor ,in vitro”

Faza de initiere si stabilire a culturilor “in vitro” presupune, sterilizarea
materialului vegetal, izolarea explantelor (meristeme, apexuri, fragmente uninodale) si
inocularea acestora pe un mediu de initiere.

In aceastd fazd este importantd realizarea culturii aseptice si inceperea cresterii
explantelor.

Protocolul de lucru folosit de partenerul P2-USAMV-Bucuresti la initierea culturilor
de inmultire vegetativa neconventionala la cartof pe parcursul anului 2008 a cuprins
parcurgerea mai multor etape de lucru precum:

- prelevarea explantelor si inocularea;

- sterilizarea materialului biologic

- incubarea explantelor si asigurarea parametrilor fizici favorabili inducerii
dezvoltarii proceselor morfogenetice.

Reteta de mediu bazal Murashige & Skoog (1962) utilizatd pentru cultura “in vitro” a
explantelor de cartof (Tabelul 1.) contine o serie de saruri organice si anorganice
recomandate de autori sa se administreze in urmatoarele cantitati / 11 de mediu de cultura.

Pentru stimularea alungirii lastarilor din mugurii axilari, cat si pentru stimularea
obtinerii de muguri si l3stari regenerativi multiplii la soiurile de cartof luate in
studiu(soiurile:Christian, Rochlas, Magic si Astral) partenerul P2-USAMV-Bucuresti a testat

efectul mai multor concentratii de fitohormoni (auxine si citochinine) (Tabelul 2) folosind

31



PROGRAMUL 4 “"PARTENERIATE IN DOMENIILE
PRIORITARE"” 2007-2013

mediul bazal Murashige & Skoog (retetd elaborata in 1962) agarizat cu 8 g/I Agar Noble cu
adaos de carbohidrati si fitohormoni in concentratii diferite. Ph-ul mediului de cultura a fost

corectat inainte de autoclavare la valori cuprinse intre 5 si 6;

Tabelul nr. 1 Mediul de culturi Murashige and Skoog (1962) cu suplimentul

hormonal optim pentru cresterea explantelor de cartof

Macroelemente Compusi
mg/I| . mg/I|

organici
NH4NO; 1650 Thiamina HCI 0.1
KNO3 1900 Inositol 100.0
CaCL,2H,0 440 Acidul Nicontinic 0.5
MgSo47H,0 370 Piridoxina HCI 0.5
KH,PO, 170 Glycina 2.0
FeNaEDTA 36.7 Glusoza/Sucroza 30 g/l
Microelemente mg/I| Agarul 8 g/l
H3BO3 6.2
MnS044H,0 22.3
ZnS0,47H,0 8.6
KI 0.83
Na,Mo042H,0 0.25
CuS045H,0 0.025
CoCI,6H,0 0.025

Trebuie precizat si rolul pe care il au carbohidratii in echilibrarea presiunii osmotice a
mediului de cultura. Cresterea concentratiei de zaharoza peste anumite limite are ca efect
cresterea presiunii osmotice si plasmolizarea celulelor explantelor, iar in cazul culturilor de

cartog poate asigura aparitia si formarea microtuberculilor.
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Tabelul nr.2. Variantele de retete experimentale utilizate in EXPERIMENTUL I

Varianta Mediul de cultura bazal si Alte componente
balanta hormonala
V1 MS (1962)+0,5 mg/ | GA3 8 gr./l agar+ 30 gr./l zaharoza
V2 MS (1962) 8 gr./l agar+ 30 gr./l zaharoza
V3 MS (1962)+0,5 mg/ | GA3 6 gr./l agar+ 60 gr./l zaharoza
V4 MS (1962) 6 gr./l agar+ 60 gr./l zaharoza
V5 MS (1962)+ 1mg/ | GA3 8 gr./l agar+ 30 gr./l zaharoza
V6 MS (1962)+ 1 mg/ | GA3 6 gr./l agar+ 60 gr./l zaharoza
V7 MS (1962)+2,25 mg /IBAP+ 0,1 8 gr./l agar+ 30 gr./l zaharoza
mg./l IAA

Prelevarea explantelor si inocularea
Fragmentele de organe sau de tesuturi folosite pentru initierea culturii poartd numele

de explante sau inoculi. Celulele din structura acestora, inoculate aseptic pe medii nutritive cu
compozitii corespunzatoare (care sa induca si sa sustina diviziunile celulare) si incubate in
conditii controlate de temperatura si de lumina, isi pierd structura specializata si sunt stimulate
sa prolifereze, fapt ce face posibild exprimarea unor noi procese morfogenetice.

In experientele initiate, ne-am propus testarea posibilitatilor de stimulare a formérii de
lastari multipli in scopul elaborarii unei metodologii de inmultire clonala la specia Solanum
tuberosum cu ajutorul tehnicilor de culturi de tesuturi.

Pentru a testa capacitatea morfogenetica a tipurilor diferite de explante au fost folosite
materiale tinere biologic, (explante nodale si apexuri meristematice de la lastari alungiti din
ochii aflati pe suprafata tuberculilor). Mugurii axilari de pe fragmentele nodale aveau
dimensiuni foarte mici fiind imperceptibili cu ochiul liber in momentul inocularii.

Tipul de explant utilizat de noi pentru micropropagare la cartof a constat din apexuri
caulinare, terminale cu dimensiunea de aproximativ 1 cm, constand din mugure si o portiune
din lastar fiind supuse anterior inocularii unei asepsizari de suprafata. Acelasi protocol a fost
utilizat si la initierea culturii de meristeme din soiul Astral.

Inocularea a constat din plasarea explantelor pe variantele de medii de cultura alese
pentru experimentare (Tabel nr. 2), repartizate in vase de cultura sterile, operatii le de lucru

fiind efectuate la hota cu flux laminar.
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Sterilizarea materialului biologic.

O etapa obligatorie a micropropagarii ,in vitro” consta din asepsizarea materialului
biologic, pentru stabilirea de culturi sanatoase si viabile in acelasi timp.

Contaminarea cu microorganisme reprezintd o problema reala care afecteaza succesul
culturilor ,in vitro”, necesitdnd multd experientd, grija si o bun&d organizare a unitatii
experimentale (Rosu A., 1999, 2006).

Atat microorganismele aflate pe suprafata tesuturilor si organelor supuse explantarii cat
si cele endofitice influenteaza negativ, pe tot parcursul prezentei lor, viabilitatea celulelor
explantului si capacitatea morfogenetica. Totodata, sterilizarea de suprafatd nu trebuie sa
afecteze viabilitatea celulelor inoculului.

