Raportul Stiintific si Tehnic

Titlul proiectului: ,,Evaluarea si exploatarea resurselor genetice ale cartofului pentru crearea
de varietati rezistente la mana cartofului”

Partener roman: INCDCSZ Brasov

Partener strain: SSA Libramont, Belgia

Durata proiectului bilateral: 2 ani si 3 luni

Obiectivele generale urmarite: crearea de varietiti de cartof rezistente la mana

Obiectivele fazei de executie: -
Activitate 11.1

Semanatul semintelor si recoltatul primelor forme parentale
Activitate 1.2

Multiplicarea si evaluarea in camp
Activitate 11.3

Evaluarea in laborator a formelor parentale obtinute
Denumirea Evenimentelor Organizate:

Activitate B1

Worksop

Activitati prevazute in programul de cercetare al tanarului cercetator angajat:
Activitate I11.1

Mentinerea colectiei de germoplasma ,in vitro”, Multiplicarea resurselor genetice



Rezumatul fazei

Un soi nou de cartof reprezinta descendenta vegetativa a unei singure plante, deci o
clona. Toate plantele unei astfel de clone sunt perfect egale.

Cu cét o planta de culturd are o importantd economica mai mare i o diversitate mai
mare in utilizare, cu atat are nevoie in lucrarile de ameliorare de o variabilitate mai mare.
Cartoful se numara printre plantele care necesitd 1n mod deosebit marirea variabilitatii
genetice din urmatoarele motive:

- are o destinatie de utilizare foarte diferitd: consum in stare proaspdtd (timpuriu
vard, toamnd-iarna), industrie (spirt, amidon, dextrina, dextroza, clei, cauciuc, etc.)
industrializare (pommes frites, chips, filgi, etc.), furajare, etc.;

- cartoful a fost adus in Europa sub forma unui numar mic de tubercului, care au
fost inmultiti vegetativ astfel ca timp de peste 300 de ani a fost lipsit de schimbul de
gene cu formele primitive si salbatice din leaganul sau de origine.

Indiferent de modul de utilizare al unui soi, In crearea acestuia amelioratorul are in

vedere o productie ridicatd si o calitate foarte buna. In plus in obiectivele de



ameliorare tot mai mult se pune accentul pe rezistenta la boli si daunatori, rezistenta la
conditiille de stres hidric §i termic, rezistenta la vatdmari mecanice §i o capacitate
corespunzatoare de pastrare.

In procesul de ameliorare al cartofului realizarea de combinatii hibride intre
anumiti genitori cunoscuti are o importantd deosebitd. De succesul acestei faze, procesul
de ameliorare depinde, ulterior, posibilitatea selectiondrii a unor soiuri valoroase, potrivit
obiectivelor propuse. Planificarea si obtinerea combinatiilor hibride este dosebit de
importantd pentru a realiza o variabilitate geneticd intre care sa se indetifice genotipuri
valoroase care sd poata fi testate si verificate in continuare in procesul de obtinere a unui
soi.

La Inceputul lucrarilor de ameliorare a cartofului, selectia soiurilor se efectua dintr-
un numar restrans de genotipuri a unei populatii, intrucit soiuri superioare celor existente se
depistau cu usurinta. Odata cu aparitia unor noi boli si daunatori a cartofului, precum si
necesitatii crearii de soiuri specializate, pe grupe de folosinta, este necesar ca selectia unui
nou soi sa se efectueze dintr-un numar foarte mare de genotipuri.

Cresterea presiunii de selectie in ultima perioada, de la 25-33% la 4-7% s-a
impus datorita transferarii unor caractere de la speciile salbatice (in special caracterele de

rezistenta la boli, care nu se regasesc in genotipul cartofului cultivat, Solarium tuberosum

L), alaturi de care se transmit si o sumedenie de caractere nedorite.

Pe plan mondial crearea de variabilitate genetica in scopul identificarii de noi soiuri
este un obiectiv de baza. Astfel in Olanda se produc anual circa 2 miloane de noi genotipuri,
iar in Polonia circa 3,5 milioane.

Realizarea variabilitatii este o activitate stiintifica bazata pe studii de genetica.
Aceasta imbina cercetarile de genetica si ameliorare fiind o punte intre stiinta si
practica. Identificarea de soiuri in populatii hibride este si va ramane o parghie
importanta in crearea de noi soiuri.De altfel majoritatea soiurilor din soritmentul
mondial au fost create pe aceasta cale cu exceptia unora (foarte putine raportate la
numarul de soiuri cunoscute) care au fost create prin metodele ingineriei genetice.

Evaluarea si selectia celor mai bune clone 1n incrucisarile obtinute de Institutul nostru
este o realizare de lunga durata. Ultimul obiectiv este selectionarea din mii de clone otinute
din seminte. In acest caz, se intervine in selectionarea clonelor cu rezistenta la mana. Totusi,
aceasta caracteristica trebuie prin urmare s fie insotitd de alte calitati indispensaile pentru a

putea spera de aceptarea unui soi nou fatd de consumator si/sau de filiera de distribuire:



randament, prezentare, calitdti de utilizare sunt criterii necesare pentru a lua in calcul toata

lungimea procesului de selectie.

