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(57) Rezumat:

Prezenta inventie se referd la o noud tehnologie, pentru
obtinerea in vitro a microtuberculilor de cartof pentru
samantd, din colti de cartof sénatosi, inoculati pe mediu
nutritiv de cregtere gi inrdacinare, MS 1962, din care,
in camera de cregtere, se obtin, dupd 3-4 s&ptdmani,
plantule de 5-6 cm, care se supun microbutdgirii.
Fiecare microbutag este apoi inoculat in mediu MS
1962, aditivat cu acid alfanaftil acetic gi solidificat cu
agar-agar. Dupa 3-4 sdptédmani, din microbutasi, se
formeazd o plantuld noud, de 5-7 cm. Aceasta se
sectioneazd in minibutagi, operatia repetandu-se de
cate ori este nevoie, cu un coeficient de multiplicare, la
fiecare 3-4 saptamani, de 4-5 ori. Minibutagii rezultati se

utilizeaz& pentru producerea de microtuberculi, prin
cultivarea acestora pe un mediu de baza solid MS1962,
specific fazei de crestere si inrAdécinare. Plantulele de
4-5 cm rezultate se inoculeazd apoi orizontal, cate
4-5/cutie, n acelagi mediu. Dupa 3-4 s&ptdmani, noilor
plantule dezvoltate din fiecare internod, li se adaugad
mediu de tuberizare, ce contine kinetind, cumarind $i
zaharoza, in concentratie de 80-90 g/l. La 6-8
saptadmani, se recolteazd microtuberculii, rezultand cea
mai mare cantitate de microtuberculi >10 mm si >1 g.
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TEHNOLOGIE MODERNIZATA PENTRU OBTINEREA MICROTUBERCULILOR DE CARTOF IN
VITRO >10mm $l >1g

in tara noastra existd o problema destul de dificild in programul national de producere de
cartof pentru sdmanta datoritd presiunii mari de infectie, problema ce poate fi depasitd prin
utilizarea inmultirii in vitro a cartofului. Rezolvarea constd in obtinerea unui material initial
corespunzator din punct de vedere fitosanitar, in mentinerea libere de virusuri a noilor genotipuri
create precum si in micropropagarea rapida a celor mai valoroase creatii.

Soiul, ca resursé biologica, constituie unul din cei mai importanti factori in realizarea unor
productii mari, constante si economice, dar ca orice material biologic, se mentine in productie un
timp limitat. Degenerarea biologica, uzura morala, aparitia si evolutia agentilor patogeni,
modificarea conditiilor tehnice si economice, cerintele pietii, constituie elemente principale in
mentinerea in productie un timp mai lung sau mai scurt.

In Romania se cultivd peste 200.000 ha cu cartof, fiind considerat culturd de importanta
nationala. La cartof, calitatea materialului de plantare este factorul esential care determina
calitatea si cantitatea recoltelor obtinute, fiind cunoscut faptul cd productia de cartof este
determinata in procent de peste 50 % de calitatea materialului de plantare. Producerea cartofului
pentru sdmanta reprezintd o activitate stiintificd complexa, laborioasa, care necesita o preocupare
mai mare decét producerea materialului semincer la culturile cu inmultire prin sdmanta adevarata,
datorita in principal urmatoarelor cauze:

- diminuarea progresiva a productiei determinata de degenerarea virotica si fiziologica;

- coeficientul de inmultire foarte mic (1:4 — 1:10);

- continutul ridicat de apa si sensibilitatea la vatdmare a tuberculilor impune conditii

speciale pentru pastrare;

- costurile aferente materialului pentru plantat sunt mari datoritd normei de plantare
ridicate.

Sistemul national pentru producerea si inmultirea cartofului de sdmanta a fost organizat in
1966. Schema aplicatd este de 9 - 10 ani. Necesitatea imbunétatirii cartofului pentru samanta
impune trecerea la o noud schema de producere a materialului de plantare prin introducerea
culturilor de tesuturi in vitro si a tehnicii de diagnosticare ELISA, prin producerea microtuberculilor
in vitro, institutul fiind singura unitate din tara care poate asigura necesarul cu cartof de samanta
din soiurile romanesti.

