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TEHNOL OGIE MODERNIZATA DE PRODUCERE A MATERIALULUI CLONAL LA
CARTOFUL PENTRU SAMANTA

Introducere

Tn contextul economico-social actual, efectele crizei mondiale, care preseaza astizi omenirea,
se manifesta cu intensitate sporita si n unul din cele mai importante sectoare ale Romaniei —
agricultura,

Aceste influente perturbatoare sunt prezente si la cultura cartofului, cu potentari diferentiate
de zonaclimatica, de nivelul de asigurare a bazei materiale, de existenta unor strategii anticriza.

Tntr-o lume confruntata cu socul climatic, cu criza de energiesi alimente, cartoful rimane una
dintre cele mai importante culturi care va putea asigura alimentatia mondiala pentru perioada
urmatoarelor decenii.

Cartoful are o traditie relativ indelungata in agricultura Romaniei, principalele referiri fiind
consemnate Tn Transilvania secolului XVI11.

Casi Tn alte tari europene, marea foamete din 1800 a contribuit la raspandirea cartofului in
celetrei tari romane: Moldova, Transilvaniasi Valachia Diferitele denumiri ae cartofului pastrate in
limba roména atesta zonele de provenienta, mgjoritatea fiind localizate in Germania si Austria. Cu
trecerea timpului importanta culturii a crescut si astazi cartoful este considerat cafiind “a doua péine
aRoméniel”.

Optimizarea principalilor factori de productie care contribuie la Tmbunatatirea calitatii
cartofului pentru simanta, capata o importanta deosebita Tn conditiile actuae cand preturile
inputurilor cresc de la an la an. Obtinerea de productii c&t mai mari cu costuri mai reduse, pentru
cresterea eficientei economice aculturii a devenit principala preocupare a cultivatorilor de cartof.

Pentru redlizarea acestor deziderate, pe baza cerecetarilor efectuate Tn ultiumii ani s-a
elaborat actuala tehnologie modernizata care 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 si n conditiile din Romania: soiuri cu rezistenta genetica la viroze si
mana, care necesitamai putine tratamente de combatere a bolilor si daunatorilor, soiuri mai tolerante
lastresul termohidric, soiuri cu un coeficient mai ridicat a apel 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 si la eliminarea oboselii solului



Extinderea tehnologiel de producere a microtuberculilor cu cea mai buna aplicabilitate la
agentii economici specializati in producerea cartofului de samanta va duce la sporirea materialului
pentru plantat din categoria prebaza. Materialul obtinut si reinmultit in continuare contribuie la

obtinerea unei cantitatiti sporite de cartof pentru samanta de o calitate foarte buna.

Date statistice si tendinte

Cu exceptia perioadel 1970-1990, cand suprafetele au fost concentrate intr-un sistem
industrial de cultura, atét perioada anterioara cét si cea actuala se caracterizeazi prin dimensiunile
mici ae parcelelor. In perioada ultimilor 50 de ani suprafata medie a fost de 250000-316000 ha
(plasénd Romaénia pe locul 2-3 Tmpreuna cu Germania si dupa Polonia) cu o productie medie de 14.5
t/hasi cu o productie totala de 2.6-4.4 milioane tone (figurile 1, 2 si 3).
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Figura 1. Evolutia suprafetei si a productiei medii in Romaniain ultimii 50 de ani
(1957-2007) si 2008
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Figura2. Locul Romaniei in UE dupa suprafata si productie medie
(Topul primilor 10 producatori, 2007)
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Figura3. Locul Romaniei in UE dupa suprafata si productie totala
(Topul primilor 10 producatori, 2007)

Comparata cu productia medie de 30-40 t/ha obtinuta n tarile vestice, Tn perioada respectiva,
n tara noastra productia a fost de 2,5-3,0 ori mai mica, fiind determinata de o serie de factori
restrictivi:

1. marimea redusa a exploatatilor agricole (peste 2 milioane proprietari cu pana la 0,3 ha),
(tabelul 1);
calitatea fitosanitara a materialului de plantat (tabelul 2). Analiza suprafetelor ocupate cu
loturi semincere la cartof Tn perioada 1999-2009 (tabelul) este de natura si Tngrijoreze,
deoarece se constata o diminuare a suprafetelor de pana la 70% comparativ cu anul 1999,
desi Tn anul 2009 se observa o crestere relativa a categoriilor superioare comparativ cu
anul 2008;

Tabelul 1. Suprafata medie cultivata cu cartof Tn functie de tipul exploatatiei agricole

) L Numarul de [ Suprafata medie cu
Tipul exploatatiei agricole L
proprietari cartof (ha)
Cultivatori individuali 2261000 0,3
Asociatii familiale 1197 13,7
Societati comerciale 498 25,6
Unitati de cercetare 5 86,0




Tabelul 2. Situatiaevolutiei loturilor semincere la cartof

(1999-2009)

Pe categorii biologice
Anul Suprefeta Pre- Baza Certificata

plantata ha

baza SE E ClasaA ClasaB
1999 6438,50 369,60 1201,30 1857,20 1938,30
2000 4945,00 82,50 658,70 1391,30 1414,80
2001 5185,00 2,80 86,50 579,20 1279,20 2200,30
2002 3353,40 1,00 65,00 158,10 1252,60 1316,30
2003 2810,10 44,00 140,00 213,70 1030,00 1382,50
2004 3095,80 35,00 146,80 510,30 1167,20 1027,00
2005 1731,00 64,80 80,00 181,50 960,70 444,50
2006 2257,00 30,00 175,00 152,00 1212,00 686,00
2007 2620,64 38,50 102,80 304,28 1106,72 1068,34
2008 2174,32 8,00 54,00 158,30 1201,50 752,52
2009 1973,09 37,00 68,70 194,60 919,81 752,98

3. lipsaresurselor financiare pentru cultivatorii de cartof;

4. nivelul scazut al cunostiintelor profesionale la cultivatorii de cartof;

5. conditiile climatic Tn ultimii ani.

