
Universitatea Babeș-Bolyai 

Facultatea de Biologie și Geologie 

 

 

 

 

               Rezumatul tezei de doctorat 

 

 

 

 

 

 

 

Conducător de doctorat   Doctoranda 

Prof. Dr. Rákosy-Tican Elena Dénes Tünde-Éva 

 

 

 

 

 

Cluj-Napoca 

2015 

Stabilitatea genetică a hibrizilor somatici Solanum tuberosum cv. 

Delikat + Solanum bulbocastanum și răspunsul lor la diferiți 

factori de stress 



 

1 

 

Cuprins 

Cuvinte cheie .......................................................................................................................................... 2 

I. PARTEA TEORETICĂ .................................................................................................................... 2 

I.1. Imortanța economică și principalii patogeni ai cartofului .......................................................... 2 

I.1.1. Mana târzie a cartofului ............................................................................................................. 3 

I.2. Coevoluția plantei și patogenului .................................................................................................. 4 

I.3. Hibridarea somatică și stabilitatea genetică a hibrizilor obținuți .............................................. 5 

I.4. Stresul hidric ................................................................................................................................... 7 

I.5. Hibrizii somatici între Solanum tuberosum și Solanum bulbocastanum, folosiți în această teză

 ................................................................................................................................................................. 8 

II. OBIECTIVELE TEZEI DE DOCTORAT .................................................................................... 9 

III. MATERIALE ȘI METODE ........................................................................................................ 10 

III.1. Determinarea nivelului de ploidie a hibrizilor somatici ......................................................... 11 

III.2. Caracterizarea citogenetică a compoziției genomului plantelor studiate ............................. 12 

III.3. Vizualizarea reacţiei oxidative .................................................................................................. 13 

III.4. Stres-selecția hibrizilor somatici............................................................................................... 14 

IV. Rezultate și discuții ....................................................................................................................... 15 

IV.1. Determinarea nivelului de ploidie cu metode directe și indirecte .......................................... 15 

IV.2. Caracterizarea citogenetică a compoziției genomurilor hibrizilor somatici ......................... 17 

IV.2.1. Compoziția genomului și constituția cromozomială a hibrizilor somatici............................ 17 

IV.3. Vizualizarea reacţiei oxidative .................................................................................................. 21 

IV.3.1. Detectarea apei oxigenate ..................................................................................................... 21 

IV.3.2. Vizualizarea sintezei superoxizilor ....................................................................................... 23 

IV.4. Stres-selecția hibrizilor somatici toleranați la secetă .............................................................. 24 

IV.4.1. Pre-selecția in vitro a hibrizilor somatici toleranți la stresul hidric ...................................... 24 

IV.4.2. Acumularea biomasei proaspete în condiţii de stres hidric................................................... 25 

IV.4.3. Efectul stresului hidric asupra fotosintezei ........................................................................... 27 

V. CONCLUZII GENERALE ȘI ORIGINALITATEA TEZEI ..................................................... 29 

VI. BIBLIOGRAFIE SELECTATĂ .................................................................................................. 31 

 



 

2 

 

Cuvinte cheie 

Hibrizi somatici, cartof, mana târzie, stabilitatea genetică, GISH, stresul hidric, fotosinteza, 

Solanum bulbocastanum, răspunsul la stres, speciile reactive de oxigen (ROS) 

 

I. Partea teoretică 

I.1. Imortanța economică și principalii patogeni ai cartofului 

 

Cartoful (Solanum tuberosum L.) ocupă locul al treilea la nivel mondial ca și suprafață 

cultivată, după orez și grâu. Datorită schimbărilor climatice și a creșterii consumului, este de 

așteptat ca importanța cartofului să crească în următorul secol (Obiedegwu și colab., 2015). 

Planta este de origine Sud Americană, iar ameliorarea sa a început de mai mult de 7000 

de ani, în Europa a fost introdus în anul 1570. În prezent, este cultivat în peste 100 de tări, din 

regiunile temperate, subtropicale şi tropicale, unde, în ultimii ani a devenit a treia plantă de 

cultură (Bradshaw și colab., 2006). 

În Europa, România cultura cartofului se situează pe locul trei din punctul de vederea al 

teritoriul cultivat,  dar productivitatea este scăzută, situîndu-se numai pe locul şase. Consumul 

anual de cartofi în România arată o tendință de scădere, în anul 2012 a fost 98.3kg /cap de 

locuitor, mai puțin cu 6,4% decât valoarea din anul 2006 (Vlad și Done, 2014). Importanța 

acestei plante, este dovedită și folosirea denumirii de”a doua pâine” a românilor (Baciu și 

colab., 2009). 

Prin procesul de ameliorare, cartoful a trecut printr-o serie de schimbări, stolonii au devenit 

mai scurți, tuberculii mai mari, a scăzut conținutul de glicoalcalozi și s-a schimbat forma și 

culoarea fructului (Chaudhary, 2013). 

 Datorită schimbărilor evolutive în timpul ameliorării, cartoful a devenit mai sensibil la 

stresul biotic și la cel abiotic. Momentan, această cultură este protejată de boli și dăunători cu 

ajutorul pesticidelor. În fiecare an, miliarde de dolari sunt cheltuite pentru a combate atacul 

patogenilor și cel al insectelor erbivore. De exemplu, boala mana târzie cauzează pierderi de 3 

miliarde de dolari anual, costuri ce acoperă controlul patogenului dar si pierderile de producţie 

(Fry, 2008). 
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 Cei mai devastatori patogeni, care produc cele mai mari pagube au carateristici comune, 

care asigură succesul lor, chiar dacă aparţin unor taxoni diferiţi 

 Boala cunoscută sub denumirea de mană târzie este produsă de oomiceta Phytophthora 

infestans (Mont.) de Bary (1876), care este responsabilă pentru cele mai multe pierderi cauzate 

de fitopatogeni. Caracterizarea patosistemelor este esențială pentru a înțelege coevoluția dintre 

gazdă şi patogen, dar și pentru a dezvolta un control mai eficient, împotriva bolii respective. 

Folosirea insecticidelor, bactericidelor și a fungicidelor a devenit ineficientă în ultima 

perioadă și de aceea, folosirea unor metode biotehnologice noi, împreună cu ameliorare țintită 

a cartofului, ar putea reprezenta cea mai bună opțiune pentru a minimaliza pierderile.  

 

I.1.1. Mana târzie a cartofului 

Phytophthora infestans este un patogen hemibiotrof, care în stadiul timpuriu al infecției are 

nevoie de țesut viu, această perioadă poate să dureze mai multe zile (Termorshuizen, 2007).  

Mana târzie a lăsat un semn în istoria omenirii, datoriă importanței mari a cartofului în 

nutriția omului. Cel mai cunoscut caz, este Marea Foamete din secolul al 19-lea din Irlanda, 

care a produs pierderea substanțială a randamentului productiv și a provocat moartea și 

emigrarea a peste două milione de oameni (Goss și colab., 2014).  

Oomiceta are capacitatea de a dezvolta rezistență față de fungicidele moderne, având o mare 

genetică în ceea ce privește virulența, fiind capabilă să atace soiuri de cartof rezistente la mană 

(Jo și colab., 2011).  

Phythophthora infestans are două tipuri de împerechere A1 şi A2 și se poate reproduce atât 

sexuat cât şi asexuat. Reproducerea sexuată creşte varietatea genetică, oosporii produși sunt 

mai rezistenți iar boala produsă devine mai severă (Turkensteen și colab., 2000). Prin 

reproducerea sexuată crește variabilitatea genetică, ceea ce poate determina apariția de noi 

tulpini, noi genotipuri care se adaptează mult mai rapid și produc boli mai severe 

(Vleeshouwers și colab., 2011). 
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I.2. Coevoluția plantei și patogenului 

 

Interacțiunea între plantă și patogen este un proces complex, fiecare membru al interacțiunii 

a dezvoltat “arme de atac” și sisteme complexe de apărare. Patogenii au dezvoltat diverse 

strategii pentru a intra în plantă, de exemplu pot intra prin stomate sau prin răni, ajungând în 

spațiul intercelular. 

