MACHETA 3

Ministerul Agriculturii si Dezvoltarii Rurale

Codul ADER si |ADER 5.2.1. - Cercetdri privind perfectionarea sistemului de monitorizare, prevenire si control a
denumirea principalelor boli bacteriene si ddundtori de carantind care afecteaza producerea cartofului in
proiectului: Romadnia, Clavibacter, Ralstonia, Synchitrium endobioticum, Dithylenchus sp

Statiunea de Cercetare - Dezvoltare pentru Cartof Targu Secuiesc

Adresa de contact (telefon, e-mail,
adresa postala, CUI, cont):

Str. Orban Balazs, nr. 15, Loc. Targu Secuiesc, Jud. Covasna, Cod
postal 525400; CUI RO 14829298, cont nr.
RO31TREZ25720G332000XXXX - Trezoreria Targu Secuiesc

Denum1vre Director (nume si prenume, telefon fix si|Dr. ing. Mike Luiza
conducator de : . . .. .
proiect mobil, g-maﬂ). . _ ; e-mail: scdcts@gmail.com
Contabil sef (nume si prenume, telefon|Ec. Bardocz ildiko
fix si mobil, e-mail): ; e-mail: scdcts@gmail.com
Director de proiect (nume, prenume,|Dr. ing. Baciu Anca - Mihaela
telefon fix si mobil, e-mail): ; e-mail: anca.mihab@gmail.com
Institutul National de Cercetare - Dezvoltare pentru Cartof si Sfecla de Zahar Brasov
Tel.: 0722320593 / Fax: 0268-476608, icpc@potato.ro, Str.
Adresa de contact (telefon, e-mail, Fundaturii nr. 2 cod -postal 500470, Brasov, CUl RO 18923009,
adresa postala, CUI, cont): RO34 TREZ1315069XXX006701 deschis Trezoreria Municipiului
Denumire Brasov
Director general (nume si prenume, Dr. ing. CHIRU Sorin Claudian
partener 2

telefon fix si mobil, e-mail):

; e-mail: sorin.chiru@potato.ro

Director economic (nume si prenume,
telefon fix si mobil, e-mail):

Ec. VULCU Nicolae telefon fix: 0268 476795;
; e-mail: nicolae.vulcu@potato.ro

Responsabil de proiect (nume, prenume,

telefon fix si mobil, e-mail):

Dr. ing. Hermeziu Manuela
I ; - ail: hermezium@gmail.com
Anul inceperii proiectului: 2019 | Anul finalizarii proiectului: 2022 Durata (nr. luni): 38

(anexa la procesul verbal de avizare interna nr. 747 / 20.10.2020)

Avizat,

Comisia de monitorizare

PRESEDINTE: Alexandru PAICA

MONITOR TEHNIC: Filofteia MANOLE
MONITOR ECONOMIC: Gica GRIGORE

De acord,
DIRECTOR PLAN SECTORIAL
Gheorghe LACATUSU

RAPORT DE ACTIVITATE AL FAZEI 11l / 27.10.2021

Contractul nr.: 5.2.1. / 19.09.2019

Proiectul 5.2.1: Cercetari privind perfectionarea sistemului de monitorizare,
prevenire si control a principalelor boli bacteriene si daunatori de carantina care
afecteaza producerea cartofului in Romania, Clavibacter, Ralstonia, Synchitrium

endobioticum, Dithylenchus sp.

Faza: nr. Ill / 27.10.2021
Denumirea fazei lll - Cercetari aplicative
Termen: inceput faza 30.10.2020 - sfarsit faza 27.10.2021
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1. Obiectivul proiectului:
- Elaborarea unei strategii pentru monitorizarea si controlul suprafetelor de cartof

contaminate cu organisme de carantina la nivel de parcela conform hartilor APIA;

- Elaborarea si implementarea de metodologii noi pentru prelevare de probe si

testare, in vederea depistarii prezentei / absentei organismelor de carantina

fitosanitara la cartof intr-o perioada mai scurta de timp.