O analiza a pozitiei Roméniel comparativ cu tarile central si est europene, n perioada 1997-
2007, arata ca dupa Polonia tara noastra ocupa locul a doilea din punct de vedere a suprafetei,
productiei medii si a productiei totale (figurile 4 si 5). O caracteristica general este faptul ca
suprafetele ramase Tn cultura, Tn majoritatea tarilor enumerate, au scazut la 49-68%, exceptie face

Roménia la care suprafata a scazut cu numai 5%. Aceiasi tendinta de scadere se vede si la productia

totala de cartof (tabelul 3).
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Tabelul 3. Evolutiasuprafetel cultivate cu cartof si productie totala in Romaniasi Tn sapte tari central
si est europene (1997-2007) si 2007

Suprafata (hax 1000)
Tara Media _

T 2007 Diferenta | %
Polonia 1036,16 | 569,60 465,56 55
Romania 300,39 267,03 33,36 89
Republica Ceha 55,73 31,90 23,83 57
Ungaria 42,53 25,40 17,13 60
Bulgaria 43,19 22,43 22,43 52
Slovacia 27,26 17,77 17,77 62
Slovenia 8,37 573 573 68

Productia totala (t x 2000)
Tara Media ‘

T 2007 Diferenta | %
Polonia 18465.9 | 11791.1 | 6674.79 64
Romania 4166.44 | 3705.69 | 460.75 89

Republica Ceha 796.36 820.51 -24.15 103

Ungaria 913.87 531.30 382.57 58
Bulgaria 520.86 290.55 230.31 56
Slovacia 415.31 287.66 127.65 69
Slovenia 174.02 131.05 42.97 75

Pornind de la analiza situatiei actuale din tara noastra si de la contextul european si mondial
se prevede urmatoarea evolutie a culturii cartofului Tn Roméniain perioada 2008-2013 (tabelul 4).

Din datele prezentate se constata ca in anul 2013 productia medie va fi de cca 23.0 t/ha,
suprafata totala reducandu-se la 200000 han timp ce productia totala va ajunge la 4.6 milioane tone,
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crescand ponderea cartofului timpuriu si de vara si a cartofului pentru procesare si producere de

samanta.
Tabelul 4. Evolutia culturii cartofului Tn Roméania

n perioada 2008-2013
Specificatie uy Realizat | Prognoza

2008 2009 2010 2011 2012 | 2013
1.Oferta-total Mii tone | 3781.77 | 3960 4042 4362 4442 | 4542
Suprafata Miiha | 281 280 250 240 220 200
Prod. Medie Kg/ha | 13322 | 14000 16000 | 18000 | 20000 | 23000
Prod. Totala Mii tone | 3743 3920 4000 4320 4400 | 4600
Import Mii tone | 47 40 42 42 42 42
2.Cerere-total Mii tone | 3624 3525 3597 3908 3988 | 4088

Consum intern, | Mii tone | 3624 3525 3597 3908 3988 4088
d.c.

-consum uman Mii tone | 3524 3425 3477 3758 3688 | 3788
-samanta Mii tone | 27 25 25 24 24 24
-furaje Mii tone | 400 410 420 430 430 430
Consum industria | Mii tone | 100 100 120 150 300 300
Disponibil Mii tone | 166 435 445 454 454 454

Sursa: MAPDR, 2009

Cartoful, aceasta planta minunata, al carui raspuns este proportional cu atentia acordata, este
astazi o solutie pentru omenirea aflata Tn plina criza economica.

Cultivarea rationala a pamantului poate raménane principala activitate umana care si asigure
n conditii sporite de protectie a echilibrului ecologic, transferul energiei solare in intregul lant trofic
de pe planeta noastra.

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 solutiilor si conceptelor metodologice noi pentru
eficientizarea procesului de producere a materialului de plantat la cartof din categoriile biologice
superioare si readlizarea de tehnologii agricole curate, rentabile si competitive pe plan nationa si

international .



Cartoful se Tnmulteste, Tn mod obisnuit pe cale vegetativa, prin tuberculi. Din punct de vedere
morfologic si anatomic, tuberculul de cartof, este o tulpina subterani modificata, n care sunt
Tnmagazinate substantele de rezerva, dintre care predomina hidratii de carbon sub forma de amidon.
Din punct de vedere fiziologic, tuberculul de cartof, reprezinta un organ de Tnmultire prin care planta
Se pastreaza peste iarna si se Tnmulteste pentru o noua perioada de vegetatie. De o deosebita
importanta Tn realizarea unor productii mari, de calitate superioara si constante, este folosirea unui
material de plantat cu valoare biologica ridicata, sinatos, care si pastreze fidel caracterele si
Tnsusirile de soi si sa prezinte rezistenta la boli si daunatori. Astfel, materialul de plantat trebuie
reinnoit periodic, Tn cantitati suficiente, datorita degenerarii prin infectarea continua si progresiva, cu
boli virotice. Tn zonele de stepa si silvostepa, cu temperaturi ridicate si precipitatii limitate, cartoful
este supus la stresuri puternice, care corelate cu conditiile precare de pastrare, adauga procesului de
degenerare virotica si o puternica degenerare fiziologica.

