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TEHNOLOGIE DE PRODUCERE A CARTOFULUI
CARE CONTINE MASURI DE CONTROL PENTRU VIRUSURILE NECROTICE ALE
CARTOFULUI (PAMV, PMTV, PVY TULPINI NECROTICE)

A. ETAPE TEHNOLOGICE

1. AMPLASAREA CULTURILOR
Pentru producerea materialului clonal (Prebaza) se impune identificarea de terenuri
pretabile pentru cultura cartofului pentru samantd. Acestea ar trebui sa indeplineasca
urmatoarele conditii:
e terenul pe care se planteaza cartoful trebuie sa fie la o altitudine de peste 1000 m, unde,

datorita temperaturilor mai scazute, populatia de afide este mult mai redusa, iar

specia Mysus persicae-principalul vector al virusurilor este extrem de redusa,

practic inexistenta;

o terenul trebuie sa fie liber de nematozii cu chisti din genul Globodera spp. si raia neagra
(Synchitrium endobioticum);

e drenat pentru evitarea excesului de urniditate;

o terenul trebuie sa fie izolat (sa se asigure o distanta de izolare cat mai mare, minimum
2000 m) fata de alte culturi de cartof pentru evitarea transmiterii virusurilor prin afide de
la plantele infectate din exteriorul culturii;

e asigurarea unei rotatii de minimum 5 ani (4 ani liberi de cartof) pentru prevenirea
transmiterii bolilor si daunatorilor prin sol si samulastra, precum si pentru a evita
impurificarea soiurilor;

e asigurarea unei plante premergatoare din urmatoarele grupe: leguminoase anuale si

perene, graminee anuale si perene, cereale paioase sau rapita

2. LUCRARILE SOLULUI
Lucrarile solului trebuie sa asigure o stare corespunzatoare de afanare si un regim optim de
aerare, hidricsi termic, care sa permitd rasarirea plantelor, cresterea radacinilor, formarea si
dezvoltarea tuberculilor.

Dupa recoltarea plantelor premergatoare si eliberarea terenului de resturi vegetale, se face
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desmiristirea pentru tocarea si incorporarea resturilor vegetale si a buruienilor ramase dupa
planta premergatoare, asigurand astfel conditii favorabile proceselor de mineralizare si
diminuare a rezervei de buruieni. In cursul lunilor septembrie-octombrie se face aratura de
toamna la adancimea de 28-30 cm pe solurile profunde si 20-25 cm pe solurile mai putin
profunde. Daca terenul este in panta, aratura se face paralel cu curbele de nivel pentru evitarea
erodarii solului. Primavara, inainte de plantare, lucrarile de pregatire a patului germinativ trebuie
sa asigure afanarea si maruntirea terenului pe oadancime de 12-15 cm care sa permita realizarea

unui bilon mare, afanat si fard bulgiri, de 25-30 cm inaltime, cu sectiune de 1000-1100 cm?.

3. FERTILIZAREA

In functie de fertilitatea natural a a solului, planta premergatoare si consumul de elemente
nutritive pentru o tona de cartof (2-8 kg NO2/ha, 1-6 kg P2Os si 3-10 kg K20) se stabilesc dozele
de ingragaminte.

La cartoful pentru samanta, elementele nutritive de baza (NPK) trebuie asigurate intr-un
raport echilibrat, contribuind prin aceasta la obtinerea unor productii mari si constante, respectiv
la obtinerea unui material de plantat cu insusiri biologice si fitosanitare ridicate. In acest sens,
este necesar sa fie cunoscute urmatoarele aspecte:

- folosirea unilateral a a azotului sau a ingrasamintelor organice in cantitati mari

determina cresterea si luxurianta a plantelor, cu influenta negativa asupra tuberizarii
(reduce numarul de tuberculi), prelungeste perioada de vegetatie si sensibilizeaza

plantele la infectiile cu viroze si mana. Totodata, tuberculii devin mai sensibili la

vatamarile mecanice, marindu-se pierderile in timpul pastrarii;
- fosforul prezinta o importanta deosebita, avand un efect pozitiv asupra tuberizarii
(cresterea numarului de tuberculi), cresterii si maturizarii tuberculilor. De

asemenea,mareste _rezistenta_plantelor la_infectiile cu viroze, sporind eficienta

ingrasamintelor cuazot;

- potasiul influenteaza cele mai importante procese fiziologice (biosinteza,
metabolismul glucidelor si al proteinelor), determinand nu numai cresterea productiei
si imbunatatirea calitatii, ci si constanta productiei, marind rezistenta plantelor la

seceta si rezistenta tuberculilor la vatamari mecanice.

Cantitatile recomandate de ingrasaminte orientativ (in substanta activa) sunt urmatoarele:
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100-120 kg/ha azot, 80-100 kg/ha fosfor si 140-160 kg/ha potasiu, iar in cazul in care se aplica si
40tlha gunoi de grajd, se vor asigura 60-80 kg/ha azot, 60 -80kg/ha fosfor si 100-120 kg/ha
potasiu. Ingrasamintele organice bine fermentate, cat si cele cu fosfor si potasiu, se aplica

toamna, sub aratura de baza, iar cele cu azot, primavara inainte de pregatirea patului gerrninativ.

ATENTIE LA DOZELE DE AZOT SI DE FOSFOR pentru a mari rezisteta
plantelor la VIROZE!!!

4. PREGATIREA MATERIALULUI PENTRU PLANTARE

Dupa eliminarea clonelor infectate cu virusuri, in baza rezultatelor obtinute utilizand
tehnica ELISA, tuberculii fiecarei clone se sorteaza, eliminand impuritatile si toti tuberculii care
prezinta deformari atipice soiului sau simptome specifice unor boli si/sau daunatori care
afecteaza calitatea comerciala si biologica a tuberculilor. Concomitent, se face lucrare de
calibrare a tuberculilor pe fractii de marime: 25-35 mm, 35-45 mm, 45-55 mm, 55-65 mm pe
fiecare clona separat. De asemenea, concomitent sau ulterior sortarii, si calibrarii, se face
tratarea tuberculilor cu fungicide si/sau insectofungicide sistemice pentru combaterea unor
boli transmisibile prin tuberculi (rizoctonioza) si daunatori din sol din genurile Agriotes,
Melolontha, Tricodorus etc.

In cultura cartofului pentru samanta, pe langa obtinerea unui material de plantat sanatos
din punct de vederebiologic si fitosanitar, la fel de importanta este si obtinerea unui numar cat
mai mare de tuberculi la ha, acesta fiind corelat cu densit:atea tulpinilor principale la ha,
respectiv cu numarul tot:al de colti. Pentru a nu mari numarul de tuberculi plantati, respectiv
norma de plantare, se recomanda cresterea numarului de colti pe tubercul prin incoltirea dirijata.
Se foloseste 0 metoda putin costisitoare, care nu ceremulta forta de munca sau constructii
speciale, aceea de a obtine rninicolti.

Materialul de plantat se pune in ladite sau chiar saci (de plasa sau iuta), iar cu 5-8 zile
inainte de plantare se expune la temperatura de 18-20°C. Cand majoritatea tuberculilor prezinta
colti de 1-5 mm lungime (ca niste puncte albe) se pot planta cu masinile obisnuite. Este bine ca

materialul de plantat. sa fie pus la incoltit treptat, pe masura ce se planteaza.

