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Cuvinte cheie

Hibrizi somatici, cartof, mana tarzie, stabilitatea genetica, GISH, stresul hidric, fotosinteza,

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

|. Partea teoretica

|.1. Imortanta economica si principalii patogeni ai cartofului

Cartoful (Solanum tuberosum L.) ocupa locul al treilea la nivel mondial ca si suprafata
cultivata, dupa orez si grau. Datorita schimbarilor climatice si a cresterii consumului, este de
asteptat ca importanta cartofului sa creasca in urmatorul secol (Obiedegwu si colab., 2015).

Planta este de origine Sud Americana, iar ameliorarea sa a inceput de mai mult de 7000
de ani, 1n Europa a fost introdus Tn anul 1570. Tn prezent, este cultivat in peste 100 de tiri, din
regiunile temperate, subtropicale si tropicale, unde, in ultimii ani a devenit a treia planta de
cultura (Bradshaw si colab., 2006).

In Europa, Romania cultura cartofului se situeaza pe locul trei din punctul de vederea al
teritoriul cultivat, dar productivitatea este scazuta, situindu-se numai pe locul sase. Consumul
anual de cartofi in Romania arata o tendintda de scadere, in anul 2012 a fost 98.3kg /cap de
locuitor, mai putin cu 6,4% decét valoarea din anul 2006 (Vlad si Done, 2014). Importanta
acestei plante, este dovedita si folosirea denumirii de”a doua paine” a romanilor (Baciu si
colab., 2009).

Prin procesul de ameliorare, cartoful a trecut printr-o serie de schimbari, stolonii au devenit
mai scurti, tuberculii mai mari, a scazut continutul de glicoalcalozi si s-a schimbat forma si
culoarea fructului (Chaudhary, 2013).

Datorita schimbarilor evolutive in timpul ameliorarii, cartoful a devenit mai sensibil la
stresul biotic si la cel abiotic. Momentan, aceasta cultura este protejata de boli si daunatori cu
ajutorul pesticidelor. Tn fiecare an, miliarde de dolari sunt cheltuite pentru a combate atacul
patogenilor si cel al insectelor erbivore. De exemplu, boala mana tarzie cauzeaza pierderi de 3
miliarde de dolari anual, costuri ce acopera controlul patogenului dar si pierderile de productie
(Fry, 2008).



Cei mai devastatori patogeni, care produc cele mai mari pagube au carateristici comune,
care asigura succesul lor, chiar daca apartin unor taxoni diferiti
Boala cunoscuta sub denumirea de mana térzie este produsa de oomiceta Phytophthora
infestans (Mont.) de Bary (1876), care este responsabila pentru cele mai multe pierderi cauzate
de fitopatogeni. Caracterizarea patosistemelor este esentiala pentru a intelege coevolutia dintre
gazda si patogen, dar si pentru a dezvolta un control mai eficient, impotriva bolii respective.
Folosirea insecticidelor, bactericidelor si a fungicidelor a devenit ineficienta in ultima
perioada si de aceea, folosirea unor metode biotehnologice noi, impreuna cu ameliorare tintita

a cartofului, ar putea reprezenta cea mai buna optiune pentru a minimaliza pierderile.

I.1.1. Mana tarzie a cartofului

Phytophthora infestans este un patogen hemibiotrof, care n stadiul timpuriu al infectiei are
nevoie de tesut viu, aceastd perioada poate sa dureze mai multe zile (Termorshuizen, 2007).

Mana térzie a lasat un semn in istoria omenirii, datorid importantei mari a cartofului in
nutritia omului. Cel mai cunoscut caz, este Marea Foamete din secolul al 19-lea din Irlanda,
care a produs pierderea substantiald a randamentului productiv si a provocat moartea si
emigrarea a peste doud milione de oameni (Goss si colab., 2014).

Oomiceta are capacitatea de a dezvolta rezistenta fata de fungicidele moderne, avand o mare
genetica in ceea ce priveste Vvirulenta, fiind capabild sa atace soiuri de cartof rezistente la mana
(Jo si colab., 2011).

Phythophthora infestans are doua tipuri de imperechere A1 si A2 si se poate reproduce atat
sexuat cat si asexuat. Reproducerea sexuatd creste varietatea geneticd, oosporii produsi sunt
mai rezistenti iar boala produsd devine mai severa (Turkensteen si colab., 2000). Prin
reproducerea sexuata creste variabilitatea genetica, ceea ce poate determina aparitia de noi
tulpini, noi genotipuri care se adapteazda mult mai rapid si produc boli mai severe

(Vleeshouwers si colab., 2011).