Sterilizarea chimica (propriu-zisa), de suprafata, a tipurilor de explante folosite de

partenerul P2-USAMV-Bucuresti, la cartof s-a efectuat in doua variante de sterilizare astfel

1.cu o solutie de clorurd mercuricad in concentratie de 0,05 %, timp de actiune 20
minute;

2.cu o solutie de Domestos 10%, timp de sterilizare 20 minute

Etapa de sterilizarea a materialului biologic presupune parcurgerea a mai multor
subetape:

¢ pregatirea explantelor in vederea sterilizarii (prelevarea si fragmentarea);
e presterilizarea

e sterilizarea chimica (propriu-zisa)de suprafata ;

¢ indepartarea sterilizantului chimic.

Inaintea folosirii pentru culturile “in vitro”, materialul vegetal trebuie pregatit cu
minutiozitate. Materialul vegetal provenit din cdmp are un grad de infectie sporit, motiv pentru
care inainte de a fi folosit trebuie supus unor operatii suplimentare de pregatire:
> in prealabil se recomanda imbaierea lor intr-o solutie de fungicid (Topsin 0,1%, Ronilan,
Rovral, Benlate);
> dintre lastari se vor alege intotdeauna lastarii cei mai tineri si portiunile terminale ale
lastarilor;
> daca este posibil plantele se vor transfera din cadmp in containere in sere sau camere de
crestere si se vor folosi numai partile crescute ulterior.

Agentii sterilizanti folositi in culturile “in vitro”, au o compozitie si mod de folosire

diferit. Intrucat clorura mercurica (HgCl2)este un compus foarte toxic, recomandam utilizarea
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produselor comerciale pe baza de hipoclorit de sodiu si surfactanti neionici (produsul comercial
de dezinfectant “Domestos”) in concentratie de 10% (v/v) pentru sterilizarea materialului
biologic reprezentat de fragmente uninodale si apexuri meristematice de cartof, deoarece sunt
ieftine, nepoluante si cu toxicitate redusa pentru tesuturile vii.

Pentru indepartarea sterilizantului chimic, s-au efectuat trei spalari a cate 10 minute cu
apa distilata sterila.

Procentul de explante aseptice obtinute in experimentele initiate de partenerul P2-
USAMV-Bucuresti din acest proiect, dupa fiecare sterilizare a explantelor utilizand atéat
varianta de sterilizare cu HgCl2 cat si cu Domestos, a fost in medie de 98%, diferenta de 2%

explante contaminate nu a fost inclusa in rezultatele experimentale.

Inocularea explantelor

Inocularea explantelor intr-o prima etapa s-a efectuat in vase de cultura tip fiole cu
indltimea de 10 cm, acoperite cu dopuri confectionate din tifon si vata si invelite in staniol sau
vase tip fiold cu filet cu dopuri din teflon (Figura nr.6.). Repartizarea mediului (aproximativ 10
ml de mediu la o fiold), precum si operatiile de sterilizare si inoculare a materialului biologic le-
am efectuat in conditii aseptice, in interiorul hotei cu flux laminar.

Ulterior, pe masura dezvoltarii culturilor, acestea au fost transferate (in momentul
efectuarii pasajelor) in vase cu capacitati mai mari (vase Erlenmayer de 100 ml).

Transferurile culturilor pe medii proaspete cu aceeasi balantd hormonala sau pe medii cu

alte variante s-a realizat la interval de 3-4 saptamani.

Figura.nr.6.Fiole utilizate pentru inocularea explantelor in experimentul I
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In general, plantele de cartof generate ,,in vitro” sunt alungite si firave, radacinitele si
frunzulitele sunt mici, iar frunzulitele sunt palide (Figura nr.7). Pentru obtinerea de plante si
minibutasi vigurosi, cu frunze de culoare verde inchis, se recomandad, fie ridicarea intensitatii

luminoase la peste 3000 lucsi, temperatura de 20°C.

C.
Figura nr.7. Aspectul evolutiei minibutasilor dupa aproximativ 10(a.), 20(a.,
b.) si 30 de zile (c.) de la momentul inocularii (soiul Magic)

I.3.Variantele experimentale.

Au fost realizate 3 serii experimentale in care au fost testate variante hormonale de

mediu de cultura in vederea inducerii proceselor morfogenetice astfel.

Hormonii vegetali, regulatorii ai cresterii, stimulatorii sau substantele de crestere sunt
compusi organici, sintetizati de catre plante in cantitati foarte mici si care sintetizeaza, inhiba
sau modifica cresterea si dezvoltarea unor organe.

La plantele “in vitro” fitohormonii endogeni produsi de catre acestea sunt completati si

complexati cu hormoni exogeni introdusi in mediul de cultura.
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Auxinele au o actiune foarte complexa: intervin in procesele de diviziune si elongatie a
celulelor, Tn concentratii mici stimuland divixiunea celulelor, iar in concentrati mari alungirea;
controleaza procesele de dominanta apicald, determina inhibarea activitatii mugurilor axilari;
stimuleaza procesele de calusare si ulterior determina formarea radacinilor.

Citochininele sunt substante deosebit de active, cu rol fotoreglator al proceselor de
crestere si dezvoltare la plante precum: stimuleaza diviziunea celulara, au rol esential in
formarea si cresterea lastarilor, au rol important in procesele de regenerare adventiva a
lastarilor, stimuleaza de asemenea formarea lastarilor axilari si cresterea ratei de multiplicare
si intarzie procesul de senescenta si determind cresterea continutului de clorofila in
explante.(Stanica F., 1999)

In cadrul EXPERIMENTULUI I am testat efectul unor combinatii hormonale de auxine
si citochinine in scopul stimularii pornirii in vegetatie a mugurilor axilari si apicali si alungirii
acestora, precum si inducerea formarii de muguri si lastari multiplii de la fragmentele de
apexuri meristematice, explante nodale de cartof.

In acest prim experiment au fost testate 7 variante experimentale (Tabelul 2). Dintre
acestea variantele V2, si V4 au fost considerate variante martor, la acestea am variat doar
compozitia in agar si zaharoza. In paralel cu aceste 2 variante martor am utilizat alte 4
variante (variantele V1, V3, V5 si V6) la care am utilizat acidul giberelic in doua concetratii
de 0,5 mg/l GA3 si respectiv 1mg/ | GA3. Unul dintre procesele morfogenetice induse de
prezenta acidului giberelic in momentul utilizarii in mediile de cultura pentru plante este cel de
alungire a lastarilor.

Varianta V7 a fost alcatuita dintr-o combinatie diferita de fitohormoni,pe baza de benzil
amino purina (BAP)si acid indolil acetic (AIA)

in cazul celui de-al doilea experiment s-a testat efectul a 2 variante hormonale

alcatuite din auxina acid naftil acetic (ANA 0,01 mg./l) si respectiv benzil amino purina (BAP)
si chinetina (K) (Tabelul 3, variantele M2 si M 3) in care am utilizat o noua concentratie
pentru agar (0,7%) si carbohidrati (sucroza 5%) Comparatia evolutie explantelor pe aceste
doua variante s-a efectuat cu cele inoculate pe varianta M1 la care nu am adaugat
fitohormoni.