Descrierea stiintifica si tehnica, cu punerea in evidenta a rezultatelor fazei si gradul de

realizare a obiectivelor; (se vor indica rezultatele)

Semanatul semintelor si recoltatul primelor forme parentale

Metoda de obtinere a genotipurilor hibride.

Pentru obtinerea genotipurilor hibride s-a utilizat ca metoda hibridarea sexuata.
Hibridarea sexuata propriu — zisa cuprinde urmatoarele etape:
a) Alegerea genitorilor
Alegerea genitorilor s-a realizat pe baza expresiei fenotipice §i a modului de
transmitere a caracterelor luate in studiu. In acest scop s-au efectuat hibridari test pentru
verificarea valorii combinatiilor hibride. Toate acestea au loc in teren protejat, sera sau solar,

in cazul nostru solar (fig.1).

Fig. 1. Sera inflorita (original)

b) Pregatirea inflorescentelor pentru lucru
Florile speciilor de cartof sunt hermafrodite, cu organele masculine i feminine bine
dezvoltate si evidente. Structura florii permite atit autofecundarea cat si polenizarea libera.
Este intalnit destul de des fenomenul de protoginie.
Protoginia, corelata cu lungimea pistilului si posibilitatea unei polenizari entomofile
sau anemofile, maresc procentul fecunddrilor straine. Autofecundarea este favorizatd de
aplecarea florii 1n jos, atunci cand aceasta se inchide si este frecventa la formele cu pistilul

mai scurt.



Pentru incrucisarea formelor normal fertile a fost necesara castrarea florilor (fig. 2).

Fig.2. Castrarea florilor (original)

Operatiunea a constat In inlaturarea staminelor (androceul) de la genitorul matern.
Inainte de castrare s-au inlaturat bobocii mici neinfloriti, precum si florile deschise, lasandu-
se cate 3 - 5 boboci bine formati in fiecare inflorescentd. Bobocii s-au ales cu mare atentie,
avandu-se n vedere ca cei doi pori din varful fiecarei stamine sa fie bine inchisi. Apoi s-a
prins cate un boboc intre degetele mainii stangi si s-au Inlaturat cele cinci stamine, cu ajutorul
unei pensete, spatule sau a altui obiect cu varf.

Cand genitorul matern a fost steril din punct de vedere mascul, lucrarea de castrare nu
a fost necesara.

c) Polenizarea

Polenizarea s-a efectuat la 24 de ore (a doua zi) dupa castrare, timp in care stigmatul
s-a maturat si a devenit receptiv. Polenizarea s-a efectuat cu ajutorul unui tub de sticld cu
diametrul de 3 — 5 mm, plin cu polen, in care s-a introdus stigmatul.

Pentru a se asigura fecundarea, polenizarea s-a repetat la 24 si 48 de ore (fig.3).

Fig.3. Polenizarea (original)



Intrucat polenizarile s-au efectuat pe lastari detasati, in spatii inchise, fira curenti de
aer i care nu permiteau patrunderea insectelor, nu s-a realizat izolarea florilor castrate si
polenizate.

In cazul hibridarilor pe lastari detasati, dupa alegerea genitorilor s-au efectuat in plus
urmatoarele lucrari:

e Recoltarea lastarilor — s-a facut prin detasarea de pe plantd a lastarilor a céror
inflorescente au fost dezvoltate corespunzitor, din faza de boboc pand in faza de flori
deschise. Lungimea lastarilor a fost de cca. 20-25 cm.

e Toaleta lastarilor — s-a facut imediat dupa recoltarea lor si a constat in indepartarea
frunzelor bazale, imbatranite sau bolnave, a bobocilor prea mici si a florilor deschise.

Lastarii toaletati s-au asezat in sticle cu apa, in care s-a introdus o solutie nutritiva si o
substantd bactericida, de reguld un antibiotic. Ei au vegetat in aceste conditii, pana la
formarea si maturarea bacelor.

Pentru polenizare s-a folosit polen proaspat sau polen conservat.

Pentru recoltarea polenului s-au colectat flori deschise de la partenerul mascul, care
au fost pastrate timp de 24 de ore Intr-o camera inchisa, fard curenti de aer, ca polenul sa se
usuce pentru a putea fi extras intr-o cantitate cat mai mare. Dupd 24 de ore (a doua zi)
polenul a fost recoltat prin scuturare cu ajutorul unei lame vibratoare (fig.4) si introdus in
tuburi de sticld cu diametrul de 3 — 5 mm, care au fost inchise la capete cu tampoane de vata.
Cu ajutorul tuburilor respective, pline cu polen, s-a efectuat polenizarea, prin introducerea

pistilelor 1n tuburi si tamponarea acestora cu masa de polen.

Fig.4. Scuturator de polen

Cand nu a existat polen proaspat s-a folosit cu succes polen conservat. Conservarea
polenului s-a efectuat in special la genitorii cu Insusiri speciale care produc polen In cantititi
reduse sau au perioade diferite de inflorire fata de partener.

