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RAPORT STIINTIFIC SI TEHNIC -ETAPA 1/2014

Obiectivul etapei: Elaborare studiu documentar, stabilirea modelului experimental si alegerea
genotipurilor de cartof, achizitia de date pentru initierea bazei de date georeferentiate
Rezultate: - Model baza date georeferentiate, model GIS (proiect), design experimental

- Studiu documentar (sinteza privind biologia, ecologia si gazdele agentului patogen)

REZUMATUL ETAPEI

In aceasta etapd, In urma deruldrii activitatii A L.1, toti partenerii (CO, P1, P2 P3) au
achizitionat date istorice privind incidenta tulpinilor necrotice PVY si date pedoclimatice specifice
zonelor tintd Brasov, Harghita, Covasna, Suceava si Cluj. Date pedoclimatice colectate (suma
precipitatii, temperatura medie, tipuri de sol) sunt detaliate intr-o baza de date care exista la CO. Tot
in cadrul activitatii A 1.1, a fost realizatd o scurtd sintezd privind biologia, ecologia si gazdele
agentului patogen PV'Y tulpini necrotice, un studiu documentar succint care a fost postat pe adresa de
web a proiectului. Datele istorice privind incidenta patogenului au fost folosite pentru intocmirea
acestei lucrari. Acest studiu constituie un material bibliografic util pentru cercetétorii din domeniu i
o baza de plecare pentru editarea viitorului ghid pentru fermieri si a unei cérti dedicate tulpinilor
necrotice ale virusului Y (PVY).

Modelul GIS, modelul bazei de date georeferentiate constituie alte doud rezultate ale acestei
etape, mai precis ale activitatii A 1.2, livrabilele regésindu-se pe aceeasi adresa de web ca si studiul
documentar.

Conform activitatii A 1.3, a fost stabilit designul experimental si au fost alese pentru toate
tipurile de lucrari experimentale soiurile: Riviera, Bellarosa , Jelly, Carrera, Red Lady, Red Fantasy
si Hermes. Pe langa acestea, in spatii izolate (loturi demonstrative) si protejate (sere) se vor folosi si
soiurile Christian, Roclas, Productiv, Albastru Violet de Galanesti (soiuri romanesti), Desire precum
si 4 linii de ameliorare de la CO, respectiv 3 de la P2.

In cadrul activitatii A 1.4, din diferite regiuni geografice (zone tintd) au fost prelevate probe de
cartofi (tuberculi). Fiecare proba a fost etichetatd (etichetd pe care au fost marcate soiul, categoria
biologica si locatia) si insotita de o fisa tip completatd cu date referitoare la sol, material de plantat,
tehnologie, fenologie si harta APIA.

Pentru testarea virotica si identificarea eventualei prezente a agentului patogen in anul 2014,
din zona Brasov, CO a prelevat 23 probe de la 8 producitori (din Brasov, Stupini, Harman,
Ghimbav, Codlea si Fagaras), tuberculii fiind prelevati din soiurile care vor fi studiate pe parcursul
deruldrii proiectului.

Cele 32 de probe din judetul Covasna (din Sanzieni, Sfantu Gheorghe, Zabala, Targu Secuiesc,
Catalina, Cernat) au fost prelevate de cétre P2 si P3 si au provenit de la 10 producatori.

Din zona Harghita (Séancraieni, Miercurea Ciuc, Ciceu), tot in cadrul activitatii A 1.4,
partenerul P2 a prelevat 9 probe (6 soiuri) de la 5 producatori.

In cadrul activitatii A 1.4, partenerul P1 a prelevat 5 probe (cartof pentru consum) de la 2
producétori din zona Cluj (Réscruci, Mintiu Gherlei) din soiurile Roclas si Bellarosa, iar de la prima
unitate au fost prelevati tuberculi si din soiul Christian.

In cadrul activitatii A L5, partenerul P1 a prelevat inci 5 probe din zona Cluj (de la 3
producatori din Viisoara, Turda, Dangau-Capusu Mic), CO a contribuit la prelevarea a 8 probe din
Suceava (de la 5 producétori din Radaseni, Balcauti, Milisauti si Suceava), iar P2 a prelevat 3 probe
(2 soiuri) din 2 unitati care activeaza in zona Harghita (Miercurea Ciuc, Santimbru Zold Falk).
Totodata, CO a prelevat o proba din Brasov din soiul Albastru Violet de Gélanesti, iar P2 a prelevat
probe din soiul Productiv, din zona Covasna (Targu Secuiesc). O parte din probele prevenite din
Suceava au fost recoltate din parcele cultivate cu cartof pentru siméanta, iar toate probele din Cluj
provin doar din loturi nesemincere (cartof pentru consum).
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DESCRIEREA STIINTIFICA SI TEHNICA A ACTIVITATILOR DIN ETAPA 1/2014

Activitate A 1.1 Achizitie date istorice privind incidenta tulpinilor necrotice PVY si date pedoclimatice
specifice zonelor tintd (CO, P1, P2, P3)

DATE ISTORICE PRIVIND INCIDENTA TULPINILOR NECROTICE PVY

In ultimele trei decenii, cercetatorii din intreaga lume au acordat din ce in ce mai multa atentie virusului
Y, mare parte din eforturi fiind directionate spre solutionarea problemelor legate de raspandirea acestui virus
si de protejarea culturilor afectate, in special de tulpinile recombinante ale acestui patogen. Virusul Y al
cartofului (PVY) este unul dintre cei mai importanti agenti patogeni ai cartofului, afectand considerabil
productia si calitatea tuberculilor (datoratd patarii inelare necrotice, in special la soiurile sensibile). Virusul
poate fi transmis de la o plantd la alta mecanic, insd in natura, el este transmis prin intermediul tuberculilor de
samanta (inmultire vegetativa) sau prin afide.

Tulpini recombinante ale virusului Y au fost identificate atat in Europa, cdt si in America de Nord.
Majoritatea surselor bibliografice sustin ca aceste tulpini virale s-au raspandit in Canada si Statele Unite
incepand cu anul 1990, pe cand in Europa prima referire la acest patogen dateaza din anul 1980 (Baldauf si
colab., 2006; Crosslin si colab., 2006; Gray si colab., 2010; Karasev si colab., 2008; McDonald si Singh,
1996).

In culturile de cartof din tara noastra, au fost identificate pana in prezent atat tulpinile normale Y©, cat si
cele de tipul YN (Pop, 1986). Ca urmare a ratei medii anuale de raspandire destul de ridicate, precum si a
influentei negative pronuntate asupra productiei, mozaicul Y este considerat ca fiind una dintre cele mai grave
viroze a cartofului (Cojocaru si colab., 1975, 1987, 2009; Badarau si colab., 2009, 2010a, 2010b, 2010c,
2012b, 2013, 2014). in functie de tulpina virusului si toleranta soiurilor, infectia secundara a plantelor poate
favoriza o scidere a productiei cu 50-90 %. In cazul soiurilor cu tolerantd mijlocie, productia este redusi cu
aproximativ 41 %, iar in cazul soiurilor mai putin tolerante, plantele infectate produc cu peste 85 % mai putin
decét cele sanatoase (Cojocaru si colab., 1987, 1987; Badarau si colab., 2013, 2014). De asemenea, virusul Y
apare cu o frecventd deosebit de mare la tutun, producand pagube insemnate indeosebi in Transilvania (Pop,
1986).

Frecventa principalelor virusuri intalnite in loturile de cartofi pentru samanta testate (DAS ELISA) in
ultimii 10 ani la Inspectoratul Teritorial pentru Controlul Semintelor si a Materialului Saditor ITCSMS Bv), a
evidentiat faptul cd virusul Y al cartofului a fost responsabil pentru declasarea materialului in mai mult de
90% din cazuri (figura 1).
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Figura 1. Procentul de loturi semincere de cartof respinse datorita infectiilor cu PVY (ITCSMS Bv).
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Primele “ecouri” care au alertat producitorii de cartofi si apoi colectivele de cercetitori, au fost cele
provocate de aparitia unor tulpini necrotice PVY, responsabile de patarea inelard necrotica a tuberculilor de
cartof (abreviere PINTC). Aceasta boald endemici a aparut la inceputul anilor 80 in Ungaria si a fost descrisa
de Beczner si colab. in 1982, sub denumirea de Potato tuber necrotic ringspot disease (abreviere PTNRD).
Ulterior, patarea inelara necrotici a tuberculilor de cartof a fost descoperita in numeroase tari europene, in
Orientul apropiat si in S.U.A.