Pe parcursul Tnmultirii vegetative nu apar modificari genetice, cu exceptia unor mutatii
somatice, care apar rar si cu o incidenta foarte mica.

Metodologia producerii de siménta la catof trebuie si tina seama de modul de reproducere,
cu urmatoarele implicatii esentiale:

- la Tnmultirea vegetativa se reproduc neschimbate caracterele la toti indivizii care provin
dintr-o singurd descendenta, obtinutd din saméanta botanici. Astfel, toate plantele unui soi sunt
identice, fiind descendenti vegetativi a aceluiasi genotip;

- prin Tnmultirea vegetativa, materialul de plantat este supuse infectiei virotice si stresurilor
fiziologice, se degenereaza si s reduce simtitor capecitatea initidla de productie. Consecintele
procesului de degenerare se diminueaza prin refnnoirea periodica a materialului de plantat.

Multiplele scopuri de folosinta a cartofului si diversitatea conditiilor Tn care se cultiva,
impun Tnmultirea unui sortiment variat de soiuri. Pentru obtinerea materialului de plantat liber de
viroze, se practica diferite metode. Cea mai moderna, cu posibilitati de imbunatatire, Th perspectiva,
este metoda este multiplicarea ,,in vitro” , pornind de la culturile de meristeme, iar ca sisteme de
cultura ,in vitro” cele mai utilizate pentru cartof sunt:

- Tnmultirea prin intermediul microbutasilor;
- Tnmultirea prin intrmediul microtuberculilor;
- Tnmultirea prin intermediul minituberculior.

Experientasi practica productiva de pana acum au demonstrat ca, prin utitlizarea tehnicilor de
cultivare “in vitro” a explantelor, se pot produce si multiplica plante cu Tnsusiri biologice superioare,
libere de virusuri, micoplasme, bacterioze, nematozi si fungi, eliminandu-se o serie de verigi
specifice metodelor conventionale de inmultire, iar randamentului de Tnmultire a soiurilor valoroase

si introducere mai rapida a acestorain cultura este mult marit
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Daca avem n vedere ca inmultirea cartofului este de tip vegetativ, care asigura concentrarea
virusurilor Tn tuberculi, rezulta ca singurele posibilitati de prevenire a pagubelor produse de acestia
constau Tn producereasi utilizarea la plantare a unui material liber de viroze, material ce nu poate fi

obtinut decét prin culturi de meristeme.

Cultura de meristeme la cartof

Cultura de meristeme, se realizeaza prin explantarea meristemelor caulinare (apicale sau
axilare) si inocularealor pe un mediu nutritiv de regenerare de plante.

Reusita eliminarii virusurilor la cartof, depinde atét de tipul de virus ce trebuie eradicat, cat si
de marimea explantului meristematic ce urmeaza a fi inoculat, care constituie principalul factor ce
conditioneaza capacitatea de obtinere de plante sinatoase. Succesul eradicarii bolilor, in general, si a
virusurilor, Tn special, este invers proportionala cu marimea meristemului. Un inconvenient al
metodel este acela ci planta nu este imunizata contra parazitilor de care a fost eliberata si exista
riscul de a surveni o noua infectie, prin transplantarea plantelor generate “in vitro”, in conditii
normale de cultura.

Din meristeme se regenereaza plantule, care sunt fragmentate in microbutasi, care repicati pe
un mediu de cultura se dezvolta in plantule, care apoi pot fi folosite pentru microbutasire. Astfel, se
creeaza clone identice cu planta mama, care se conserva in eprubete, ca descendenta a unei plante
sinatoase, cu O stare sanitara corespunzitoare. Avantgjul micropropagarii “in vitro”  prin
minibutasire, este acela a multiplicarii rapide la“infinit” aunui material identic genetic cu planta de
lacare s-a pornit, material in special “ reintinerit”, sinatos si mult mai omogen. Tn consecinta, cultura
de meristeme ofera posibilitati considerabile, permitéand:

- reproducerea intensiva de indivizi selectionati, cu o rata de multiplicare mai ridicata, decéat
prin metodele de cultura clasice, si mentinerea uniformitatii genetice amaterialului biologic;

- regenerare soiurilor infectate de maladii, Tn special de virusuri;

- conservarea pe termen lung (crioconservarea) a soiurilor valoroase, dar si a materialului
gernetic valoros, sau pe cale de disparitie (varietati vechi), Tn vederea selectionarii de cultivari

performanti din punct de vedere agronomic.