Obiectivele specifice ale proiectului:

- Stabilirea suprafetei contaminate / organism de carantina, in exploatatiile

autorizate pentru producerea cartofului pentru samanta;

- Testari privind toleranta liniilor noi de cartof la nematozii cu chisti si raia neagra

in vederea omologarii;

- Imbunatatirea metodelor de laborator privind identificarea absentei / prezentei

organismelor de carantina in probele de sol si tuberculi la cartof.

Obiective masurabile:

- grafice de prelevare probe si testare pentru fiecare organism de carantina cu

perioade bine stabilite si evitarea blocajelor in valorificarea productiei;

- ghiduri de specialitate;

- brosuri si pliante pentru implementarea rezultatelor

- manual de prezentare ”"Organisme de carantina la cartof”.

2. Rezultate preconizate pentru atingerea obiectivului:

v Optimizarea si modernizarea sistemului de producere a cartofului pentru
samanta din categorii biologice superioare.

v Norme metodologice pentru organizarea producerii / multiplicarii, prelucrarii si
comercializarii cartofului pentru samanta si eliminarea riscului de contaminare cu
organisme de carantina;

v Tehnologia de prelucrare a cartofului pentru samanta in conditii de siguranta
fitosanitara cu consum redus de energie;

v’ Cresterea eficientei economice in producerea si prelucrarea cartofului pentru
samanta din categorii biologice superioare.

v’ Pliante, elemente de transfer si consultanta.

3. Obiectivul fazei:

- Imbunatatirea metodologiei de diagnosticare a organismelor de carantina la cartof;



- Elaborarea unui Program de prelevare probe functie de perioada de vegetatie a

cartofului

4. Rezultate preconizate pentru atingerea obiectivului fazei:

- Tmbunétéi;irea metodologiei de diagnosticare a organismelor de carantina la

cartof;

- Program de prelevare probe functie de perioada de vegetatie a cartofului;

grafice de prelevare probe de sol si tuberculi;

- Baza de date privind atacul nematozilor din genul Dithylenchus si gradul de

infectie / lot

Activitati prezentate pentru atingerea obiectivului fazei lll / 27.10.2021

Anul Denumire faza l?arte:ner‘l
implicati
Activitatea 3.1.
Elaborarea metodologiei pentru CP,
2021 identificarea si diagnosticarea P1
organismelor de carantina la cartof. P2

Solutii si concepte metodologice noi

Activitatea 3.2.

Elaborarea programului de prelevare CP,
2021 a probelor de sol si tuberculi pentru P4

depistarea organismelor de carantina P2

la cartoful pentru samanta

Activitatea 3.3.

intalnire de lucru intre membrii CPP’
2021 consortiului, unitatile fitosanitare si P1
reprezentantii asociatiilor de 2
. y Ps
producatori de cartofi
Activitatea 3.4.
Monitorizarea si identificarea
suprafetelor afectate de atacul
nematozilor din genul Dithylenchus, la
2021 nivel de planta si in depozit. P,

Analize de laborator, determinari.
Inregistrare date pedo-climatice.
Aplicarea masurilor de control a
nematozilor in toate secventele
tehnologice de producere a cartofului.

Rezultate Ele.m. ‘de
monitorizare

Imbunatatirea
metodologiei de
diagnosticare a
organismelor de
carantina la cartof
Program de
prelevare probe
functie de
perioada de
vegetatie a
cartofului
Grafice de
prelevare probe
de sol si tuberculi

Raport de cercetare

Raport de activitate

Hotarari ale
intalnirilor de
lucru

Proces verbal al
sedintei de lucru

Stabilirea
eficacitatii
masurilor de control
intreprinse la nivel
de ferma.
Elaborarea unei
strategii eficiente
de control a
daunatorului la
nivel de ferma.

Baza de date
privind atacul
nematozilor din
genul
Dithylenchus si
gradul de infectie
/ lot



5. Rezumatul fazei: (maxim 5 pagini) si lucrarea in extenso - activitati efectuate

/ rezultate obtinute / costuri fata de Planul de realizare propus.

Activitatea 3.1: Elaborarea metodologiei pentru identificarea si diagnosticarea
organismelor de carantina la cartof. Solutii si concepte metodologice noi

Rezistenta sau sensibilitatea soiurilor de cartof la Synchytrium endobioticum se
determina prin testari in conditii de laborator si de camp.