In tara noastra, boala a fost descoperitd sporadic incepand cu toamna anului 1988, atit in loturile
experimentale cat si la unele soiuri aflate in culturd, in unele parcele experimentale ale 1.C.P.C. Brasov
(Cojocaru si Bran, 1994;1995). Soiurile afectate au fost urmitoarele: Desiree, Nicola, Carpatin, Vital,
Pentland-Crown, Elipsa, Super, Obelix, Igor, Teo, Muresan. La soiurile sensibile: Teo, Vital si Nicola,
procentul tuberculilor cu simptome de patare inelara necrotica a fost de peste 60 %. Prezenta bolii induse de
tulpinile necrotice PVY a fost semnalati si in unele parcele din localitatea Harman si S.C.P.C. Tg-Jiu. De
asemenea, Inspectoratul de Protectia plantelor Brasov a semnalat prezenta acestei boli la producitorii
particulari din zona Rupea. In perioada 1992-1995, s-a observat aparitia constanta a acestei boli in localitatile
Héarman, Ozun si Vulcan din judetul Brasov, precum si in unele localitdti din judetul Suceava (Cojocaru si
Bran, 1994; 1995).

Pana in prezent, cercetarile efectuate in tara noastrd nu au vizat realizarea spectrului tulpinilor necrotice
PVY, estimarea zonelor de risc si de favorabilitate si nici utilizarea unor metode neinvazive de apreciere a
gradului de infectie cu acest patogen.

Procentele tot mai ridicate de loturi semincere respinse sau declasate in timpul procesului de certificare
(figura 1), semnaleaza prezenta din ce in ce mai activa a virusului Y al cartofului in tara noastra, incidenta
spatiald a acestui patogen fiind influentati de BIOLOGIA PATOGENULUI (aparitia de noi tulpini
recombinante din ce in ce mai agresive), CONDITIILE PEDOCLIMATICE specifice zonelor de culturd si
ECOLOGIA patogenului (plante gazda, vectori).

TULPINI RECOMBINANTE PVY

Diversitatea biologica si genetici — virusul Y al cartofului (PVY)

Grupele si subgrupele de tulpini PVY au fost recunoscute pe baza simptomelor sistemice si locale
prezente pe plantele de tutun si de cartof (Shukla si colab., 1994).

Tulpina comuna (sau tulpina normala PVY®) este prezentd in intreaga lume, provocand la cartof
rugozitatea frunzei (usoard pand la mozaic sever) si epinastii (Shukla si colab., 1994). in functie de soi,
pierderile de productie, datorate infectirii cu PVY" variaza de la 10% la 80% (De Boks and Huttinga, 1981;
Hane si Hamm, 1999; Nolte si colab., 2004; Whitworth si colab., 2006).

Tulpina care produce necroze ale nervurilor la frunzele de tutun (PVY™), provoaca pete usoare pentru
cele mai multe soiuri de cartof, ocazional prezentand la unele soiuri frunze necrotice (Chachulska si colab.,
1997; Kerlan si colab., 1999), dar la tutun se manifesti prin necrozarea severd a nervurilor (De Bokx si
Huttinga, 1981). Patarea inelara necrotici a tuberculilor de cartof (PVY™™) nu a fost raportatd pand in anii
1980, aceasta inducand PTNRD pentru unele soiuri de cartof si necrozarea nervurii la tutun (Beczner si
colab., 1984). De atunci, acest grup de tulpini a fost identificat in intreaga lume (Chrzanowska, 1991;
Weidemann si Maiss, 1996; McDonald si Singh, 1996; Crosslin si colab., 2002).

Au fost identificate si tulpinile: :

-PVYS, care induc simptome de streak la soiurile de cartof care au gena Nc (Jones,1990;Kerlan, 1999);

- PVY?, care afecteazi gena de rezistenta atat la PVY© cat si la PVY® (Blanco-Urgoiti si colab., 1998).

Diagramele tulpinilor PVY din principalele grupe, precum si ale unor tulpini recombinante PVY sunt
prezentate in figura 2.

Diversitatea patologicd a PVY este strans asociatd cu diversitatea genetica a virusului (Hu si colab.
2009a; 2009b; 2011). Analiza tulpinii pe baza genei P1, a condus la recunoasterea tulpinilor PVY’, NA-
PVY™™Nsi Eu-PVYM™N. Avand la baza filogenia regiunii mai putin conservate pentru genomul PVY si gena
P1, pot fi identificate doua grupe distincte si anume: PVY® si PVY VNN (Nie si Singh, 2002). Nie si Singh
(2002), sugereaza ci tupinile PVY™™ dintr-o regiune geografica datd ar fi evoluat din tulpinile PVY"
provenite din acelasi areal.

Gray si colab., (2010) au descoperit relativ recent un subgrup neobisnuit de izolate atribuit pana nu de
mult tulpinii PVY®, avand la bazi absenta legaturilor recombinante, incapacitatea de a induce necroze ale
nervurilor la frunzele de tutun si reactia pozitiva la PVY'- anticorpi specifici MAb2 (Ellis si colab, 1996;
Karasev si colab., 2010; Gray si colab., 2010). Cu toate acestea, acest subgrup de izolate s-a remarcat de
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izolatul normal PVY", cu un marker serologic distinct si anume reactia pozitiva fati de una PVY" - anticorpi
specifici monoclonali, 1F5 (Karasev si colab., 2010). Acest subgrup a primit denumirea PVY’-O5 (Karasev si
colab., 2010) si ulterior, in mod clar 1dent1ﬁcat ca apartinand grupului de tulpini PVY® (Karasev si colab.,
2011). Aproape toate izolatele PVY®-O5 au fost grupate intr-o genealogie distincta cu evolutie separata, atunc1
cand genomuri intregi au fost supuse anahzel ﬁlogenetlce sugerand cd acest marker serologic reflectd o
dlver51tate mai profundi in tulpina PVY® (Karasev si colab., 201 1). Izolatele apartinand acestei genealogii
PVY’-05, initial au fost gasite in SUA (Gray si colab., 2010; Karasev si colab., 2010), dar identificate mai
tarziu in Canada (Nie si colab., 2011) si in Australia (Kehoe si Jones, 2011). De§1 izolatele biologice PVY’-
OS5 s-au dovedit similare cu 1zolatul normal PVY®, ele au demonstrat diferente semnificative in anumite
caracteristici biologice, in special in interactiunea cu gena Ny la cartof - reactia 1mpotr1va PVY'’-05 a fost
mult mai severd decat impotriva PVY" la soiurile care poartd gena Ny (Karasev si colab., 2011). Este
important de subliniat faptul ca PVY®-O5 a fost gisitd ecologic dezvoltand studiul pe 3 ani PVY (Gray si
colab., 2010) si astfel, s-a emis ipoteza de a avea anumite avantaje evolutive ale izolatelor PVY normale
(Karasev si colab., 2010; 2011).

in mod similar, tulpina PV poate fi impartita in doua grupuri PVY™© si PV (uneori se
referd ca subgrupe a si b) (Lorenzen si colab., 2006 a) prin prezenta unei legaturi de recombinare suplimentare
(figura 3). Totodata, aceste grupuri pot fi divizate in functie de proprietitile biologice. Intr-un studiu
SUA/Canada (Gray si colab., 2010) s-au identificat numeroase variante in cadrul tulpinii PVY™Y! care nu
au cauzat necroze la plantele de tutun. Izolatele din cadrul tuturor grupurilor de variante s-au remarcat prin
capacitati diferite de a induce PTNRD. Diversitatea izolatelor din cadrul PVY™ ™™ pare a fi semnificativa,
desi caracteristicile spatiale si temporale ale distributiei sunt necunoscute, iar testele biologice care pot
distinge grupurile de variante i caracterizarea moleculard nu au fost finalizate.
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Figura 2. Diagramele prmczpalelor tulpini recombinante PVY identificate in Europa si in America de
Nord — PVY"™ si VYO si PVY"" Zonele delimitate marcheazd originea fragmentelor genomului pentru
secventele parentale PVY" (gri) si PVY? (alb). Pozitia zonelor de jonctiune recombinante RJ 1 si RJ 4,
adesea utilizate pentru a distinge tulpinile recombinante PVY sunt specificate in partea inferioard a
diagramei. Cele 10 gene PVY sunt mentionate in partea superioard a figurii.