Oomiceta invaginează haustori în membrana plasmatică a plantei, prin această metodă 

crează o interfață pentru următoarele etape ale interacțiunii. În mod similar cu alți patogeni, 

prima dată, se confruntă cu imunitatea bazală a plantei, care reprezintă primul nivel al 

sistemului de apărare. Receptorii transmembranari (transmembrane pattern recognition 

receptors (PRRs)) detecteză modelul moleculelor bine conservate ale patogenului (PAMP), 

care pot fi peptide, polizaharide bacteriene chitină, sau beta-glucan în cazul fungilor sau 

oomicetelor. Confruntarea conduce la activarea primului răspuns imun (PTI-PAMP-triggered 

immunity) (Rouxel și Balesdent, 2010). 

Patogenii de succes au capacitatea de a suprima acest răpuns imun (PTI) prin efectori, aceste 

molecule sunt produse ale genelor de avirulență (Avr). Efecorii manipulează structura și 

funcționarea celulei gazdă pentru a facilita infecția și pentru a declanșa un alt răpuns imun 

(Kamoun, 2006).  

La acest nivel al interacțiunii, efectorii activează transcripția genelor, care au rol în sinteza 

speciilor reactive de oxigen (ROS) și îngroşarea pereților celulari (Chisholm și colab., 2006).  

În cazul în care efectorul este recunoscut de către proteinele de rezistență (R) ale plantei se 

va activa un al doilea răspuns imun, activat de efectori (ETI-effector-triggered response), care 

este mult mai rapid și puternic decât PTI (Jiang și Tyler, 2012). 

Interacțiunea între efector și proteinele de rezistență se desfășoară după modelul genă 

pentru genă și determină declanșarea răspunsului hipersensitiv (HR) și moartea programată a 

celulei infectate. Colapsul celulei infectate reprezintă o barieră care previne proliferarea și 

răspândirea patogenului în alte celule (Dénes și colab., 2015). 

Interacțiunile între plantă și patogen sunt clasificate în două tipuri, pe baza rezultatului lor, 

se face dictincția între interacțiunea compatibilă și incompatibilă. În cazul interacțiunii 

compatibile, patogenul inhibă imunitatea bazală și secundară a plantei, infecția devine 

sistemică. În schimb, în cazul interacțiunii incompatibile, recunoașterea patogenului de către 
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produșii genelor de rezistență, declanșează activarea răspunsului ETI, care are ca rezultat 

inhibarea răspândirii patogenului (Gyetvai și colab., 2012).  

 

Rolul speciilor reactive de oxigen (ROS) în răspunsul de apărare a plantei 

Promptitudinea activării sistemului imunitar al plantei în momenul infecției are rol 

major în rezultatul interacțiunii. Reacţia oxidativă, este cel mai rapid răspuns imun al plantei în 

urma infecției și se manifestă prin acumularea rapidă a speciilor reactive de oxigen (ROS) 

(Wojtaszek, 1997; Torres, 2010). Aceste molecule au rol dual fiind citotoxice, interacționează 

direct cu patogenul și îndeplinesc rolul de mesager secundar în activarea căilor de semnalizare. 

(Torres și colab., 2006). 

În timpul reacţiei oxidative, se produc în cea mai mare cantitate moleculele de apă 

oxigenată și superoxid. În funcție de tipul de interacțiune, sinteza apei oxigente prezintă 

diferențe în timpul apariției, în ceea ce privește durata și intensitatea sintezei.  

O acumulare rapidă a apei oxigenate este prezentă la interacțiunea compatibilă spre 

deosebire de interacțiunea incompatibilă, unde, după prima accumulare apare și a doua care 

durează mai mult (Apel și Hirt, 2004). 

Moleculele ROS fiind citotoxice interacționează nu numai cu patogenul ci și cu 

moleculele celulei gazdă rezultând schimbări ireversibile și în final moartea celulei. 

I.3. Hibridarea somatică și stabilitatea genetică a hibrizilor obținuți 

 

Hibridarea somatică reprezintă o alternativă pentru speciile la care prin încrucișare 

naturală nu produc un zigot viabil. Prin această metodă a devenit posibilă obținerea hibrizilor 

intraspecifici în timp scurt și fără folosirea speciilor intermediare. 

Rolul hibridării, în cele mai multe cazuri, este crearea de noi genotipuri rezistente la 

boli și tolerante la stresul abiotic. 

 Avantajul major al acestei metode, reprezintă capacitatea de a putea transfera caractere 

noi determinate de mai multe gene la plantele de interes (Glimelius și colab., 199;; Waara și 

Glimelius, 1995; Grosser și colab., 2000). În loc de a izola și clona gena de interes, prin 

hibridare somatică se poate transfera tot genomul unei plante. 

 Produșii de fuziune obținuți în urma hibridării somatice, trebuie analizați deoarece 

numai 10 % conțin caracteristicile dorite. Caracterele nedorite ale hibrizilor provenite de la 
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specia sălbatică de obicei sunt eliminate prin încrucișarea hibridului cu un soi bine caracterizat. 

Prin încrucișări repetate, în descendenți scade proporția caracterelor nedorite.  

 Analiza produșilor de fuziune începe cu determinarea statutului de hibrid și nivelului 

de ploidie. Există numeroase metode directe sau indirecte, pentru a determina nivelul de ploidie 

al plantelor. Printre aceste metode, numărarea cloroplastelor din celulele stomatice, reprezintă 

metoda cea mai simplă și cea mai des folosită la plante încă din anul 1930 (Kostoff, 1938). In 

cazul hibrizilor somatici aceasta metodă a fost mai rar aplicată, deşi este foarte simplă si puţin 

costisitoare. 

Analiza hibrizilor prin citometria în flux este o altă metodă des folosită, datorită rapidității și 

exactității măsurătorilor (Doležel și colab., 2007). Numărarea directă a cromozomilor din 

celule, reprezintă metoda directă care comparativ cu metodele indirecte durează mai mult timp 

din cauza obținerii preparatelor și a analizei acestora.  

În timpul regenerării, hibrizii somatici pot să piardă cromozomi, această asimetrizare este 

spontană și imprevizibilă și probabil este rezultatul fenomenului de incompatibilitate somatică. 

Mecanismele care sunt implicate în acest fenomen, sunt puțin studiate, unele studii susţin 

că relația filogenetică între speciile parentale este cauza cea mai importantă (Glimelius și colab., 

1991, Rákosy-Tican, 2005).  

Incompatibilitatea somatică este un fenomen intercelular rezultat în urma coexistenței, 

forțate a nucleelor și citoplasmelor de origine diferită, care în mod natural niciodată nu 

formează o celulă (Rákosy-Tican, 2005).  

Știind faptul că acest fenomen poate să apară, este importantă repetarea analizei ploidiei 

plantelor după un timp mai îndelungat după hibridare. Este de asemenea importantă alegerea 

metodei celei mai potrivite, atât sub aspectul costurilor implicate cât si a preciziei rezultatelor 

obţinute. 

Prin metodele moderne de citogenetică, avem posibilitatea de a aniliza morfologia 

cromozomilor, de a cariotipa genomul unei specii și de a dezvălui originea cromozomilor străini 

(Gavrilenko, 2007, Benavente și colab., 2008). Înainte de a începe analizele citogenetice este 

recomandată studierea tipului genomurilor și relația filogenetică a speciilor studiate. 

Speciile din genul Solanum au cromozomi mici și puțini diferențiați, din acest motiv 

identificarea lor prin metode clasice de bandare este extrem de dificilă (Iovene și colab., 2007; 

Pendinen și colab., 2012). Specia sălbatică Solanum bulbocastanum este o specie diploidă, 

(x=12 cromozomi,) având formula AbAb. 
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Metoda de hibridizare multicoloră in situ a genomurilor (multicolor genomic in situ 

hybridization, mcGISH) marchează cu culori diferite cromozomii parentali, astfel devine 

posibilă numărarea cromozomilor parentali. Proba folosită la hibridizare constă din ADN-ul 

genomic total de la o specie parentală (Devi și colab., 2005; Brammer și colab., 2013).  

Luând în considerare caracteristicile avantajoase ale hibrizilor somatici, aceste plante 

reprezintă un material valoros pentru biologia fundamentală și pentru programele de 

ameliorare. Caracterizarea lor moleculară, biochimică și fenotipică este estențială înainte de 

introducerea lor în programele de ameliorare.  

I.4. Stresul hidric 

 

 Seceta este cel mai dăunător stress abiotic, care limitează creșterea și dezvoltarea 

plantei. Absența apei în plantă, apare când rata transpirației depășește rata apei prelevate. Pentru 

a preveni această situație plantele au dezvoltat mai multe mecanisme (Fleisher și colab., 2015). 