Prin dezvoltarea culturii in vitro de producere de microtuberculi, se mareste eficienta
procesului de producere de sdmanta atat sub aspect economic, cat si ca duratd, aceasta tehnica
determinand o reducere cu 4 - 5 ani a timpului necesar fata de metoda clasicd, si in acelasi timp se
elimina o serie de lucrari adiacente, create de necesitatea mentinerii unui stoc de material biologic
reproductiv sanatos si care se utilizeaza in mod obisnuit in sistemul clasic.
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PRODUCEREA DE MICROTUBERCULI IN VITRO

l. METODA CLASICA
1. Obtinerea materialului initial liber de virusuri utilizind culturile de meristeme

Pentru initierea culturii de meristeme, tuberculii de cartof luati in studiu (cate 10 tubercuii
pentru fiecare soi) sunt pusi la incoltit, in conditii de laborator, la temperatura de 18°C, la lumina.
Dupa aproximativ 3 saptdmani coltii au lungimea de cca. 2-3 cm, sunt detasati, dezinfectati si
utilizati pentru obtinerea inoculilor meristematici prin indepéartarea micilor foliole ce nconjoara
varful de crestere pand ce se observa domul meristematic cu primele primordiile foliare Excizarea
meristemelor se face la lupa binoculard in hota cu flux de aer steril, pe o suprafata ce a fost in
prealabil dezinfectata cu alcool 70°. Dupa prelevare, explantul meristematic este introdus intr-un
mediu de culturd de dezvoltare, folosit la cartof, Murashige-Skoog (MS 1962) cu diverse variante
hormonale. Culturile odata infiintate, sunt transferate in camera de crestere , fiind expuse unui
regim de lumind de 4000 lucsi, cu o fotoperioadd de 16 ore lumina, 8 ore intuneric, la o
temperatura de 22°C+2°C ziua, si 18-20°C+2°C noaptea. in cazul meristemelor viabile, dupa un
timp, inoculii meristematici incep sa creasca si dezvolta mici muguri care se transforma in plantule

(functie de soi 6-8 luni).

2.Multiplicarea “in vitro” a cartofului
Plantulele de cartof regenerate din meristeme sunt microbutasite, fiecare minibutas

continand un nod cu frunzulita aferentd. Fiecare minibutasii este inoculat apoi intr-un mediu nutritiv
de cultura, Murashighe-Skoog (MS 1962) cu un adaus de acid alfanaftilacetic (ANA) in
concentratie de 0,5 mg/l pentru stimularea cresterii $i inradacinarii. Mediul a fost solidificat cu 0,7%
Agar-Agar iar pH-ul a fost ajustat la 5,8 cu KOH inainte de autoclavare. Sterilizarea recipientelor
cu mediu a fost facutad la 120°C timp de 25 minute. Dupd inocularea minibutasilor, operatie
efectuata in incinta hotei cu flux laminar steril, eprubetele sunt plasate in camera de crestere in
aceleasi conditii de temperatura si lumind ca la faza de initiere a culturii din meristeme. Dupa
aproximativ 3-4 saptamani (functie de genotip) fiecare genotip s-a dezvoltat si a generat o noua
plantula de cca. 5-7 cm, acestea au fost sectionate din nou, nod per nod in minibutasi. Fenomenul
se repetd ori de cate ori este nevoie. Mediul de cultura utilizat a facilitat de fiecare data,
regenerarea din mugurele prezent la nivelul nodului, respectiv la axila fiecarei frunzulite (
meristeme axilare) o plantulda completd cu o tulpinita bine conformatd si cu multe radacinute.

Coeficientul de multiplicare este Tn jur de 4-5 la fiecare 3-4 saptdmani.

3.ldentificarea infectiei virale prin testul ELISA

Prima testare a plantulelor in vederea depistarii prezentei infectiei virale in vitroplantele
regenerate din meristeme cu ajutorul testului ELISA, s-a facut in faza in care plantulele erau
dezvoltate, avand frunzulite si rédacinute.