Explantelor din aceasta a doua serie experimentala (EXPERIMENTUL II) le-am aplicat
si o0 incubare diferita de cea a explantelor din experimentul anterior si anume au fost
mentinute la intuneric timp de 3 saptamani continuu si la o temperatura de 20°C urmata de

transferul la fotoperioada normala si mentinere la temperatura de 10°C.
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Tabelul nr.3. Variantele de retete experimentale utilizate in EXPERIMENTUL II

Varianta Mediul de cultura bazal si Alte componente

balanta hormonala

M1 MS (1962) 7 gr./l agar+ 50 gr./l zaharoza
M2 MS 1962)+2,0 mg/IBAP+0,01 mg./l NAA 7 gr./l agar+ 50 gr./l zaharoza
M3 MS (1962)+2,0 mg/l K+0,01 mg./l NAA 7 gr./l agar+ 50 gr./l zaharoza

In cadrul celui de al treilea experiment s-a testat efectul a doua variante hormonale

(Tabelul 4, variantele M 4 si M 5) in care am utilizat combinatia hormonala dintre respectiv
benzil amino purina (BAP2,5 mg/) si auxina acid naftil acetic (ANA 0,01 mg./l) agar in
concentratie de 0,8% si sucroza in concentratie de 0,3 % si respectiv 0,6%, in vederea
transferului fragmentelor uninodale prelevate de la lastarii dezvoltati in culturile morfogenetice
cultivate pe variantele din experimetele anterioare. Raspunsul morfogenetic asteptat fiind

acela de inducere a tuberizarii.

Tabelul nr.4. Variantele de retete experimentale utilizate in EXPERIMENTUL III

Varianta Mediul de cultura bazal si Alte componente

balanta hormonala

M4 MS 1962)+2,5 mg/IBAP+0,5 mg./| NAA 8 gr./l agar+ 60 gr./l sucroza

M5 MS (1962)+ 2,5 mg/IBAP+0,5 mg./l NAA | 8 gr./l agar+ 30 gr./l sucroza

1.4. Conditiile de incubare a explantelor de cartof

Incubarea culturilor s-a realizat in camera de crestere, la o temperaturd de 25° C,
intensitate a luminii de 3000 lucsi si o fotoperioada de 16 ore lumina alternédnd cu 8 ore
intuneric.

Capacitatea apexurilor meristematice de cartof de a supravietui in conditii artificiale, de
a se multiplica si a regenera plante autonome depinde de o varietate de factori, intre care
concentratiile hormonilor endogeni si conditiile generale de cultura (fitohormonii exogeni,
lumina si temperatura) joaca un rol primordial.

Prin folosirea ca inocul a apexurilor de dimensiuni relativ mari (0,5-1 cm) este asigurat

un procent de 100% al supravietuirii culturii, deoarece frunzele si tesutul caulinar subiacent
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servesc drept surse hormonale si de alti factori esentiali in etapa de initiere a culturii.
Totodata, folosirea unui material biologic omogen, in stare fiziologica optima, asigura obtinerea
unor culturi cu un potential de crestere superior.

Cu toate ca o cantitate mica de fitohormoni poate fi sintetizata de culturile ,in vitro”,
rezervele endogene de factori stimulatori aflate la nivelul apexurilor nu sunt suficiente pentru
a sustine cresterea si dezvoltarea explantelor, fiind necesara administrarea exogena de
citochinine.

Evolutia ,in vitro” a apexurilor meristematice de cartof a evidentiat influenta restrictiva
a suplimentului hormonal administrat in mediul de culturad asupra dezvoltarii de lastari de la
fiecare apex inoculat.

Multiplicarea

Faza de inmultire (multiplicarea) la cartof se intinde pe mai multe subculturi cu o
durata de 3-4 saptamani (PLANSA 1).

In aceastd fazd scopul principal este cresterea ratei de multiplicare in conditiile
mentinerii stabilitatii genetice a materialului. Acest deziderat se realizeaza, in general, prin
cresterea cantitdtii de citochinine din mediu sau, oricum, prin realizarea unei balante
hormonale inclinate in favoarea citochininelor. Numarul de subculturi trebuie sa fie limitate si
orice prelungire a fazei respective necesita verificari suplimentare a stabilitatii genetice a

materialului.
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PLANSA 1. Aspecte ale multiplicarii materialului biologic la cartof cultivat pe varianta
V7 (Ms (1962)+2,25 mg /IBAP+ 0,18 mg./| IAA)
( foto original-U.S.A.M.V.-Bucuresti)

Pe baza numeroaselor date experimentale si teoretice privind tehnicile de culturi ,in
vitro” reiese faptul ca in timp ce in planta intactd fenomenele morfogenetice sunt corelate cu
meristemele, restul celulelor aflandu-se sub influenta unei inhibitii corelative, in conditiile ,in
vitro”, sub actiunea concertata a unor factori exogeni si endogeni, se realizeaza noi exprimari

genomice si, implicit, noi potentiale morfogenetice.

Culturile de fragmente uninodale
Metoda constd in sectionarea l3starilor crescuti “in vitro” in portiuni uninodale
urmata de cultivarea acestora pe un nou mediu de cultura.
Din mugurii axilari vor lua nastere noi ldstari care dupa o anumitd perioada de
timp vor fi sectionati (Figura nr.8).

Pentru realizarea acestei tehnici se pot folosi ca explante initiale meristeme, varfuri de
lastari (apexuri), muguri aflati la axila bracteelor la unele tipuri de inflorescente, precum si
alte organe capabile sa genereze lastari “in vitro”.

De reguld in mediul de culturd nu se adauga citochinine care sa anuleze efectul
dominantei apicale. Se urmareste, in fapt alungirea lastarilor pentru a obtine un numar cat
mai mare de noduri. Rata multiplicarii este direct proportionala cu viteza de crestere a

|astarilor, respectiv cu numarul de frunze care se formeaza.

Rezultatele cercetarilor in care s-a folosit mediului de cultura in dublu strat, solid
+ lichid, au demonstrat o crestere a vitezei de crestere a lastarilor de cartof BA-29
(Stanica si colab, 1996). Dupa mai multe cicluri de multiplicare este necesara inducerea

inradacinarii lastarilor obtinuti.
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CHRISTIAN

Figura nr.8 Lastari alungiti de la nivelul carora se vor preleva fragmente
uninodale ( foto original-U.S.A.M.V.-Bucuresti)

CAPITOLUL II
REZULTATE EXPERIMENTALE SI DISCUTII

A.) Observatii efectuate in faza de multiplicare.