Diversitatea biologica si genetica a PVY este vasta si in mod evident cercetitori din intreaga lume vor
continua sd se confrunte cu schemele taxonomice, pand cand determinantii moleculari care reglementeaza
proprietatile biologice si genetice ale diferitelor grupuri de tulpini si variantelor de grupuri in cadrul tulpinilor,
pot fi mai bine identificati (Glais 2002a, 2002b; Adams, 2011; Barker 2009; Fomicheva 2009). Aceasta va
permite stabilirea unor metode imbunititite de diagnosticare, care pot clasifica mai eficient izolatele PVY
intr-o taxonomie usor de inteles. in ultima perioads, schimbarile in compozma tulpinilor PVY au inregistrat o
dinamica accentuatd. Pentru cartof, recombinantele PVYONWi si PVY ™™ au devenit cele mai
raspandite, insii nu se cunoaste cu precizie motivul. In general, tulpinile regenerante au tendinta de a
induce simptome foliare care sunt mai putin evidente in comparatie cu cele provocate de tulpinile PVY".
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Acest lucru a compromis eficienta inspectiilor de certificare a semintei, operatiunile de eliminare a
plantelor bolnave si probabil, a condus la cresterea incidentei virusului in stocul de material semincer.
Conform unor scheme de certificare a loturilor semincere, este permisa o toleranta ridicati la mozaicul cu
simptome usoare decit mozaicul sever, ceea ce poate de asemenea si conduca la selectia tipurilor
recombinante ale PVY. Indiferent de motiv, numarul tulpinilor recombinante ale PVY este in crestere si au
potentialul de a spori semnificativ efectul virusului Y asupra culturii cartofului, ca urmare a abilitatii unora
dintre aceste tulpini/variante de a produce PTNRD. in prezent, PVY reprezinti un agent patogen important,
care provoaca ingrijorari in randul producatorilor de samanta. Daci tulpinile necrotice ale PVY continua sa se
raspandeasca cu repeziciune si devin endemice, acest patogen ar putea deveni o problema serioasd atat pentru
procesatorii si cultivatorii de cartof, cat si pentru consumatori.
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Figura 3. Diagrama tulpinilor recombinante PVY?, PVY" | cu genomul alcdituit din doud genomuri
parentale PVY"* -NE-11 si PVY? -NTN (Galvino-Costa si colab. 2012). Pozitia a doud jonctiuni
recombinante, RJ2 si RJ3, caracteristice pentru PVY* -NTN este specificatd in partea inferioard a diagramei.
Dacd numai RJ2 si RJ3 sunt identificate utilizand tehnica multiplex RT-PCR (Lorenzen si colab. 2006b),
PVY" va fi gresit identificatd pentru PVY” -NTN.

Reactii produse de genotipuri de cartof care contin gene de rezistenti fata de tulpinile necrotice

ale virusului Y al cartofului (PVY)

Cercetdrile efectuate de Le Romancer si Kerlan (1992), cu scopul de a testa eficienta genelor de
hipersensibilitate nespecifice grupului viral de tipul Nygn,s, mostenite de la Solanum demissum, a celor de
rezistentd extremd Ryy,, mostenite de la Solanum stoloniferum (Cockerham, 1970) si a genelor Ry,
mostenite de la Solanum tuberosum ssp. Andigena, au relevat urmatoarele:

La inocuarea manuala sau prin altoire a tulpinilor standard ale virusului Y al cartofului (PVY’; PVY™;
PVY®), Solanum demissum Y care poseda gena Ny, a reactionat cu simptome de hipersensibilitate, cum a
relatat Cockerham (1970). insa, la inocularea acesteia cu tulpina PVYN™, aceasta invinge rezistenta oferita de
genele Ny, fiind capabila de a induce o infectie sistemici, manifestind un mozaic usor pe plante.

Soiul de cartof Corine, care se presupune cd posedd una din genele de rezistenta extrema Ry de la
Solanum stoloniferum, precum si soiul V2 (Fernandes Northcote, 1990), care posedd gena de rezistentd
extremd Ry, do au reactionat in mod identic. La inocularea cu tulpinile standard ale virusului Y al cartofului
(PVY’; PVY"; PVY®), ambele au reactionat printr-un raspuns de rezistenta extrema. In schimb la inocularea
acestora cu tulpma PVY"™, aceasta a fost capabila de a induce reactii de hipersensibilitate pe ambele soiuri.

in concluzie, se poate spune ca tulpina PVYN™, se comporta ca o tulpini spargatoare de rezistenta, care
poate sd invingd partial sau total rezistenta conferitd de diferite gene: Nygns, mostenite de la Solanum
demissum si Ry mostenite fie de la Solanum stoloniferum, fie de la Solanum tuberosum ssp. Andigena.
Referintele bibliografice citate, mentioneaza ca aparitia simptomelor pe tuberculi nu este guvernata de gene de
tip N, acestea neoferind protectie fati de tulpina PVY"™.

Izolatele care nu determina rezistentd prin hipersensibilitate fatd de nici una dintre genele N prezente la
cartof (Ny, Nc si Nz), ar putea fi distinse pe baza reactiilor manifestate la tutun: cele care determind necrozarea
nervurii la tutun au fost clasificate in tulpini PVY" (Jones, 1990; Singh si colab., 2008), iar cele care
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determind numai mozaic au fost clasificate in tulpini PVY" (Kerlan si colab., 1999; Singh si colab., 2008).
Dintre aceste grupuri de tulpini PVY, numai PVY" determina necrozarea nervurii la tutun si ca urmare, a fost
denumitd tulpina ,,necrotica” a PVY (Cockerham, 1970; deBokx si Huttinga, 1981, Boonham si colab., 2002).
Este important de stiut cd aceastd clasificare geneticd include doua grupuri de tulpini, PVY® si PVY™, care
sunt complet caracterizate din punct de vedere molecular, prin metode serologice, Real Time — PCR si
intregul genom este secventiat, insd apar si alte doua grupuri de tulpini, PVY” si PVY", ale ciror proprietati
moleculare nu au fost studiate pana in prezent (Kerlan si colab., 2011, Galvino-Costa si colab., 2012).

Simptome tulpini necrotice PVY

Existd o stransd legdturd intre intensitatea simptomelor de pe foliaj si procentul de tuberculi cu
simptome de patare inelard necrotica datorate tulpinilor necrotice specifice. Numarul tuberculilor cu simptome
creste proportional cu cresterea intensititii simptomelor pe frunze si tulpini. Procentul tuberculilor cu
simptome sporeste considerabil dupa recoltare. Astfel, daca la recoltare procentul tuberculilor cu simptome
era cuprins intre 0 - 50 %, dupa opt saptaméni de pastrare poate si ajungi la 2,5-94 % (Kus, 1992; 1995a;
1995b; Le Romancer, 1992).

Figura 4. Simptome ale plantelor de tutun (soiul Samsun) inoculate cu PVY" (tulpini necrotice).

Simptomele infectiei primare produse de tulpma PVY"™ pe foliajul diferitelor soiuri de cartof, se
aseamand cu cele produse de tulpinile PVY’ si PVY® (necrozarea nervurilor, ciderea frunzelor, stricuri
necrotice pe tulpini), cu deosebirea ci tulpinile PVY"™ au in plus capacitatea de a induce simptome pe
anumite soiuri de cartof care posedd gene de rezistenta fatd de tulpinile PVY® si PVYC si de asemenea au in
plus capacitatea de a 1nduce simptome inelare necrotlce pe tuberculii de cartof (Le Romancer si Kerlan 1992).

Tulpina PVYN™ se aseaméni cu tulpina PVY" prin simptomele produse pe tutun (Nicotiana tabacum)
si anume, ambele determind necrozarea nervurilor tutunului (fig. 4), dar se deosebeste de acestea prin
capacitatea de a infecta o anumita gama de soiuri si specii ale genului Solanum extrem de rezistente (Le
Romancer si Kerlan, 1992) si prin capacitatea de a induce necroze inelare pe tuberculii si foliajul unor soiuri
de cartof.

Cele mai frecvente simptome asociate virusului Y sunt de mozaic foliar, asociate in general cu gofriri,
uneori necroze. Reactia depinde de tipul tulpinii virale, de caracterul primar sau secundar al infectiei si de
conditiile locale. Simptome pe tuberculi cauzate de prezenta virusului PVY se pot observa in figura 5.

In ultimele trei decenii au apdrut tulpini virale noi, care produc simptome pe tuberculi, cauzind asa
numita patare necrotica inelard a tuberculilor de cartof. Responsabile de aceste maladii sunt tulpinile PVY
(N)W si PVY(N)NTN. Fiind foarte agresive, aceste tulpm1 pot invinge rezistenta existenta fatd de infectia cu
celelalte tulpini ale virusului Y al cartofului (PVY® si PVYC). Astfel, un numir foarte ridicat de soiuri de
cartof rezistente la tulpinile comune ale virusului Y sunt infectate cu aceste noi tulpini virale, mult mai
agresive si mai pagubitoare. Simptomele infectiei cu aceste tulpini pe foliajul plantelor sensibile sunt mai
severe in cazul tulpinii PVY(N)NTN iar la plantele infectate cu tulpina Wilga (PVY V') simptomele
foliare sunt slabe, uneori greu de sesizat, ceea ce face ca adesea, virozele sd treacd neobservate in timpul
inspectiilor vizuale. In plus, in cazul acestor infectii, in timpul depozitarii apar necroze inelare si pe tuberculi.
Asadar, pagubele sunt atdt cantitative (prin reducerea semnificativd a productiei) cat si calitative (prin
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deprecierea comerciala a tuberculilor). In cazul cultivarii unor soiuri sensibile, in conditii favorabile, pagubele
financiare pot fi foarte mari atat pentru cartoful de consum (acesta poate deveni nevandabil) cat si pentru
cartoful de samanta (acesta va fi declasat sau respins de la certificare). Deoarece noile tulpini virale PVY
(N)W si PVY(N)NTN pot sparge rezistenta unor soiuri de cartof fatd de celelalte tulpini ale virusului Y (PVY®
si PVY®), numeroase soiuri care pand in prezent erau considerate rezistente, au trecut in categoria celor

sensibile, ceea ce a afectat puternic sistemul de producere a cartofului pentru saméntd si consum din tara
noastra.