5. PLANTAREA
Plantarea tuberculilor pe cele doua calibre determina orasarire si o dezvoltare uniforma a

plantelor si o crestere uniforma a tuberculilor Epoca de plantare depinde de zona ecologica.
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Actiunea poate incepe cand in sol, la adancimea de plantare se realizeaza O temperatura de peste
6°C. Pentru a prevenitasarea solului si formarea bulgarilor, este indicat ca plantarea sa inceapa
atunci cand solul din punct de vedere al umiditatii permite efectuarea acestei lucrari in cele mai

bune conditii. Plantarea cat mai timpurie asiqura odezvoltare mai rapida a plantelor,

acestea capatand rezistenta de varsta la infectia cu viroze. Totodata, temperatura mai scazuta

a solului, ca si conditiile de zi scurta influenteaza pozitiv tuberizarea.Plantarea prea devreme, in
special tn zone le reci, cand solul este umed si rece, intarzie rasarirea si expune tuberculii unui
atac putemic cu rizoctonioza cartofului. Pregatirea materialului de plantat si plantarea trebuie
bine organizate, astfel ca plantarea sa nu dureze mai mult de 5-10 zile. Se incepe cu soiurile
tardive si semi tardive si se termina cu cele semitimpurii si timpurii; plantand mai intai fractia
mica siapoi fractia mare. In general, plantarea cartofului in centrele de productie a materialului

clonal se face la sfarsitul lunii aprilie - inceputul lunii mai, la o distanta intre randuri de 70 cm.

Desimea de plantare trebuie diferentiata in functie de soi si marimea tuberculilor

plantati, dupa cum urmeaza:
% 70-75 mii tuberculi/ha din fractia 25-35 mm @
% 65-70 mii tuberculi/ha din fractia 35-45 mm @;
% 50-60 mii tuberculi/ha din fractia 45-55 mm @;
% 40-45 mii tuberculi/ha din fractia 55-65 mm @;
Plantarea se realizeaza cu masinile existente in dotare.

Adancimea de plantare este diferita (3-6 em) in functie de textura, temperatura, umiditatea
solului si marirnea tuberculilor. Astfel, se planteaza mai adanc pe solurile usoare sau pe solurile
cu umiditate redusa siinvers, Adancimea de plantare trebuie sa fie mai mica pe solurile mai grele.
Tuberculii din fractia mare seplanteaza mai adanc decat cei din fractia mica. Intre clone si/sau
soiuri se lasa odistanta de izolare de 140-150 cm (doua randuri). Aceeasi distanta de izolare se
lasa intre clone pe directia randurilor. Inainte sau in momentul plantarii se face oschita de

plantare a clonelor.

6. LUCRARILE DE INTRETINERE
Prin lucrarile de intretinere trebuie sa se asigure urmatoarele obiective:
v’ afanarea si maruntirea terenului prin prasile mecanice pentru realizarea unui bilon

fara bulgari sicombaterea buruienilor inainte de rasarirea cartofului;
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v" realizarea unui bilon de 25-30 cm inaltime, cu o sectiune de 1000-1100 cm prin
operatii de rebilonarecare sa asigure conditii optime pentru formarea stolonilor si
dezvoltarea tuberculilor;

v' combaterea buruienilor (care reprezinta plante gazda pentru un numar mare

de virusuri) prin aplicarea erbicidelor specifice combaterii buruienilor mono si
dicotiledonate, graminee si perene din culturile de cartof, care sa asigure

distrugerea buruienilor pe intreaga perioada de vegetatie a cartofului.

Rezultatele unor cercetari recente recomanda UTILIZAREA UNOR IERBICIDE PE
BAZA DE METRIBUZIN APLICATE POST EMERGENT (doza = ¥ din doza

recomandata preemergent, atunci cand plantele au aproximativ 15 cm inaltime, 2
tratamente la interval de 7 zile) pentru a putea identifica mai usor plantele infectate cu

virusul Y al cartofului (in special cu tulpinile sale necrotice) si cu virusul Aucuba!!!

7. COMBATEREA BOLILOR SI DAUNATORILOR

Tratamente la sol sau aplicate tuberculilor

Prevenirea raspandirii unor boli care afecteaza cresterea coltilor si dezvoltarea plantelor,
implicit calitatea si productia de cartof (Rhizoctonia solani) cat si a daunatorilor care se dezvolta
in sol (din genul Globoderra spp., Ditylenchus, Tricodorus, Agriotes etc.) si afecteaza
dezvoltarea sistemului radicular, forrnarea si dezvoltarea stolonilor si tuberculilor.

Tratamente in timpul perioadei de vegetatie

Combaterea bolilor foliare (Alternaria solani, Phytophtora infestans). Sunt omologate
numeroase fungicide. Tratamentele se aplica la intervale de 7 - 10 zile (in functie de produs),
incepand de la prima Tmbobocire.

Combaterea daunatorilor (afide si gandacul din Colorado). Sunt omologate
numeroase insecticide pentru combaterea acestor daunatori. Atunci cand nu se aplica insecticide
sistemice, primul tratament pentru combaterea afidelor se face in faza cand 10-15 % din plantele
de cartof au inceput sa rasara si se repeta la intervale de o saptamana, fiind necesare 3-5
tratamente.

Pentru alegerea corectd a produselor recomanddm consultarea bazei de date a PEST-

EXPERT la adresa https://aloe.anfdf.ro/ utilizand user: guest, parola: guest.
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SUCCESUL OBTINERII UNUI MATERIAL DE PLANTAT SANATOS DEPINDE DE
ATENTIA CE SE ACORDA PREVENIRII ATACULUI DE BOLI SI DAUNATORI!

Eliminarea plantelor infectate cu virusuri si Erwinia

Prima eliminare se face cat mai timpuriu, cand plantele au 10- 20 cm inaltime si prezinta
simptome clare, iar urmatoarele 2-3 eliminari la intervale de 10-15 zile. Ultima eliminare se face
in momentul infloritului, cand se elimina si plantele straine soiului.

Plantele infectate cu viroze si Erwinia impreuna cu tuberculul-mama si tuberculii nou-

forrnati se introduc in saci de plastic si se transporta la 100 m distanta de sola si se distrug.

intreruperea vegetatiei

Lucrarea are rolul de a preveni migrarea virusurilor din aparatul foliar la tuberculi.
Intreruperea vegetatiei se face in functie de zborul maxim al afidelor pe zone sau microzone, pe
baza unor avertizari, atentionari date cu ajutorul unor pagini web de informare sau a unor
aplicatii. Informarea si atentionarea fermierilor in timp util ar trebui realizata pe soiuri si
categorii biologice.

De asemenea, intreruperea vegetatiei are scopul maturdrii uniforme a tuberculilor in
vederea reducerii gradului de vitamare la recoltare si a pierderilor in timpul pastrarii. In plus,
prin intreruperea vegetatiei se poate limita cresterea tuberculilor, obtindndu-se un procent maxim

de cartof pentru samanta.

8. RECOLTAREA

Deoarece tuberculii recoltati constituie material biologic folosit la plantare in anul
urmator, o atentie deosebitd trebuie acordata la recoltare pastrarii integritdtii si starii fitosanitare
a acestora.

In primul rand se elimina clonele infectate cu virusuri, depistate cu ajutorul tehnicii

ELISA in timpul vegetatiei.