Cartoful este o plantă sensibilă la stresul hidric, care are impact major în scăderea producției 

(Fleisher și colab., 2015). Sensibilitatea cartofului la absența apei se datorează sistemului 

rădicular pentru că 85% din rădăcini sunt concentrate în stratul superficial al solului (0.3 m) 

(Costa și colab., 2007; Sprenger și colab., 2015). 

Identificarea genotipurilor tolerante la secetă necesită timp, spațiu și echipamente adecvate 

și se termină prin testarea plantelor în câmp. În acest ultim stadiu al cercetării un dezavantaj 

major îl reprezintă efectul factorilor incontrolabili. Din aceste motive, multe cercetări pentru 

identificarea genotipurilor tolerante la secetă încep cu preselecția în condiții in vitro, folosind 

agenți chimici pentru a reduce potențialul hidric în mediul de cultură. Cea mai folosită substanță 

este polietilen glicolul (PEG), care are o serie de caracteristici avantajoase, de exemplu PEG 

cu masa moleculară mai mare de 6000, nu intră în celulă (Gopal și Iwama, 2007). După 

preselecția plantelor în condiții in vitro, urmează selecția în seră.  

 Prin utilizarea platformelor de fenotipare modernă a devenit posibilă înregistrarea 

caracterelor morfologice ale plantelor. Această metodă este folosită cu success în selectarea 

plantelor tolerante la secetă (Granier și Vile, 2014).  

 Platformele de fenotipare sunt dotate cu echipamente care permit măsurători multiple 

în timp scurt, astfel devenind posibilă urmărirea schimbărilor caracterelor morfologice în 

prezența unui stres biotic sau abiotic [1]. Folosirea sistemelor automate semi-automate permit 
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analiza unei număr mai mare de plante, metodele folosite nu sunt laborioase și nu afecteză 

dezvoltarea plantei. 

 Analiza imaginilor prelevate se desfășoară cu ajutorul unui program prin urmare se 

obțin mult mai repede rezultate decât în cazul prelucrarării manuale a datelor. În cele mai multe 

cercetări efectuate în platforme de fenotipare, se urmărește acumularea biomasei plantelor, prin 

numărarea pixelilor verzi pe imaginile preluate cu camera RGB (Fehér-Juhász și colab., 2014). 

 Seceta, stresul salin și temperatura înaltă sunt factori majori care limitează procesul de 

fotosinteză al plantelor. Limitarea poate să fie stomatală sau prin căi non-stomatale (Ashraf și 

Harris, 2013). În procesul de fotosinteză, captarea luminii este reacția cea mai sensibilă la 

factorii de stres. Prin măsurarea fluorescenței clorofilelor a devenit posibilă obținerea 

informațiilor referitoare la funcționarea acestui proces (Maxwell și Johnson, 2000). Măsurarea 

fluorescenței este o metodă non-invazivă și reproductibilă, care se poate realiza cu ajutorul 

fluorimetrelor portabile devenind astfel posibilă efectuarea măsurătorilor chiar şi în câmp. 

 Metodele enumerate ajută la obținerea caracterizării complexe a plantelor. Informațiile 

obținute sunt utile pentru cercetările asupra fiziologiei stresului la plante și în programele de 

ameliorare (Fehér-Juhász și colab., 2014). 

 

I.5. Hibrizii somatici între Solanum tuberosum și Solanum bulbocastanum, 

folosiți în această teză 

 

Ameliorarea tradițională a plantelor durează mult timp, izolarea și clonarea genelor de 

rezistență în plantele cultivate poate să reprezinte o soluție, dar în Europa nu este acceptată 

cultivarea plantelor modificate genetic pentru consum uman [2].  

Pentru a accelera procesul de ameliorare Rákosy-Tican și colab., (2015) au efectuat 

hibridarea somatică a cartofului cultivat cu specia sălbatică Solanum bulbocastanum (GLKS-

31741, blb41), care nu se pot încrucișa pe cale naturală. Linia provenită de la specia sălbatică 

are două gene de rezistență, Rpi-blb1 și Rpi-blb3, care conferă rezistență cu spectru larg la boala 

mana târzie. Cartoful cultivata fost reprezentat de soiul Delikat, care este sensibil, dar este un 

soi german cunoscut pentru producție înaltă și de calitate.  
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Scopul principal al hibridării l-a reprezentat transferarea genelor de rezistență la mana 

târzie de la specia sălbatică la cartof în cel mai scurt timp. Hibrizi obținuți cu această tehnică 

nu sunt considerați organisme modificate genetic (OMG). O parte a acestor hibrizi  somatici și 

descendenții lor, obţinuţi de Ramona Thieme (Julius Kuhn Institute, Germania) si Elena 

Rakosy-Tican sunt plantele folosite în experimentele noastre.  

Hibridarea somatică s-a efectuat prin electrofuziunea protoplastelor, în urma căreia au 

fost regeneraţi 235 de hibrizi. Majoritatea hibrizilor au fost analizați cu markeri moleculari 

(SSR) și prin citometrie în flux, pentru a investiga natura hibrizilor și nivelul de ploidie. După 

prima selecție au fost păstrate doar plantele hexaploide pentru cultivarea și testarea lor în 

experimentele următoare (Rákosy-Tican și colab., 2015).  

Experimentele cu acești hibrizi somatici, au fost continuate pentu a verifica prezența și 

funcționalitatea genelor de rezistență și pentru a investiga producția și calitatea tuberculilor 

(Rákosy-Tican și colab., manuscris). Testele de rezistență au fost efectuate în seră și în câmp. 

Prezența genelor de rezistență a fost verificată cu amorse specifice. În unele cazuri amorsele 

folosite nu indică prezența genelor de rezistență, dar totuși planta a fost rezistentă la testele 

efectuate cu P. infestans, în total au fost identificate șapte plante din această categorie. Aceste 

rezultate neașteptate sugereză că plantele ar conține alte gene de rezistență sau QTL, cărora li 

se datorează rezistența. 

Producția hibrizilor somatici este asemănătoare cu producția soiului Delikat, dar încă 

forma tuberculilor trebuie înbunătățită în experimentele viitoare, cu scopul de a obține un soi 

corespunzător cerințelor actuale de piață. 

 

II. Obiectivele tezei de doctorat 

 

Caracterizarea preliminară a hibrizilor somatici prezentată în capitolul I.5 a demonstrat 

că aceste plante conțin caractere valoroase. Pentru a completa informatiile referitoare la aceşti 

hibrizi, s-au ales o parte dintre aceştia, pentru a fi analizaţi în continuare. Alegerea hibrizilor şi 

descendenţilor acestora a urmărit lămurirea unor aspecte care fac obiectul cercetărilor originale 

expuse în teza de faţă. Astfel, s-au urmarit urmatoarele obiective: 

 Investigarea stabilității genetice a hibrizilor somatici; 



 

10 

 

 Urmărirea prezenței cromozomilor proveniți de la Solanum bulbocastanum în 

descendenți pentru a investiga eficiența transferului de caractere folosind 

metode de citogenetică moleculară; 

 Analiza modelului reacţieii oxidative în hibrizi care sunt diferiți din punct de 

vedere genetic, pentru a înţelege interacţiunea dintre efectori şi gene de 

rezistenţă corespunzătoare; 

 Analiza rolului speciilor reactive de oxigen implicate în reacţia oxidativă; 

 Preselecția și caracterizarea hibrizilor somatici toleranți la stresul hidric; 

Rezultatele obținute în urma acestor cercetări complementează rezultatele anterioare și 

asigură noi informații pentru a selecta hibrizi cei mai buni pentru programele de pre-ameliorare. 

 

III. Materiale și metode 

 

Subiectul cercetării reprezintă caracterizarea hibrizilor somatici obținuți prin 

electrofuziunea cartofului cultivat cu Solanum bulbocastanum (Rákosy-Tican și colab., 2015) 

și a descendenților acestora. Descendenții au fost obținuți în urma încrucișării hibrizilor (SH) 

cu un alt soi de cartof (plante din generația primei retroîncrucișări BC1 și generația a celei de 

a doua retroîncrucișări BC2) (Tabel 1). 

Table 1. Hibrizii somatici și descendenții folosiți în acest studiu  

Nume  Nume  

Solanum bulbocastanum 

linia 

parentală 2295/1 SH 

Solanum tuberosum cv. 