In cadrul testarilor in laborator tuberculii se infecteaza artificial iar pentru
testarile de camp infestarea plantelor se face natural din solul puternic infestat cu
agentul patogen de Synchytrium endobioticum.

a) Metode de analiza in laborator:
Testarea in conditii de laborator se executa prin doua metode :
- metoda lui Glynne
- metoda Lammertahil (metoda paharului)

b) Analize in conditii de camp

Pentru a fi in masura sa se faca determinari cu privire la reactia cartofului la
atacul de raie neagra este necesar ca terenul destinat testarilor sa fie puternic
infestat cu akimetosporangii de Synchytrium endobioticum.

Plantarea in camp se face in blocuri cu lungimi variabile functie de marimea
probelor de analizat. Pentru acuratetea rezultatelor dupa fiecare 5 randuri
(genotipuri) se planteaza un soi sensibil ca martor.

Se va aplica tehnologia normala specifica culturii cartofului avand drept scop
asigurarea unei cresteri normale a plantelor de cartof.

Evaluarea se efectueaza in doua etape, prima 1 - 15 august si a doua in 1 - 15
septembrie. Se vor examina cu atentie baza tulpinilor, stolonii si tuberculii pentru
depistarea tumorilor.

La aprecierea rezistentei sau sensibilitatii materialului testat se ia in
consideratie procentul plantelor atacate si gradul de atac, care se apreciaza dupa
marimea tumorilor formate pe tuberculi, baza tulpinii si stoloni.

in ce priveste acuretetea rezultatelor obtinute la testarile in laborator fata de
cele in camp parerile sunt impartite.

Unii cercetatori considera testarile in laborator ca fiind mai precise insa

majoritatea considera testarile in conditii de camp ca fiind hotaratoare.



Dezavantajul testarilor in laborator consta in faptul ca plantele sunt expuse la
infectie in timp mult mai scurt.

Avantajul testarilor in laborator consta in posibilitatea asigurarii conditiilor
optime de umiditate si temperatura.

Consideram ca pentru aprecierea corespunzatoare a rezistentei sau
sensibilitatii la agentul patogen a genotipurilor de cartof este necesara folosirea
atat a metodelor de laborator cat si a celor de camp.

Ca noutate la S.C.D.A. Suceava, unde exista un laborator acreditat pentru
raia neagra s-au initiat cercetari pentru determinarea rezistentei la acest
patogen prin determinarea compozitiei chimice privind:

- continutul de substanta uscata, umiditate, cenusa, aciditate titrabila, acid

ascorbic si amidon;

- continutul de azot total si proteina bruta, activitatea catalizica si activitatea

polifenoloxidazie.

Metoda de determinare a rezistentei cartofului la raia neagra produsa de
ciuperca Synchytrium endobioticum prin analize biochimice, este mai rapida si mai
precisa, care va usura foarte mult munca de testare a rezistentei la acest patogen
prin eliminarea unui volum foarte mare de testari in conditii de camp prin infectie
naturala si in conditii de laborator prin infectie artificiala.

Din primele cercetari efectuate, prezinta interes analizele referitoare la
continutul in azot total si proteina bruta, activitatea catalazica si activitatea
polifenoloxidazei.

In urma rezultatelor putem afirma c& genotipurile de cartof prezinta rezistenta
la Synchytrium endobioticum daca contin peste 0,9 g azot total / 100 g tesut
tubercul, peste 5,6% proteina bruta, mai putin de 1100 unitati catalazice si sub
1,70 micromoli acid ascorbic oxidat.

Fiind primele rezultate, este necesara continuarea cercetarilor privind
determinarea mecanismului de rezistenta la Synchytrium endobioticum prin analize
biochimice si luarea in calcul a altor analize fata de cele mentionate.