PENTRU IDENTIFICAREA PLANTELOR VIROZATE SE POT UTILIZA KIT-URI
SPECIFICE (STRIP-URI) FOARTE SIMPLU DE FOLOSIT, CHIAR IN LOTURILE
CULTIVATE, DEOARECE NU NECESITA ECHIPAMENTE SPECIALE!
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Recoltarea si pastrarea se face individual pe fiecare clona. Astfel, trebuie cunoscute

urmatoarele aspecte:

v

expunerea tuberculilor in timpul recoltarii, transportului sau insilozarii la temperaturi
ridicare provoaca arsuri, zone pe care se grefeaza bolile de putrezire, dar mai ales determina
deprecierea calitatii biologice a tuberculilor prinscoaterea tuberculilor din repaosul germinal,
incoltirea tuberculilor si diminuarea capacitatii de productie cu 20 -30%, iar in cazuri
extreme la imbatranirea fiziologica a tuberculilor, cand acestia nu mai incoltesc;

caderea tuberculilor de la o inaltime mai mare de 0,5 - 1 m produce vatamari grave pe care
se grefeaza boli de putrezire;

recoltarea cartofului de samanta cand solul este prea umed creaza conditii de infectie a
tuberculilor cu agenti patogeni (in special Erwinia) care patrund prin lenticelele deschise. In
cazul cand tuberculii sunt uzi, este absolut necesara zvantarea acestora inainte de
introducerea in spatiile de pastrare;

recoltarea cand solul este prea uscat are ca urmare cresterea procentului de bulgari si,
implicit, vatamarea tuberculilor de aceea, acolo unde exista posibilitati de irigare, se impune
efectuarea unei udari Inainte de recoltare;

recoltarea trebuie sa se faca dupa 10 - 15 zile de la intreruperea vegetatiei pentru prevenirea
infectiei curizoctonioza, Daca se executa mai repede, tuberculii vor avea un procent ridicat
de vatamari mecanice, deoarece sunt suberificati indeajuns; intarzierea recoltatului, mai ales
cand aceasta este cauzata sau urmeaza dupa ploi, poate avea ca efect orelastarire puternica,
ceea ce determina cresterea infectiei cu viroze, anuland efectul tuturor lucrarilor speciale

aplicate. In acest caz este necesara distrugerea rapida a vegetatiei (chimic).

9. PASTRAREA CARTOFULUI PENTRU SAMANTA

In momentul depozitarii sau nsilozarii. este necesar sa se inlature tuberculii atacati de boli,

bulgari, pietre, iar materialul trebuie sa fie uscat.

Conditiile de mediu optime, specifice cartofului pentru samanta sunt: temperatura de 2 -

4°C, umiditate relativa a aerului de 85 - 95%, precum si obuna ventilatie pentru eliminarea CO2

din masa de tuberculi. Depozitarea se face pe clone, astfel ca in timpul iernii sa se permita

prelevarea probelor pentru identificarea infectiei cu virusuri. Aceeasi tehnologie se aplica si la
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celelate categorii biologice: Baza (Superelita si Elita) si Certificata (Clasa A si Clasa B).

B. OBTINEREA MATERIALULUI CLONAL

Cultura de meristeme la cartof

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

Reusita elimindrii virusurilor la cartof, depinde atat 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 sanatoase. Succesul eradicarii bolilor, in
general, si a virusurilor, in special, este invers proportionald cu marimea meristemului. Un
inconvenient al metodei este acela ca planta nu este imunizatad contra parazitilor de care a fost
eliberatd si exista riscul de a surveni o noua infectie, prin transplantarea plantelor generate “in
vitro”, in conditii normale de cultura.

Din meristeme se regenereazd plantule, care sunt fragmentate In microbutasi, care
repicati pe un mediu de culturd se dezvoltd in plantule, care apoi pot fi folosite pentru
microbutagsire. Astfel, se creeaza clone identice cu planta mama, care se conserva in eprubete, ca
descendentd a unei plante sdnatoase, cu o stare sanitard corespunzatoare. Avantajul
micropropagarii “in vitro” prin minibutdgire, este acela al multiplicarii rapide la “infinit” a unui
material identic genetic cu planta de la care s-a pornit, material in special “reintinerit”, sanatos si

- reproducerea intensiva de indivizi selectionati, cu o ratd de multiplicare mai ridicata,
decat prin metodele de cultura clasice, si mentinerea uniformitatii genetice a materialului
biologic;

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

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

performanti din punct de vedere agronomic.
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Vitroplantuld

Colt de cartof

Culturi jn vitro

Fig.1 Multiplicarea “in vitro”. a cartofului

Etapele tehnologiei de multiplicare “in vitro”

In productia comerciali de plante prin micropropagare se foloseste terminologia propusi de
Murashige (stadiile I-1V). Stadiile I-IIT sunt parcurse “in vitro”, iar stadiul al-1V-lea in conditii de
tunele insect-proof. Acestora le-a mai fost adaugat 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. 1

Etapa a I-a sia Il-a

Prima etapi constd in selectarea materialului biologic pentru propragare “in vitro”. In
mod obisnuit explantul meristematic este prelevat de la plante identificate i cunoscute sub
raportul autenticitatii soiului urmatd de pregatirea materialului biologic in vederea inocularii,
care se realizeaza prin sterilizarea acestuia cu ajutorul 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-11-a: faza

de multiplicare. Aceasta este etapa cea mai importanta, deoarece coeficientul de multiplicare este
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criteriul economic major in cazul propagarii. In aceasta etapa, principalul obiectiv este obfinerea

unui numar mare de clone in vederea testarii. Pentru un pasaj si un ciclu sunt necesare, in

general, patru siptimani. In functie de specie aceasta etapa dureaza 10-36 luni.

Etapaalll- a

Dupa testarea plantelor in vederea depistarii prezentei infectiei virale, clonele sdndtoase

existente in 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.

Desi Inradacinarea nu este intotdeauna o etapa usoard, pot fi obtinute rezultate satisfacatoare

daca:

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

este redusa cantitatea de agar din mediul de cultura;

este redusa intensitatea luminii;

initierea primordiilor radiculare si scizutd la 25°C in perioada de crestere a

radacinilor. Inradacinarea poate dura intre 1 si 4 saptamani.

Un microbutas dezvolta in conditiile noastre in medie 4 noduri in timp de 3-4 saptdmani,

ceea ce inseamna 4 plante noi la 3-4 saptaméni. Se pot obtine teoretic 4" plante, unde n

reprezintd numarul de cicluri de cultura:

4 plantule dupa 3-4 saptamani 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 unei rate mari de multiplicare, concurd 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 impiedica schimbul de gaze cu atmosfera exterioara.
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Lumina are un rol important n orientarea procesului de morfogeneza, intensitatea de 0,5
w.m.? este suficientd in timpul culturii. Fotoperioada ideald pentru minibutasii de cartof cultivati

“in vitro” este de 16 ore lumina si 8 ore intuneric.

Un alt factor important pentru dezvoltarea si cresterea plantulelor “in vitro” este temperatura,
care trebuie mentinutd intre 22+1°C, fira a tine cont de fluctuatiile diurne si sezoniere la care
sunt supuse plantele Tntregi cultivate in cAmp. Tn aceasti etapi se efectueaza testul ELISA.

Producerea de microtuberculi “in vitro”

Microtuberculii (sau tuberculii in vitro) sunt cartofi de simanta in miniaturd si pot fi
considerati ca o etapa intermediara intre plantule in vitro si minituberculii. Microtuberculii sunt
prima generatie de samanta de cartof produsi din cultura de tesuri: ei sunt folositi pentru a
rezolva probleme transplantarii plantulelor fragile din conditiile in vitro in conditiile in vivo,
pentru a rezolva proplemele depozitarii.