Delikat 

linia 

parentală 2295/1/7 BC1 

2299/2 SH 2295/1/4/11 BC2 

2284/5 SH 2295/1/4/59 BC2 

2284/4 SH 2282/4 SH 

2283/9 SH 2282/4/4 BC1 

2283/9/3 BC1 2282/4/68 BC1 

2283/9/27 BC1 2282/4/68/22 BC2 

2283/9/63 BC1 2294/5 SH 

2282/9/64 BC1 2294/5/5 BC1 
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III.1. Determinarea nivelului de ploidie a hibrizilor somatici 

Pentru determinarea gradului de ploidie am ales să comparăm mai multe metode, atât 

directe cât şi indirecte, pentru a stabili măsura în care una sau alta dintre ele se pretează mai 

bine scopului urmărit, analiza ploidiei unor hibrizi somatici. Am dorit, astfel, să oferim metode 

alternative, în funcţie de costurile implicate, simplitatea metodei sau posibilităţile din diverse 

laboratoare. 

III.1.1. Determinarea nivelului de ploidie prin citometrie în flux 

În acest experiment s-au folosit primele frunze ale plantelor de 8 săptămâni, crescute în 

condiți in vitro. Pentru izolarea nucleelor s-au folosit 800 μL din soluția tampon LB. Pentru 

colorarea ADN-ului s-a folosit 1μg/mg iodura de propidiu (PI). Măsurătorile au fost efectuate 

cu ajutrul aparatului Becton Dickinson FacScan citometru în flux, datele obținute au fost 

analizate cu programul Cell Quest în laboratorul de la Institutul Acamiei Maghiare din 

Martonvásár, Ungaria. 

III.1.2. Determinarea nivelului de ploidie prin numărarea cloroplastelor în celulele 

stomatice. 

Primele trei frunze bine dezvoltate pornind de vârful plantelor, au fost folosite pentru 

determinarea numărului cloroplastelor în celulele stomatice din epiderma abaxială, folosind 3 

plante diferite şi (trei perechi de celule stomatice/frunză). Numărarea a fost făcută cu ajutorul 

unui microscop cu fluorescență UV (Olympus BX 60). 

 

III.1.3. Determinarea nivelului de ploidie prin numărarea cromozomilor 

Vârfurile de rădăcini aproximativ 1-2 cm, de la plantele crescute in vitro au fost fixate în 

etanol/acid acetic (3:1) și păstrate în etanol 70% la temperatura 4º C. Înainte de strivirea lor, au 

fost tratate cu soluție de pectinază (20%). Cromozomi au fost colorați cu 4’6 diamidino-2-fenil-

indol (DAPI) și plasate în soluția de fixare Vectashield (Vector Laboratories). În total au fost 

numărați cromozmii din cel puțini 5 celule aflate în mitoză. Observațiile au fost făcute cu 

ajutorul microscpului de fluorescență UV (Olympus BX 60). 
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III.2. Caracterizarea citogenetică a compoziției genomului plantelor 

studiate 

 

Prin metoda de hibridizare in situ a genomurilor a devenit posibilă studierea consituției 

genomurilor și detectarea secvențelor recombinate. Pentru a obține rezultate bune este nevoie 

de un preparat cromozomial de calitate și ADN genomic pur, de la speciile parentale. ADN-ul 

speciilor parentale a fost folosit ca și probă în această reacție. 

Principalele etape ale metodelor: 

1. Extracția ADN-ului genomic 

Pentru exctracția AND-ului genomic a fost folosită metoda CTAB. 

1. Colorarea ADN-ului genomic  

Colorarea ADN-ului genomic, a fost făcută după protocolul kitului folosit, (Nick Translation 

Mix (Roche)). Această metodă necesită activitatea simultană a două enzime DNase I și DNA 

Pol I. Pentru a obține rezultate bune lungimea ADN-ului marcat a fost verificată în gel de 

agaroză 1 % (w/v). ADN-ul marcat s-a purificat prin precipitare în etanol. 

2. Obținerea preparatelor cromozomiale 

Fragmentele inernodale ale plantelor crescute in vitro au fost puse pe mediu MS, care 

conține 0.05 mg/l acid naftalen-acetic (ANA). După două săptămăni, rădăcinile au fost 

recoltate și tratate cu 8-hidroxiquinolină, pentru a crește procentul celulelor în mitoză. 

Rădăcinele au fost fixate cu soluția etanol:acid acetic (3:1) și păstrate la congelator -20ºC până 

la prelucrarea lor. Înainte de obținerea preparatelor, rădăcinele au fost digerate cu pectoliaza, 

citohelicaza și celulaza dizolvate în soluția tampon citrat. 

4. Hibridizarea in situ a genomurilor 

Pentru hibridizarea multicoloră in situ a genomurilor (mcGISH) au fost folosite următoarele 

metode: 

Protocol 1  după metoda lui Kruppa și colab., (2013) optimizat pentru cartof. 

Protocol 2 după metoda lui Jang and Weiss-Schneeweiss (2015) optimizat pentru cartof. 
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5. Imaginistica – analiza imaginilor miscroscopice  

Preparatele au fost analizate cu microscopul epifluorescent Axio Imager M2 (Carl Zeiss, 

Vienna, Austria), imaginile au fost prelevate cu camera CCD și procesate cu programul 

AxioVision ver. 4.8 (Carl Zeiss, Vienna, Austria). 

 

III.3. Vizualizarea reacţiei oxidative 

 

Aclimatizarea plantelor și agroinfiltrarea 

 Plantele au fost crescute în borcane, folosind mediul RMB5, timp de 10 zile, după care 

au fost trasnferate în ghivece de plastic (10x10x12 cm) și crescute în camera de creștere (Binder 

KBWF 720 E5.2), folosind următoarele condiții de creștere 16h/8h lumină/întuneric și 

umiditatea 70 %. Pentru a verifica funcționalitatea genelor de rezistență, hibrizi somatici au 

fost clasificați în diferite grupe pe baza prezenței genelor de rezistență și a rezultatelor obținute 

în urma testelor de rezistență (Rákosy și colab., manuscris). 

Etapele metodei: 

1. Pregătirea culturilor bacteriene pentru agroinfiltrare 

2. Agroinfiltrarea 

În acest experiment au fost folosite plante de șapte săptămâni. În agroinfiltrarea s-a folosit 

Agrobacterium tumefaciens tulpina AGL1+ pVirg transformată cu plasmidul pK7WG2 

care conține genele de avirulență (Avr) de la Phytophthora infestans clona izolată T30-4, 

PTIG_22870 care conține gena Avr2 și clona PITG_21388, care conține gena Avrblb1. 

3. Vizualizarea reacțeii oxidative 

Sinteza apei oxigenate a fost detectată cu colorantul 3,3-diaminobenzidine (DAB), iar prezența 

superoxidului cu colorantul Nitroblue tetrazolium (NBT) folosind metoda după Asselbergh și 

colab., (2007). 

4. Analiza imaginilor 

Imaginile obținute au fost prelucrate cu ajutorul programului Adobe Photoshop, iar rezultatele 

au fost analizate statistic cu programul R work program. 
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III.4. Stres-selecția hibrizilor somatici 

 

III.4.1. Pre-selecția hibrizilor somatici toleranți la stresul hidric 

In cazul hibrizilor somatici, datorita transferului genomurilor de la doua specii diferite este 

posibilă si combinarea caracterelor de rezistenta la stres. Hibrizi somatici testați pentru 

rezistența la mana târzie, au fost introduși în experimentul de preselecție a genotipurilor 

tolerante la secetă. Stres-selecția in vitro a fost executată în două etape, suplimentănd mediul 

de creștere cu 5 % PEG respectiv 15 % PEG în a doua etapă. Durata experimentului a fost de 

3 săptămâni în ambele etape. 

La finalul fiecărui experiment au fost înregistrate caracteristicilor morfologice (numărul și 

lungimea tulpinelor și a rădăcinilor) și concentrația prolinei sintetizată de către plante. 