Materialul biologic este reprezentat de 90 de clone de cartof (din soiurile analizate) si

fiecare clond este testatd pentru fiecare din virusurile PVX, PVY, PVM, PVS, PVA si virusul
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rasucirii frunzelor (PLRV). Pentru testare, se recolteaza 5-6 plantule din “in vitro” de la fiecare
clona de cartof din soiurile supuse devirozarii $i se extrage sucul prin presare la presa

automata.

4.infiintarea culturii "in vitro” pentru obtinerea de microtuberculi in vitro

Punctul de plecare in producerea microtuberculilor sunt plantulele produse in ultima faza de
multiplicare, adica minibutasii ce sunt inoculati in mediul de crestere si inradacinare MS. Dupa 3-4
saptamani, se adauga mediul de microtuberizare care este un mediu lichid, de contine aceleasi
substante ca si mediul MS de crestere si inradacinare, dar cantitatea de solutie stoc este redusa la

jumatate fiind completat cu Kinetina, Cumarina si zaharoza in concentratie de 80-90 g/I.

Mediul de microtuberizare nu contine agar sau alti agenti gelifianti. in fiecare cutie de
plastic ce contine cate 20 de minibutasi, se toarna 40 ml de mediu de microtuberizare sterilizat
si racit.. Microtuberizarea are loc la intuneric timp de 6-8 saptamani , temperatura fiind de
20+2°C.

5.Recoltarea microtuberculilor
Recoltarea se face separat, in functie de soi, clona iar microtuberculii din fiecare cutie
sunt calibrati cu ajutorul a patru site cu orificiille de diferite dimensiuni (10; 7,1; 5; 3,15 mm)
(Fig.1).

Fig.1 Microtuberculi recoltati si sortati

I. METODA MODERNIZATA DE PRODUCERE MCROTUBERCULI IN VITRO >10mm $I >1g
ll.
1. Obtinerea materialului initial liber de virusuri utilizaind coltii de cartof

In noua metoda de producere de microtuberculi in vitro, punctul de plecare il constituie
coltul de cartof obtinut din tuberculi testati initial prin testul DAS ELISA (Doble Antibody
Sandwich ELISA), care sunt detasati, dezinfectati si introdusi in mediul de cultura de crestere si
inradacinare, utilizat la cartof, Murashige-Skoog (MS 1962. Culturile, sunt apoi transferate in
camera de crestere , fiind expuse unui regim de lumina de 4000 lucsi, cu o fotoperioada de 16
ore lumina, 8 ore intuneric, la o temperatura de 22°C+2°C ziua, si 18-20'C+2°C noaptea. Dupa
aproximativ 3-4 saptamani, coltii formeaza plantule bine dezvoltate de 5-6 cm care sunt supuse
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microbutasirii.

Fiecare minibutasii este inoculat apoi intr-un mediu nutritiv de cultura, Murashighe-Skoog
(MS 1962) cu un adaus de acid alfanaftilacetic (ANA) in concentratie de 0,5 mg/l pentru
stimularea cresterii si inradacinarii. Mediul a fost solidificat cu 0,7% Agar-Agar iar pH-ul a fost
ajustat la 5,8 cu KOH inainte de autoclavare. Sterilizarea recipientelor cu mediu a fost facuta la
120°C timp de 25’ minute. Dupa inocularea minibutasilor, operatie efectuata in incinta hotei cu
flux laminar steril, eprubetele sunt plasate in camera de crestere in aceleasi conditii de
temperatura si luminad ca la faza de crestere a culturii. Dupa aproximativ 3-4 saptamani s-a
dezvoltat si a generat o noua plantula de cca. 5-7 cm, care au fost sectionate din nou, nod per
nod in minibutasi. Fenomenul se repeta ori de cate ori este nevoie. Mediul de cultura utilizat a
facilitat de fiecare datd, regenerarea din mugurele prezent la nivelul nodului, respectiv la axila
fiecarei frunzulite { meristeme axilare) o plantuld completad cu o tulpinitéd bine conformata si cu

multe radacinute. Coeficientul de multiplicare este in jur de 4-5 la fiecare 3-4 saptamani.