Datoritd marimii mici §i a greutatii scazute, microtuberculii au numeroase avantaje in
depozitare, transport, mecanizare. Pot fi plantati direct in pamant si pot fi produsi in orice
perioadd a anului. Au o morfologie similara si caracteristici biochimice cu tuberculii produsi in
camp. Producerea de microtuberculi in vitro este foarte beneficd in propagarea si depozitarea
unui stoc valoros de cartofi

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

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

Factorii importanti In timpul perioadei de tuberizare sunt:
- concentratia de zahar in mediu (conditia optima: 8%);
- continutul de azot (este o intreactie clara intre concentratia de zahar si azot);
- temperatura (este de preferat la 18 - 20°C);
- conditiile de luminad (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 esential in
vitro pentru efectul osmotic, ca sursa de energie, iar la concentratii mai mari poate avea rol in

formarea de microtuberculi. Pentru a creste la maximum inducerea de microtuberculi, nivelul de
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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 intre 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
diferd larg in potentialul de crestere si productivitate. Ei au de obicei marimea unui bob de
mazare §i variaza: in forma (rotunda sau alungitd), suprafatd (moale sau asprd), culoare (de la
gdlbui la verzui), greutate (de la 24 la 273 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 in 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 discutabild si abilitatea lor de a fi
plantati direct in cAmp cu probabilitatea de a produce samanta normal este discutabild in cel mai
bun caz. Probele de camp impun un potential de productie scazut pentru culturi crescute in vitro

din tuberculi comparativ cu tuberculii de samanta conventionali.

Tehnica de microtuberizare in vitro - Schema experimentali

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

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 in azot
proteic de 2,5 ori mai mare decat tuberculii normali.

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

pentru producerea categoriilor biologice superioare.



Titlul proiectului: ADER: 5.1.1. Cercetari privind controlul virotic la cartoful pentru samdnta si studiul comportarii unor linii
§i soiuri romadnesti de cartof la noi virusuri cu potential daundtor ridicat in contextul schimbarilor climatice

Dupa perioada de tuberizare (7-8 saptamani de intuneric), plantulele de cartof au fost
extrase din recipientele de culturd, 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 la un
an. In momentul recoltirii lor, cei mai multi microtuberculi sunt in stare de repaus vegetativ si nu
pot, deci, incolti. Durata repausului vegetativ este foarte variabil de la un tubercul la altul si deci,
constituie un handicap important in momentul plantarii. Pentru a putea rezolva aceasta
problema, tuberculii trebuie tratati cu acid giberelinic.

Utilizarea microtuberculilor prezintd cateva avantaje in comparatie cu plantulele. Acestea
includ:

- pot fi produsi in orice perioada a anului si nu este necesar sa fie produsi doar inaintea

utilizarii;

- sunt usor de transportat si de depozitat pentru cateva luni.

. Etapa a IV a constd in transferarea microtuberculilor obtinute pe mediile de cultura
aseptice, in mediul de cultura natural.

Dupd parcurgerea etapei de repaus care dureazd 4-6-8 luni, functie de genotip,
microtuberculii sunt plantati in tunele tip insect-proof (fig 5.).

Pentru a putea sa indeplineasca conditiile de crestere a plantulelor din microtuberculi:

- tunelele sa fie bine izolate pentru a nu permite patrunderea afidelor sau a

musculitei albe de sera;

- umiditatea atmosferica sa fie in jur de 60%;

- temperatura in perioada de vegetatie si de tuberizare sa nu depaseasca 26-28°C,

lucru care se poate realiza prin stropirea serelor serelor cu var, ventilatie

zilnica.
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Fig.2. Fotografie din camera de crestere; Plantule regenerate

Fig.3. Microtuberizarea ,,in vitro”

Plantarea se face pe parapeti intr-un amestec de nisip-pamint-mranita in proportic de
1:2:2, cite 200 microtuberculi/m?.

n timpul vegetatiei plantele trebuie s& fie protejate impotriva afidelor, paianjenilor de sera si a
musculitei albe prin stropiri repetate. Dupa 3-4 luni se recolteaza minituberculii , minituberculi care
reprezinta punctul de plecare in producerea unui material de plantat certificat Tntr-un timp mai scurt.

Pentru evitarea producerii de noi infectii, spatiile utilizate, substratul de cultura

(solul), ustensilele, etc. se sterilizeaza
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Fig.4. Microtuberculi

Tehnologia producerii microtuberculior “in vitro”

oy
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Fig.5. Plantule obtinute din plantarea microtuberculilor in tunel tip insect-proof

. Materialului biologic transplantat se izoleazd de posibile surse de infectie, pentru
evitarea transmiterii acestora prin intermediul unor vectori, precum afidele, iar factorii de
vegetatie, in special temperatura, umiditatea si lumina, se mentin la un nivel optim, pentru a
favoriza minituberizarea.

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

Spatiile protejate tip insect — proof pot fi utilzate cu success pentru obfinerea
minituberculilor avand ca material de pornire microtuberculii, permitind trecerea la o noua
schema de producere a cartofului pentru simanta., ducand la reducerea perioadei de inmultire de
la 9 ani la 5 ani (Fig.6).

Concret, prin utilizarea pe scard mult mai mare a minituberculilor pentru producerea
materialului PREBAZA, obtinuti din microtuberculi produsi “in vitro”, se poate realizd cu
success scurtarea schemei actuale de obtinere a materialului BAZA (clasa SE si E) de la 5-6 ani
la 2-3 ani.

Avantajele aplicarii acestui nou sistem sunt :

e reducerea perioadei de producere a cartofului pentru samantd in camp de la 9
ani la maxim 5 ani si a prebazei de la 6 ani la 2 ani;

e inmultirea si promovarea rapida a soiurilor;

¢ Tmbunatatirea calitatii biologice si fitosanitare a cartofului pentru saimanta;

e asigurarea necesarului de cartof pentru simanta in cantitati suficiente;

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

depozitare.
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{TEHNOLOGIE MODERNIZATA DE PRODUCERE DE MATERIAL CLONALJ

Domul meristematic

[ Feleers onminemp dienlil de ot I cu prima pereche de primordii foliare

Multiplicare de plantule

Producere de microtuberculi “in vitro” | "in vitro”

Minituberculi din soiuri
romanesti

Producere de minituberculi

in tunel “insect proof”,
obtinere de material prebazi
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Sistemul clasic Tn Sistemul modernizat
Romania
Micropropagare Micropropagarerealizata
realizata (plantule si microtuberculi)
laI.N.C.D.C.S.Z lal.N.C.D.C.S.Z
\ 4 \ 4
Minituberculi Plantule si Microtuberculi int
Tn sere *
¢ Material
Clone A PREBAZA
Clone B Materialv
¢ PREBAZA
Clone C ¢
¢ Material BAZA
Clone D ¢
: Material
Material
BAZA (SE) CERTIFICAT
T (clasa A)
Material * )
. Material
BAZA(E) CERTIFICAT
v (clasa B)
Material
CERTIFICAT
(clasa A)
Material
CERTIFICAT
(clasa B)

Fig 6.Schema comparativa de producere a cartofului pentru samanta
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Pana in momentul in care nu a fost posibila obfinerea unui material de plantat perfect
sandtos, nu a existat un termen de comparatie pentru aprecierea diferentelor de productivitate —
calitativa si cantitativa — intre o recolta provenitd de la o culturd infiinata cu material de plantat
incert i o recolta provenita din plante eradicate de agenti fitopatogeni.

Datorita diminuarii suprafetelor din zonele de producere a cartofului pentru samanga,
inmultirea rapida prin culturi de meristeme §i producerea de plantule, microtuberculi si

minituberculi rimane singura alternativa de producer a unui material clonal de buna calitate.

C. TEHNICI DE IDENTIFICARE INFECTII SI DAUNATORI
Identificarea bolilor si daunatorilor are un rol esential pentru imbunatatirea si mentinerea
calitatii cartofului pentru samanta, indeosebi a bolilor care nu pot fi controlate (combatute)

pe cale chimica (virusurile si anumite bacterioze).