 

III.4.2. Acumularea de biomasă în condiţii de stres hidric 

 Măsurătorile și analiza plantelor au fost făcute în cadrul platformei de fenotipare HAS-

RSDS, din Szeged, Ungaria. Timp de șase săptămâni (Aprilie și Mai), a fost monitorizată 

creșterea plantelor în seră. În primul rând a fost determinat conținutul de apă al solului, pentru 

a determina programul de irigare și grupele, grupa de martor (conținutul de apă al solului 60%) 

și grupa cu stresul hidric (conținutul apă al solului 20 %). Biomasa plantelor a fost determinată 

prin numărarea pixelilor verzi. Datele obținute au fost prelucrate cu ajutorul programului 

Matlab folosind accesoriul Image Processing Toolbox (The MathWorks Inc., Natick, MA, 

USA). 

III.4.3. Efectul stresului hidric asupra fotosintezei 

Fluorescența clorofilelor pe fața superioară a frunzei a fost măsurată cu fluorimetru cu 

modulație pulsatorie în amplitudine și analizor al eficienței plantelor (PEA). Am măsurat 

fluorescența clorofilelor la începutul și la sfărșitul perioadei stresului hidric. 
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IV. Rezultate și discuții 

IV.1. Determinarea nivelului de ploidie cu metode directe și indirecte 

Metodele directe și indirecte au fost folosite cu succes în determinarea nivelului de ploidie 

al hibrizilor somatici.  

IV.1.1. Nivelul de ploidie determinat prin citometrie în flux 

Rezulatatele obținute în urma determinării, au fost comparate cu rezultale obținute după 

hibridare somatică (Rákosy-Tican și colab., 2015). Liniile parentale, specia diploidă S. 

bulbocastanum și cartoful cultivat tetraploid, au fost folosite pentru standardizare internă. În 

total au fost analizați șase hibrizi, opt plante din generația primei retroîncrucișări (BC1, 

backcross) și trei plante din generația a celei de a doua retroîncrucișări (BC2, backcross). Știind 

că în urma hibridării somatice au fost menținute numai plantele hexaploide, rezulatele obţinute 

arată, că plantele pierd cromozomi în timpul regenerării și cultivării lor în condiții in vitro 

(Rákosy-Tican și colab., 2015).  

IV.1.2. Determinarea nivelului de ploidie prin numărarea cloroplastelor din celulele 

stomatice 

În total au fost numărate cloroplastele din 54 de celule stomatale. Corelația pozitivă între 

numărul cloroplastelor și nivelul de ploidie al plantelor a fost demonstrată și în cazul acestor 

hibrizi somatici. 

IV.1.3. Determinarea nivelului de ploidie prin metoda directă 

Numărul cromozomilor a fost determinat din celulele meristematice, rezultatele obținute 

confirmă rezultatele metodelor indirecte. În total au fost numărați cromozomi de la șapte 

hibrizi, zece genotipuri din generația BC1 și trei genotipuri din generația BC2. 

Pe baza rezultatelor obținute s-a evidențiat că hibrizii somatici pierd cromozomi iar nivelul de 

ploidie scade la nivelul de pentaploid și tetraploid. 

 

Analiza numărului cromozomilor în hibrizii somatici, a evidențiat prezența hirizilor 

euploizi, având un număr de cromozomi așteptați 2n=72 (genotipurile: 2299/2, 2284/5, 2283/9, 

2294/5), și aneuploizi  2n<72 (genotipurile: 2284/4, 2295/1, 2282/4).  
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 De asemenea, au fost obținute rezultate similare și în cazul descendenților BC1, din 

zece plante analizate, numai două genotipuri au avut numărul de cromozomi așteptați 2n=60 

(2283/9/63; 2295/1/3), restul genotipurilor au avut mai puțini cromozomi 2n<60. 

 Rezultatele neașteptate sunt prezente în generația BC2, dintre cele trei genotipuri 

analizate, unul are mai mulți cromzomi decât numărul așteptat (2n=60). Prezența mai multor 

cromozomi decât numărul așteptat, sugereză prezența problemelor la separarea cromozomilor 

în meioză. 

 Prin aceste analize, a fost evidențiat faptul că hibrizii somatici pierd cromozomi și astfel 

nu sunt stabili din punct de vedere genetic. Eliminarea cromozomilor este un fenomen raportat 

în cazul mai multor hibrizi somatici (Harms, 1983; Menke și colab., 1996; Pijnacker și colab., 

1989; Gavrilenko și colab., 2002; 2003). Cauza eliminărilor poate să fie reprezentată de 

incompatibilitatea somatică. Acest fenomen are mecanisme asemănătoare cu incompatibilitatea 

sexuală.  

 

IV.1.4. Corelația între metodele directe și indirecte în determinarea nivelului de ploidie 

Rezultatele numărării cromozomilor au fost folosite pentru a stabili, din punct de vedere 

statistic, care dintre metodele indirecte prezice mai corect numărul real al cromozomilor. 

În primul rând a fost confirmată prezența corelației pozitive între numărul real al 

cromozomilor și numărul calculat pe baza rezultatelor obținute prin metode indirecte 

(p<0.05).  

În partea a doua a analizelor statistice s-a calculat numărul cromozomilor pe baza 

metodelor indirecte, utilizând o ecuație lineară. Rezultatele indică faptul că ambele metode 

indirecte, citometrie în flux (R2= 0.78, p<0.05) și numărul cloroplastelor per celulă 

stomatică (R2=0.85, p<0.05) poate să prezică numărul cromozomilor cu mare precizie 

(Figura 1).  
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Figura 1. Corelația între numărul real al cromozomilor și numărul determinat după numărarea 

cloroplastelor (puncte verzi) și numărul determinat după rezultatele citometriei în flux (puncte gri)  

IV.2. Caracterizarea citogenetică a compoziției genomurilor hibrizilor 

somatici 

 

IV.2.1. Compoziția genomului și constituția cromozomială a hibrizilor somatici 

La analiza nivelului de ploidie a hibrizilor și descendenților a fost identificată prezența 

fenomenului de incompatibilitate somatică între speciile parentale, ceea ce cauzează pierderea 

cromozomilor (Orczyk și colab., 2003). 

Pentru a investiga compoziția genomului și constituția cromozomială a hibrizilor 

somatici am folosit tehnica de hibridizare multicoloră in situ a genomurilor (mcGISH). Din 

rezultatele preliminare știm că doar hibrizii hexaploizi au fost selectați pentru menținere și 

cultivare in vitro (Rákosy-Tican și colab., 2015). 

Rezulatele obținute au confirmat rezultatele examinării nivelului de ploidie, plantele au 

pierdut cromozomi pe timpul cultivarii in vitro. În total au fost analizați cinci hibrizi somatici, 

cinci plante din generația BC1 și două genotipuri din generația BC2. Prin această metodă a 

devenit posibilă urmărirea pierderilor cromozomilor din seria ce conține hibrid-BC1-BC2. 

Prima serie studiată demonstrează, că hibridul hexaploid (2295/1) a devenit aneuploid 

pe perioada de mențienere in vitro. După regenerare a avut 72 de cromzomi, iar acum are 66 

de cromozomi, dintre care 46 provin de la cartoful cultivat (tbr), iar 20 de la S. bulbocastanum 

(blb) (Figure 2A). În generația BC1, este de așteptat să avem 60 de cromozomi, dar în acest 
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genotip avem numai 58 de cromozomi, 48 de la cartoful cultivat și numai 10 de la specia 

sălbatică (Figura 2 B).  

Genotipurile din generația BC2 demonstrează foarte bine faptul că dacă două genotipuri 

au același număr de cromozomi, nu înseamnă că sunt uniforme din punct de vedere genetic.  

Fiecare genotip studiat are în total 50 de cromozomi, dar diferă proporția de la specile parentale 

(Figura 2 C și D ) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Vizualizarea prin tehnica mcGISH a cromozomilor aflați în metafaza mitozei în seria hibrid-

BC1-BC2 

A-2295/1 are în total 66 de cromozomi: 46 tbr (verde) și 20 blb (roșu); B-2295/1/7 are în total 

58 de cromozomi: 48 tbr (verde) și 10 blb (roșu) C-2295/1/4/11 are în total 50 de cromozomi: 

48 tbr (verde) și 2 blb (roșu) D-2295/1/4/59 are în total 50 de cromozomi: 42 tbr (verde) și 8 

blb (roșu) 
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Trei genotipuri din generația BC1 (2283/9/3; 2283/9/27; 2283/9/63) obținute în urma 

încrucișării cartofului cultivat cu hibridul hexaploid (2283/9) au număr diferit de cromzomi, ce 

demonstrează că eliminarea cromozomilor este un proces aleator. Dintre aceste genotipuri, 

numai un genotip are numărul de cromozomi (60 de cromozomi) conform așteptărilor (Figura 

3). 

