STATIUNEA DE CERCETARE - DEZVOLTARE
PENTRU CARTOF TARGU SECUIESC

ADER 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

Contract de finantare 5.2.1./19.09.2019
FAZA 11/ 29.10.2020



Obiectivele generale

Elaborarea unei strategii pentru monitorizarea si controlul suprafete-
@ lor de cartof contaminate cu organisme de carantina la nivel de par-
cela 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.




Obiective specifice

Stabilirea suprafetei contaminate / organisme de carantina, in exploa-
tatiile 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 valorifi-
carea productiei

@ Ghiduri de specialitate

Brosuri si pliante pentru implementarea rezultatelor

\ \ @ Manual de prezentare "Organisme de carantina la cartof”



Rezultate preconizate pentru
atingerea obiectivelor fazeli

Elaborarea unui model experimental pentru depistarea rapida a
raiei negre si a putregaiului inelar

Rezultate privind rezistenta noilor soiuri de cartof create in tara
noastra, a soiurilor din import, precum si a liniilor in curs de
ameliorare la Synchitrium endobioticum

@ Monitorizarea si identificarea suprafetelor afectate de atacul ne
matozilor din genul Dithylenchus, la nivel de planta si in depozit




Activitati preconizate pentru atingerea obiectivului fazei Il / 29.10.2020

Denumire faza

Parteneri
implicati

Rezultate

Elem. de monitorizare

Activitatea 2.1.

Analiza metodelor de depistare a organismelor de carantina
la cartof (raia neagra si putregaiul inelar) in vederea imbuna-
tatirii acestora pentru scurtarea timpului de diagnosticare

- Model experimental pentru
depistarea rapida a raiei negr
e si a putregaiului inelar

Raport de cercetare

Activitatea 2.2.
Testarea unor soiuri / linii de cartof pentru stabilirea toleran-
tei la organismele de carantina fitosanitara

Lista soiurilor / liniilor testate

Raport de cercetare

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

Influenta gradului de infectie
asupra productiei totale

Raport privind gradul de
atac la cartoful pentru
samanta si consum din
camp si depozit.

Date pedo-climatice

CP — Statiunea de Cercetare — Dezvoltare pentru Cartof Targu Secuiesc

P, — Statiunea de Cercetare — Dezvoltare Agricola Suceava

P, — Institutul National de Cercetare — Dezvoltare pentru Cartof si Sfecla de Zahar Brasov

P; — Institutul de Cercetare — Dezvoltare pentru Cinegetica si Resurse Montane Miercurea Ciuc




Activitatea 2.1: Analiza metodelor de depistare a organismelor de carantina la
cartof (raia neagra si putregaiul inelar) in vederea imbunatatirii acestora pentru
scurtarea timpului de diagnosticare

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
\



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 cét 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 si 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
““ahorator prin infectie artificiala.



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 michiga-
nensis 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 depis-
tare. 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
Aegatlva. 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 fluorescenta in situ (FISH) utilizeaza reactivi si protocoale validate.

Izolarea selectiva este 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, 0 metoda buna
de izolare directa a bacteriei Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus. 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. Sepedo-
nicus 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.

\



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

in 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.

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 presiunea agentului patogen.

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

La S.C.D.C. Targu Secuiesc in anul 2020 au fost prelevate de catre inspectorii fitosanitari
pentru testare la Laboratorul Central Fitosanitar Bucuresti un numar de 42 probe din 7 soiuri de
cartof cultivate pentru producere de samanta pe o suprafata de 21 ha. 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 infesta-
rilor nedetectate in perioada de vegetatie si de depozitare a cartofului 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 exter-
ne 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.



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 réia neagra reprezinta o noutate
la nivel national si se realizeaza prin determinari biochimice din pulpa de cartof.

v" Cu privire la reactia fata de infectia cu Clavibacter michiganensis ssp.sepedonicus
(putregaiul inelar) au fost prelevate pentru testare la Laboratorul Central Fitosani-
tar 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.

\



Rezultate, stadiul realizarii obiectivului, concluzii si propuneri pentru
continuarea proiectului:

v Pentru stabilirea rezistentei la Ditylenchus destructor a fost monitorizata simpto-
matologia 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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