Tampa (D); Roclas(E)(Badarau 2010c).

Etiologia afectiunilor tuberculilor de cartof induse de tulpinile necrotice PVY

Datorita faptului cd la inceput nu se cunostea cauza acestei boli, s-a crezut ca sunt implicate Virusul
rattle al tutunului sau Virusul mop-top al cartofului, care sunt transmise de organisme de sol (ciuperci si
nematozi). La transmiterea virusului mop-top al cartofului cu ajutorul ciupercilor de sol, simptomele inelare
pe tuberculi apar numai in mod intdmplator si numai in regiuni cu soluri umede si reci.

Simptomele se aseamind intr-un anumit fel cu cele produse de virusul rattle al tutunului, dar la o
examinare mai atenta, se poate observa ca inelele necrotice nu se dezvolta in pulpa tuberculilor (fig.6).

Figura 6. Tuberculi soiul Hermes (infectati PVY""") - imaginea din stdnga (original) si tuberculi
sectionati (infectati cu Virusul rattle al tutunului) - imaginea din dreapta (wikipedia.ro)

La testarea tuberculilor atacati, precum si a plantelor provenite din acesti tuberculi, prin diferite metode
de diagnosticare, virusul Y al cartofului a fost detectat de fiecare data, singur sau aldturi de unul sau mai multe
virusuri ale cartofului. Nu s-a detectat nici un alt virus susceptibil de a produce necroze pe tuberculi, cum ar fi
virusul rattle al tutunului sau virusul mop-top al cartofului.

CONDITII CLIMATICE care favorizeaza incidenta agentului patogen

Prezenta tulpinilor PVY implicate in aparitia PINTC (Patarea inelard necrotica a tuberculilor de cartof)
a fost semnalata in zone cu climd predominant continentald, cu veri calde si uscate, cu temperaturi medii in
luna iulie de 18-23°C si media precipitatiilor in perioada de vegetatie de 300-500 mm. Dupd Le Romancer
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(1992), temperatura din perioada de crestere a plantelor influenteaza manifestarea simptomelor pe tuberculi,
astfel ca la 15°C procentul tuberculilor atacati este mai mic decét la 20°C. Astizi se cunoaste faptul ca aceastd
boald este favorizatd in anii cu veri calduroase si uscate, dar numai conditiile de mediu singure, nu sunt
hotdratoare pentru aparitia simptomelor pe tuberculi.

TRANSMITERE, EPIDEMIOLOGIE

Virusul Y se transmite usor prin inoculare cu suc, iar in naturd se transmite in principal prin afide. Se
mentioneaza insa si posibilitatea raspandirii virusului Y in cAmp pe cale mecanica (Pop, 1986). Transmiterea
prin afide este de tip nepersistent, deci cu timpi de hranire pentru achizitionarea si inocularea virusului destul
de scurti si anume de 15-60 secunde. Perioadele de hranire pentru achizitie mai lungi de 2 minute nu sunt
favorabile. Perioada minima de hranire pentru inoculare este de 30-60 secunde. Rata achizitionarii virusului
depinde de concentratia acestuia in plante, frunzele de cartof mai tinere fiind sursd de infectie mai buna decét
cele mature. Plantele infectate cu virusul Y contin un component ajutitor de naturd proteicd, care mijloceste
transmiterea prin afide a virusului Y (Pirone, 1981).

Numarul speciilor de afide capabile sa transmitd virusul Y este de cel putin 25, nsa cunostintele privind
eficienta acestora ca vectori sunt in general reduse, cu exceptia citorva specii. Myzus persicae este considerat
ca cel mai eficient vector al virusului Y, insa, importanta speciilor in raspandirea virusului variazd cu
conditiile diferitelor zone geografice, care determind modificari considerabile 1in structura populatiilor,
frecventa diferitelor specii, inceperea zborului acestora si altele.

Dintre cele aproximativ 10 specii considerate ca importante pentru raspandirea naturald a virusului Y in
diferite tari, pe langd Myzus persicae, sunt mentionate urmitoarele: Aphis nasturtii, Aphis fabae, Aphis
Sfrangulae, Macrosiphum euphorbie, Acyrtosiphon pisum, Rophalosiphum insertum (Pop, 1986).

Raspandirea virusului Y are loc in special in prima jumitate a perioadei de vegetatie si anume, pana la
mijlocul lunii iulie, insa exista date care demonstreazi ci infectiile cu virusul Y sunt mult mai frecvente in
iunie, cand plantele sunt mult mai tinere si respectiv mai sensibile. Asadar, misurile pentru diminuarea
raspandirii virusului trebuie s aiba in vedere in primul rand aceasti perioada.

Sursa de infectie in naturd este formata aproape exclusiv, din plantele provenite din tuberculii de cartof
infectati, plantati sau ramasi in sol la recoltarea culturii din anul precedent (plante cu infectie secundara)
precum si din plantele infectate cel mai tarziu dupa 36 zile de la rasirire (plante cu infectie primara).
Experimental, s-a dovedit ca plantele susceptibile sunt in general, cele de pana la 11 saptamani de la plantare,
dupi care se instaleazi progresiv asa numita “rezistenta de varsta“. Tulpinile necrotice (Y") se transmit si prin
contactul dintre plante. Procentul tuberculilor infectati depinde att de varsta plantelor, de conditiile de mediu
din momentul inocularii cat si de tulpina virusului. in general, maximum de tuberculi infectati s-a obtinut la
18-21,8 °C, iar pentru Y" si la 14,4-15,9 °C; ins, la temperaturi de 11-13 °C timp de 5-10 zile dupa inoculare,
s-a redus puternic proportia acestora. Umiditatea redusi dupa inoculare a favorizat infectiile. S-a evidentiat de
asemenea, cd in anii secetosi cu temperaturi ridicate, virusul Y se raspandeste la distante mai mari de sursa
decét 1n anii racorosi si umezi (Cojocaru 1987).

Tesuturile plantelor infectate sunt invadate progresiv de virus, iar migrarea la distantd se realizeaza pe
cale vasculara. Celulele frunzelor, cu exceptia celor din parenchimul palisat, contin concentratii ridicate de
virus. In tuberculi, concentratia virusului este mult mai redusd. Cand infectiile prin afide se produc intr-un
stadiu avansat de crestere a plantei, datorita “rezistentei de varsta“, virusul nu poate migra in toti tuberculii si
in mod frecvent numai putini dintre acestia devin infectati. Rezistenta de varstd a unor soiuri fata de virusul Y
a fost demonstrata, insi aceasta este mult mai pronuntat pentru Y° decat pentru Y™ (Cojocaru 1987).

ECOLOGIA agentului patogen. Plante gazda si plante test. Reactia plantelor test

In fara de cartof, sunt citate circa 160 de specii de plante din 37 de genurl care au fost infectate prin
inoculare cu suc. Majoritatea apartin familiei Solanaceae, dar sunt si unii membri din Amaranthaceae,
Chenopodiaceae, Compositae, Leguminosae s.a. Unele specii si anume: Solanum tuberosum, Capsicum
annuum, Hyoscyamus niger, Lycopersicum esculentum, Petunia hybrida, sunt gazde spontane ale virusului Y.
Dintre speciile sensibile, unele reactioneazd cu simptome apecifice, putdnd fi folosite ca plante test sau
diferentiale, astfel: Nicotiana tabacum, N. Glutinosa, Chenopodium amaranticolor, C. ginoa, Physalis
floridana, Lycium halimifolium si Nicandra physaloides. insa cel mai sigur, mai rapid si mai utilizat test
pentru lucrdrile in serie, se realizeazd pe foliole detasate ale hibridului ”A-6 (Solanum demissum X, S.
tuberosum) si pe ”SAY” (S. demissum Y). Mentinute in camere umede dupa inoculare, cu iluminare artificiala
sila 24°C, acestea formeaza in 4-8 zile leziuni locale necrotice. Reactie similara se obtine si pe foliole de ”TE-
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17, o provenientd a lui S. chacoense, insa acesta nu este utilizat curent in testele de serie, fiind mai putin
sensibil decat SAY si cu un foliaj mai redus.

In conditii natural, tulpina PVY"™ a fost identificatd la cartof (Solanum tuberosum), tomate
(Lycopersicon esculentum), ardei (Capsicum annuum) si Solanum nigrum, dar prin inoculari artificiale a fost
transmis la un numar de peste 20 de specii de plante (Le Romancer si Kerlan, 1992).