OBSERVATII VIZUALE
Fara indoiala, observatiile vizuale sunt primele indicii ca anumite plante sau tuberculi
sunt afectati de ceva, fie ca este yorba de boli, de daunatori sau de anumite modificari biologice,

manifestand simptome specifice. De aceea, am considerat ca prezentarea simptomelor bolilor

cauzate de virusuri, micoplasme si viroizi, ciuperci (micoze), bacterii si daunatori, reprezinta

informatii importante atat pentru producatorii de cartof, in special pentru producatorii de cartof
pentru samanta, cat si pentru consumatorii de cartof in stare proaspata sau industrializata.
Observatiile vizuale stau la baza oricarui sistem de producere, control, certificare si
comercializare a cartofului pentru samanta. In acest sens, exista limite maxime admise in
normele si/sau standardele in domeniu.
Tinand seama de simptomele specifice ale bolilor si daunatorilor la plante, deci in timpul
vegetatiei, se executa lucrarea de eliminare a plantelor infectate cu boli, indeosebi cele infectate
cu virusuri si Erwinia spp. Totodata, in perioada infloririi (la soiurile care infloresc sau cand
plantelesunt in plina vegetatie), se elimina plantele straine si/sau atipice soiului. De asemenea,
tinand seama de simptomele specifice ale bolilor si daunatorilor la tuberculi, deci dupa recoltare,

inmomentul conditionarii, sortarii, calibrarii si ambalarii, se elimina toti tuberculii afectati de
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anumite boli si daunatori.

BIOTESTE

Testul de planta sau biotestul a fost considerat pana la promovarea tehnicii ELISA
(Enzyme Linked Immunosorbed Assay) una dintre cele mai precise metode de diagnosticare a
virusurilor cartofului si consta in inocularea extractului (sucului) din organele plantei de analizat,
pe planta test care are proprietatea de a reactiona prin simptome specifice. Transmiterea
virusurilor de la plantele infectate la plantele test se face prin sue extras de obicei din frunzele
plantelor de 5-6 saptamani prin contactul direct al plantei de analizat cu planta test, prin insecte
sau prin altoire.

Exigenta metodologica a testului necesita, in general, culturi simultane de plante test si de
plante de analizat. Pentru identificarea virusurilor care infecteaza cartoful se folosesc numeroase
plante test, dintre care cele mai utilizate sunt urmatoarele:

v" Gomphrena globosa L. pentru identificarea infectiilor cu virusul X;

v Hibridul A6 (S. demissum x S. tuberosum soiul Aquilla) pentru identificarea
infectiilor cu virusurile A si Y; .

v Solanum demissum Lindo (Py 175404) pentru identificarea virusului A;

v Solanum demissum "Y" Sdy pentru identificarea virusului Y.

Institutul International pentru Resursele Genetice ale Plantelor (IPORI) a elaborat
ghidul tehnic pentru circulatia germoplasmei (Jeffries, 1998), in care prezinta speciile de plante
utilizate ca plante test.

Testul de planta poate fi aplicat la frunzele plantelor crescute in camp sau in sera, la
tuberculi si la colti, Siguranta de lucru mare pe care o da testul de planta a facut posibil ca
aceasta metoda sa fie mult utilizata in special in aprecierea materialului de baza din sistemul
producerii cartofului pentru samanta.

Incercarile comparative de diagnosticare a virusului Y cu ajutorul hibridului A6, au
ararat ca nu exista diferente esentiale in ceea ce priveste siguranta. Din cercetarile mai noi reiese
ca pentru depistarea virusului A si Y, mai ales in cazul unui procent scazut de infectie virotica,
testul aplicat tuberculilor si coltilor este maiputin sigur decat in cazul folosirii frunzelor
plantelor crescute in sere.

Siguranta testului pentru virusul Y creste in ordinea urmatoare: tuberculi din depozit, tubercuii
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pastrati la temperaturi mai ridicate, colti si plante. La folosirea frunzelor detasate ale hibridului
A6 se obtine aceeasi siguranta ca si la inocularea plantelor de tutun. De asemenea, la plantele
sanatoase se obtine un numar infim de determinari eronate la folosirea hibridului Ae. La
infectarea cu virusul X a frunzelor de Gomphrena globosa cu suc extras pe cale mecanica,
comparativ cu infectia transmisa direct prin frecare cu frunze taiate, se obtine la cel de-al doilea
procedeu osiguranta mai mare reprezentata printr-o crestere importanta a necrozelor specifice

plantei test infectata.

Tehnica inocularii plantelor test

Inocularea prin suc. Extragerea sucului se face ca si la testul serologic cu ajutorul unui
cleste sau cu presa de extras sue. Pe frunza plantei test se prafuieste un strat fin de carborundum
(carbura de siliciu CSi). Abrazivul trebuie sa fie foarte fin, in asa fel ca sa poata fi cemut printr-o
sita cu 160 de ochiuri la cm?. Se picura apoi pe folia test 3-4 picaturi din sucul plantei de
analizat. Se freaca foarte fin cu obagheta de sticla slefuita sau cu material plastic spongios.
Frecarea se face cu grija, ca frunzele sa nu fie rupte. Pe de alta parte, frecarea trebuie facuta atat
de tare ca virusul sa intre in frunza prin leziunile facute de materialul abraziv. Dupa aceasta,
frunzele se spala cu apa si se aseaza in camere umede pentru incubare.

Inocularea prin frecare cu frunze detasate. O economie mare de timp si o siguranta de
lucru mairidicata se realizeaza prin folosirea metodei de infectie prin frecarea directa cu frunza
plantei de analizat, in special la utilizarea numai a testului de planta, fara executarea
concomitenta a altor teste. Frunza de cartof a plantei de analizat se rasuceste in lungime, se
elimina o treime cu ajutorul unui cutit care se dezinfecteaza dupa fiecare operatie introducandu-
se in solutie de fosfat trisodic (NasP04) 10% si in apa, sau se freaca de cateva ori pe smirghel si
apoi pe frunza plantei test. La folosirea acestei metode serealizeaza o crestere importanta a
numarului leziunilor specifice infectiei, atat la hibridul A6 cat si la Gomphrena globosa.
Metodica deinfectie citata atenueaza efectul nedorit al unei scaderi a concentratiei virusului care
se observa dupa extragerea sucului, mai ales in cazul infectiilor primare unde concentratia este
foarte scazuta.

Inocularea cu suc si prin frecare cu colti. Sunt tehnici asemanatoare cu cele descrise in
cazul folosirii frunzelor. Coltii tuberculilor de analizat se recomanda sa fie crescuti la

temperatura de 20°C. Tratamentul cu Rindite mareste concentratia in virus. Coltii crescuti la
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lumina comparativ cu cei formati la intuneric in multe cazuri nu dau diferente semnificative. La
folosirea metodei de infectie cu colti se recomanda zdrobirea usoara a acestora inainte de
frecarea frunzelor plantelor test.

Inocularea prin frecare cu parti de tuberculi. Este inferioara ca siguranta de lucru
metodelor de inoculare prin suc si colti. Se recomanda folosirea acestei metode numai la trierea
preliminara a materialului din sistemul producerii cartofului de samanta.

Inainte de executarea testului, tuberculii pentru analiza se pastreaza la temperatura
camerei. Incoltirea tuberculilor timp de trei saptamani in turba si expunerea la lumina continua
si la temperatura de 20-40°C, mareste siguranta de lucru. Din tuberculul de analizat se taie
portiunea ombilicala sub forma poligonala, inlaturandu-se frontal si lateral pulpa si scoarta la
nivelul vaselor conducatoare. Cu portiunea de tubercul astfel pregatita se freaca frunza test.

