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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