In functie de simptomele manifestate de diferite specii de plante la inocularea cu tulpina PV
comparativ cu cele manifestate la inocularea cu tulpinile standard ale virusului Y al cartofului (PVY®; PVY™;
PVY©), se disting urmatoarele grupe de plante:

a) Plante sensibile, grupa 1, manifesta simptome sistemice atat cu tulpina PVY™'™, cat si cu tulpinile
standard; diferd doar in intensitate si forma: Datura innoxia (Mill.), Datura metel (L.), Lycopersicon
esculentum (cv. Monalbo), Lycopersicon pimpinellifolium, Nicandra physaloides (Gaertn.), Nicotiana
clevelandi (Gray.), Nicotiana megalosiphon (Heurck., Muell.), Nicotiana rustica, Nicotiana tabacum (L. cvs.
Samsun), Nicotiana tabacum (cv. White Burley), Nicotiana tabacum Xanthi, Petunia hybrida (Vilm.),
Physalis floridana (Rydb.) si Solanum nigrum.

Plante sensibile, grupa 2: Capsicum annuum manifestd simptome de patare la inocularea cu tulpina
PRy si este extrem de rezistent la inocularea cu tulpinile PVY standard (PVYO; PVYY; PVYC).

b) Plante rezistente, grupa 1, reactioneazi prin aparitia de leziuni locale necrotice pe frunzele
inoculate : Lycium halimifolium si Hibridul Ag.

Plante rezistente, grupa 2, Chenopodium amaranticolor $i Chenopodium quinoa, sunt imune la
infectia cu tulpina PVY"'™, in timp ce tulpinile standard ale virusului Y al cartofului produc pe frunzele
inoculate leziuni necrotice si clorotice locale.

Se poate spune cd, deosebirea majora dintre tulpinile standard ale virusului Y al cartofului si tulpina
PVY™™, din punct de vedere al reactiei plantelor test, este ¢ aceasta din urma are capacitatea de a infecta
Capsicum annuum si incapacitatea de a infecta Chenopodium amaranticolor $i Chenopodium quinoa.

NTN
YO,

Reactii serologice

Particulele virale ale tulpinilor PVY™"™ reactioneazi serologic cu anticorpii policlonali ai virusului Y al
cartofului si cu anticorpii monoclonali ai grupului de tulpini necrotice PVY". Metodele imunologice de
detectare a virusurilor plantelor au relevat faptul ca tulpina PVY™'™ nu diferd din punct de vedere serologic de
grupul de tulpini PVY™, care nu produc necroze pe tuberculi, ele fiind inrudite serologic. De asemenea, se
mentioneazd in sursele bibliografice, cd cele doua tipuri de tulpini nu se pot diferentia una de cealaltd cu
ajutorul anticorpilor monoclonali. Aceasta inseamni ca proteina de invelis a celor doua tipuri de tulpini este
asemdanatoare (Le Romancer si Kerlan, 1992)

Figura 7. Particule virale PVY — microscop electronic (x 10000) (fotografie originald, suspensie
concentratd de virus - INCDCSZ Bragsov)(Cojocaru si colab., 2009).

Compararea genomului viral

Desi proteina de invelis a tulpinilor PVY™ si PV este asemandtoare, deosebiri genomice se gasesc
totusi in regiunea necodanti 5 NTR a genomului viral, a tulpinii PVY"'" si in regiunea proteica P1 (Robaglia
1989; Tordo si colab., 1995; Thole si colab., 1995).

NTN
Y
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In ciuda polimorfismului observat in regiunea 5 NTR a ARN-ului viral, metoda PCR (polymerase chain
reaction) singurd cu primeri specifici de grup, nu poate sa diferentieze intre tulpinile de PVY"™N si cele de
PVY™. O separare clar intre aceste doua grupe se poate obtine cu metoda PCR, urmati de analiza restrictiva,
prin addugarea de enzime specifice (endonucleaze) (Glais si colab., 1995).
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DATE PEDOCLIMATICE

Datele pedoclimatice istorice (pe o perioada de 5 ani) din fiecare zona tintd au fost achizitionate sau
preluate din Bazele de date existente la CO. Datoritd volumului mare de date achizitionate, nu putem reda in
acest raport toate valorile acestora. De aceea ne-am rezumat la o prezentare succintd doar a unor valori medii
pentru perioada 2013-2014 (perioadi in care a fost cultivat si materialul biologic prelevat in aceasta etapa).
Datele sunt sintetizate 1n tabelul 1 si figura 8.

Tabel 1. Conditiile pedo- climatice 2013-2014

Temperatura medie Suma precipitatiilor /an

Zoma  poyiat| MMA | Abateri | Realizat | MMA | Abateri | 1ipul de sol
- Soluri cernoziomoide cu
urmaitoarele caracteristici: textura -
e . B
Brasov 9,2°C 7.7 +1,5 6777 | 6344 | +433 | D @ild—cca 30 %, pH - cca 6.2,

humus — 4 — 5%, fosfor mobil - 50
ppm, potasiu mobil - 110, gradul de
saturatie in baze — peste 88 % .

- Soluri cernoziomoide levigate,
soluri brune, brune pseudogleizate,
brune  podzolite, humico-gleice
drenate

Soluri de tipul Cernoziomoid

Covasna 10,68 7,39 +3,29 442,8 5257 -84,9

Harghita 759 7,8 -0,3 552,8 594,7 -41,9 rendzinic litic
Soluri- cernisoluri de tipul si
Suceava 13,9 12,4 -1,5 610,3 398,9 +131,8 | subtipul —faeziom cambic.
Soluri aluviale frecvent gleizate si
cernoziomuri cambice, pe depozite
fluviatile recente (uneori vertice,
. leizate sau alcalizate), Soluri brune
Cluj 8,9 9,1 | +02 610 601 +9 |8 dlgaliatz); Bulus
eu-mezobazice tipice, soluri brune
eu-mezobazice erodate, soluri brune
argiloiluviale tipice si soluri brune
argiloiluviale erodate
800
TFUMCY b s s 555 0 A A
600
S00 . e A X “ B e —
400 w Covasna
Ele o G o ; = Harghita
DOKF i wm Suceava
100 w Cluj
o e ; gt
100 Realizat MMA  Abateri | Realizat MBS
200 Temperatura :‘gjserj’%e 1 Suma precipit&;@i&ar /aﬂ,

Figura 8. Temperatura medie si suma precipitatiilor in perioada 2013-2014 in zonele tinta.

Activitate 1.2. Proiectare baza de date (BD) georeferentiate

Pentru stabilirea incidentei spatiale a virusului Y (tulpini necrotice) s-a propus realizarea unui Proiect in
Sistemul Informatic Geografic (GIS), bazat pe existenta la INCDCSZ Brasov (departamentul FBB) a
licentelor Programului software ArcGIS var. 10.2.2.

Sistemul informational geografic (GIS) si analiza spatiald. Sistemul GIS este definit ca un sistem
pentru achizitia, stocarea, manipularea, analiza si prezentarea datelor geografice sau spatiale. Aproape in
totalitate datele informationale din agricultura (biologice, tehnologice, economice, precum si cele de sol si
climd), au o caracteristica spatiali. Aceasta permite realizarea de baza de date comune (spatiale si date de
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intrare si de iesire a modelelor de simulare), avAnd ca numitor comun identificatorul (georeferentialul) unititii
spatiale (coordonatele locatiei X, Y, Z).

Figura 9. Zonele tinta din care au fost prelevate probe in anul 2014.