Bioteste cu frunze detasate. Frunzele plantelor test, detasate si infectate, pentru a trece de

perioada incubatiei si a evidentia simptomele caracteristice virusurilor, se pastreaza in conditii
speciale, in camere de bioteste. Starea turgescenta a foliolelor sau a bucatilor de foliole se
realizeaza in ladite, tavi sau pungi de plastic sau vase Petri in care se mentinee 0 umiditate
ridicata. Pe fundul vaselor de incubare se aseaza un strat de hartie de filtru sau material plastic
spongios, care se umecteaza puternic. Vasele de incubare se acopera cu placi de sticla bine
etansate, pentru a mentine oumiditate cat mai mare in interior. In tot timpul incubatiei, se men
tine oumiditate ridicata prin adaos de apa. Lumina continua este necesara in tot timpul perioadei
de incubatie si anume: 1000-2000 Lux., masurata la 50-60 em de la sursa luminoasa, Se
recomanda lampile fluorescente. Temperatura camerelor de bioteste se mentine constanta, la 21-
22° C prin incalzire suplimentara si ventilatie. Marirea capacitatii camerelor de bioteste se obtine
prin montarea de rafturi distantate la 60-70 em pe care se aseaza vasele de incubare (Catelly,
1969).

TESTE SEROLOGICE

Pentru identificarea timpurie a infectiilor cu virusuri, indeosebi a celor care nu manifesta
simptome vizibile, se folosesc testele serologice.

La baza reactiei serologice sta reunirea specifica a anticorpilor cu particule sau molecule
de antigen.Particularitatea reactiilor serologice este inalta lor specificitate si stabilitate. Reactiile

de combinare a virusului cu anticorpii pot fi evidentiate prin diferite modalitati. Una dintre cele
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mai utilizate tehnici de testare a nivelului de infectie virotica este tehnica ELISA.

Testul ELISA

Testul ELISA (Enzyme Linked Immunosorbed Assay) este un test imunoenzimatic foarte
sensibil, al carui principiu se bazeaza pe interactiunea antigen-anticorp. Sensibilitatea testului
ELISA este de 1000 de ori mai mare dedit cea a testului de aglutinare, putandu-se face
oidentificare sigura a unor concentratii scazute de virusuri. Probele necesare testarii sunt mici si,
in principiu, se pot folosi toate partile plantei (frunze, muguri, colti, radacini, samanta, tuberculi).
Sensibilitatea ridicata a testului face posibila evidentierea virusurilor inaintea aparitiei
simptomelor pe plantele infectate.

Dintre variantele testului ELISA, in determinarea virusurilor la cartof se foloseste varianta
"dublu anticorpi-sandwich™ (DAS-ELISA), adica anticorpii absorbiti de faza solida, antigenul si
anticorpul. Ca faza solida se folosesc microplaci cu 96 de alveole. Anticorpii specifici
identificarii virusurilor se formeaza la animale, prin procesul de imunizare. Conjugatul este
format din anticorpi cuplati cu oenzima (fosfataza alcalina), care transforma substratul si
raspunde in final de evidentierea vizuala sau fotometrica a virusului. Rata de transformare a
substratului este direct proportionala cu cantitatea de substrat existenta In alveola placii. Intrucat
conjugatul este legat de complexul anticorp-antigen, transformarea substratului are loe numai
atunci cand tn proba analizata se gasesc particule de virus, dezvoltarea culorii fiind direct
proportionala cu concentratia virusului.

Identificarea infectiilor virotice prin testul ELISA

Infectiile cu unele virusuri care infecteaza cartoful - virusul A (PVA), Y (PVY) sau
virusul rasucirii frunzelor (PLRV)- duc la aparifia unor simptome distinctive; al{i agenti patogeni
(PVM sau PVS) sunt virusuri latente care adesea nu produc simptone vizibile. Acestea pot fi
detectate numai prin testele cu plante indicatoare, microscopie electronicd 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 datoritda faptului ca nu existau surse de material biologic disponibil, liber de astfel de
virusuri, ci si datoritd lipsei tehnicii de laborator necesare pentru identificarea lor. In prezent,

obtinerea de plantule libere de viroze apartinand unui sortiment larg de soiuri si varietati, este din
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ce in 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 Tnceperea procedurilor de eliminare a virusurilor din plantele de cartof trebuie
testatd starea de sanatate initiald a plantelor donoare de meristeme, 1n scopul reducerii
semnificative a numarului de testari si determinari ce trebuie aplicate fiecarei plantule obtinuta in
cultura “in vitro”. Chiar daca toate tipurile de virusuri pot fi eliminate prin aceleasi proceduri de
laborator, iar aplicarea metodei care elimind virusurile PVX si PVS de obicei are efect si asupra
altor tipuri de virusuri, formele rezistente pot sd ramana neafectate. Acestea se determind cu
ajutorul plantelor test (indicatoare).

Probele pentru analiza se pot preleva in trei moduri:

-din frunzele plantelor crescute din colti (TLC) sau tuberculi
-direct din tuberculi cu intreruperea artificiala a repausului vegetativ
-din coltii tuberculilor, in cazul intreruperii pe cale naturala a repausului.

Pana in prezent, in tara noastra, pentru certificarea cartofului pentru samanta s-a utilizat
la testare doar suc extras din plante crescute din colti. In acest scop, probele de suc s-au extras
din frunzele plantelor crescute in sera, plante obtinute din coltii tuberculilor la care s-a efectuat
intreruperea artificiala a repausului vegetativ. Desi metoda este aplicatd pe scara largd pentru
testarea materialului clonal si in programele de certificare a cartofului pentru samanta, ea are si
cateva dezavantaje legate 1n special de durata completa a testului 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 al carui
principiu se bazeaza pe interactiunea antigen anticorp. Sensibilitatea acestui test este de 1000 de
ori mai mare decat a testului de aglutinare. Aceasta permite evidentierea sigura a unor
concentratii scazute de virus. Probele necesare pot fi mici si in principiu la plantele “in vitro” se

foloseste intreaga planta.

Testarea virotici prin tehnica DAS ELISA (probe prelevate din frunze). Principiul
metodei.
Exista mai multe variante ale testului ELISA, in functie de modul de executare. Pentru

identificaera infectiilor cu principalele virusuri ale cartofului se foloseste de obicei aga numitul
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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 in animale (iepuri) in
sistemul lor imunitar, se imbogatesc in sange si de aici se separa serul imun prin decantare si
centrifugare, din care apoi se separa fractia cea mai activa si anume imunoglobinele G. In acest
scop anticorpii din serul imun se precipitd cu solutie saturatd de sulfat de amoniu iar dupa
centrifugare sunt resuspendati in tampon fosfat salin. Apoi ionii de amoniu sunt eliminati prin
dializa repetata, solutia cu anticorpi este filtratd printr-o coloand cu DEAE 52 celulozd iar
concentratia fractiilor colectate se determind spectofotometric la 280nm. In final se ajusteaza
concentratia la 1 mg/ml (OD=1,4-1,8) prin amestecarea treptatd a fractiilor colectate si citiri
repetate la spectofotometru. Acest antiser se utilizeaza atit la tratarea microplacilor, cat si la
realizarea 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, in cazul nostru cu fosfataza
alcalina. Aceasta enzima scindeaza substratul si raspunde in final de evidentierea vizuald sau
fotometricd a prezentei virusurilor. Pentru evidentierea fotometricd 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 atdt mai mare cu cat sunt cuplate mai multe
molecule de enzima in alveolele placii. Deoarece IgG marcat cu enzima este atasat de complexul
anticorp-antigen, moleculele de enzima pot aparea pe placd numai atunci cand in proba cercetata
se gasesc particule de virus. Prin urmare aparitia si intensitatea culorii depinde de prezenta si
concentratia virusului.