1.2. Coevolutia plantei si patogenului

Interactiunea intre plantd si patogen este un proces complex, fiecare membru al interactiunii
a dezvoltat “arme de atac” si sisteme complexe de aparare. Patogenii au dezvoltat diverse
strategii pentru a intra in plantd, de exemplu pot intra prin stomate sau prin rani, ajungand n
spatiul intercelular.

Oomiceta invagineaza haustori in membrana plasmatica a plantei, prin aceastd metoda
creazi o interfatd pentru urmatoarele etape ale interactiunii. In mod similar cu alti patogeni,
prima datd, se confruntd cu imunitatea bazala a plantei, care reprezintd primul nivel al
sistemului de aparare. Receptorii transmembranari (transmembrane pattern recognition
receptors (PRRs)) detectezd modelul moleculelor bine conservate ale patogenului (PAMP),
care pot fi peptide, polizaharide bacteriene chitind, sau beta-glucan in cazul fungilor sau
oomicetelor. Confruntarea conduce la activarea primului raspuns imun (PTI-PAMP-triggered
immunity) (Rouxel si Balesdent, 2010).

Patogenii de succes au capacitatea de a suprima acest rapuns imun (PTI) prin efectori, aceste
molecule sunt produse ale genelor de avirulenta (Avr). Efecorii manipuleaza structura si
functionarea celulei gazda pentru a facilita infectia si pentru a declansa un alt rdpuns imun
(Kamoun, 2006).

La acest nivel al interactiunil, efectorii activeaza transcriptia genelor, care au rol in sinteza
speciilor reactive de oxigen (ROS) si ingrosarea peretilor celulari (Chisholm si colab., 2006).

In cazul in care efectorul este recunoscut de catre proteinele de rezistenta (R) ale plantei se
va activa un al doilea raspuns imun, activat de efectori (ETI-effector-triggered response), care
este mult mai rapid si puternic decéat PTI (Jiang si Tyler, 2012).

Interactiunea intre efector si proteinele de rezistentd se desfasoara dupa modelul gena
pentru gend si determind declansarea raspunsului hipersensitiv (HR) si moartea programata a
celulei infectate. Colapsul celulei infectate reprezintd o bariera care previne proliferarea si
raspandirea patogenului in alte celule (Dénes si colab., 2015).

Interactiunile intre planta si patogen sunt clasificate in doua tipuri, pe baza rezultatului lor,
se face dictinctia ntre interactiunea compatibild si incompatibili. In cazul interactiunii
compatibile, patogenul inhiba imunitatea bazala si secundara a plantei, infectia devine

sistemica. In schimb, in cazul interactiunii incompatibile, recunoasterea patogenului de catre



produsii genelor de rezistenta, declanseaza activarea raspunsului ETI, care are ca rezultat

inhibarea raspandirii patogenului (Gyetvai si colab., 2012).

Rolul speciilor reactive de oxigen (ROS) in raspunsul de aparare a plantei

Promptitudinea activarii sistemului imunitar al plantei in momenul infectiei are rol
major in rezultatul interactiunii. Reactia oxidativa, este cel mai rapid raspuns imun al plantei in
urma infectiei si se manifestd prin acumularea rapida a speciilor reactive de oxigen (ROS)
(Wojtaszek, 1997; Torres, 2010). Aceste molecule au rol dual fiind citotoxice, interactioneaza
direct cu patogenul si indeplinesc rolul de mesager secundar in activarea cailor de semnalizare.
(Torres si colab., 2006).

Tn timpul reactiei oxidative, se produc in cea mai mare cantitate moleculele de apa
oxigenatd si superoxid. In functie de tipul de interactiune, sinteza apei oxigente prezinta
diferente Tn timpul aparitiei, in ceea ce priveste durata si intensitatea sintezei.

O acumulare rapidd a apei oxigenate este prezentd la interactiunea compatibila spre
deosebire de interactiunea incompatibild, unde, dupa prima accumulare apare si a doua care
dureaza mai mult (Apel si Hirt, 2004).

Moleculele ROS fiind citotoxice interactioneaza nu numai cu patogenul ci si Cu

moleculele celulei gazda rezultdnd schimbari ireversibile si in final moartea celulei.

|.3. Hibridarea somatica si stabilitatea genetica a hibrizilor obtinuti

Hibridarea somatica reprezintd o alternativa pentru speciile la care prin incrucisare
naturala nu produc un zigot viabil. Prin aceastd metoda a devenit posibila obtinerea hibrizilor
intraspecifici in timp scurt si fara folosirea speciilor intermediare.