Informatia spatiala poate fi descrisa prin:
- modele spatiale discrete, modele care separd suprafetele cu valori egale prin delimitiri (granite)
distincte. (Exemple: harta solurilor; harta categoriilor de folosinti, etc.);
-modele spatiale continue, modele care separa suprafetele cu valori egale prin izolinii sau contururi
(Exemple: variabilitatea insugrilor agrochimice ale solului).
Generarea de suprafete dintr-o multime de puncte (valori) se face prin interpolare spatiali, care poate fi:
a) Inversul distantei ponderale (IDW): fiecare punct de pe suprafati are o influenti locali care se diminueazi
cu distanta in raport cu celelalte puncte;
b) Spline: genereaza suprafete de curburd minima intre puncte;
¢) Kriging: utilizeaza corelarea spatiala dintre puncte pentru descrierea suprafetelor;
d) Trend: aproximeaza prin functii polinomiale de un anumit grad suprafata ce trece prin punctele date.
Tematica proiectului are ca element novator stabilirea incidentei spatiale a virusului Y (tulpini
necrotice) in contextul arealului agro-ecologic de cultivare a cartofului si a schimbdrilor climatice din
Romaénia. Zonele tintd vizate sunt amplasate in Judetele: Bragov, Covasna, Harghita, Suceava si Cluj (figura
9). Pentru aceste zone, au fost proiectate bazele de date pentru care au fost stabilite cerintele din urmatoarele
fisiere:
1. Fisierul cu datele de identificare generali a locatilor (tabelul 1.),
2. Fisierul cu datele climatice (tabelul 2cu urmatoarele caracteristici:
- Stocarea datelor separate pe localititi,
- Denumirea fisierelor va contine:
Judet (Cod Auto),
Denumire Unitate-Localitate,
Coordonata LAT (x),Coordonata LONG (y),Coordonata ALT (z)
0 Exp: BV-INCD-Brasov-45.667-25.528-797
Modele ale bazei de date georeferentiate completate deocamdata pentru zona Brasov sunt prezentate in
tabelele 2 si 3.
Pentru fiecare unitate din care s-au prelevat probe, au fost achizitionate sau preluate date din Bazele
de date existente la INCDCSZ (departamentul FBB), privind:
-Pozitionarea geografica: Harti APIA cu coordonate X, Y, Z (latitudine, longitudine, altitudine)
-Caracterizarea solului: Clasa si tipul de sol, Clasa de textura si continutul in argild
-Caracterizarea climatica multianuald (peste 30 ani) a zonelor vizate: Temperatura zilnici a aerului — maxima
(TMAX), minima (TMIN), medie (TMED), Precipitatiile zilnice (RAIN), Radiatia solari incidenti zilnica
(SRAD), Umiditatea relativa zilnica a aerului (RH), Viteza vantului (WIND)
Modelul GIS si modelul bazei de date georeferentiate completat (pentru exemplificare) pentru una
din locatiile din Bragsov (Harman 1, parcela 758 din harta APIA de unde s-au prelevat probe din soiurile
Bellarosa, Red Fantasy si Hermes) este prezentat pe site-ul proiectului.
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Tabelul 2. Exemplu de completare a fisierului care contine date de identificare generala a locatiilor din care s-
au prelevat probele (coordonatele locatiilor corespund parcelelor din harta APIA, codificarea parcelelor fiind
cea precizatd 1n tabelul A 1.4.1) .

DATE GENERALE DATE LOCATIE DATE EXPERIMENTALE DATE SOL DATE Material Plantat
Coordonate Tip Experienta
o Nume L’:::‘:e Zona Date Harts s:‘irt:::‘a F Lot Clasa Lie || Llnrs Categ
ort. Fermier 5 Unit. Adm.| Comuna L meteo | APIA Parcela |Ri ara_ ! Tip Sol AgroCh | Pedo Soi E Proven
Unitate (r. |ag Lat | Lon | At | Gerioada)| (darmu) | oaror | (ha) | (darnu) | MEVENtie | Demo Textura | (dainu) | (dafnu) s
parcela) (Unitate) (dalnu) | Gainu) | (dalnu)
Z 8 s [ 1 u_ RN - | o« v B 1 ECET
18w a| Codlea 13a » | 4ses0 | 25483 | 797 | 19832014 | da ? 2 nu da nu | cemoziom | argiloasa | nu nu | Carrera | E | Import
, Lutoasa-
- 3 BV a| Codlea 22a ? 45.663 25.454 797 1983-2014 da ? 2 nu da nu cernoziom < nu nu Bellarosa E Import
lutoargiloasa
i . Lutoasa-
3 | sy a| Codlea 24 » | 4se63 | 25454 | 797 | 19832014 | da ? 2 nu da nu | cemoziom nu nu | Riviera | E | Import
utoargiloasa
) W] | g | Lutoasa- )
4| 8 Harman A758 » | aseon | 25669 | 797 |1983-2014| da ? 6 nu da nu |cemoziomoid ; nu nu [Bellarosa| CA | Proprie
' i utoargiloasa
i || | Lutoasa-
s | By Harman A7S8 > | aseon | 25860 | 797 |1983-2014| da ? 2 nu da nu |cernoziomoid ; nu nu  |Redlady| B8 RO
/ . lutoargiloasa
) Lutoasa- )
6 | Bv Harman A758 » | aseon | 25669 | 797 19832014 | da ? 7 nu da nu g nu nu | Hermes | CA | Scotia
4 . lutoargiloasa
Lutoasa- Red
7| 8w Harman A758 » | aseon | 25669 | 797 | 19832014 | da ? 25 nu da nu i 9808 nu nu 8 | Proprie
/ 1 lutoargiloasa Fantasy
i Sambata n
8 | av s | AT grws | 7 | as7ee | 24814 | 72 | 1083204 da ? 4 nu da nu | Luto nisipos ? nu nu |Redlady| E | Import

Tabelul 3. Exemplu de completare a fisierului cu datele climatice.
INCDCSZ Brasov

*

BD LAT LONG ALT TAV
NASA | 45.667 25.528 797 10

AN ZI 21 CALEND | SRAD TMAX TMIN RAIN WIND TDEW T7M RH2M
JULIAN (grade C) | (grade C) | (mm) | (m/sec) | (grade C) | (grade C) | (%)

1/1/1983 -99 -3.6 -6.3 -99 3.9 -8.6 -5.1 76.2
1/2/1983 -99 -3.5 -7.1 -99 2.5 -7.4 -5.2| 84.4
1/3/1983 -99 -1.6 -6.9 -99 3.3 -5.9 -3.8| 85.2
1/4/1983 -99 -2 -9.9 -99 1.9 -6.7 -5.71 92.6

1/5/1983 -99 1.8 -2.8 -99 4.7 1.3 0.1 90

1983
1983
1983
1983

UVl |WIN|F-

ek Dicections

¥ Placos

Harmanl

A. C.
Figura 10. Zonele din judetul Brasov din care s-au prelevat probe (A), harta APIA pentru una din locatii
(Harman 1) )(B) si harta Google Earth (C).
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Activitate 1.3 Stabilirea variantelor experimentale, alegerea materialului biologic

Alegerea materialului biologic. Soiurile/genotipurile care vor fi cultivate in toate cele trei categorii de
activitdti sunt: RIVIERA, BELLAROSA , JELLY, CARRERA, RED LADY, RED FANTASY si HERMES

in spatiile izolate (CO, P2 si P3) si in spatiile protejate (CO si P2), pe langa soiurile mentionate anterior
se vor planta urmatoarele genotipuri :

- soiurile Christian, Roclas, Albastru Violet de Galanesti, Desire, Productiv

- linii de ameliorare INCDCSZ Brasov 1791/1; 1876/1; 1871/1; 1871/4

- linii de ameliorare SCDC Targu Secuiesc TS 12-1497-1573; TS 12-1489-1574; TS 11-1468-1633

Pentru identificarea zonelor cu frecventa ridicata de infectie cu tulpinile necrotice PVY, pentru

realizarea hartilor de risc si pentru estimarea raspandirii spatiale a tulpinilor PVY la genotipurile alese,
probe din soiurile/ genotipurile mentionate vor fi prelevate din diferite locatii (3-5 sole) din 5 zone geografice
tintd (Brasov, Cluj, Harghita, Covasna si Suceava), testate din punct de vedere virotic si apoi, in anul urmator
o parte vor fi plantate intr-o parceld din zona de provenienti si o parte in Brasov (loturi demonstrative, testare
in postculturd).In functie de méarimea si tipul suprafetei cultivate, lucrarile de cercetare se vor executa in
urmdtoarele variante experimentale:

A. Pe suprafete extinse (mai mari de 0,5 ha) in 3-5 sole din fiecare zoni tinta, probele necesare
testelor fiind prelevate randomizat atit in timpul perioadei de vegetatie cat si la recoltare,
observatiile fiind realizate la cultura in cAmp deschis (corelatii cu conditiile pedoclimatice,
presiunea virotica, prezenta afidelor vectoare)

- se va preciza provenienta materialului biologic - cartoful pentru siméanta (TESTAT IN ANUL 1
- testele virotice au fost deja efectuate la probele prelevate in anul 1 / SAU NETESTAT IN
ANUL 1, adicé a fost plantat material din care nu am prelevat probe in anull)

- probele vor fi prelevate in anull (tuberculi) si in anul 2 (frunze si tuberculi)

- o parte din costurile pentru infiintarea acestor loturi extinse sunt asigurate de cofinantator

B. Pe suprafete izolate in 3-5 sole din fiecare zona tinta, conform normelor de protectie a culturilor
(loturi experimentale cate 100 tuberculi/ parcela, sistem clasic de randomizare, dreptunghi latin, 5
randuri x 20 tuberculi)

- se vor planta aceleasi genotipuri ca si cele de pe suprafetele extinse

- se vor folosi la plantare tuberculi recoltati din aceleasi sole din care au fost prelevate probele in
anul 1, pentru a putea estima influenta factorilor climatici (tuberculi din acelasi genotip, din
aceeasi sursa vor fi plantati si la INCDCSZ Brasov)

- la INCDCSZ Brasov (CO) se vor infiinta loturi experimentale pentru testarea in postculturi a
probelor prelevate din toate zonele tintd (loturi experimentale cate 100 tuberculi/ parcela, sistem
clasic de randomizare, dreptunghi latin, 5 randuri x 20 tuberculi)

- se urmdreste estimarea favorabilitatii unor genotipuri de cartof pentru zonele tintd

- experientele de postcontrol se fac pentru evaluarea procentului de infectie a fiecdrui genotip
luat in studiu. Probele prelevate in anul I se planteaza in blocuri suprapuse, fiecare varianta
continand circa 100 de tuberculi.