 

Figura 3. Vizualizarea cromozomilor aflați în metafaza mitozei într-o serie hibrid-BC1-BC2 prin 

tehnica mcGISH 

A-2283/9 genotip hexaploid cu 48 tbr (verde) și 24 blb (roșu); B-2283/9/3 având 52 de 

cromozomi, 40 tbr (verde) și 12 blb (roșu) C-2283/9/27 având 52 de cromozomi, 44 tbr (roșu) 

și 8 blb (verde) D-2283/9/63 având 60 de cromozomi,44 tbr (roșu) și 16 blb (verde);  
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Prin analiza compoziției cromozomilor a fost evidențiat faptul că, dacă genotipurile au 

numărul așteptat de cromozomi, proporția speciilor parentale poate să prezinte numere 

neașteptate. Un exemplu foarte bun este reprezentat de genotipul 2283/9/63, care a avut 16 

cromozomi de la S. bulbocastanum, mai mult decât numărul așteptat (Figure 3D).  

Pe baza rezultatelor obținute s-a ajuns la concluzia că nivelul de ploidie al hibrizilor se 

stabilește la nivel tetraploid. 

 Prin analiza compoziției genomului la genotipul  BC1-2294/5/5 a fost demonstrată 

prezența secvenței recombinate (Figura 4). Acest hibrid este obținut din încrucișarea cartofului 

cultivat cu hibridul hexaploid 2294/5. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Vizualizarea cromozomilor aflați în metafaza mitozei la genotipul 2294/5/5 prin tehnica 

mcGISH. Săgeata indică locul secvenței recombinate. 

-Acest genotip are în total 58 de cromozomi, din care 46 provin de la cartoful cultivat (verde) și 12 de 

la S. bulbocastanum 

 

Cromozomii fiind așa de mici este greu de identificat recombinarea secvențelor mai 

scurte, astfel este posibil de evidențiat numai recombinarea secvențelor mai lungi (Figura 4) 

(Gavrilenko și colab., 2002).  

 Eliminarea preferențială a cromozomilor de la specia sălbatică a fost raportată în mai 

multe cazuri, unde partenerii de fuziune ai cartofului au fost S. pinnatisectum (Menke și colab., 

1996), S. phureja (Pijnacker și colab., 1989) S. brevidens (Gavrilenko și colab., 2002) sau S. 

etuberosum (Gavrilenko și colab., 2003).  
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Din datele din literatură se știe că S. bulbocastanum nu se poate încrucișa în mod natural 

cu cartoful cultivat din cauza diferențelor apărute la nivelul ploidiei echilibrate a endospermului 

(EBN, Endosperm Balance Number) (Rákosy-Tican și colab., 2005). Cartoful cultivat are 

2EBN iar specia sălbatică 1EBN chiar în cazul ploidiei egale această diferență provoacă 

probleme în dezvoltarea zigotului (Masuelli și Camadro, 1997).  

În toate genotipurile studiate două perechi de cromozomi prezintă un semnal foarte 

puternic, care este localizat în regiunea centromerului. Stupar și colab., (2002) au identificat o 

secvență repetitivă 2D8 ca și sursă a semnalului.  

Evenimentul de recombinare este esențial atunci când scopul proiectului este de a 

transfera caracterele dorite de la specia sălbatică în cartoful cultivat. Pe baza rezultatelor 

obținute am demonstrat că hibrizi între cartoful cultivat și S. bulbocastanum au în genomul lor 

cromozomi proveniți de la specia sălbatică prin urmare sunt candidați buni pentru programe de 

ameliorare. 

IV.3. Vizualizarea reacţiei oxidative 

 Metodele histochimice permit detectarea, localizarea moleculelor ROS și monitorizarea 

sintezei și a evoluției după interacțiunea efectorului cu gena de rezistență (Kužniak și colab., 

2014).  

IV.3.1. Detectarea apei oxigenate 

Prin folosirea colorării specifice am reușit să identificăm locul de sinteză al apei 

oxigenate. Martorul negativ, reprezentat de infiltrarea cu apă, nu a prezentat nici un semn 

specific. În acest experiment speciile parentale au fost folosite ca și martor al interacțiunii 

compatibile respectiv incompatibile, pentru că S. tuberosum cv. Delikat este sensibil iar S. 

bulbocastanum rezistent la mana târzie.  

Modelul sintezei apei oxigenate la hibrizii somatici a fost comparat cu modelul obținut 

la speciile parentale, fiecare comparație a fost verificată statistic cu ajutorul unui model linear 

(LM), care a folosit grupurile de plante, timpul trecut după infecție și mărimea ariei de sinteză. 

Testele statistice au demonstrat prezența diferenței semnificative între modelul de 

sinteză al apei oxigenate prezent în cazul interacțiunii compatibile și al celei incompatibile. 

Aria de sinteză a apei oxigenate prezintă mari modificări la ore diferite după sinteză în cazul 

interacțiunii incompatibile. În această interacțiune prima reacţie oxidativă apare în primele trei 
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ore ale infecției, iar a doua după 24 de ore. În cazul interacțiunii compatibile maximul reacţiei 

oxidative apare după numai 8 ore de la infiltrare.  

Rezultatele obținute corespund cu datele din literatură (Apel și Hirt, 2004, Kobayashi 

și colab., 2007; Wi și colab., 2012, Han și colab., 2013) unde s-a demonstrat că în cazul 

interacțiunilor incompatibile după primul maxim de sinteză, apare al doilea, mai lung. Pentru a 

doua reacţie oxidativă se folosește și denumirea de “răspuns de recunoaștere”, pentru că apare 

numai în cazul în care efectorul este recunoscut de către gena de rezistență. 

Analiza apariției reacţiei oxidative la hibrizii somatici a început cu hibridul somatic 

(2282/4/77), care conține genele de rezistență Rpi-blb1 și Rpi-blb3, dar testele de rezistență au 

demonstrat că acest genotip este sensibil la mana târzie (Figura 5). În urma agroinfiltrării apar 

două maxime în sinteza apei oxigenate, dar comparativ cu S. bulbocastnum, ambele apar mai 

târziu. Cantitatea apei oxigenate nu este mai mică decât în cazul speciei sălbatice, (t-test, 

p>0.05). Această interacțiune demonstrează importanța apariției reacţiei oxidative la începutul 

interacțiunii. Iar întârzierea primei reacţii este o caracteristică a plantelor sensibile (Wi și colab., 

2012).  

 

Figura 5. Sinteza apei oxigenate la hibridul sensibil la mana târzie în comparație cu modelul de 

sinteză la S. bulbocatanum (linia verde) și la S. tuberosum (albastru) 

 

În a doua secțiune a experimentului am investigat răspunsul hibrizilor somatici, care 

conțin gena Rpi-blb1, genotipul rezistent (2283/9/3) și genotipul sensibil (2283/9/27) la mana 

târzie. Modelul de sinteză al apei oxigenate la planta sensibilă corespunde cu modelul obținut 
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în cazul interacțiunii compatibile (LM, p>0.05). Primul maxim al sintezei apare după 8 ore, 

după care nivelul sintezei scade până la 24 de ore după infiltrare. 

Ultima etapă a experimentului reprezintă analiza hibrizilor somatici, care conțin gena 

Rpi-blb3, genotipul rezistent și genotipul sensibil (2283/9/63) la mana târzie (2283/9/64). În 

plantele sensibile aria de sinteză a apei oxigenate este semnificativ mai mare decât în cazul 

genotipurilor studiate anterior (Delikat, 2282/4/77 și 2283/9/27). Inițial se sintetizează o 

cantitate foarte mare, după care sinteza apei oxigenate rămâne la un nivel mai scăzut. În 

genotipul rezistent nivelul de sinteză crește în timp de 8 ore după infecție iar a doua reacţie 

oxidativă apare numai după 48 de ore. 

Rezultate similare au găsit Polkowska-Kowalczyk și colab., (2004), prin studierea 

interacțiunii între Solanum villosum și Phytophthora infestans. 