Rolul hibridarii, in cele mai multe cazuri, este crearea de noi genotipuri rezistente la
boli si tolerante la stresul abiotic.

Avantajul major al acestei metode, reprezinta capacitatea de a putea transfera caractere
noi determinate de mai multe gene la plantele de interes (Glimelius si colab., 199;; Waara si
Glimelius, 1995; Grosser si colab., 2000). In loc de a izola si clona gena de interes, prin
hibridare somatica se poate transfera tot genomul unei plante.

Produsii de fuziune obtinuti in urma hibridarii somatice, trebuie analizati deoarece

numai 10 % contin caracteristicile dorite. Caracterele nedorite ale hibrizilor provenite de la
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specia salbatica de obicei sunt eliminate prin incrucisarea hibridului cu un soi bine caracterizat.
Prin incrucisari repetate, in descendenti scade proportia caracterelor nedorite.

Analiza produsilor de fuziune incepe cu determinarea statutului de hibrid si nivelului

de ploidie. Exista numeroase metode directe sau indirecte, pentru a determina nivelul de ploidie
al plantelor. Printre aceste metode, numararea cloroplastelor din celulele stomatice, reprezinta
metoda cea mai simpla si cea mai des folosita la plante inca din anul 1930 (Kostoff, 1938). In
cazul hibrizilor somatici aceasta metoda a fost mai rar aplicata, desi este foarte simpla si putin
costisitoare.
Analiza hibrizilor prin citometria in flux este o alta metoda des folosita, datorita rapiditatii si
exactitatii masuratorilor (Dolezel si colab., 2007). Numararea directd a cromozomilor din
celule, reprezinta metoda directa care comparativ cu metodele indirecte dureaza mai mult timp
din cauza obtinerii preparatelor si a analizei acestora.

In timpul regenerarii, hibrizii somatici pot s piarda cromozomi, aceasta asimetrizare este
spontana si imprevizibila si probabil este rezultatul fenomenului de incompatibilitate somatica.

Mecanismele care sunt implicate in acest fenomen, sunt putin studiate, unele studii sustin
carelatia filogenetica intre speciile parentale este cauza cea mai importanta (Glimelius si colab.,
1991, Réakosy-Tican, 2005).

Incompatibilitatea somatica este un fenomen intercelular rezultat in urma coexistenteli,
fortate a nucleelor si citoplasmelor de origine diferita, care in mod natural niciodatd nu
formeaza o celuld (Rakosy-Tican, 2005).

Stiind faptul ca acest fenomen poate sa apara, este importanta repetarea analizei ploidiei
plantelor dupa un timp mai ndelungat dupa hibridare. Este de asemenea importanta alegerea
metodei celei mai potrivite, atat sub aspectul costurilor implicate cat si a preciziei rezultatelor
obtinute.

Prin metodele moderne de citogenetica, avem posibilitatea de a aniliza morfologia
cromozomilor, de a cariotipa genomul unei specii si de a dezvilui originea cromozomilor straini
(Gavrilenko, 2007, Benavente si colab., 2008). Tnainte de a incepe analizele citogenetice este
recomandata studierea tipului genomurilor si relatia filogenetica a speciilor studiate.

Speciile din genul Solanum au cromozomi mici si putini diferentiati, din acest motiv
identificarea lor prin metode clasice de bandare este extrem de dificila (lovene si colab., 2007,
Pendinen si colab., 2012). Specia salbatica Solanum bulbocastanum este o specie diploida,

(x=12 cromozomi,) avand formula APAP,



Metoda de hibridizare multicolora in situ a genomurilor (multicolor genomic in situ
hybridization, mcGISH) marcheaza cu culori diferite cromozomii parentali, astfel devine
posibila numararea cromozomilor parentali. Proba folosita la hibridizare consta din ADN-ul
genomic total de la o specie parentald (Devi si colab., 2005; Brammer si colab., 2013).

Luand in considerare caracteristicile avantajoase ale hibrizilor somatici, aceste plante
reprezinta un material valoros pentru biologia fundamentalda si pentru programele de
ameliorare. Caracterizarea lor moleculara, biochimica si fenotipica este estentiala inainte de

introducerea lor in programele de ameliorare.