METODE de detectare si identificare a bacteriei Clavibacter michiganensis
ssp. sepedonicus pe probe de tuberculi de cartof fara simptome

Procedura de testare vizeaza detectarea infectiilor latente ale tuberculilor de

cartof. Orice rezultat pozitiv la cel putin doua teste de depistare, bazate pe principii



biologice diferite, trebuie completat cu izolarea organismului patogen, urmata, in caz
de izolare a coloniilor caracteristice, de confirmarea unei culturi pure ca fiind
Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus. Rezultatul pozitiv al unui singur test de
depistare nu este suficient pentru ca proba sa fie considerata suspecta.

Dimensiunea probei standard este de 200 de tuberculi, desi procedura poate fi
aplicata si unor probe mai mici, in cazul in care nu se dispune de 200 de tuberculi.

in cazul in care cel putin doua teste bazate pe principii biologice diferite sunt
pozitive, trebuie sa se efectueze izolarea si confirmarea. Se va realiza cel putin un
test de depistare. In cazul in care testul respectiv este negativ, proba se considera
negativa. in cazul in care testul este pozitiv, trebuie sa se efectueze cel putin un al
doilea test de depistare, bazat pe principii biologice diferite, pentru a verifica primul
rezultat pozitiv. In cazul in care al doilea test sau urmatoarele sunt negative, proba
este considerata negativa. In acest caz nu este necesara efectuarea altor teste.

Testul de imunofluorescenta utilizeaza intotdeauna un anticorp policlonal, se
poate obtine o specificitate mai mare, asociind anticorpului mentionat anticorpi
monoclonali suplimentari.

Testul reactiei de polimerizare in lant (PCR) utilizeaza reactivi si protocoale
PCR validate in mod corespunzator.

Testul de hibridizare fluorescentd in situ (FISH) utilizeaza reactivi si
protocoale validate.

Izolarea selectivd asociata cu utilizarea unui mediu MTNA sau NCP-88 si a unei
diluari la 1/ 100 din sediment resuspendat, izolarea selectiva constituie, in numeroase
cazuri, o metoda buna de izolare directa a bacteriei Clavibacter michiganensis ssp.
sepedonicus. Coloniile caracteristice se pot obtine intr-o perioada de 3 pana la 10 zile
de la insamantare. Atunci este posibil sa se efectueze purificarea si identificarea
agentului patogen. Pentru a profita din plin de posibilitatile oferite de testul in cauza,
trebuie sa se pregateasca cu grija conurile de cartof prelevate de la nivelul hilului
pentru a evita contaminarea cu bacterii secundare legate de tubercul, care constituie
organisme concurente ale bacteriei Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus pe
mediul de cultura si sunt susceptibile de a inlocui agentul patogen mentionat. in cazul
obtinerii unui rezultat eronat la testul de insamantare, izolarea trebuie efectuata din
plantele utilizate pentru testul biologic.

Testul biologic este utilizat pentru izolarea bacteriei Clavibacter michiganensis



ssp. sepedonicus din extractele de cartof, prin imbogatire selectiva in plante de
vinete (Solanum melongena). Sunt necesare conditii optime de incubare, in
conformitate cu specificatiile procedurii in cauza. Bacteriile care au efect inhibitor
asupra bacteriei Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus in prezenta unui

mediu MTNA sau NCP-88 nu risca sa afecteze desfasurarea testului mentionat.

Activitatea 2.2: Testarea unor soiuri / linii de cartof pentru stabilirea tolerantei
la organismele de carantina fitosanitara

Tn anul 2020 au fost supuse procesului de analizd a rezistentei la infectia cu raia
neagra (Synchytrium endobioticum) un numar de 79 genotipuri nou create (linii de
ameliorare) in cadrul programelor de ameliorare la cultura cartofului din S.C.D.A.
Suceava, S.C.D.C. Targu Secuiesc si I.N.C.D.C.S.Z. Brasov (tabelul 1).

in sola infestatd cu agentul patogen Synchytrium endobioticum au fost plantate
cele 79 de linii de cartof in blocuri, cate un rand cu 20 plante din fiecare genotip. La
fiecare 5 randuri s-a plantat cate un genotip sensibil la raia neagra, folosit ca martor.
In timpul vegetatiei s-a aplicat tehnologia specifica culturii cartofului.