 

IV.3.2. Vizualizarea sintezei superoxizilor 

 Superoxidul este al doilea compus important în răspunsul hipersensibil al plantelor. Cu 

ajutorul reacției de culoare am reușit să evidențiem modelul sintezei superoxidului în 

interacțiunile compatibile și incompatibile. În plantele rezistente la mana târzie sinteza 

superoxidului apare în primele opt ore după infecție, iar în cazul plantelor sensibile este prezent 

la orice oră de verificare după infiltrare (Figura 6) 

 Sensibil Rezistent 

 0 hpi 48 hpi 0 hpi 48 hpi 

1 
    

Figura 6. Sinteza superoxidului în plantele sensibile și plantele rezistente la mana târzie 

 

 

 



 

24 

 

IV.4. Stres-selecția hibrizilor somatici toleranați la secetă 

 

Stres-selecția hibrizilor toleranți la stresul hidric reprezintă o parte importantă a 

programele de ameliorare. Combinarea caracterelor avantajoase într-un singur genotip este 

importantă, pentru ameliorarea cartofului. Experimentul nostru are două etape majore: stres-

seleția in vitro și în seră. 

 

IV.4.1. Pre-selecția in vitro a hibrizilor somatici toleranți la stresul hidric 

Stresul hidric a fost indus prin folosirea compusului PEG în mediul de cultură, în 

concentrații diferite. În prima etapă s-a folosit în concentrație de 5 % iar în cea de-a doua etapă 

15%. Pe baza caracterelor morfologice (lungimea tulpinilor și rădăcinilor), genotipurile au fost 

clasificate în diferite grupe. În general, pe baza rezultatelor am evidențiat, efectul negativ al 

stresului hidric asupra dezvoltării plantelor. 

Următoarea enumerare conține caracteristicile morfologice ale fiecărei clase. 

Groupa 1: plantele bine dezvoltate, cu multe tulpini și rădăcini, frunze verzi, dezvoltarea 

tulpinilor abaxiale și la unele genotipuri prezența mini-tuberculilor; 

Groupa 2: tulpină slab dezvoltată, fără rădăcini; 

Groupa 3: rădăcini dezvoltate, tulpină nedezvoltată; 

Groupa 4: plante uscate ; 

 Cartoful este o plantă sensibilă la secetă, fapt susținut și de rezultatele obținute în cadrul 

testelor de stres-selecție. Seceta indusă are un efect negativ asupra dezvoltării hibrizilor 

somatici. Comparativ cu grupul martor, la toate genotipurile studiate, plantele supuse stresului 

au avut o dezvoltare mai slabă.  

 În capitolul precedent, am demonstrat, că hibrizii somatici sunt diferiți din punct de 

vedere genetic, din acest motiv este importantă analiza răpunsului fiecărui genotip la stresul 

hidric. 

Clasificarea genotipurilor pe baza caracterelor morfologice ajută la înțelegerea modului 

de alocarea a resurselor.  

 Liniile parentale folosite în hibridarea somatică, au fost incluse în grupa 3, pentru că 

prezintă o creștere a rădăcinilor. Prezența rădăcinilor este o caracteristică importantă, pentru că 

asigură absorbția rapidă a apei și recuperarea rapidă după perioada de secetă. 

În cazul stresului mai sever (15 % PEG) plantele martor s-au dezvoltat normal, iar plantele 

stresate au avut o dezvoltare mai slabă. Folosind criteriile de clasificare anterioară, în acest caz 
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nici o plantă nu este încadrată în grupa 1. Sunt câteva plante care au dezvoltat tulpină laterală, 

membri ai grupei 2, sau rădăcini mai scurte, membrii grupei 3.  

 

Concentrația de prolină sintetizată 

 Rezultatele obținute arată creștera semnificativă a concentrației de prolină la plantele 

stresate în comparație cu planele martor, în ambele etape ale experimentului (t.test, p<0.01). 

Cantitatea de prolină sintetizată diferă în funcție de genotipuri. 

 

IV.4.2. Acumularea biomasei proaspete în condiţii de stres hidric 

Platforma de fenotipare asigură o oportunitate pentru a evalua schimbarea caracterelor 

morfologice și fiziologice ale hibrizilor somatici în condiții de stres hidric (Wegener și colab., 

2015).  

În experimentul nostru am evaluat răspunsul hibrizilor la secetă, prin umrărirea acumulării 

biomasei verzi și a cantității de tuberculi. Determinarea biomasei verzi se face prin numărarea 

pixelilor verzi pe pozele RGB. După experimente am evaluat cantitatea și forma tuberculilor. 

Rezultatele obținute au demonstrat, că stresul hidric are un efect negativ asupra acumulării 

biomasei în cazul speciilor parentale și hibrizilor somatici, cu excepția unui singur hibrid, unde 

plantele stresate au accumulat mai multă biomasă verde, decât martorul. 

Stresul hidric scade semnificativ acumularea biomasei la cartoful cultivat (ANOVA, 

p<0.05), dar în cazul speciei sălbatice sau a hibrizilor, plantele stresate accumulează biomasa 

mai încet, dar nu este diferență semnificativă între plantele stresate și martorul (ANOVA, 

p>0.05).  

 La majoritatea hibrizilor somatici evaluați, este remarcabil faptul că acumularea 

biomasei plantelor merge paralel în plantele stresate și nestresate. Efectul negativ al stresului 

hidric se poate observa doar în primele două săptămâni, iar începând cu săptămâna a treia 

plantele stresate încep să crească la fel ca și martorul (Figura 7A). În cazul genotipului 2283/9 

este interesant, faptul că până la finalul experimentului planta stresată acumulează o biomasă 

verde mai mare decât martorul(Figura 7B). 
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Figura 7. Acumularea biomasei verzi a genotipurilor 2282/4 (A) și 2283/9 (B) 

 

 Cantitatea și calitatea tuberculilor este un alt caracter urmărit în programele de  

ameliorarea a cartofului.  

Rezultatele obținute în urma măsurării cantitatății tuberculilor a evidențiat că stresul 

hidric are un efect negativ asupra dezvoltării tuberculilor pentru că scade semnificativ cantitatea 

tuberculilor la plantele stresate (T-test, p<0.01), excepție face numai un singur genotip din 

generația BC1, unde planta stresată produce o cantitate mai mare de tuberculi decât martorul.  

În toate genotipurile studiate, forma tuberculilor este similară cu tuberculii soiului 

Delikat. Tuberculii au coaja albă, formă rotundă și suprafață netedă (Figura 8). 

 

   

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Forma tuberculilor la hibridul 2283/9 în condiții martor (A) și în condiții de stres (B) 

 

Rezultatele obținute evidențiază faptul că biomasa verde a plantelor, precum și 

cantitatea tuberculilor sunt indicatori corespunzători pentru analiza efectului stresului hidric. 
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IV.4.3. Efectul stresului hidric asupra fotosintezei 

 Fotosinteza este un proces sensibil, prezența factorilor de stres biotic și abiotic conduce 

la apariția deviațiilor în procesul normal și din acest motiv funcționarea sistemului fotosintetic 

poate fi folosită ca un indicator al fitnesul plantei. 

În experimentul nostru executat pe platoforma de fenotipare, am măsurat de două ori 

funcționalitatea procesului fotosintezei pentru a evidenția efectul stresului hidric asupra 

complexelor proteice, care au rol în capturarea lumini și transformarea în energie biochimică. 

În primul rând am evaluat schimbarea parametrilor care reflectă funcționarea întregului sistem.  

Schimbarea randamentului cuantic potențial (Fv/Fm) a fost verificată deoarece, acest 

parametru reflectă funcționarea fotosistemului II (PSII). În cazul de față, la plantele aflate atât 

în condiții martor cât și în condiții de stres hidric valoarea acestui parametru corespunde valorii 

măsurate la plantele nestresate 0.7-0.84 (Jefferies 1992; Baker și Rosenqvist, 2004; Rolfe și 

Scholes, 2010). Mai multe sudii raportează insensibilitatea acestui parametru la stresul hidric. 

În cadrul studiului nostru nu s-a observat nici o diferență semnificativă între plantele stresate și 

nestresate, dimpotrivă în cazul unor genotipuri, plantele stresate au obținut valori mai mari 

decât martorul. 

În etapa umrătoare am investigat randamentul cuantic efectiv (Fv’/Fm’), acest 

parametru reflectă eficiența trasnportului de electroni și transformarea energiei luminoase în 

energie biochimică (Maxwell și Johnson, 2000; Brestic și Zivcak, 2015). 