1.4. Stresul hidric

Seceta este cel mai daunator stress abiotic, care limiteaza cresterea si dezvoltarea
plantei. Absenta apei in planta, apare cand rata transpiratiei depaseste rata apei prelevate. Pentru
a preveni aceasta situatie plantele au dezvoltat mai multe mecanisme (Fleisher si colab., 2015).

Cartoful este o planta sensibila la stresul hidric, care are impact major in scaderea productiei
(Fleisher si colab., 2015). Sensibilitatea cartofului la absenta apei se datoreaza sistemului
radicular pentru ca 85% din radacini sunt concentrate n stratul superficial al solului (0.3 m)
(Costa si colab., 2007; Sprenger si colab., 2015).

Identificarea genotipurilor tolerante la seceta necesita timp, spatiu si echipamente adecvate
si se termina prin testarea plantelor in cAmp. Tn acest ultim stadiu al cercetirii un dezavantaj
major 1l reprezinta efectul factorilor incontrolabili. Din aceste motive, multe cercetari pentru
identificarea genotipurilor tolerante la seceta incep cu preselectia in conditii in vitro, folosind
agenti chimici pentru a reduce potentialul hidric in mediul de cultura. Cea mai folosita substanta
este polietilen glicolul (PEG), care are o serie de caracteristici avantajoase, de exemplu PEG
cu masa moleculara mai mare de 6000, nu intrda in celulda (Gopal si Iwama, 2007). Dupa
preselectia plantelor in conditii in vitro, urmeaza selectia in sera.

Prin utilizarea platformelor de fenotipare moderna a devenit posibila Tnregistrarea
caracterelor morfologice ale plantelor. Aceastd metoda este folosita cu success in selectarea
plantelor tolerante la seceta (Granier si Vile, 2014).

Platformele de fenotipare sunt dotate cu echipamente care permit masuratori multiple
in timp scurt, astfel devenind posibila urmarirea schimbarilor caracterelor morfologice in

prezenta unui stres biotic sau abiotic [1]. Folosirea sistemelor automate semi-automate permit
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analiza unei numar mai mare de plante, metodele folosite nu sunt laborioase si nu afecteza
dezvoltarea plantei.

Analiza imaginilor prelevate se desfasoara cu ajutorul unui program prin urmare se
obtin mult mai repede rezultate decat in cazul prelucraririi manuale a datelor. Tn cele mai multe
cercetari efectuate in platforme de fenotipare, se urmareste acumularea biomasei plantelor, prin
numadrarea pixelilor verzi pe imaginile preluate cu camera RGB (Fehér-Juhasz si colab., 2014).

Seceta, stresul salin si temperatura inalta sunt factori majori care limiteaza procesul de
fotosinteza al plantelor. Limitarea poate sa fie stomatald sau prin cai non-stomatale (Ashraf si
Harris, 2013). In procesul de fotosinteza, captarea luminii este reactia cea mai sensibila la
factorii de stres. Prin masurarea fluorescentei clorofilelor a devenit posibild obtinerea
informatiilor referitoare la functionarea acestui proces (Maxwell si Johnson, 2000). Masurarea
fluorescentei este o metoda non-invaziva si reproductibila, care se poate realiza cu ajutorul
fluorimetrelor portabile devenind astfel posibila efectuarea masuratorilor chiar si in camp.

Metodele enumerate ajuta la obtinerea caracterizarii complexe a plantelor. Informatiile
obtinute sunt utile pentru cercetarile asupra fiziologiel stresului la plante si in programele de

ameliorare (Fehér-Juhasz si colab., 2014).

1.5. Hibrizii somatici intre Solanum tuberosum si Solanum bulbocastanum,

folositi Tn aceasta teza

Ameliorarea traditionald a plantelor dureaza mult timp, izolarea si clonarea genelor de
rezistenta in plantele cultivate poate sd reprezinte o solutie, dar in Europa nu este acceptatd
cultivarea plantelor modificate genetic pentru consum uman [2].

Pentru a accelera procesul de ameliorare Rakosy-Tican si colab., (2015) au efectuat
hibridarea somatica a cartofului cultivat cu specia salbatica Solanum bulbocastanum (GLKS-
31741, blb41), care nu se pot incrucisa pe cale naturald. Linia provenita de la specia salbatica
are doua gene de rezistenta, Rpi-blbl si Rpi-blb3, care confera rezistenta cu spectru larg la boala
mana tarzie. Cartoful cultivata fost reprezentat de soiul Delikat, care este sensibil, dar este un

soi german cunoscut pentru productie inalta si de calitate.