Subcultivarile culturilor initiate de noi au fost efectuate la intervale de 3- 4 saptamani pe
varianta de mediu de cultura folosita la initiere, intrucat aceasta si-a demonstrat eficienta atat in
stimularea dezvoltarii de lastari multipli cat si in ce priveste alungirea acestora. Cu prilejul
fiecarei subcultivari lastarii alungiti la dimensiuni de peste 3-4 cm au fost detasati si utilizati
pentru confectionarea de noi explante de apexuri meristematice si fragmente uninodale.

Deasemenea au fost inoculate cate 3 serii de explante pe fiecare varianta/ reteta
utilizata, pentru fiecare soi luat in studiu. Aceste 3 serii fiind considerate repetitii ale variantelor
utilizate, rezultatele prezentate in tabelele urmatoare constuind media aceastora. Inocularea
explantelor din toate cele 3 serii /varianta de mediu de cultura si soi s-a efectuat concomitent.
Din acest motiv in unele cazuri numarul de explante prelevate a fost insuficient pentru
inocularea pe unele dintre variante asa cum se observa in tabelele urmatoare.

Reactia explantelor uninodale si de apexuri la diferitele combinatii hormonale de

citochinine si auxine adaugate mediului de culturd Murashige & Skoog (1962) s-a manifestat in
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primele trei saptamani de la initierea culturii printr-o hipertrofiere a explantelor si o slaba
alungire a mugurilor axilari in cazul variantelor V1 si V3 la care am utilizat acidul giberelic in
concetratie de 0,5 mg/l GA3. Usoare diferente s-au evidentiat comparativ cu probele lor martor,
variantele V2 si V4 (Tabelul 5si 6).

In cazul in care GA3 a fost utilizat o perioada lunga de timp, s-a observat ca primordiile
inoculilor se alungesc, dar ele pot sa se brunifice si, in final, explantul moare.

Rezultate pozitive in inducerea caulogenezei (formarii de lastari adventivi) la explantele
de cartof Solanum tuberosum provenite de la cele 4 soiuri studiate(Christian, Rochlas, Magic si
Astral), am obtinut doar pe varianta hormonala v7C (MS (30 gr./| zaharoza + 8 gr./| agar +
2,25 mg /IBAP+ 0,18 mg./l IAA pe acelasi mediu bazal Murashige & Skoog (1962).

Tabelul 5 .Efectul comparativ al variantelor V1C si V2C asupra inducerii morfogenezei

,in vitro” la explantele de cartof prelevate de la cele 4 soiuri studiate:

Soiul Reteta mediului Nr. de Nr. total de
de cultura explante culturi %
inoculate morfogenetice
obtinute
Christian V1C 12 10 83,33
V2C 7 4 57,14
Magic V1C 10 10 100,00
V2C 10 8 80,00
Roclas V1C 12 12 100,00
V2C 9 9 100,00
Astral V1C - - -
V2C 5 2 40,00

V1C=MS(1962) +30g/l zaharoza +8 g/l agar +0,5mg/l GA3
V2C=MS(1962) +30 g/lzaharoza +8 g/l agar
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Tabelul 6 Efectul comparativ al variantelor V3C si V4C asupra inducerii morfogenezei ,in

vitro” la explantele de cartof prelevate de la cele 4 soiuri studiate:

Soiul Reteta mediului Nr. de Nr. total de
de cultura explante culturi %
inoculate morfogenetice
obtinute

Christian V3C 8 8 100,00

V4C - - -
Magic V3C 10 4 40,00
V4C 12 58,33
Roclas V3C 10 10 100,00

V4C - - -

Astral V3C - - -
V4C 17 12 70,58

V3C=MS(1962)+60 g/l zaharoza +6 g/l agar +0,5mg/l GA3
V4C=MS(1962)+60 g/l zaharoza + 6 g/l agar

Tabelul 7 Efectul comparativ al variantelor V5C si V6C asupra inducerii morfogenezei ,in

vitro” la explantele de cartof prelevate de la cele 4 soiuri studiate:

Soiul Reteta Nr. de Nr. total de
mediului explante culturi %
de cultura inoculate morfogenetice
obtinute
Christian V5C 13 4 30,76
V6C - - -
V7C 11 10 90,90
Magic V5C 8 6 75,00
V6C 28 16 57,14
V7C 23 16 69,56
Roclas V5C 2 2 100,00
V6C - - -
V7C 12 6 50,00
Astral V5C 1 100,00
V6C 9 5 55,55
V7C 15 5 33,33
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V5C=MS(1962)+30 g/l zaharoza +8 g/l agar +1 mg/l gA3
V6C=MS(1962)+60 g/l zaharoza+6 g/l agar + 1mg/l GA3
V7C=MS (1962) + 30 gr./l zaharoza + 8 gr./l agar + 2,25 mg /IBAP+ 0,18 mg./l IAA

Observatiile noastre privind efectul fitohormonilor asupra evolutiei explantelor de cartof
cultivate ,in vitro” pe variantele V5 si V6 (Tabelul nr.7)au condus la concluzia ca acidul
giberelic in concentratii de 1 mg/l a stimulat doar alungirea mugurilor axilari fara dezvoltarea de
culturi morfogenetice cu lastari adventivi multipli, raspunsul fiind similar celor obtinute in cazul
variantelor V1 si V3.

Dinamica regenerarii culturilor morfogenetice, in cursul fazei de micropropagare, la soiul

Christian este prezentata in Graficul nr. 1, iar la soiul Magic in Graficul nr. 2.

Procentul de culturi morfogenetice
initiate pe var V1-V7 la soiul Christian
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Graficul nr. 1
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Procentul de culturi
morfogenetice initiate pe var V-
V7Y la soiul Magic
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Graficul nr. 2

In urma subcultivérii repetate pe varianta de mediu V7C la interval de 3-4 siptdmani, s-
au obtinut numeroase fragmente morfogenetice cu muguri si lastari multiplii (Plansa 2)

provenite de la soiurile Christian, Rochlas si Magic si intr-o mai mica masura din soiul Astral.

In ceea ce priveste procentul de regenerarea al culturilor morfogenetice la soiul Astral-

singurul soi ce prezenta viroze, el este ilustrat in Graficul nr 3
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Graficul nr. 3.
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Combinatia dintre benzilaminopurina in concentratie de 2,25 mg/l in prezenta unei
concentratii scazute de acid naftil acetic (0,1 mg/l) a reprezentat suplimentul hormonal optim
nu numai pentru stimularea lastarului preformat la nivelul mugurelui initial, ci si pentru
dezvoltarea de lastari multipli pe termen lung, apti de a fi inclusi in etapele urmatoare ale
procesului de micropropagare, respectiv inducerea rizogenezei si aclimatizarea.