- lucrdrile de Intretinere vor fi cele specifice culturii cartofului cu mentiunea cd trebuie asigurata
combaterea bolilor si ddunatorilor, pentru ca plantele sd ajungd la maturitate, iar la combatere
sa se utilizeze produse care pe cat posibil sd nu modifice culoarea foliajului.

C. in spatii protejate (sere unde se vor face lucriri de inoculare mecanica cu diferite izolate de tulpini
necrotice pentru a urmari simptomele pe plante si tuberculi, pentru a estima rezistenta genotipurilor
testate la tulpinile necrotice PVY)

- aceste lucrari vizeaza identificarea unor genotipuri de cartof cu rezistentd/ tolerantd
ridicatd la tulpinile necrotice,

- se vor folosi toate genotipurile mentionate anterior.

- cercetdrile privind comportarea genotipurilor alese la inocularea mecanicd cu izolate PV
se vor efectua comparativ cu martori specifici (rezistenti la respectiva tulpina necroticd).

- dupd intreruperea repausului germinativ si preincoltire de la fiecare din materialele
experimentale soi sau linie, de la fiecare 10-15 tuberculi sinitosi se vor exciza cate un colt cu o
potiune de pulpd, care se vor planta individual in ghivece separate in serd. Dupa rasarirea
plantelor cand acestea au 3-5 frunze adevirate se vor inocula mecanic cu un izolat al virusului
PVY"™ de pe soiul CSW si cu un izolat al virusului PVYN"€ de pe soiul Hermes. Inainte de
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inoculare izolatul virotic trebuie inmultit respectiv transferat pe plante de tutun printr-o
inoculare prealabild. Inocularea se va face cu suc de frunze extras de la plante de tutun infectate
(soiul Samsun) si carborundum cu ajutorul pistolului de inoculat. Dupi circa 10-15 zile se vor
face observatii saptamanale privind aparitia si evolutia simptomelor infectiei primare cu aceasti
tulpina virala pe foliajul plantelor infectate, pana in faza de maturitate a plantelor. La recoltare,
la 30 de zile de la recoltare, la 60 de zile de la recoltare si dupa perioada de pastrare se vor face
observatii privind aparitia si evolutia simptomelor induse de tulpinile necrotice pe tuberculi.

- Anul urmitor, tuberculii viabili obtinuti de la fiecare plantd se vor planta individual in serd in
ghivece, iar dupa rasarlre se vor face observatii privind aparitia simptomelor secundare ale
infectiei cu virusul PVY"™ pe foliajul plantelor de cartof.

- In perioada imbobocirii-infloririi se executd evaluarea infectiilor realizate in anul precedent
prin bonitare vizuala si se noteazd eventualele aspecte anormale. Pentru determinarea gradului
de rezistentd fatd de infectia cu tulpinile necrotice PVY se calculeaza procentele de infectie
realizate si se stabileste intervalul de clasa. Exprimarea rezistentei se face prin 9 clase respectiv
note de rezistentd stabilite in functie de infectia medie a martorilor sensibili inclusi in
experientd iar incadrarea materialelor in aceste clase se face pe baza procentului de infectie
realizat. Nota 9 cuprinde soiuri sau linii cu rezistenta foarte ridicat3, iar notele 1 si 2 soiuri si
linii foarte sensibile. La incheierea experimentdrii, pe baza notelor anuale obtinute se
calculeazd nota medie de rezistenta respectiv rezistenta finala.

In vederea testarii rezistentei virotice a materialului biologic la INCDCSZ Brasov (CO) suprafata
experimentald va consta din 2 experiente de cercetare si anume una cu sursa de virus si una de postcontrol
pentru determinarea infectiilor realizate. in experientele cu sursa de virus se vor planta linii avansate si soiuri
de cartof autohtone si straine din materialul biologic ales, in blocuri randomizate, in 4 repetitii a cate 25 de
plante. Proportia infectorului va fi de 33 % agsezat astfel incét fiecare plantd si aibd in vecinitate sursa de
infectie. Ca infector se va utiliza un izolat al virusului PVY""™, aflat pe soiul CSW si un izolat al virusului
PVYNWllga aflat pe soiul Hermes.

Activitate L.4. Prelevare (asistatd GPS) de probe tuberculi din zonele tintd (pentru georeferentierea

datelor) anul 1(CO, P1, P2, P3)

Pentru atingerea obiectivelor proiectului trebuie luata in considerare si zona in care urmeazi si se aplice
rezultatele experimentale scontate. Daca se doreste ca din experientele planificate si se tragi concluzii pentru
zone mai intinse este necesar ca ele si se execute in serie, adicd in mai multe localititi si in mai multi ani.
Activitatile de prelevare se vor desfasura pe parcursul a 2 ani (anul 1:12014 si anul 2:2015), probele fiind
prelevate de la aceiasi producitori de cartofi (aceleasi zone). Pentru a asigura omogenitatea experientelor, au
fost elaborate instructiuni de lucru pentru prelevarea probelor.

Inainte de prelevarea propriu zisa au fost identificati producatorii din zonele tintd care au cultivat in
2014 si vor cultiva si in 2015 materialul biologic care va fi utilizat in toate cele 3 categorii de lucrari
experimentale (soiurile specificate la activitatea A 1.3) si a fost cerut acordul acestor producitori pentru a
participa la proiect.

Probele (tuberculi) au fost prelevate in ambalaje specifice, la fiecare proba a fost atasati o etichetd pe
care s-a precizat soiul si locatia, sola (codificarea parcelei din harta APIA) de unde au fost recoltati. Fiecare
proba a fost insotitd de o fisa tip completatd, document care contine date referitoare la locatie, sol, material de
plantat, tehnologie, fenologie si harta APIA.

In cazul in care s-au prelevat probe de la fermieri ale caror unitati au sediul in aceeasi localitate, acestia
au fost codificati diferit. In tabelele si bazele de date care vor fi raportate, din motive de confidentialitate,
numele unitatilor nu va fi precizat, ci numai locatia (codul parcelei -harta APIA-din care s-au prelevat
tuberculii). Locatiile, coordonatele solelor sunt detaliate in proiectul GIS si baza de date georeferentiate.

Din zona Brasov s-au prelevat 23 probe pentru testarea virotica si identificarea eventualei prezente a
agentului patogen, tuberculii fiind prelevati din sole diferite si din soiurile care vor fi studiate pe parcursul
deruldrii acestui proiect si anume:

- Riviera (din Codlea, Brasov, 2 sole din Ghimbav, Stupini)
- Bellarosa (din 3 sole din Harman, Codlea)

- Jelly (din Harman)

- Red Lady (din Harman, Ghimbav, R4snov, Fagaras)

- Roclas (din Brasov)
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- Christian (din Brasov)
- Desire (din Harman)
- Carrera (din Ghimbav, Codlea)
- Red Fantasy (din Harman)
- Hermes (din 2 sole din Harman, Rasnov)
Probele din judetul Brasov au fost prelevate de cétre CO si au provenit din 23 sole de la 8 producatori,
(tabelul 4)
Din zona Covasna s-au prelevat 27 (32) probe din soiurile:
- Riviera (din Sanzieni, SfAntu Gheorghe, 2 sole din Zabala, 2 sole din Cernat)
- Bellarosa (din Sfantu Gheorghe, 2 sole din Tg Sec, Zabala, Cernat)
- Jelly (din Sfantu Gheorghe, 2 sole din Tg Sec, Cernat3)
- Red Lady (din Sfantu Gheorghe, Catalina, Tg Sec)
- Desire (din Zabalal)
- Carrera (din Sanzieni, Tg Sec, Sfantu Gheorghe, Zabala, 2 sole din Cernat)
- Red Fantasy (din Sfantu Gheorghe)
- Hermes (din Sanzieni)
Probele din judetul Covasna au fost prelevate de catre P2 si P3. Acestea au provenit din 32 sole de la 10
producatori (tabelul 4).
Din zona Harghita (Sancriieni, Miercurea Ciuc, Ciceu), tot in cadrul activitatii A 1.4, partenerul P2 a
prelevat 9 probe (6 soiuri) de la 5 producatori (tabelul 4). Tuberculii au provenit din urmétoarele soiuri:
- Riviera (Sancréieni)
- Bellarosa (2 sole dinM Ciuc, Sancréieni)
- Desire (Ciceu, Sancraieni)
- Carrera (M .Ciuc, Sancriieni)
- Red Fantasy (Ciceu)
- Jelly (Ciceu)
Provenienta probelor (codificarea solelor conform hartii APIA, suprafata cultivata, categoria biologic#)
este prezentatd in tabelul urmaétor.