Interpretarea poate fi vizuala si fotometricd, cea din urma fiind mult mai exacta. Astfel cu
ajutorul unui spectrofotometru se masoara extinctia la lungimea de unda 405 mm.

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

A. TRATAREA MICROPLACILOR (ALVEOLELOR)

Mai intai se dilueaza IgG (imunoglobulina) in tampon carbonat cu pH 9,6, apoi se introduc cate
100-200micro-litri de IgG diluata in fiecare alveola.

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

C. SPALAREA MICROPLACILOR

Spélarea constd in umplerea alveolelor de 3-4 ori cu tampon de spilare si scuturarea lor
energetica la golire. Dupa ultima golire se bat placile pe un prosop absorbant sau hartie de
filtru pentru inlaturarea totald a tamponului. Spalarea trebuie facuta cu grija, fiind extrem de
importanta.

D. ADAUGAREA EXTRACTULUI DE PLANTE

Pentru extragerea sucului din microplante s-a utilizat o presa 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

Incubarea se face timp de 12-16 ore la temperatura de 2-8°C, bine acoperite si introduse in
camera sau pungi de PVC. In aceasti etapa virusul se fixeaza pe anticorp.

F. SPALAREA MICROPLACILOR

G. ADAUGAREA CONJUGATULUI

Conjugatul este de fapt IgG cuolata cu o enzimd. Conjugatul se dilueaza cu tampon si apoi se
adauga 100-200 micro-litri conjugat diluat in fiecare alveola.

H. INCUBAREA MICROPLACILOR

Se face timp de 2-5 ore la 30-37° C, acoperite si introduse in camera umeda sau pungi PVC.

I.  SPALAREA MICROPLACILOR

Toate spalarile s-au efectuat cu o masinad automata de spalat, iar pentru pipetarile de la punctele
A,D,si J s-a utilizat multipipeta automata SUMAL AD-96.

J.  ADAUGAREA SUBSTRATULUI

Aceasta etapa Incepe cu dizolvarea 4-nitrofenilfosfatului in tampon substrat, in proportie de 1
mg substrat/ml de tampon, dupa care se pun in fiecare alveola cate 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,
placile fiind ferite de soare.

L. MASURAREA EXTINCTIEI LA 405 nm
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Estimarea reactiilor s-a efectuat cu cititorul automat PR 1100, care indica valoarea extinctiei
pentru fiecare alveola din microplacile analizate. Citirea placilor s-a efectuat la 60-120 minute
de la adaugarea substratului.

M. ADAUGAREA SUBSTRATULUI

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

N. INCUBAREA MICROPLACILOR

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

O. MASURAREA EXTINCTIEI LA 405 nm

Estimarea reactiilor s-a efectuat cu cititorul automat PR 1100, care indica valoarea extinctiei

pentru fiecare alveolad din microplacile analizate. Citirea placilor s-a efectuat la 60-120 minute

ELISA-Metoda de testare a virusurilor la cartof
Cartof liber de viroze \:/ \’7 Cartof infectat cu virus
INCUBAREA Y-incubarea anticorpilor
ANTICORPILOR timp de cel putin 16 ore la
6 grade Celsius.
SPALARE

Vi

= Virus
Incubare:16 ore la 6 grade

ADAUGAREA Celsius
EXTRACTULUI DE
PLANTA

.
reiin ¥ Y-incubarea enzimei cu
AREA ticorpii: 5 ore 1a30 grade
CONJUGATULUIL U_U ol

Celsius

SPALARE

g O=subsirat
s 0 Incubare:1 ori la 20 grade
ADAUGAREA 'I I"l l‘ Celsius

SUBSTRATULUI

CITIREA Estimare vizuald
REZULTATELOR

de laadaugarea substratului.

Fig 7. Etapele principale ale tehnicii de testare viroticd DAS ELISA.
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Testarea virotica 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:

- necesitd o durata redusa (nu se mai asteapta 6-8 sdptamani pentru obtinerea de plante in sera,
plante de la care se prelevau frunzele necesare pentru testare) ;

- elimina consumul de apa necesar dezvoltarii plantelor;

- elimind 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 materialului sanatos la scurt timp dupa recoltare,
evitandu-se intarzierile datorate eventualelor probleme care apar de obicei la cresterea plantelor
in sera. Totodata, prin scurtarea perioadei de testare, certificarea cartofului pentru samanta in
cazul unor soiuri timpurii se poate face intr-un interval mai scurt, ceea ce permite cultivatorilor
sa cunoasca gradul de infectie al materialului de plantat chiar inainte de a-l Tnsiloza. Devansarea
certificarii in preculturd a cartofului pentru sdmantd vine in sprijinul fermierilor, care ar putea
valorifica in timp util productia obtinuta.

La testul ELISA din tuberculi si colti, etapele care difera fatd 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 n
placi utilizdind un burghiu dentar modificat si un sistem automat de absorbtie, dilutie si
repartizare a amestecului de solutie tampon de extractie si extract vegetal (figura 9).

Testarea ELISA cu prelevarea probelor direct din tuberculi este mai rapidd, implica o
perioada de testare mai scurtd 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 temperaturda si umiditate necesare pentru o incoltire
corespunzatoare §i pentru evitarea deshidratarii tuberculilor;

- randament mai redus datoritd modului de extractie si de umplere a microplacilor (extractia
probei din tubercul necesitd mai mult timp comparativ cu cea realizatd din frunze, cu presa

electricd);
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- 0 detectabilitate ceva mai redusa a testului in cazul nerespectarii conditiilor de pregatire a
tuberculilor Tnainte de testare.

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

metodei amintim:
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Fig. 8. Pregitirea tuberculilor si prelevarea probelor pentru testul ELISA.

Prelevarea probelor din colti implica urmatoarele dezavantaje:
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- este singura posibilitate de testare ELISA a tuberculilor cu intreruperea naturald a repausului
germinativ;

- se reduc costurile necesare pentru intreruperea artificiald a repausului §i pentru cresterea
plantelor n sere;

- se pastreaza intact materialul testat deoarece starea fiziologica a tuberculilor nu este  afectata
nici in timpul si nici dupa prelevarea probelor.

- detectarea virusului rasucirii frunzelor (PLRV) este posibild doar dacd maruntirea tesutului
vegetal este realizata corespunzator (avand in vedere localizarea virusului Tn floem,prin sistemul
de prelevare a probelor este posibil uneori ca membrana celulelor conducétoare sa nu fie distrusa

si in consecintd, virusul sa nu ajunga 1n extractul pentru testare);

- randament ceva mai redus, datorat in principal modului de prelevare pentru testare.

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 plantarea in sere tip insect-proof.

Fig. 10. Aparat pentru masurarea valorilor SPAD (INCDCSZ Brasov)
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D. METODE SPECTRALE PENTRU IDENTIFICAREA PLANTELOR VIROZATE

Utilizarea metodelor non-invazive SPAD si NDVI la cultura cartofului

La ora actuald exista o serie de metode non-invazive care determina la nivel de frunza sau
plantd concentratia de clorofild. Este bine stabilit ca valorile masurate ofera o buna estimare a
valorii de clorofild prezente in frunza plantei de cartof, confirmand acuratetea masuratorilor
(VOS si BORN, 1993).

SPAD 502 Plus (Chlorophyll Meter) este un dispozitiv portabil cu largd utilizare pentru
masurarea rapida, precisd si non-invaziva a concentratiei de clorofild din frunze, ce cuantifica
modificarile subtile sau tendintele in materie de sdnatate a plantelor cu mult Tnainte de a fi
vizibile pentru ochiul uman. Acesta este un dispozitiv portabil care se bazeaza pe valorile
masurate prin transmitanta a doud lungimi de unda ale spectrului electromagnetic (650 nm in

rosu si 940 nm in infrarosu), la nivelul foliolelor de cartof (GIANQUINTO, 2004).