In decursul a 4 Iuni dintr-un singur explant, pe mediu cu BAP, am obtinut aproximativ
10-15 tulpinite din care s-au prelevat 30 minibutasi nodali, care subcultivati la randul lor prin
minibutasi au dezvoltat 10 lastari noi, in decurs de o luna. Inradacinarea lastarilor dezvoltati din
minibutasi s-a produs concomitent cu alungirea lor in decurs de aproximativ 15 zile din
momentul explantarii pe medii de cultura proaspete.

Dupa fiecare inoculare, vasele Erlenmayer din sticla cu capacitati de 50 si 100 ml cu
explante au fost plasate in camera de cultivare, fiind expuse unui regim de lumind de 3000
lucsi, cu o fotoperioada de 16 ore lumina, 8 ore intuneric, la o temperatura de 28-30°C. Dupa 3
saptamani, fiecare minibutas a crescut si a format o noua plantuta de 5-7 cm; acestea au fost
sectionate in minibutasi; iar aceastda serie de minibutasi a fost inoculata in mediul proaspat

utilizat anterior.
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Plansa 2.Culturi morfogenetice de cartof dezvoltate pe varianta V7C de mediul de cultura

suplimentat cu 30 gr./lI zaharoza , 8 gr./l agar, 2,25 mg /IBAP si 0,18 mg./l IAA .

Mediul de cultura utilizat a facilitat, de fiecare data, regenerarea din mugurele de la
nivelul nodului, respectiv la axila fiecarei frunzulite, o plantula completa cu o tulpinita si cu mai

multe radacinite in zona bazala.

B.) Observatii efectuate in faza de tuberizare.

Referitor la obtinerea de microtuberculi prin tehnicile de culturi,,in vitro” la cartof
rezultatele studiilor efectuate si publicate pana in prezent atat pe plan mondial cat si national
demonstreaza ca aceasta constituie faza tranzitorie intre multiplicarea ,,in vitro” a materialului
saditor si multiplicarea in cdmp. Microtuberculii sau vitrotuberculii obtinuti pe lastarii adventivi
dezvoltati sunt de talie mica (3-10 mm), de forma sferica sau alungita, cu greutate de 0,05-1,3
grame.

Microtuberculii de calibru mai mic de 3 mm sunt considerati inutilizabili. Acesti
microtuberculi au un continut in azot proteic de 2,5 ori mai mare decat tuberculii normali. in
conditii normale de cultura, 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 de cartof.

Gratie tehnicii ,,in vitro”, microtuberculii sanatosi pot fi produsi tot timpul anului, dupa
recoltare ei pot fi conservati la temperatura scazutd (+2°C) timp de 6-12 luni, cu conditia ca
microtuberculii sa fie manipulati cu atentie, pentru a nu se rani epiderma tanara si fragila care fi

protejeaza de atacurile fungice si bacteriologice. Microtuberculii pot fi utilizati deasemenea in
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schimbul international de germoplasma. Exportul microtuberculilor ofera avantajul exportului
,,in vitro” fird problemele tehnice ale exportului plantelor verzi. In schemele producerii de
samanta la cartof, microtuberculii pot fi plantati direct in camp, fara sa necesite aclimatizarea.

In cazul experimentelor initiate de partenerul P2-USAMV-Bucuresti din acest proiect
(EXPERIMENTUL II) cat si in cazul celor initiate in EXPERIMENTUL III am putut constata
dezvoltarea minituberculilor pe lastarii dezvoltati in vitro la soiurile Christian,Magic si Rochlas.

Microtuberizarea a fos insa facilitata prin mentinerea la intuneric continuu timp de 10 -15
zile urmata de transferul la intensitatea luminoasa utilizata anterior(Figura nr.9). Prin aceste
alternari ale perioadelor de lumina am constatat dezvoltarea minituberculilor s-a declansat dupa
6-8 saptamani.

Dupa 15 zile apare primul tubercul la explantele mentinute la luming, iar in cazul celor
mentinute la intuneric, la varful ramificatiilor subtiri ce se formeaza la nivelul nodal, sunt in curs
de formare mici tuberculi.

Tuberizarea a avut loc in special in culturi senescente, dar a fost accelerata prin
adaugarea zaharozei si a citochininei 6-benzylaminopurind (BAP) cat si prin intensitatea
luminoasa mai mare pe timpul duratei de iluminare fapt ce ne-a demonstrat ca acestia sunt
factorii determinanti in formarea microtuberculilor in culturile de cartof.

Ca si concluzii s-a remarcat influenta unei cantitati ridicate de zaharoza: de 5%-(var.M2

) si respectiv de 6%-(var.M4) asupra procesului de tuberizare.

. CHRIST\AN |

—
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Figura nr. 9 Formarea microtuberculilor in culturile de cartof din soiul Christian cultivate pe
varianta M 2 (2,0 mg/IBAP+0,01 mg./l NAA+7 gr./l agar+ 50 gr./l zaharoza)

De asemenea, concentratia ridicata de citochinina BAP 2mg/| si respectiv de 2,5 mg/I
utilizata Tn mediul de cultura a determinat formarea unui procent ridicat de 1-2 tuberculi pe
explant, la soiurile Magic si Roclas.

Reteta din varianta M3 elaborata din combinarea chinetinei (Kin-2mg/l) cu acidul naftil
acetic (NAA-0,01 mg./l NAA) nu a determinat obtinere a procesului de tuberizare la nivelul
explantelor inoculate de cartof (Figura nr.10).

Se remarca influenta dimensiunii explantului asupra vitezei si a procentului de tuberizare.
Explantele de dimensiuni reduse de 1 nod plasate in pozitie verticala pe mediul de cultura au
dovedit capacitatea de tuberizare mult mai mare fatd de explantele lungi de 6-7 cm plasate
orizontal pe mediu.

Microtuberculii se formeaza pe ramificattiile laterale subtiri de-a lungul sau in varful

acestora (Figura 11) in cazul vinocularii explantelor nodale pe varianta M4.