Tabelul 4. Principalele soiuri prezente in probele prelevate din zonele Brasov, Covasna si Harghita.
Date generale privind probele (provementa , categoria biologica si suprafata cultivata)

Judetul BRASOV
Soiul Loc.Produ | Cat.biol**/ | Parcela*** Soiul Loc.Pro | Cat.biol**/ Parcela
cator* Supraf. (ha) ducator® | Supraf (ha) s
CA/6 BF 473 Hiarmanl CB/2 A 758
Codlea
RIVIERA Brasov CAR22 A 291/1 BELLAROSA 5 CB/7 A 833
Ghimbav1 CA/4 BF 112 Harman3 CA/6 A 882
Stupini CB/2 A 1320/3 Codlea Consum A
Ghimbav2 Consum ke JELLY Harman2 CB/4 A 833
. CB/7 BF 611 SE/1,9 A291/1
Ghimbav2 ROCLAS Brasov CA/5.34
RED LADY Harmanl CA/2 A 758 CHRISTIAN Brasov SE/1,9 A 291/1
Rasnov CA/3 BF 697 DESIREE Harman3 Consum Bl
Fagaras CA/4 BF 173 RED Harman1 CB/2,5 A 758
FANTASY
Ghimbav1 CA/4 BF 112 Harmanl CA/7 A758
CARRERA Bodles Consum BF 473 HERMES Harman?2 Consum i
Rasnov Consum BF 697
Judetul COVASNA
Soiul Loc.Produ | Cat.biol**/ Parcela*** Soiul Loc.Prod | Cat.biol**/ | Parcela
cator* Supraf(ha) ucator* | Supraf(ha) i
Sanzieni CLA /4 T89P770/26- Sfantu CLA/2 BF608
RIVIERA - 33 BELI[;A Gheorghe | CLLA/2 B§257452 /
f’}}‘;‘:g‘;ghe CLA 2 BF 575 ROB TgSec.d |CLB/2 L &
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Z#balal CLA /4 P 46 Zabalal CLA/2,38 P46
T126P922/28-
Cernat g’;g 43; Cernat3 CLA/3 BF 42
' T126P922/50
CLA 2 BF 450;
zabal2 | G o ‘S‘g TgSec2 |CLA/2.8 | BF 1050
ClA/2 BF 300;
Sty CLAZ2 | BF575 Gheorghe | CLA /2 BF 589
Gheorghe
Tg Secl CLA/3 T82P429/22 RED LADY | Catalina CLA 2 BF 338
LY T23P283/
Cernat3 CLA 2 BF 224121 Tg Sec3 E/5 12
Tg Sec 2 CLA /2.2 BF 1050 DESIRE Zdbalal CLA /2 P
Sanzieni | CLA /2 ;891)770/ = | e %fﬁgg‘r‘ghe CLA 2 BF 575
Tg Sec4 CLA/3 BF 64639 HERMES Sanzieni CLA /4.5 T130P651
Sfantu CLA/2 BF 589 BF /4-6
CARRERA Gheorghe CLA /2 575
Zabalal CLA /3.3 P 39
Cernatl CLA /S T147P685/75
T CLA/3 T129P645
CLA 2 T145P688
Judetul HARGHITA
Soiul Loc.Prod | Cat.biol**/ | Parcela*** Soiul Loc.Prod | Cat.biol**/ Parcela
ucator* Supraf ucator* Supraf il
RIVIERA Sancraieni | CL A/2 86519-429 JELLY Ciceu CL A2 86461-594
BELLAROSA | MCiucl |CLA/2 86461-594 M Ciuc3 CL B2 86519-406
WG CL A2 83320-61 Santimbru | CL B/2 86519-429
Zold Falk
Sancraieni | CL A/2 86519-429 CARRERA M Ciucl CL A2 86461-594
DESIRE Ciceu E/2 86461-594 Sancraieni | CL A/2 86519-429
Séancraieni | E/3 86519-406 HERMES M Ciuc3 CL A2 86188-296
RED Ciceu CL A2 86461-594
FANTASY

* Sunt specificate codificat doar localititile in care au sediul unitatile/fermele care au acceptat sa se preleveze probe de
pe terenurile lor / localitatile cele mai apropiate de sola din care s-au prelevat tuberculii.

**Categoria biologicd este cea declaratd la recoltarea culturii. Conform Legii semintei si materialului siditor - pentru
categoriile elita (E), clasa A si clasa B este obligatorie respectarea unor conditii referitoare la situatia virotica a cartofului
pentru sdméantd. Unul din motivele de respingere sau de declasarea a materialului fiind adesea legat si de prezenta
virusului Y (PVY) in procente care depasesc limita maxim admisa.

***Parcelele sunt codificate conform hartilor APIA, coordonatele solelor se regdsesc in baza de date georeferentiata.

In cadrul activitatii A 1.4, partenerul P1 a prelevat 5 probe de la 2 producétori din zona Cluj (Réscruci,
Mintiu Gherlei) din soiurile Roclas si Bellarosa, iar de la prima unitate au fost prelevati tuberculi si din soiul
Christian. Coordonatele solelor se regdsesc in baza de date georeferentiate. Precizam ca probele au provenit
din loturi cultivate cu cartof pentru consum.

Activitate LS. Prelevare (asistatd GPS) de probe tuberculi din zonele tintd (pentru georeferentierea

datelor) anul 1(partea a Il-a) (CO, P1, P2)

Au fost prelevate 5 probe de catre P1 din regiunea Cluj (de la 3 producatori din Viisoara, Turda,
Déngau-Capusu Mic), 8 probe de catre CO din Suceava (de la 5 producatori din Radaseni, Balcauti, Milisauti
si Suceava), o proba de catre CO din Brasov (soiul Albastru Violet de Galanesti), precum si 3 probe de catre
P2 din 2 unitati care activeaza in zona Harghita (Miercurea Ciuc, Santimbru Zold Falk). Totodata, partenerul
P2 a prelevat din zona Covasna (Targu Secuiesc) probe din soiul Productiv. Coordonatele solelor se
regdsesc in baza de date georeferentiate.

Probele prelevate din zona Cluj in aceasta activitate au continut soiurile:

- Riviera (Viisoara, Turda)
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- Bellarosa (Viisoara)
- Red Lady (Dangau-Capul Ju Mic)
- Christian (Turda)
Soiurile prelevate din Harghita in cadrul acestei activititi au fost
- Hermes (prelevat de la M Ciuc3)
- Jelly (prelevat de la M Ciuc3, Santimbru Zold Falk)

Toate probele din judetul Harghita provin din loturi semincere, o parte din probele prevenite din
Suceava au fost recoltate din parcele cultivate cu cartof pentru simanta, iar toate probele din Cluj provin doar
din loturi nesemincere (cartof pentru consum). Probele prelevate suplimentar din Suceava, localitatia si
categoria biologica sunt prezentate in tabelul 5.

Tabelul 5. Probe prelevate suplimentar din zona Suceava. Date generale privind probele
(provenienta * , categoria biologica si suprafata cultivata)

Soi Loc. Cat.biol/ Supraf (ha) | Soi Loc. Cat.biol/ Supraf (ha)
Carrera Radaseni CA/3 Hermes Suceava Consum
Milisduti CB/1
Red Fantasy | Bélcauti2 Consum Red lady Balcautil CA/8
Roclas Suceava Consum Bilcauti2 CA/7

* Sunt specificate codificat doar localititile in care au sediul unitatile/fermele care au acceptat sa se preleveze probe de
pe terenurile lor / localitatile cele mai apropiate de sola din care s-au prelevat tuberculii.

**Categoria biologica este cea declarata la recoltarea culturii. Conform Legii semintei si materialului saditor - pentru
categoriile elita (E), clasa A si clasa B este obligatorie respectarea unor conditii referitoare la situatia virotica a cartofului
pentru sdmantd. Unul din motivele de respingere sau de declasarea a materialului fiind adesea legat si de prezenta
virusului Y (PVY) in procente care depasesc limita maxim admisa.

Probele prelevate in aceastd etapa vor fi testate in anul 2015, iar datele pedoclimatice achizitionate vor
fi incédrcate in bazele de date (model GIS si BD georeferentiate), urmind a fi utilizate pentru stabilirea
favorabilitdtii si a zonelor de risc pentru cultura cartofului in corelatie cu incidenta spatiald a virusului Y
(tulpini necrotice).

Director proiect

Dr. ing. Sorin Claudian CHIRU
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