Etapele tehnologiei de multiplicare “in vitro”

n productia comerciala de plante prin micropropagare se foloseste terminologia propusi de
Murashige (stadiile I-1V). Stadiile I-11l sunt parcurse “in vitro”, iar stadiul al-1V-lea in conditii de
tunele insect-proof. Acestorale-amai fost adiaugat un stadiu -O- Tn care se constituie stocul de plante
care vor fi multiplicate dupa testarea infectiei virale cu testul ELISA. Etapele tehnologiei de
micropropagare sunt prezentate in fig. 6
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Fig.6 Multiplicarea“in vitro”. a cartoful ui

Etapaal-asi all-a

Prima etapi consta Tn selectarea materialului biologic pentru propragare “in vitro”. Tn mod
obisnuit explantul meristematic este prelevat de la plante identificate si cunoscute sub raportul
autenticitatii soiului urmatda de pregatirea materialului biologic in vederea inocularii, care se
realizeaza prin sterilizarea acestuia cu gjutorul unor substante chimice. Se trece apoi la excizarea
explantelor meristematice (0,1-0,2mm) si inocularea acestora in vase cu mediul de cultura aseptic.
Odata cu cresterea explantelor si alungirea lastarilor se intra in etapa a|l-a: faza de multiplicare.
Aceasta este etapa cea mai importanta, deoarece coeficientul de multiplicare este criteriul economic
major Tn cazul propagirii. Tn aceasta etapa, principalul obiectiv este obtinerea unui numar mare de
clone in vederea testarii. Pentru un pasg si un ciclu sunt necesare, in general, patru siptaiméni. In
functie de specie aceasta etapa dureaza 10-36 luni.

Etapaalll- a

Dupa testarea plantelor Tn vederea depistarii prezentei infectiei virale, clonele sinatoase existente
n stoc “in vitro” sunt multiplicate prin tehnica minibutasirii. Microbutasii obtinuti sunt plasati pe un
mediu de initiere si crestere ce vor regenera noi plantule cu frunze ce vor fi din nou supuse
procesului multiplicarii. Mediul de multiplicare este Murashighe-Skoog.
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Desi Tnradacinarea nu este Tntotdeauna o etapa usoara, pot fi obtinute rezultate satisfacatoare
daci:

- seutilizeazi o auxina (in cazul cartofului — acid ananaftil acetic (ANA)-);

- esteredusa cantitatea de agar din mediul de cultura;

- esteredusi intensitatea luminii;

- initierea primordiilor radiculare si scazuta la 25°C in perioada de crestere a radacinilor.

Tnradacinarea poate duraintre 1 si 4 siptamani.

Un microbutas dezvolta Tn conditiile noastre Th medie 4 noduri in timp de 3-4 saptamani,
ceea ce Tnseamni 4 plante noi la 3-4 siptiméni. Se pot obtine teoretic 4" plante, unde n reprezinta
numarul de cicluri de cultura:

- 4 plantule dupa 3-4 siptamani de multiplicare;

- 256 plantule dupa 3-4 luni de multiplicare;

- 65536 plantule dupa 6-7 luni de multiplicare;

- 16777216 plantule dupa 9-10 luni de multiplicare;

- 1,7+10" plantule dupa un an de multiplicare.

La realizarea unel rate mari de multiplicare, concura numerosi factori asociati cu inoculul,

mediul de cultura, conditiile de mediu din camerele de crestere.

Un prim factor deosebit de important este umiditatea relativa, care in camera de crestere
trebuie mentinuta la un nivel destul Tnalt (70%), deoarece vasele nu se inchid etans, pentru a nu se

Tmpiedica schimbul de gaze cu atmosfera exterioara.

Lumina are un rol important Tn orientarea procesului de morfogenezi, intensitatea de 0,5
w.m.? este suficient in timpul culturii. Fotoperioada ideald pentru minibutasii de cartof cultivati “in
vitro” este de 16 ore lumina si 8 ore Tntuneric.

Un alt factor important pentru dezvoltarea si cresterea plantulelor “in vitro” este temperatura, care
trebuie mentinuta Tntre 22+1°C, fara atine cont de fluctuatiile diurne si sezoniere la care sunt supuse

plantele intregi cultivate in cAmp. An aceasti etapa se ef ctueaza testul ELISA.

I dentificarea infectiilor virotice prin testul EL1SA

Infectiile cu unele virusuri care infecteaza cartoful - virusul A (PVA), Y (PVY) sau virusul
rasucirii frunzelor (PLRV)- duc la aparitia unor simptome distinctive; ati agenti patogeni (PVM sau
PV'S) sunt virusuri latente care adesea nu produc simptone vizibile. Acestea pot fi detectate numai
prin testele cu plante indicatoare, microscopie electronici sau teste serologice. Virusurile care
cauzeaza simptome foliare sunt controlate pentru identificarea si certificarea directa, periodica,
asupra materialului biologic. Pana recent, virusurile latente au fost acceptate nu doar datorita faptul ui

ca nu existau surse de material biologic disponibil, liber de astfel de virusuri, ci si datorita lipsei

13



tehnicii de laborator necesare pentru identificarea lor. Tn prezent, obtinerea de plantule libere de
viroze apartindnd unui sortiment larg de soiuri si varietati, este din ce Tn ce mai mult utilizata datorita
perfectionarii metodelor de cultura a meristemelor izolate din plante pretratate termic, pe medii
nutritive “in vitro”, perfect controlate.