Sursele de variatie sunt legate de mediu (tipul de sol, conditii climatice, boli foliare,
intensitatea luminii), de soi (soiurile extratimpurii prezinta variatii mai mari ale clorofilei decat
cele tarzii, chiar dacd au fost cultivate la aceeasi datd), de managementul culturii (irigatie,
reziduuri de la cultura anterioard) (GOFFART si colab., 2008).

Inainte de masurare, instrumentul este calibrat, transmisia masurdndu-se fard frunzi in
interior. Atunci cand o frunza este fixata de aparat, o anumita parte a luminii rosii este absorbita
si contorul poate calcula o valoare relativa, care arata cat de verde este frunza. Practic, valoarea
SPAD se coreleaza cu continutul real de clorofila din frunze, dar masuratorile trebuie sa fie luate
la mai multe puncte de pe aceeasi frunza care sa fie repezentative.

Calculand raportul dintre lumina vizibila si cea in infrarosu apropiat reflectatd de un senzor
se obtine un numar de la minus 1 (-1) la plus 1 (+1). Rezultatul acestui calcul se numeste Index
de Normalizare a Diferentei de Vegetatie sau NDVI. Daca valoarea NDVI este zero, inseamna
ca nu existd vegetatie verde, iar o valoare apropiatd de + 1 (0,8-0,9) indicd cea mai mare
densitate posibila de frunze verzi.

Un indicator performant al stresului plantelor il reprezintd fenomenul de absorbtie a
luminii si reflectanta. Deoarece clorofila absoarbe lumina rosie, reflectanta joasd din acesta

banda indica faptul ca planta analizata este sandtoasa. Structurile celulare ale plantelor sdnatoase
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reflectd lumina in banda de infrarosu apropiat. Cand plantele sunt stresate, reflectanta din banda
rosie creste si cea din banda de infrarosu apropiat descreste. Indexul de Normalizare a Diferentei
Vegetatiei (NDVI) este o unitate de masurare destinata sa intervind intre reflectanta luminii rosii
si a celei din infrarosu apropiat. Masuratorile NDVI pot varia intre -1 si 1, valorile mai mari fiind
un indicator al sanatatii plantelor.

Indexul de Normalizare a Diferentei de Vegetatie (NDVI) este o ecuatie care ia in calcul
cantitatea de radiatii infrarosii relectate de catre plante. Plantele verzi vii absorb radiatia solara
pe care o folosesc ca sursa de energie in procesul de fotosinteza. Motivul pentru care NDVI este
legat de vegetatie este acela ca plantele sanatoase reflecta foarte bine in spectrul de lumina
infrarosu apropiat, parte a spectrului electromagnetic.

Frunzele verzi au o reflectanta de 20% sau mai putin la 0,5 — 0,7 gama de microni (verde
spre rosu) si aproximativ 60% la 0,7 — 1,3 gama de microni (infrarosu apropiat). Aceste
reflectante spectrale sunt ele insele raporturi ale reflectiei asupra radiatiei incidente in fiecare
banda spectrala individual; prin urmare, ele au valori intre 0,0 si 1,0. Astfel, NDVI in sine
variaza intre 1,0 si +1,0. Valori negative ale NDVI (valori apropiate de -1) corespund cu apa
adanca. Valori apropiate de zero (-0,1 la 0,1) corespund in general zonelor stearpe de roci, nisip
sau zapada. Valorile scazute pozitive reprezinta arbusti si pasuni (aproximativ 0,2 la 0.4), In timp
ce valori mari indica paduri umede temperate si tropicale (valori apropiate de 1). Domeniul tipic

este Tntre -0,1 (pentru o zona nu foarte verde) la 0,6 (pentru o zona foarte verde).
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Fig. 11. Aparatul pentru masurarea valorilor NDVI ( INCDCSZ Brasov)
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In general, NDVI ofera o estimare brutd a stirii de sanitate a vegetatiei si un mijloc de
monitorizare a modificarilor in timp care au loc in vegetatic si ramane indexul cel mai bine
cunoscut §i utilizat pentru a detecta canopia plantelor verzi vii folosind datele multispectrale la
distanta.

Tn domeniul vizibil (460 — 700 nm), pigmentii plantelor verzi (mai ales clorofila) produce o
absorbtie puternica a energiei. Absorbtia este maxima in benzile rosu si albastru, ceea ce duce la
aparenta caracteristica verde a frunzelor plantelor.

In domeniul infrarosu, interactiunea este diferita. Astfel energia in acest domeniu nu este
folosita pentru fotosinteza, ci este puternic reflectata de structura internd a frunzelor, aceasta
conducand la o reflectanta foarte puternica in domeniul infrarosu apropiat (NIR). Acest contrast
puternic intre cantitatea de energie reflectatd in domeniile rosu si infrarosu ale spectrului
electromagnetic reprezinta baza dezvoltarii unor indici cantitativi de vegetatie utilizand imagini
satelitare.

Indicele de vegetatie normalizat (NDVI) este indicele de vegetatie cel mai vechi, cel mai
bine cunoscut si cel mai utilizat. Pentru a-l calcula se folosesc regiunile spectrale cu cea mai
mare absorbanta si reflectanta, care pot fi legate de activitatea clorofilei.

in cazul vegetatiei verzi, domeniul cel mai frecvent este intre 0,2 si 0,8.

Camere montate pe drone

Camere montate pe drone ar putea furniza informatii si date valoroase producatorilor
privind zonele infectate cu virusul Y al cartofului. Unele surse bibliografice raporteaza
descoperirea unor benzi de absorbtie spectrala specifice materialului infectat cu virusul Y al
cartofului. De exemplu, professor Donna Delparte, (Idaho, USA; interviu publicat inCapital
Press din 20 ianuarie 2017, http://www.capitalpress.com/Idaho/20170120/researchers-program-
drone-to-hunt-pvy-in-potatoes) a stabilit un algoritm bazat pe semniturile spectrale comune
pentru plantele bolnave. Acest soft invatda sa ignore variabilitatea campului bazata pe
comparatiile dintre semnaturile plantelor cu diferite afectiuni si semnaturile reflectate de plantele
sanatoase din vecinatate. Pentru a dezvolta algoritmul, datele din camp au fost analizate timp de
trei ani si au fost analizate loturi experimentale cu ajutorul unor camera capabile sd recunoasca
100 benzi din spectrul de absorbtie. Dupa studiul acestor imagini, au fost selectate 15 dintre cele
mai folositoare benzi pentru identificarea virusului Y al cartofului. Aceste benzi au fost unice

pentru reflectia luminii.
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Exista anumite lungimi de unda insesizabile in mod obisnuit de catre oameni, lungimi de
unda care pot ajuta la diferentierea plantelor sdndtoase de cele infectate cu virusul Y al
cartofului. Benzile de absorbtie pentru materialul infectat pot fi identificate utilizind metodele
moderne spectrale (camere atasate unor drone). Infectiile virotice pot fi astfel depistate mult mai
devreme in perioada de vegetatie, inainte ca simptomele virozelor sd fie depistate in timpul
inspectiilor vizuale. Daca la aceste informatii am adauga si avertizdrile privind zborul intens al
unor afide vectoare pentru virusurile necrotice, consideram ca fermierii si producatorii de cartof
ar putea elimina in timp util plantele infectate, ar putea asadar controla eficient acesti patogeni,

evitand extinderea acestora.
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