Rezultatele obținute corespund cu rezultatele din literatură, randamentul cuantic efectiv 

este sensibil la stresul hidric. Măsurătorile efectuate la începutul experimentului nu prezintă 

nici o difereță între plantele stresate și martor, dar rezultatele de la a doua măsurătoare arată o 

scădere semnificativă în randamentul cuantic efectiv al plantelor stresate. Flagella și colab., 

(1998) au demonstrat că stresul hidric slab și moderat nu afectează randamentul cuantic al PSII, 

doar ciclul Calvin (Brestic și Zivcak, 2015). 

În următoarea etapă a experimentului, am investigat funcționarea complexelor proteice. 

În primul rând am determinat efectul stresului hidric asupra activității compexului de scindare 

a apei al fotosistemului PSII (Water splitting complex/ Oxygen-evolving complex) prin 

folosirea formulei Fv/Fo. Rezultatele obținute arată, că activitatea acestui complex este afectată 

negativ la începutul stresului hidric, dar acest efect negativ dispare până la sfărșitul 

experimentului (t.test p>0.05).  
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În etapa următoare am determinat fluorescența și dimensiunea plastochinonelor (Fv/2). 

Rezultele obținute corespund așteptărilor, ambii parametri au avut o creștere semnificativă la 

plantele stresate.  

Există o corelație pozitivă între raportul Fv/2 și numărul pigmenților asociați cu centrele 

de reacție. Pe baza rezultatelor obținute, putem concluziona faptul că pigmenții se acumulează 

în număr mai mare în jurul centrelor la plantele stresate (Fodorpataki, 2004). În plus, prin 

determinarea densității centrelor active în fotosinteză, am evidețiat că numărul acestora crește 

semnificativ la plantele stresate.  

Prin calcularea indexului de performanță (PI) s-a demonstrat că activitaea 

fotosistemelor I și II a fost mai crescută la a doua măsurare, față de rezultatele primei 

masurători.  

Energia netransformată în energie biochimică este re-emisă ca fluorescență sau risipită 

sub formă de căldură. Această parte a energiei a fost determinată prin calcularea parametrului 

NPQ (Non-Photochemical Quenching) (Demming și Adams, 1996; Maxwell și Johnson, 2000). 

Rezultatele obținute arată că risipirea energiei a scăzut cu trecerea timpului, de la prima 

măsurare până la a doua. 

Rata transportului de electroni (Electron transport rate, ETR) arată diferențe între 

plantele martor și plantele stresate la toate genotipurile. La martor ETR devine saturat la un 

nivel scăzut al densității fluxului fotonic fotosintetic (Photosynthetic Photon Flux Density 

(PPFD)). Similar cu rezultatele noastre, Li și colaboratori (2015) au evidențiat că plantele 

tolerante la secetă au capacitate crescută ETR. 

Un alt factor, care poate să determine stabilitatea fotosintezei este reprezintat de 

prezența tuberculilor, deoarece aceștia sunt un depozit non-fotosintetic (Basu și colab., 2014).  

Cu ajutorul acestor parametri am evidențiat stabilitatea fotosintezei în hibrizii somatici 

și capacitatea plantelor de a se adapta la stresul hidric moderat. Stres-selecția hibrizilor somatici 

trebuie continuată cu testarea lor în câmp, pentru a identifica candidații cei mai buni pentru 

programele de ameliorare. 
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V. Concluzii generale și originalitatea tezei 

  

 Obiectivul principal al acestei lucrări reprezintă caracterizarea complexă a hibrizilor 

somatici între cartoful cultivat și S. bulbocastanum și a descendenților pentru a completa 

rezultatele preliminare și pentru a oferi noi informații legate de rolul reacţiei oxidative în 

interacțiunea plantei cu efectorii specifici și toleranța plantelor la stresul hidric.  

In concluzie: 

1. S-a reuşit investigarea stabilităţigenetice a hibrizilor somatici și descendenților acestora, 

rezultaţi prin retroîncrucişare BC1, BC2.. Din rezultatele preliminare se știe, că numai plantele 

hexaploide au fost menținute pentru cultivare in vitro. Rezultatele noastre demonstrează, că 

hibrizii somatici nu sunt stabili din punct de vedere genetic, au pierdut cromozomi în timpul 

cultivării. Incompatibilitatea somatică poate să fie cauza eliminării cromozomilor. Numărul 

diferit de cromozomi în genotipurile din generația BC1, proveniți din același eveniment de 

încrucișare demonstrează, că numărul cromozomilor pierduți este imprevizibil. Pe baza 

rezultatelor obținute cu metode indirecte este posibilă calcularea numărului cromozomilor cu 

mare precizie. 

2. Compoziția genomului hibrizilor somatici a fost investigată cu ajutorul metodei citogenetice 

de hibridizare multicoloră in situ a genomurilor (mcGISH). Pe baza rezultatelor obținute, 

recomandăm folosirea unui pre-tratement pentru vârfurile rădăcinilor, cu enzimele pectinaza, 

celulza și citohelicaza pentru a obține un preparat cromzomial fără citoplasmă. Cu ajutorul 

metodei mcGISH am demonstrat că hibrizi somatici pierd cromozomi de la ambele specii 

parentale, dar în mai mare proporție de la S. bulbocastanum. Am evidențiat că numărul egal de 

cromozomi în hibrizi diferiţi, nu înseamnă și compoziție similară. Identificarea secvenței 

recombinate, demonstrează prezența introgresiei unui fragment cromozomial de la specia 

sălbatică în genomul cartofului cultivat. 

 

3. Funcționalitatea genelor de rezistență a fost verificată cu ajutrul metodei de agroinfiltrare. 

Rezultatele obținute demonstrează prezența reacţiei oxidative bifazice la hibrizii rezistenți la 

mana târzie și importanța apariției acestui răspuns. Modelul sintezei apei oxigenate prezintă 
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diferențe în funcție de genotip. De asemenea, a fost evidențiată o corelație pozitivă între 

prezența genei de rezistență Rpi-blb3 și nivelul crescut de sinteză a apei oxigenate. 

4. În ultima parte a cercetării, am demonstrat că stres-selecția in vitro este un proces eficient, 

pentru a selecta hibrizii toleranți la stresul hidric. Hibrizii somatici plantaţi în platforma de 

fenotipare de la Centrul de Cercetări Biologice de la Szeged au toleranță la stresul hidric, fapt 

demonstrat de paremetrii investigați. Biomasa verde a plantelor nu a scăzut semnificativ în 

condiții de stres hidric, însă a fost înregistrată o scădere substanțială a producției de tuberculi. 

Conform datelor din literatură, cartoful cultivat este sensibil la stresul hidric, rezultatele noastre 

au demonstrat că specia S. bulbocastanum este tolerant la secetă. 

Studiul asupra fotosintezei plantelor arată că, acest proces este stabil la hibrizii somatici în 

condiții de stres hidric moderat. Am evidențiat, de asemenea, că stresul hidric aplicat nu 

afectează randamentului cuantic potențial al fotosistemului II (PSII), ceea ce reflectă o absență 

a deteriorării complexelor proteice implicate în fotosinteză. Rezultatele măsurătorii repetate, 

arată că fixarea carbonului este mai puțin afectată la începutul stresului hidric, decât la sfărșitul 

acestei perioade. Hibrizii somatici au capacitatea de a se adapta la lipsa de apă și de a menține 

stabilitatea procesului de fotosinteză, rezultate care sunt în acordanță cu rezultatele determinării 

biomasei.  

 Pe baze rezultatelor obținute în experimentele noastre, putem afirma prezența 

caracterelor avantajoase, rezistența la mana târzie și toleranța la stresul hidric, în hibrizii 

somatici analizaţi. Caracterele speiciei sălbatice au fost trasnferate cu succes în genofondul 

cartofului cultivat. 

 În final putem conlcuziona că hibrizi somatici între cartoful cultivat și Solanum 

bulbocastanum reprezintă un material valoros, unic iar prin cercetările originale prezentate în 

această teză am reuşit să aducem date noi referitoare la: 

o gradul de ploidie și compoziția lor genomică;  

o evidențierea histochimică a moleculelor reactive de oxigen după agroinfiltrarea plantei 

cu efectorii specifici, în funcție de prezența genelor de rezistenţă Rpi-blb1 şi/sau Rpi-

blb3;  

o selecţia unor hibrizi toleranţi la stresul hidric, prin utilizarea unei platforme de fenotipare 

HAS RDS Szeged, Ungaria în cadrul rețelei europene de fenotipare EPPN [1].  

http://www.plant-phenotyping-standards.net/
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