Tnainte de inceperea procedurilor de eliminare a virusurilor din plantele de cartof trebuie
testata starea de sanatate initiala a plantelor donoare de meristeme, in scopul reducerii semnificative
anumarului de testari si determinari ce trebuie aplicate fiecarei plantule obtinuta Tn cultura“in vitro”.
Chiar daca toate tipurile de virusuri pot fi eliminate prin aceleasi proceduri de laborator, iar aplicarea
metodei care elimina virusurile PVX si PVS de obicei are efect si asupra ator tipuri de virusuri,
formele rezistente pot si ramana neafectate. Acestea se determina cu ajutorul plantelor test
(indicatoare).

Probele pentru analizi se pot prelevain trei moduri:

-din frunzele plantelor crescute din colti (TLC) sau tuberculi
-direct din tuberculi cu Tntreruperea artificiala arepausului vegetativ
-din coltii tuberculilor, Tn cazul Tntreruperii pe cale naturala a repausului.

Pana Tn prezent, in tara noastra, pentru certificarea cartofului pentru siménta s-a utilizat la
testare doar suc extras din plante crescute din colti. Tn acest scop, probele de suc s-au extras din
frunzele plantelor crescute Tn sera, plante obtinute din coltii tuberculilor la care s-a efectuat
Tntreruperea artificiala a repausului vegetativ. Desi metoda este aplicata pe scara larga pentru testarea
materialului clonal si Tn programele de certificare a cartofului pentru siménta, ea are si cateva
dezavantaje legate Tn special de durata completa atestului si consumul de energie.

Pentru determinarea gradului de infectie cu virusuri s-a utilizat Testul ELISA (enzime-
linkeed immunosorbent assay). Testul Elisa este un test imunologic foarte sensibil a carui principiu
se bazeazi pe interactiunea antigen anticorp. Sensibilitatea acestui test este de 1000 de ori mai mare
decét a testului de aglutinare. Aceasta permite evidentierea sigura a unor concentratii scazute de

virus. Probele necesare pot fi mici si Tn principiu la plantele “in vitro” se foloseste Tntreaga planta.

Testarea virotica prin tehnica DAS ELISA (probe prelevate din frunze). Principiul
metodei.

Exista mai multe variante ale testului ELISA, n functie de modul de executare. Pentru
identificaera infectiilor cu principalele virusuri ae cartofului se foloseste de obicel asa numitul tip
“dublu anticorpi sandwich” (anticorpii adsorbiti de faza solida, leaga antigenul, iar complexul format
leaga apoi conjugatul). Ca faza solida se folosesc placi microtest.

Anticorpii specifici pentru identificarea virusilor se formeaza Tn animale (iepuri) in sistemul
lor imunitar, se Tmbogatesc Tn singe si de aici se separa serul imun prin decantare si centrifugare, din

care apoi se separa fractia cea mai activa si anume imunoglobinele G. Tn acest scop anticorpii din

14



serul imun se precipita cu solutie saturata de sulfat de amoniu iar dupa centrifugare sunt resuspendati
n tampon fosfat salin. Apoi ionii de amoniu sunt eliminati prin dializa repetata, solutia cu anticorpi
este filtrata printr-o coloana cu DEAE 52 celuloza iar concentratia fractiilor colectate se determina
spectofotometric la 280nm. Tn fina se gjusteaza concentratia la 1 mg/ml (OD=1,4-1,8) prin
amestecarea treptata a fractiilor colectate si citiri repetate la spectofotometru. Acest antiser se
utilizeaza atat la tratarea microplacilor, cét si la reaizarea conjugatelor, prin cuplarea (marcarea)
anticorpilor cu enzima fosfataza alcalina. Ca agent de cuplare a anticorpilor cu enzima se utilizeaza
glutaraldehida

Conjugatul este format din anticorpi cuplati cu o enzima, n cazul nostru cu fosfataza alcalina.
Aceasta enzima scindeaza substratul si raspunde n final de evidentierea vizuala sau fotometrica a
prezentei virusurilor. Pentru evidentierea fotometrica este necesar un substrat. Acest substrat este
para-nitro fenil fosfat. Sub actiunea enzimei (fosfataza alcalina) substratul se scindeaza si se
formeaza para nitrofenolul care are culoare galbena.

Rata de scindare a substratului este cu atét mai mare cu cét sunt cuplate mai multe molecule
de enzima in alveolele placii. Deoarece |gG marcat cu enzima este atasat de complexul anticorp-
antigen, moleculele de enzima pot aparea pe placa numai atunci cand Tn proba cercetata se gasesc
particule de virus. Prin urmare aparitia si intensitatea culorii depinde de prezenta si concentratia
virusului.

Interpretarea poate fi vizuala si fotometrica, cea din urma fiind mult mai exacta. Astfel cu
gjutorul unui spectrofotometru se masoara extinctialalungimea de unda 405 mm.

Principalele etape ale tehnicii ELISA (figura 7) sunt urmatoarele:

A. TRATAREA MICROPLACILOR (ALVEOLELOR)

Mai Intai se dilueaza 1gG (imunoglobuling) Tn tampon carbonat cu pH 9,6, apoi se introduc cite
100-200micro-litri de 1gG diluata n fiecare alveola.

B. INCUBAREA MICROPLACILOR

Microplacile se acopera cu grija cu folie adeziva si se introduc Tn camere umede sau pungi de PV C.
Incubarea se face la o temperatura de 30-37° C timp 2-6 ore, in functie de temperatura.