2.infiintarea culturii "in vitro” pentru obtinerea de microtuberculi in vitro

Punctul de plecare in producerea microtuberculilor in aceasta noua matoda sunt plantulele

crescute in vitro din segmente uninodale (microbutasi) de cartof ce sunt cultivate intr-un mediu de

baza solid M&S (Murashige-Skoog, 1962), specific fazei de crestere si inradacinare. Aceste

plantule dezvoltate, de 4-5 cm inaltime se inoculeaza apoi orizontal, cate 4-5/cutie, in acelasi

mediul MS de crestere si inradacinare. Dupa 3-4 saptamani din fiecare internod se vor dezvolta noi

plantule, peste care se adauga 40 ml mediul de microtuberizare lichid, ce contine aceleasi

substante ca si mediul MS de crestere si inradacinare, dar cantitatea de solutie stoc este redusa la

jumatate, fiind completat cu Kinetina, Cumarind si zaharoza in concentratie de 80-90 g/l

Microtuberizarea are loc la intuneric, temperatura fiind de 20+2°C.
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3.Recoltarea microtuberculilor
Dupa aproximativ 6-8 saptamani, functie de genotip se recolteaza microtuberculii si se

calibreaza (>10; 7,1, 5 mm) si se cantaresc. Noua metoda produce cea mai mare cantitate de

microtuberculi >10mm (Fig.2) si >1g. (Fig.3).

NVILSIHHO 10108

Fig.2 Microtuberculi >10mm Fig.3 Microtuberculi >1g

Telmologia producerii microtuberculilor in vitre - 10 min 5 -1 g

P

Colti de cartof
sanatos

Colti inoculati

“ obutisire

Microtuberculi iz vitro

Mierotuberculi

Microtubercui > 10mm Microtsberculi > 1 gram

Fig.4 Schema modificata de producere microtuberculilor in vitro >10mm si >1g
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lll. Avantajele producerii de microtuberculi >10mm si >1g prin noua metoda

Caracteristicile tehnice ale microtuberculilor:

Metoda clasica

tuberculi mici(3-5-9 mm);

greutate 0,05-0,2-0,5 g;

timp de obtinere a microtuberculilor pornind de la meristem: aproximativ 16-18 luni
repaus vegetativ 6-8 luni functie de soi;

deshidratare puternica pe timpul perioadei de vegetatie datorita greutatii foarte mici, deci
pierderi destul de mari pe timpul pastrarii (30%).

Metoda noua:

tuberculi mari (10-15-20 mm);

greutate 0,5- 2,6 ;

timp de obtinere a microtuberculilor pornind de la colt de carof sanatos: 6-8 luni
repaus vegetativ 6-8 luni functie de soi;

pierderile pe timpul repausului sunt mult mai mici (2%)

plantati in tunel produc tuberculi normali.

Dr.ing. Nicoleta CHIRU Q%;_)

Dr.ing. Andreea Marinela NISTOR © ’7'(;,{;37

Dr.ing. Sorin Claudian CHIRU 7&}»,

Director General INCDCSZ Brasov

Dr.ing. Sorin Claudie#. CHIRU }N\r-/
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REVENDICARE DE METODA

METODA DE OBTINERE A MCROTUBERCULILOR DE CARTOF IN VITRO >10mm Sl >1G

ETAPELE METODEI

Etapele metodei sunt identice cu cele folosite pentru producerea microtuberculilor in

vitro. Elementul de noutate il constituie:
- inlocuirea explantelor meristematice folosite pana in prezent cu prelevarea de colti din
tuberculi de cartof sanatosi, testati si pastrati in anumite conditii;
- inocularea de plantule bine dezvoltate, de 4-5 cm , in pozitie orizontala in mediul MS de
crestere si inradacinare.
Principalele etape ale metodei sunt:
1. Obtinerea materialului initial liber de virusuri utilizand coltii de cartof
In noua metoda de producere de microtuberculi in vitro, punctul de plecare il constituie
coltul de cartof obtinut din tuberculi testati initial prin testul DAS ELISA (Double Antibody
Sandwich ELISA), care sunt detasati, dezinfectati si introdusi in mediul de cultura de crestere
si inradacinare, utilizat la cartof, Murashige-Skoog (MS 1962). Culturile, sunt apoi transferate
in camera de crestere , fiind expuse unui regim de lumina de 4000 lucsi, cu o fotoperioada
de 16 ore lumina, 8 ore intuneric, la o temperaturd de 22°C+2°C ziua, si 18-20'C+2°C
noaptea. Dupa aproximativ 3-4 saptamani, coltii formeaza plantule bine dezvoltate de 5-6 cm

care sunt supuse microbutasirii (multiplicarii).