Scopul principal al hibridarii I-a reprezentat transferarea genelor de rezistenta la mana
tarzie de la specia salbatica la cartof in cel mai scurt timp. Hibrizi obtinuti cu aceasta tehnica
nu sunt considerati organisme modificate genetic (OMG). O parte a acestor hibrizi somatici si
descendentii lor, obtinuti de Ramona Thieme (Julius Kuhn Institute, Germania) si Elena
Rakosy-Tican sunt plantele folosite in experimentele noastre.

Hibridarea somatica s-a efectuat prin electrofuziunea protoplastelor, in urma careia au
fost regenerati 235 de hibrizi. Majoritatea hibrizilor au fost analizati cu markeri moleculari
(SSR) si prin citometrie n flux, pentru a investiga natura hibrizilor si nivelul de ploidie. Dupa
prima selectie au fost pastrate doar plantele hexaploide pentru cultivarea si testarea lor in
experimentele urmatoare (Rakosy-Tican si colab., 2015).

Experimentele cu acesti hibrizi somatici, au fost continuate pentu a verifica prezenta si
functionalitatea genelor de rezistenta si pentru a investiga productia si calitatea tuberculilor
(Ré&kosy-Tican si colab., manuscris). Testele de rezistenta au fost efectuate in sera si in camp.
Prezenta genelor de rezistenta a fost verificata cu amorse specifice. In unele cazuri amorsele
folosite nu indica prezenta genelor de rezistenta, dar totusi planta a fost rezistenta la testele
efectuate cu P. infestans, in total au fost identificate sapte plante din aceasta categorie. Aceste
rezultate neasteptate sugereza ca plantele ar contine alte gene de rezistenta sau QTL, cérora li
se datoreaza rezistenta.

Productia hibrizilor somatici este asemanatoare cu productia soiului Delikat, dar inca

VVVVV

corespunzdtor cerintelor actuale de piata.

1. Obiectivele tezei de doctorat

Caracterizarea preliminara a hibrizilor somatici prezentata in capitolul 1.5 a demonstrat
ca aceste plante contin caractere valoroase. Pentru a completa informatiile referitoare la acesti
hibrizi, s-au ales o parte dintre acestia, pentru a fi analizati in continuare. Alegerea hibrizilor si
descendentilor acestora a urmarit lamurirea unor aspecte care fac obiectul cercetarilor originale

expuse in teza de fata. Astfel, s-au urmarit urmatoarele obiective:

e Investigarea stabilitatii genetice a hibrizilor somatici;



e Urmarirea prezentei cromozomilor proveniti de la Solanum bulbocastanum in
descendenti pentru a investiga eficienta transferului de caractere folosind
metode de citogenetica moleculara,

e Analiza modelului reactieii oxidative n hibrizi care sunt diferiti din punct de
vedere genetic, pentru a intelege interactiunea dintre efectori si gene de
rezistenta corespunzatoare;

e Analiza rolului speciilor reactive de oxigen implicate in reactia oxidativa,

e Preselectia si caracterizarea hibrizilor somatici toleranti la stresul hidric;

Rezultatele obtinute in urma acestor cercetari complementeaza rezultatele anterioare si

asigura noi informatii pentru a selecta hibrizi cei mai buni pentru programele de pre-ameliorare.

I11. Materiale si metode

Subiectul cercetarii reprezinta caracterizarea hibrizilor somatici obtinuti prin
electrofuziunea cartofului cultivat cu Solanum bulbocastanum (Rakosy-Tican si colab., 2015)
si a descendentilor acestora. Descendentii au fost obtinuti in urma incrucisarii hibrizilor (SH)
cu un alt soi de cartof (plante din generatia primei retroincrucisari BC1 si generatia a celei de

a doua retroincrucisari BC2) (Tabel 1).

Table 1. Hibrizii somatici si descendentii folositi in acest studiu

Nume Nume
linia
Solanum bulbocastanum parentala 2295/1 SH
Solanum tuberosum cv. linia
Delikat parentala 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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I11.1. Determinarea nivelului de ploidie a hibrizilor somatici

Pentru determinarea gradului de ploidie am ales sa comparam mai multe metode, atat
directe cat si indirecte, pentru a stabili masura in care una sau alta dintre ele se preteaza mai
bine scopului urmadrit, analiza ploidiei unor hibrizi somatici. Am dorit, astfel, s oferim metode

e1e vy

laboratoare.