C. SPALAREA MICROPLACILOR

Spilarea consti Tn umplerea aveolelor de 3-4 ori cu tampon de spalare si scuturarea lor energetica
la golire. Dupa ultima golire se bat placile pe un prosop absorbant sau hértie de filtru pentru
Tnlaturareatotala atamponului. Spalareatrebuie facuta cu grija, fiind extrem de importanta.

D. ADAUGAREA EXTRACTULUI DE PLANTE

Pentru extragerea sucului din microplante s-a utilizat o presi electrica cu valturi netede. S-au
pipetat cate 100-200 micro-litri extract/alveola, dupa ce a fost diluat in prealabil 1:3-1.10 cu
tampon de omogenizare.

E. INCUBAREA MICROPLACILOR
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Incubarea se face timp de 12-16 ore la temperatura de 2-8'C, bine acoperite si introduse in camera
sau pungi de PV C. Tn aceasti etapa virusul se fixeazi pe anticorp.

F. SPALAREA MICROPLACILOR

G. ADAUGAREA CONJUGATULUI

Conjugatul este de fapt 1gG cuolatd cu o enzima. Conjugatul se dilueaza cu tampon si apoi se
adauga 100-200 micro-litri conjugat diluat in fiecare aveola.

H. INCUBAREA MICROPLACILOR

Seface timp de 2-5 orela 30-37° C, acoperite si introduse in camera umeda sau pungi PVC.

. SPALAREA MICROPLACILOR

Toate spalarile s-au efectuat cu 0 masina automata de spalat, iar pentru pipetarile de la punctele
A,D,si Js-autilizat multipipeta automata SUMAL AD-96.

J.  ADAUGAREA SUBSTRATULUI

Aceastd etapa Tncepe cu dizolvarea 4-nitrofenilfosfatului Tn tampon substrat, Tn proportie de 1 mg
substrat/ml de tampon, dupid care se pun in fiecare alveola cite 100-200 micro-litri de 4-
nitrofenilfosfat diluat.

K. INCUBAREA MICROPLACILOR

De aceasta data incubarea se face la temperatura camerei timp de 1-2 ore, la lumina naturala,
placilefiind ferite de soare.

L. MASURAREA EXTINCTIEI LA 405nm

Estimarea reactiilor s-a efectuat cu cititorul automat PR 1100, care indica valoarea extinctiel pentru
fiecare aveola din microplacile analizate. Citirea placilor s-a efectuat la 60-120 minute de la
adiugarea substratului.

M. ADAUGAREA SUBSTRATULUI

Aceasta etapa Tncepe cu dizolvarea 4-nitrofenilfosfatului Tn tampon substrat, in proportie de 1 mg
substrat/ml de tampon, dupi care se pun in fiecare alveola cate 100-200 micro-litri de 4-
nitrofenilfosfat diluat.

N. INCUBAREA MICROPLACILOR

De aceasta data incubarea se face la temperatura camerel timp de 1-2 ore, la lumina naturala,
placile fiind ferite de soare.

O. MASURAREA EXTINCTIEI LA 405 nm

P.  Estimareareactiilor s-aefectuat cu cititorul automat PR 1100, care indica val oarea extinctiel
pentru fiecare alveola din microplacile analizate. Citirea placilor s-a efectuat la 60-120 minute de la

adaugarea substratului.
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Fig 7. Etapele principale ale tehnicii de testare virotica DAS ELISA.

Testareavirotica prin tehnica DAS ELISA (probele prelevate direct din tuberculi)

Efectuarea analizelor direct pe tuberculi permite unele imbunatatiri ale procesului de testare
virotica, prin aplicarea unei tehnologii care:

- necesita o durata redusa (nu se mai asteapta 6-8 saptaméani pentru obtinerea de plante in sera, plante
delacare se prelevau frunzele necesare pentru testare) ;

- elimina consumul de apa necesar dezvoltarii plantelor ;

- elimina utilizarea unor eventuale pesticide folosite pentru combaterea daunatorilor din sere (impact
ecologic asupra mediului) ;

- elimina consumul de energie termica si electrica necesar pentru a asigura conditiile de crestere a
plantelor din sere.

Tehnica ELISA aplicata direct pe tubercul reduce perioada de efectuare a analizelor, oferind
posibilitatea de a efectua selectia materiadlului sanatos la scurt timp dupa recoltare, evitandu-se
ntérzierile datorate eventualelor probleme care apar de obicel |a cresterea plantelor Tn sera. Totodata,
prin scurtarea perioadei de testare, certificarea cartofului pentru siménta Tn cazul unor soiuri timpurii
se poate face Intr-un interval mai scurt, ceea ce permite cultivatorilor si cunoasca gradul de infectie

a materialului de plantat chiar Tnainte de al Tnsiloza. Devansarea certificarii Tn precultura a
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cartofului pentru siménta vine Tn sprijinul fermierilor, care ar putea valorifica Tn timp util productia
obtinuta.

La testul ELISA din tuberculi si colti, etapele care difera fata de metoda din frunze sunt:
pregatirea tuberculilor, modul de prelevare si distribuire a extractului (figura 8).

Pentru testul ELISA direct din tuberculi, sucul de planta este extras, diluat si distribuit direct Tn placi
utilizand un burghiu dentar modificat si un sistem automat de absorbtie, dilutie si repartizare a
amestecului de solutie tampon de extractie si extract vegeta (figura 9).