Figura nr.10. Explant cultivat pe mediul cu reteta M3 (care nu este favorabila
formarii de microtuberculi) ( foto original-U.S.A.M.V.-Bucuresti)

De asemenea, concentratia ridicata de citochinina BAP 2 mg/| si respectiv de 2,5

mg/| utilizata in mediul de culturda a determinat formarea unui procent ridicat de 1-2

tuberculi pe explant, la soiurile Magic si Roclas (Plansa nr.3).
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Plansa nr.3. Formarea de tuberculi pe explante sub influienta BAP in

concentratie de 2 mg/ml ( foto original-U.S.A.M.V.-Bucuresti)

Tabelul 8 Efectul comparativ al variantelor V3C si V4C asupra inducerii dezvoltarii de

tuberculi ,in vitro” la explantele de cartof prelevate de la cele 4 soiuri studiate:

Soiul Reteta Nr. de explante Nr. de minituberculi %
mediului de inoculate/ vas de dezvoltati/vas de
cultura cultura cultura

Christian M2 7 5 71,42
M3 7 5 71,42
M4 7 7 100,0
M5 7 2 28,57

Magic M2 7 3 42,85
M3 7 3 42,85
M4 7 5 71,42
M5 7 2 28,57
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Roclas

M2

3

M3

M4

2

M5

Astral

M2

M3

M4

Nl N N W W W

M5

2

M 2=MS(1962)+50 g/l zaharoza +7 g/l agar +2,0 mg/IBAP+0,01 mg./l NAA
M 3= MS(1962)+50 g/l zaharoza +7 g/l agar +2,0 mg/IK+0,01 mg./l NAA

M 4=MS(1962)+60 g/l zaharoza +8 g/l agar +2,5 mg/IBAP+0,05 mg./l NAA
M 5=MS(1962)+30 g/l zaharoza +8 g/l agar +2,5 mg/IBAP+0,05 mg./l NAA

Dinamica regenerarii microtuberculilor, in cadrul fazei de tuberizare, la cele patru

soiuri de Solanum tuberosum studiate este prezentata in graficul urmator (Graficul

nr.4.)

Procentul de tuberculi formati pe lastari
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Plansa nr.4. Formarea microtuberculilor in culturile de cartof din soiul Christian
si Magic cultivate pe varianta M 4 (MS(1962)+60 g/l zaharoza +8 g/l agar +2,5
mg/IBAP+0,05 mg./l NAA) ( foto original-U.S.A.M.V.-Bucuresti)
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Partenera la CONTRACT DE FINANTARE
PENTRU EXECUTIE PROIECTE
Nr. 51-019 /27.04.2009

Denumirea proiectului: "Producerea cartofului din soiuri pretabile la agricultura
durabila prin microtuberculi obtinuti “in vitro” folosind metoda imersiei

permanente”

REALIZARE MODEL PRODUCERE MICROTUBERCULI ,IN VITRO” DIN SOIURILE DE CARTOF
PRETABILE LA AGRICULTURA DURABILA

INCDCSZ BRASOV - contractor principal, ULBS - contractor asociat,
Director general, Rector,

Dr. ing. SORIN CLAUDIAN CHIRU Prof.univ.dr.ing.Constantin OPREAN
Conducator de proiect, Responsabil proiect,

Dr.ing. NICOLETA CHIRU Prof.univ.dr.ing. Camelia SAND
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Etapa I

Denumirea activitatii : A.3. Dezvoltare experimentala:
A.3.5. Realizare model producere microtuberculi in vitro din soiurile de cratof pretabile la
agricultura durabila

Termen de predare a etapei: 15.X11.2009

Pentru realizarea unui model destinat producerii de microtuberculi |a cartof este
esential a se avea in vedere cateva elemente:

- genotipul

- mediul de cultura

- factorii tehnici ai fluxului tehnologic

- perioada calendaristica

Cartoful (Solanum tuberosum L,) este utilizat la scara larga in Romania motiv pentru
care n ultimii 40 de ani s-au facut eforturi deosebite pentru ameliorarea soiurilor de cartof
in conditiile pedoclimatice ale tarii noastre. Ca urmare a cererii importante de cartof de pe
piata romaneasca care practic s-a dublat dupa 1990 se impune perfectionarea tehnicilor de
cultura a cartofului. Una dintre aceste tehnici, extrem de importanta, o reprezinta
microtuberizarea cartofului sau producerea de in vitro de microtuberculi. Plantutele de
cartof, cultivate pe medii de culturd specifice la care li se asigura anumite conditii de
microclimat dezvolta microtuberculi care provenind de la plante sanatoase sunt si ei liberi de
virusuri. Microtuberculii proveniti din culturile in vitro constituie o excelenta baza de
multiplicare ulterioara a cartofului caracterizat de utilizarea unor spatii reduse, consum

energetic redus si obtinerea unor minituberculi la preturi mult mai avantajoase.

GENOTIPUL

In cadrul studiilor realizate de citre colectivul de cercetare au fost studiate soiuri
romanesti Roclas, Astral, Magic, Cristian, Rustic iar fluxul tehnologic propus ca model pentru
utilizarea microtuberizarii este realizat in baza rezultatelor obtinute pentru aceste soiuri
exclusiv. Totusi, consideram ca aplicabilitatea schemei propuse de colectivul nostru poate sa
fie extinsa la toate soiurile de cartof romanesti. Dupa cum am mentionat in cadrul

rezultatelor anterioare, prezentate in cadrul proiectului, aptitudinea pentru tuberizare a
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plantelor de cartof este influentata de starea fiziologica a materialului vegetal utilizat - nu
mai batrédn de 3 saptamani (considerat a fi in conditia fiziologicd maxima pentru a genera
microtuberculi), mediul de cultura (concentratie, natura si amestecul regulatorilor de
crestere, concentratia de zaharozad) si factorii tehnici de cultura (intuneric, temperatura,
perioada de timp alocata acestei faze).

De asemenea, am subliniat cad tuberizarea “in vitro" este influentata atat de genotip

cat si de regulatorii de crestere din mediul de cultura care actioneaza in mod specific asupra
dezvoltarii lor. Pe mediul de culturd recomandat si testat am aratat la fazele anterioare ca
soiurile Roclas si Magic au dat cele mai bune rezultate, realizand microtuberculi cu
greutatea de 1,3 g/planta. Totusi putem considera ca nu am inregistrat diferente foarte mari
pentru soiurile roméanesti testate ceea ce ne-a permis sa consideram ca toate soiurile se
preteaza a fi supuse procesului de microtuberizare.
Producerea de vitrotuberculi reprezinta o metoda eficace de realizare intr-un timp scurt a
unui material initial liber de agenti patogeni, metoda ce poate reduce schema producerii
cartofului pentru samanta cu 3-4 ani, fapt deosebit de important cand avem in vedere
necesitatea raspandirii cat mai repede in cultura a soiurilor roméanesti de cartof.

Metoda propusa pentru obtinerea de microtuberculi in vitro consta din prelevarea
meristemelor de la plante mama care au fost tratate in camere de termoterapie, inocularea
lor pe mediu de cultura Murashige-Skoog (MS), 1962, suplimentat cu ANA 1 mg/l. Culturile
trebuie plasate in camera de crestere la un regim de lumina de 4000 lucsi, cu o fotoperioada
de 16 ore lumind si 8 ore intuneric, la o temperaturd de 22°C + 2°C ziua si 18-20°C £ 2°C

noaptea.