Avantajele folosirii polenului conservat au fost urmatoarele:

¢ Posibilitatea folosirii lui continue in hibridare;



¢ Péstrarea unui numar mare de structuri genetice intr-un spatiu redus;

¢ Posibilitatea schimbului de germoplasma la distante mari;

¢ Posibilitatea folosirii polenului in androgeneza;

¢ Spatiu redus pentru depozitare;

¢ Hibridarea intre parteneri cu perioade diferite de inflorire.

Polenul utilizat a fost conservat prin uscare in exicator si pastrat in frigider la 4 C.
Durata de pastrare a polenului, utilizdnd aceastd metoda a fost de 1 an. Polenul utilizat, mai
vechi de 1 an, a fost conservat in vid, 1n fiole de sticla si pastrat la — 20°C. Durata de pastrare
a acestui polen a fost mai lunga, de regula 2 — 3 ani.

Cercetdrile efectuate au aratat o modificare a viabilitatii polenului in functie de
metoda si timpul de pastrare.

Pentru prelungirea perioadei de pastrare s-a utilizat liofilizarea in azot lichid.
Indiferent daca s-a folosit polen proaspat sau polen conservat, inainte de folosire s-a
determinat fertilitatea acestuia.

Daca fecundarea a avut loc se va forma fructul, baca. Aceasta inainte de a ajunge la

perioada de maturitate v-a fi legata cu tifon pentru a nu se desprinde de lastar (fig. 5).

1

Fig.5. Formarea bacelor

Cand au ajuns la maturitate acestea se recolteazd si se pun la maturat in laborator

(fig.6.), dupa care se scot semintele cu ajutorul unui blender (Fig.7).



Fig. 7. Etapele separarii semintelor
Semintele separate de pulpa bacelor se spald foarte bine, se pun la uscat (Fig.8), se
depoziteaza apoi in pungulite de hartie, pe etichetd fiind trecuti parintii (soiurile) si anul de
formare. In primavara sunt facute insamantari in ghivece individuale, plantele formandu-se in

conditii de sera unde au loc toate testele (rezistenta la mana, la virusuri X, Y, etc.).

Fig.8. Uscarea semintelor



Rezultate

In primévara au fost plantate urmatorele combinatii:

Tabel 1
Progresia in timpul de selectie
numarul de clone selctionate)
Nr. Lo Anul de Nr.
crt. Combinatia plantare | semi
nte Anl | An2 | An3 | An4 |AnS
An 0
1 | Gasore x Eden 2009 140
2 | Exquisa x Eden 2009 135
3 | Exquisa x Apolline 2009 130
4 | R2 x Dalida 2009 50
5 |R3 x Apolline 2009 80
7 |R3 x Dalida 2009 100
Tabel nr.2 Lista incrucisarilor realizate la Brasov in 2009
Nr.crt. Incrucisarea realizata Nr. seminte obtinute
1 SARPO-MIRA X FRIBEL 450
2 SARPO-MIRA X PAMELA 2000
3 SPUNTA X APOLLINE 500
4 EXQUISA X 97-F-267-10 300
5 EXQUISA X FRIBEL 800
6 SOLARA X FRIBEL 750
7 SOLARA X 97-F-267-10 400
8 SOLARA X ORCHESTRA 250
9 R1-99-SASA X 97-F-267-10 2000
10 R1-99-SASA X CMK-1999-018-010 50
11 R1-99-SASA X  RUSTIC 200
12 R1-99-SASA X  FRIBEL 1500
13 R2-99-SASA X CMK-1999-018-010 150
14 R3-99-SASA X  EDEN 1000
15 R3-99-SASA X 97-F-267-10 300
16 R3-99-SASA X RUSTIC 300
17 R3-99-SASA X  PAMELA 200
18 R3-99-SASA X OCEANIA 150
19 R5-99-SASA X  ORCHESTRA 200




20 R6-99-SASA X  EDEN 50
21 R6-99-SASA X ORCHESTRA 900
22 R7-99-SASA X ORCHESTRA 3000
23 R8-99-SASA X FRIBEL 600
24 R8-99-SASA X APOLLINE 100
25 EDEN X RUSTIC 50
TOTAL SEMINTE OBTINUTE 16800

Au fost realizate 25 de combinatii obtindndu-se 16.800 seminte, combinatii care vor fi

plantate in sera atat de partenerul valon cat si de partenerul roman.

In data de 9 Decembrie 2009 loa INCDCSZ Brasov a fost organizatd Sesiunea de
comunicdri stiintifice cu care ocazie a fost invitat partenerul nostru din Belgia

(www.potato.ro) unde a fost prezentata comunicarea stiintifica ,, Breeding for resistant to late

blight potato varieties” iar din parte noastra lucrarea ,,Selectia clonald in urma hibridarilor cu
genitori din Belgia”. In urma discutiilor avute pe seama celor 2 lucrari, dar si a colaborarilor
avute pand in prezent, s-a remarcat faptul cd partenerul belgian este foarte hotarat sa
continuie colaborarea cu noi in domeniul creerii de soiuri si dupa terminarea contractului
belgian romano-vallona.
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