Fiecare minibutasii este inoculat apoi intr-un mediu nutritiv de cultura, Murashighe—
Skoog (MS 1962) cu un adaus de acid alfanaftilacetic (ANA) in concentratie de 0,5 mg/!
pentru stimularea cresterii si inradacinarii. Mediul a fost solidificat cu 0,7% Agar-Agar iar pH-
ul a fost ajustat la 5,8 cu KOH Tnainte de autoclavare. Sterilizarea recipientelor cu mediu a
fost facuta la 120°C timp de 25’ minute. Dupé inocularea minibutagilor, operatie efectuata in
incinta hotei cu flux laminar steril, eprubetele sunt plasate in camera de crestere in aceleasi
conditii de temperaturd si lumind ca la faza de crestere a culturii. Dupa aproximativ 3-4
saptamani s-a dezvoltat si a generat 0 noua plantula de cca. 5-7 ¢m, care au fost sectionate
din nou, nod per nod in minibutasi. Fenomenul se repeta ori de cate ori este nevoie. Mediul
de cultura utilizat a facilitat de fiecare data, regenerarea din mugurele prezent la nivelul
nodului, respectiv la axila fiecarei frunzulite ( meristeme axilare) o plantula completa cu o
tulpinita bine conformata si cu multe radacinute. Coeficientul de multiplicare este in jur de 4-5
la fiecare 3-4 saptamani.
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2.infiintarea culturii "in vitro” pentru obtinerea de microtuberculi in vitro

Punctul de plecare in producerea microtuberculilor in aceasta noua matoda sunt
plantulele crescute in vitro din segmente uninodale (microbutasi) de cartof ce sunt cultivate intr-
un mediu de baza solid M&S (Murashige-Skoog, 1962), specific fazei de crestere si
inradacinare. Aceste plantule dezvoltate, de 4-5 cm inaltime se inoculeaza apoi orizontal, cate
4-5/cutie, in acelasi mediul MS de crestere si inradacinare. Dupa 3-4 saptamani din fiecare
internod se vor dezvolta noi plantule, peste care se adauga 40 ml mediul de microtuberizare
lichid, ce contine aceleasi substante ca si mediul MS de crestere si inradacinare, dar cantitatea
de solutie stoc este redusa la jumatate,fiind completat cu Kinetina, Cumarind si zaharoza in

concentratie de 80-90 g/I. Microtuberizarea are loc la intuneric, temperatura fiind de 20+2°C.

3.Recoltarea microtuberculilor
Dupa aproximativ 6-8 saptamani, functie de genotip se recolteaza microtuberculii si se
calibreaza (>10; 7,1; 5 mm) si se cantaresc. Noua metoda produce cea mai mare cantitate de
microtuberculi >10mm si >1g.

REZULTATE OBTINUTE
Noutatea propunerii se concretizeaza prin adaptarea unei metode mai rentabile din

punct de vedere economic comparativ cu cea folosita datoritd producerii intr-un timp mai scurt
de microtuberculi >10mm si >1g.

Utilizarea noii metode a determinat o reducere cu 50% a timpului de producere a
microtuberculilor in vitro, a obtinerii de microtuberculi mai mari atat ca dimensiune cat si ca
greutate si deci pierderile pe timpul repausului sunt mult mai mici (2%) comparativ cu metoda

clasica unde pierderile pot ajungesi pana la 30% datorita deshidratarii.

Dr.ing. Nicoleta CHIRU Qj
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Director General INCDCSZ Brasov
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