MEDIUL DE CULTURA

Microtuberizarea in vitro este un proces extrem de complex reglat in particular de
citokinine (Wang si Hu 1982; Hussey si Stacey 1984; Abbott si Belchel (1986) un rol
esential revenind si produselor de metabolism al acestora la care se adauga 2-cloro-etil-
trimetil-amoniu (CCC) (Tovar et al. (1985), cumarina (Dodds et al. (1988), acid jasmonoid
(Pelacho et al. (1993) etc., realizandu-se la nivel global in foarte multe laboratoare (Paet si
Zamora 1994; Baoquing et al. 1991). Toate aceste laboratoare si-au standardizat un sistem
adecvat din punct de vedere al factorilor tehnici care influenteaza procesul mediul de cuturg,
lumina, temperatura, tip de explant, genotip pentru maximizarea productiei (Wang et al.

1994; Paet si Zamora 1994). O alta aplicatie importanta a microtuberizarii este reprezentata
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si de posibilitatile de conservare pe termen mediu si lung a acestor resurse genetice
inestimabile ca valoare — soiurile de cartof - in banci de gene.

In baza cercetdrilor efectuate de colectivul nostru, pentru microtuberizarea soiurilor
romanesti de cartof recomandam mediul de cultura Murashige-Skoog (MS), 1962,

suplimentat cu 2,5 mg/l K+ 25 mg/l cumarina +80 g/l zaharoza.

FACTORI TEHNICI AI FLUXULUI TEHNOLOGIC

LUMINA este un factor important pentru cresterea plantelor tuberizarea fiind indusa
in conditii naturale de intuneric (la nivelul solului). O serie de cercetari la nivel mondial au
avut ca obiectiv principal studiul influentei luminii/intunericului asupra microtuberizarii
(Sattelmacher si Marschner 1978; Maree 1981; Stallknecht and Farnsworth 1982a,1982b;
Thieme si Pett 1982; Maree 1981; Wang and Hu 1982; Schilde 1982), fiind publicate ca
atare o serie de scheme model privind producerea de microtuberculi de cartof. Astfel o serie
de cercetatori considera ca lumina la o intensitate redusa (100-500 Ix) poate avea un efect
stimulator asupra microtuberizarii(Lawrence and Barker 1973). Barker si 1973) aplicata
pentru o fotoperioada de 8 ore.

DURATA PROCESULUI DE MICROTUBERIZARE In acest scop colectivul nostru de
cerectare propune pentru scadrea pretului de cost la microtuberculilor/randament de
microtuberizare - derularea acestei faze in conditii de fintuneric pentru 30 de zile.
Mentinerea peste aceasta perioada a culturilor destinate microtuberizarii cartofului are ca
efect cresterea pretului de cost.

TEMPERATURA Microtuberizarea realizata la intuneric, in conditiile asigurarii unei
temperaturi de 20°C £2°C, intr-un spatiu redus si bine aerisit asigura cu siguranta succesul
obtinerii unui pret de cost foarte redus/microtubercul. Scaderea temperaturii sub 16°C sau
utilizarea unei temperaturi mult prea ridicate (peste 24°C) nu are efecte benefice asupra
procesului de microtuberizare: o temperatura prea scazutd conduce la scaderea
randamentului de productie iar o temperatura prea mare conducand la imbatranirea rapida
a materialului vegetal cu efecte si mai dramatice asupra calitatii microtuberculilor si nu in

ultimul rand asupra pretului de cost.
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PERIOADA CALENDARISTICA PROPUSA DERULARII FLUXULUI TEHNOLOGIC

Microtuberizarea

Derularea perioadei de microtuberizare, 8 saptamani, in cadrul fluxului tehnologic, in
cursul perioadei de toamna are un efect pozitiv pentru cresterea randamentului de productie
asociat scaderii costurilor microtuberculilor, intrucat utilizarea microtuberculilor pentru faza
de serda nu se poate realiza fara parcurgerea perioadei de dormanta si in acest context
consumul de energie pentru parcurgerea perioadei reci din cursul anului, fiind mult mai
redusa si deci beneficd reducerii costurilor de productie pentru conservarea la +4°C a
microtuberculilor. Mentionam ca o temperatura de 20°C pentru spatii restranse, foarte bine
izolate, este usor de obtinut in conditiile climatice ale tarii noastre fara asigurarea unei surse
de caldura suplimentare pentru perioada septembrie — octombrie.

Recoltarea, selectia, tratarea si amablarea microtuberculilor

La sfarsitul perioadei de microtuberizare microtuberculii sunt recoltati in conditii
aseptice in laborator. Dupa recoltare microtuberculii sunt transferati in solutii aseptice
antifungice si sortati pe clase de dimensiune Tnainte de a fi transferati in saculeti de panza
pentru 200 g de material semincer etichetati corespunzator. Solutiile antifungice au rolul de
a nu permite dezvoltarea ciupercilor in conditiile mentinerii la frigider in atmosfera umeda.
Dimensiunile microtuberculilor variaza de la minimum 3 mm (dimensiune minimala pentru
microtuberculi) la peste 100 mm in situatii mai rare, cel mai adesea dimensiunea medie se
situandu-se intre 4-8 mm motiv pentru care se impune selectia pe minimum 3 clase de
dimensiune: 3-5, 5-8, mai mari de 8 mm.

Conservarea microtuberculilor

Microtuberculii tratati cu antifungice, prin respectarea masurilor de evitare a virozarii
accidentale, dupa ambalarea si etichetarea corespunzatoarea (nume soi, clasa de
dimensiuni, numar de microtuberculi, numele responsabilului, data) se incubeaza la frigider
la temperaturi care nu scad sub +2°C.
Consumul frigiderelor este scazut in cursul perioadei de toamna téarzie si iarna contribuind la
0 usoara crestere a pretului de cost al microtuberculilor dar de cel putin cateva ordine de
marime mai redusa fata de alte perioade ale anului. Perioada de refrigerare contribuie la
parcurgerea dormantei microtuberculii fiind apti a fi cultivati in sera in scopul

minitoruberizarii.
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Minituberizarea in sera

Consumul energetic in conditii de sera scade in perioada de primavara, efectele
asupra pretului de cost fiind nesemnificative comparativ cu perioada de iarna. Acesti
microtuberculi pot fi, de asemenea, cultivati in camp experimental, special pregatit pentru
stimularea cresterii mircotuberculilor (Jun et al. 1994) dar pretul de cost va creste datorita
costului ridicat al mainii de lucru din conditiile tarii noastre. In acest moment pretul de cost
al microtuberculilor dicteaza succesul dezvoltarii anumitor tehnologii la nivel global. Astfel
dacda SUA comercializeaza microtuberculii cu 15 centi, Indonezia si China au reusit
performanta unui cost de 5 centi/microtubercul, pret datorat si unei maini de lucru foarte

ieftine.