Testarea ELISA cu prelevarea probelor direct din tuberculi este ma rapida, implici o
perioada de testare mai scurta comparativ cu testul din frunze, dar are unele dezavantaje
- 0 detectare satisfacatoare a virusurilor PVY si PVA se face numai daca tuberculii au fost tratati cu
Rindite si s-au respectat conditiile de temperaturd si umiditate necesare pentru o Tncoltire
corespunzatoare si pentru evitarea deshidratarii tuberculilor;

- randament mai redus datoritda modului de extractie si de umplere a microplacilor (extractia probei
din tubercul necesita mai mult timp comparativ cu cearealizata din frunze, cu presa electrica);

- 0 detectabilitate ceva ma redusa a testului Tn cazul nerespectarii conditiilor de pregatire a
tuberculilor Thainte de testare.

Testul ELISA din colti se poate face Tn timpul perioadei de depozitare, utilizand tuberculi
Tncoltiti pe cale naturala. Coltii prelevati Tn pungi de plastic sunt zdrobiti si omogenizati cu solutie de
tampon de extractie, dupa care probele sunt pipetate manual Tn placi. Printre avantajele metodei
amintim:

- este singura posibilitate de testare ELISA a tuberculilor cu ntreruperea naturala a repausului
germinativ;

- se reduc costurile necesare pentru Tntreruperea artificiala arepausului si pentru cresterea plantelor
n sere;

- se pastreaza intact materialul testat deoarece stareafiziologica atuberculilor nu este afectatda nici
n timpul si nici dupa prelevarea probelor.

Prelevarea probelor din colti implica urmatoarele dezavantaje:

- detectarea virusului rasucirii frunzelor (PLRV) este posibila doar daca maruntirea tesutului vegetal
este realizatd corespunzator (avand in vedere localizareavirusului in -~ floem,prin  sistemul  de
prelevare a probelor este posibil uneori ca membrana celulelor conducatoare sa nu fie distrusa si in
consecinta, virusul sa nu gjunga n extractul pentru testare);

- randament cevamai redus, datorat Tn principal modului de prelevare pentru testare.
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Fig. 8. Pregatireatuberculilor si prelevarea probelor pentru testul ELISA.
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Fig. 9. Prelevarea probelor din tuberculi pentru testare prin tehnica ELISA.
Dupa testare plantele libere de boli sunt multiplicate “in vitro” iar plantulele sunt folosite fie pentru

obtinerea de microtuberculi “in vitro” fie pentru plantareain sere tip insect-proof.

Producer ea de microtuberculi “in vitro”

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

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

Microtuberculii sunt produsi Tn laborator din partea axilara a frunzelor. Procedura
conventionala Tncepe din lastarul cultivat in vitro Tn conditii aseptice dupa ce este asigurata
eliminarea de boli. Tntunericul, camera caldi furnizeazi un mediu care este similar mediului

cultivarii cartofului. Plantulele in vitro formeaza microtuberculii Tn urmatoarele 60 de zile.

Factorii importanti Tn timpul perioadei de tuberizare sunt:
- concentratia de zahar Tn mediu (conditia optima: 8%);

- continutul de azot (este o intreactie clara intre concentratia de zahar si azot);
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- temperatura (este de preferat 1a 18 - 20°C);
- conditiile de lumina (incubatia poate avea loc la Intuneric sau la o intensitate slaba a luminii cu o
fotoperioada de 8h).

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

Mai mult, in general, microtuberculii sunt produsi in vitro, cu o variabilitate a mediului,
componente de mediu si intervale de depozitare. Multe interactii Tntre conditiile de crestere in vitro
influenteaza seminificativ productivitatea si multe din aceste interactiuni par a fi specific-genotipice.
Prin urmare, microtuberculii au diferite marimi, au diferite perioade de conservare, si difera larg in
potentialul de crestere si productivitate. Ei au de obicel marimea unui bob de mazire si variaza: in
forma (rotunda sau alungita), suprafata (moale sau aspra), culoare (de la galbui la verzui), greutate
(dela241a273 mg), diametru (4 - 7 mm), si lungime (10 - 12 mm).

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

Depozitarea pe termen lung a microtuberculilor este discutabila si abilitatealor de afi plantati
direct Tn cdmp cu probabilitatea de a produce saménta normal este discutabila n cel mai bun caz.
Probele de camp impun un potential de productie scazut pentru culturi crescute in vitro din tuberculi

comparativ cu tuberculii de siméanta conventionali.

Tehnica de microtuberizarein vitro- Schema experimentala

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

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

Tn conditii normale de cultura, microtuberculii de cartof plantati Tn tunele insct-proof, produc
plante care la randul lor, dau nastere la minituberculi sau la tuberculi normali utilizabili pentru

producerea categoriilor biologice superioare.
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Dupa perioada de tuberizare (7-8 siptamani de ntuneric), plantulele de cartof au fost
extrase din recipientele de cultura, iar microtuberculii recoltati au fost spalati, pentru a indeparta
toate urmele de mediu si pentru a evita infectiile ulterioare care ar putea apare in timpul pastrarii
acestora. Apoi, microtuberculii au fost uscati, calibrati, numarati si pusi pentru conservare in
frigidere la temperaturi de 4-5°C, la intuneric. Aceasta conservare se poate prelungi pina laun an. Tn
momentul recoltarii lor, cel mai multi microtuberculi sunt Tn stare de repaus vegetativ si nu pot, deci,
ncolti. Durata repausului vegetativ este foarte variabil de la un tubercul laatul si deci, constituie un
handicap important Tn momentul plantarii. Pentru a putea rezolva aceasta problema, tuberculii
trebuie tratati cu acid giberelinic.