Dupa efectuarea bonitarii materialului genetic (luna septembrie) s-a constatat
ca din cele 79 genotipuri analizate, 33 (41%) au manifestat reactie de sensibilitate
la patogen. Pentru a da un calificativ final cu privire la rezistenta la patogen se
impune ca genotipurile care s-au manifestat ca rezistente sa fie testate inca doua
cicluri de vegetatie sub prersiunea agentului patogen.

Se impune aprofundarea cercetarilor avand in vedere faptul ca in experiente
soiul Santé declarat ca rezistent la raia neagra s-a manifestat foarte sensibil.

Testarea soiurilor de cartof cu privire la reactia fata de infectia cu
Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus (putregaiul inelar)

Tn anul 2020 au fost prelevate pentru testare la Laboratorul National Fitosanitar
Bucuresti un numar de 42 probe din 7 soiuri de cartof cultivate pe o suprafata de

21 ha pentru producere de samanta. Toate probele prelevate au fost negative.

Activitatea 2.3: Monitorizarea si identificarea suprafetelor afectate de atacul
nematozilor din genul Dithylenchus, la nivel de planta si in depozit. Analize de
laborator, determinari, inregistrare date pedoclimatice

Pentru stabilirea rezistentei la Ditylenchus destructor a fost monitorizata

simptomatologia externa si interna a tuberculilor de cartof prelevati din diferite locatii.



Au fost efectuate observatii si analize in camp si in laborator.

S-a evidentiat importanta calitatii fitosanitare a materialului de plantat (o
parte din el din import). Majoritatea producatorilor de cartof pentru samanta fiind
informati si constienti de riscul infestarilor nedetectate in perioada de vegetatie si
de depozitare a cartofului si sunt dispusi la colaborare pentru a impiedica aparitia
acestor daunatori de carantina

Niciunul dintre soiurile supuse analizei in perioada de vegetatie nu a prezentat
simptome externe specifice atacului cu nematozi.

Alte fenomene (puire, incoltire, inverzire) au fost observate in proportii
variabile in functie de soiurile studiate.

De asemenea a fost observat atacul unor boli si daunatori care nu sunt de

carantina.

6. Rezultate, stadiul realizarii obiectivului, concluzii si propuneri pentru

continuarea proiectului:

v' In cadrul Fazei Il / 29.10.2020 au fost executate integral activitatile prevazute in
planul de realizare si avizate prin procesele verbale de avizare interna.

v In laboratorul de la Pojorata, acreditat pentru testarea tolerantei tuberculilor la raia
neagra (Synchitrium endobioticum) au fost testate un numar de 79 linii si soiuri de
cartof.

v’ Scurtarea perioadei de determinare a rezistentei la raia neagra reprezinta o noutate
la nivel national si se realizeaza prin determinari biochimice din pulpa de cartof.

v" Au fost prelevate pentru testare la Laboratorul National Fitosanitar Bucuresti un
numar de 42 probe din 7 soiuri de cartof cultivate pe o suprafata de 21 ha

pentru producere de samanta, toate probele fiind negative.

Nr. crt. Denumire soi Suprafata Nr. probe Rezultat test
cultivata (ha) prelevate
1 Redsec 2 4 Negativ
2 Nemere 1 2 Negativ
3 Gared 2 4 Negativ
4 Red Lady 6 12 Negativ
5 Riviera E 2 4 Negativ
6 Riviera Cl. B 6 12 Negativ
7 Ultra 2 4 Negativ
TOTAL 21 42

10



v’ Pentru stabilirea rezistentei la Ditylenchus destructor a fost monitorizata
simptomatologia externa si interna a tuberculilor de cartof prelevati din diferite
locatii.

v" Au fost efectuate observatii si analize in camp si in laborator.

v’ S-a evidentiat importanta calitatii fitosanitare a materialului de plantat (o parte
din el din import). Majoritatea producatorilor de cartof pentru samanta fiind
informati si constienti de riscul infestarilor nedetectate in perioada de vegetatie
si de depozitare a cartofului si sunt dispusi la colaborare pentru a impiedica

aparitia acestor daunatori de carantina
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