MODEL PRIVIND PRODUCEREA DE MICROTUBERCULI ,,IN VITRO” DIN SOIURILE
DE CARTOF PRETABILE LA AGRICULTURA DURABILA

Fluxul tehnologic privind producerea cartofului prin biotehnologii, propus de colectivul de

cercetare din cadrul proiectului, este reprezentat in schema nr. 1.

Fluxul tehnologic anual simplificat
privind productia a 100000 tuberculi de
cartofi prin introducerea microtuberizarii

Tuberculi pentru
baza superelita

in vitro LZ__MD
oy [Winfuberzare | 0000

iagoogh7™
o> [rtubaraar |

== Qoo ™
Meristeme M

Mentiondm ca in elaborarea acestei scheme s-a tinut seama de perioadele de timp
alocate secvential fiecari eteape de laborator si sera inainte de etapa baza superelita pentru
producerea materialului semincer.

Fluxul tehnologic este recomandat pentru o perioada de 1 an de zile. Acesta este
initiat Tn februarie pentru cultura de meristeme, urmand ca in aprilie sa fie initiata
micropropagarea plantelor de cartof pentru 3 generatii succesive, fiecare meristem viabil

putand genera 1000 plantute sanatoase. Microtuberizarea este initiatd in luna septembrie

58



PROGRAMUL 4 “"PARTENERIATE IN DOMENIILE
PRIORITARE"” 2007-2013

pentru ca in luna noiembrie sa fie initiata conservarea microtuberculilor. Martie este luna
debutului cultivarii in serd a microtuberculilor mentinuti in frigider cu estimarea unie
productii de 100000 minituberculi/meristem initial.

Calendarul derularii acestui flux tehnologic este specific conditiilor pedoclimatice ale

tarii noastre Tn scopul obtinerii unui ranadament crescut la preturile de cost cele mai reduse.

CONCLUZII SI RECOMANDARI

Prezentul model experimental privind obtinerea de vitroplante de cartof prin metode
biotehnologice a fost elaborat pe baza respectarii exigentelor standardizate privind stabilirea
culturilor de explante vegetale ,in vitro”, cu unele adaptari la conditiile specifice ale
laboratorului nostru. Pornind de la principiile generale ale tehnicilor de cultura ,in vitro”, a
caror aplicabilitate a fost verificatd Tn cazul majoritatii speciilor, cercetarile noastre au
urmarit stabilirea conditiilor optime pentru dezvoltarea de «culturi cu capacitate
morfogeneticd pronuntatd in vederea producerii materialului de plantat la cele 4 soiuri de
cartof luate in studiu (Christian, Magic, Roclas si Astral), cu eficienta sporita, prin metode
biotehnologice.

Protocolul de lucru elaborat ca urmare a cercetarilor intreprinse privind cultivarea ,in
vitro” a apexurilor caulinare prelevate de la lastarii obtinuti prin fortarea tuberculilor, in
anotimpul rece, pentru a dezvolta lastari utilizati ca surse de explante in scopul
microclonarii, intruneste cerintele impuse de realizarea cresterii eficiente ,in vitro”, putand fi
adaptat la micropropagarea unor soiuri de cartof.

Cultura de apexuri meristematice de aproximativ 1 cm lungime, constand din
mugurele apical sau axilar si o portiune din internod este preferabila culturii de meristeme de
dimensiuni reduse (atunci cadnd obiectivul nu constd in eliminarea virozelor), deoarece
asigura un procent mai mare de supravietuire a explantelor in conditiile ,,in vitro”, si implicit
o rata superioara a regenerarii de vitroplante.

Asepsizarea materialului biologic care serveste ca sursa de explante se poate realiza
cu eficienta optima folosind produsele comerciale pe baza de hipoclorit de sodiu si surfactanti
neionici (Domestos) care sunt ieftine, mai putin poluante si toxice comparativ cu clorura
mercurica, iar procentul de explante sénatoase si viabile este in general de 100%.

Mediul bazal Murashige-Skoog (1962) a reprezentat formula nutritiva optima pentru
stabilirea culturilor de apexuri meristematice si explante uninodale de cartof si pentru

regenerarea de vitroplante viguroase in cazul tuturor soiurilor studiate.
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Suplimentarea mediului de inoculare numai fitohormoni de tipul auxinelor(AIA si
ANA) citochininelor (BAP si Kin) precum si cu acid giberelic conduce la obtinerea de
rezultate superioare in ce priveste alungirea rapida a lastarului, dezvoltarea de muguri si
lastari adventivi multipli dar in acelasi timp si dezvoltarea sistemului radicular.

Insa procesul de tuberogeneza indus la nivelul explantelor uninodale se poate realiza
doar in prezenta unei cantitati suplimentare de carbohidrati (50-70 g/I zaharoza) si sub
influenta factorilor fizici dirijati artificial prin alternarea perioadelor de temperatura si
fotoperioada normala cu perioade de mentinere la intuneric continuu sitemperaturi de 10-15
°C. De asemenea, concentratia ridicata de citochinina BAP 2 mg/| si respectiv de 2,5 mg/I
utilizatd in mediul de culturda a determinat formarea unui procent ridicat de 1-2 tuberculi pe
explant, la soiurile Magic si Roclas.

Reteta din varianta M3 elaborata din combinarea chinetinei (Kin-2mg/l) cu acidul
naftil acetic (NAA-0,01 mg./l NAA) nu a determinat obtinerea procesului de tuberizare la
nivelul explantelor inoculate de cartof.

In sistemele de regenerare "in vitro” caulogeneza se exprima prin dezvoltarea de
structuri unipolare reprezentate de muguri si lastari, direct din explant sau via calus,
citochininele avand un rol esential in inducerea acestui tip de morfogeneza; prin detasarea
lastarilor dezvoltati ,in vitro” si inradacinarea acestora pe medii rizogene speciale pot fi
regenerate plante autonome, proces care sta la baza majoritatii tehnologiilor de
micropropagare vegetativa la plante.

Pe baza rezultatelor obtinute apreciem ca modelul experimental de microclonare prin
culturi de apexuri meristematice si de obtinere a vitroplantelor de cartof, stabilit si optimizat
ca urmare a cercetarilor noastre, constituie un procedeu de multiplicare randamental si

reproductibil, care poate fi utilizat cu eficienta in practica.

Aceste aspecte precum si elaborarea unui protocol de inducere a dezvoltarii unui
numar mult mai mare de microtuberculi constitue obiectivul de lucru pentru partenerul P2-
USAMV in etapa urmatoare.

Pe baza rezultatelor obtinute pana in prezent, apreciem ca modelul experimental de
microclonare prin culturi de apexuri meristematice si de obtinere a vitroplantelor de cartof,
stabilit si optimizat ca urmare a cercetarilor noastre, constituie un procedeu de multiplicare

randamental si reproductibil, care poate fi utilizat cu eficienta in practica.
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