Utilizarea microtuberculilor prezinta cateva avantaje ih comparatie cu plantulele. Acesteainclud:

- pot fi produsi Tn orice perioada a anului si nu este necesar sa fie produsi doar Tnaintea

utilizarii;

- sunt usor de transportat si de depozitat pentru catevaluni.

Fig.10. Fotografie din camera de crestere; Plantule regenerate

Fig.11. Microtuberizarea,,in vitro”
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Fig.12. Microtuberculi
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. Etapaa |V aconsta in transferarea microtuberculilor obtinute pe mediile de cultura aseptice,
Tn mediul de cultura natural .
Dupa parcurgerea etapel de repaus care dureaza 4-6-8 luni, functie de genotip,
microtuberculii sunt plantati Tn tunele tip insect-proof (figl3. ).
Pentru a putea si indeplineasca conditiile de crestere a plantulelor din microtuberculi:
- tunelele s fie bine izolate pentru a nu permite patrunderea afidel or sau a musculitei
albe de seri;
- umiditatea atmosferica sa fie Tn jur de 60%;
- temperatura Tn perioada de vegetatie si de tuberizare si nu depaseasca 26-28°C,
lucru care se poate realiza prin stropirea serelor serelor cu var, ventilatie zilnica.
Plantarea se face pe parapeti intr-un amestec de nisip-pamint-mranita Tn proportie de 1:2:2,
cite 200 microtuberculi/m?.
Tn timpul vegetatiei plantele trebuie si fie protejate impotriva afidelor, paianjenilor de sera si
amusculitei abe prin stropiri repetate. Dupa 3-4 luni se recolteaza minituberculii , minituberculi care

reprezinta punctul de plecare in producerea unui material de plantat certificat intr-un timp mai scurt.

Fig.13. Plantule obtinute din plantarea microtuberculilor in tunel tip insect-proof
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Pentru evitarea producerii de noi infectii, spatiile utilizate, substratul de cultura (solul),
ustensilele, etc. se sterilizeaza. Materialului biologic transplantat se izoleaza de posibile surse de
infectie (fig.13), pentru evitarea transmiterii acestora prin intermediul unor vectori, precum afidele,
iar factorii de vegetatie, Tn specia temperatura, umiditatea si lumina, se mentin la un nivel optim,
pentru afavoriza minituberizarea.

Tn schema de producere a cartofului pentru simanti, segmental urmarit pentru a fi
modernizat, este reprezentat de multiplicarea materialului clonal initial, utilizand o tehnologie
modernizata pentru producerea minituberculilor din microtuberculi Tn tunele tip insect — proof.

Spatiile protejate tip insect — proof pot fi utilzate cu success pentru obtinerea minituberculilor
avand ca material de pornire microtuberculii, permitand trecerea la 0 noua schema de producere a
cartofului pentru siménta., ducénd la reducerea perioadei de inmultire dela9 ani la5 ani (Fig.14).

Concret, prin utilizarea pe scara mult mai mare a minituberculilor pentru producerea
materialului PREBAZA, obtinuti din microtuberculi produski “in vitro”, se poate realiza cu success
scurtarea schemei actuale de obtinere amaterialului BAZA (clasa SE si E) dela5-6 ani la2-3 ani.

Avantgjele aplicarii acestui nou sistem sunt :

o reducerea perioadei de producere a cartofului pentru simanta in cdmp dela 9 ani la
maxim 5 ani si aprebazei dela6 ani la2 ani;

e Tnmultireasi promovarearapida asoiurilor;

o Tmbunatatirea calitatii biologice si fitosanitare a cartofului pentru samanta;

e asigurareanecesarului de cartof pentru saméanta in cantitati suficiente;

e manipularea unui volum redus de material si necesitatea unor spatii reduse de
depozitare.

Pana Tn momentul in care nu afost posibila obtinerea unui material de plantat perfect sanatos,
nu a existat un termen de comparatie pentru aprecierea diferentelor de productivitate — calitativa si
cantitativa — ntre o recolta provenita dela o cultura infiintata cu material de plantat incert si o recolta
provenita din plante eradicate de agenti fitopatogeni.

Datorita diminuarii suprafetelor din zonele de producere a cartofului pentru siménta,
Tnmultirearapida prin culturi de meristeme si producerea de plantule, microtuberculi si minituberculi

ramane singura alternativa de producer a unui material clonal de buna calitate.
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Sistemul clasicin Sistemul moder nizat
Romania
Micropropagare Microtuberizare
realizata realizata
lal.N.C.D.C.S.Z lal.N.C.D.C.S.Z
Minituberculi Microtuberculi n tunele
n sere ¢
Material
PREBAZA
v v
Material
PREBAZA
:
Material BAZA
v
; Material
Material
BAZA (SE) CERTIFICAT
(clasaA)
. !
B'\/ﬂ?g'(‘l'z) Material
CERTIFICAT
v (clasaB)
Materia
CERTIFICAT
(clasaA)
v
Materia
CERTIFICAT
(clasaB)

Figura 14.Schema comparativa de producere a cartofului pentru simanta
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