111.1.1. Determinarea nivelului de ploidie prin citometrie in flux

Tn acest experiment s-au folosit primele frunze ale plantelor de 8 saptimani, crescute in
conditi in vitro. Pentru izolarea nucleelor s-au folosit 800 uL din solutia tampon LB. Pentru
colorarea ADN-ului s-a folosit 1ug/mg iodura de propidiu (Pl). Masuratorile au fost efectuate
cu ajutrul aparatului Becton Dickinson FacScan citometru in flux, datele obtinute au fost
analizate cu programul Cell Quest in laboratorul de la Institutul Acamiei Maghiare din

Martonvasar, Ungaria.

111.1.2. Determinarea nivelului de ploidie prin numairarea cloroplastelor in celulele
stomatice.
Primele trei frunze bine dezvoltate pornind de varful plantelor, au fost folosite pentru

determinarea numarului cloroplastelor in celulele stomatice din epiderma abaxiala, folosind 3
plante diferite si (trei perechi de celule stomatice/frunza). Numararea a fost facuta cu ajutorul

unui microscop cu fluorescenta UV (Olympus BX 60).

111.1.3. Determinarea nivelului de ploidie prin numirarea cromozomilor

Varfurile de radacini aproximativ 1-2 cm, de la plantele crescute in vitro au fost fixate in
etanol/acid acetic (3:1) si pastrate in etanol 70% la temperatura 4° C. Tnainte de strivirea lor, au
fost tratate cu solutie de pectinaza (20%). Cromozomi au fost colorati cu 4’6 diamidino-2-fenil-
indol (DAPI) si plasate in solutia de fixare Vectashield (Vector Laboratories). Tn total au fost
numarati cromozmii din cel putini 5 celule aflate in mitoza. Observatiile au fost facute cu

ajutorul microscpului de fluorescenta UV (Olympus BX 60).
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I11.2. Caracterizarea citogenetica a compozitiei genomului plantelor

studiate

Prin metoda de hibridizare in situ a genomurilor a devenit posibila studierea consitutiel
genomurilor si detectarea secventelor recombinate. Pentru a obtine rezultate bune este nevoie
de un preparat cromozomial de calitate si ADN genomic pur, de la speciile parentale. ADN-ul

speciilor parentale a fost folosit ca si proba in aceasta reactie.
Principalele etape ale metodelor:

1. Extractia ADN-ului genomic

Pentru exctractia AND-ului genomic a fost folosita metoda CTAB.

1. Colorarea ADN-ului genomic

Colorarea ADN-ului genomic, a fost facuta dupa protocolul kitului folosit, (Nick Translation
Mix (Roche)). Aceastd metoda necesita activitatea simultand a doua enzime DNase I si DNA
Pol 1. Pentru a obtine rezultate bune lungimea ADN-ului marcat a fost verificata in gel de

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

2. Obtinerea preparatelor cromozomiale

Fragmentele inernodale ale plantelor crescute in vitro au fost puse pe mediu MS, care
contine 0.05 mg/l acid naftalen-acetic (ANA). Dupad doud saptamani, radacinile au fost
recoltate si tratate cu 8-hidroxiquinoling, pentru a creste procentul celulelor in mitoza.
Radacinele au fost fixate cu solutia etanol:acid acetic (3:1) si pastrate la congelator -20°C pana
la prelucrarea lor. Inainte de obtinerea preparatelor, ridicinele au fost digerate cu pectoliaza,

citohelicaza si celulaza dizolvate in solutia tampon citrat.

4. Hibridizarea in situ a genomurilor

Pentru hibridizarea multicolora in situ a genomurilor (mcGISH) au fost folosite urmatoarele
metode:

Protocol 1 dupa metoda Iui Kruppa si colab., (2013) optimizat pentru cartof.

Protocol 2 dupa 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 si procesate cu programul

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

I11.3. Vizualizarea reactiei oxidative

Aclimatizarea plantelor si agroinfiltrarea

Plantele au fost crescute in borcane, folosind mediul RMBS, timp de 10 zile, dupa care
au fost trasnferate in ghivece de plastic (10x10x12 cm) si crescute in camera de crestere (Binder
KBWF 720 ES5.2), folosind urmdtoarele conditii de crestere 16h/8h lumina/intuneric si
umiditatea 70 %. Pentru a verifica functionalitatea genelor de rezistenta, hibrizi somatici au
fost clasificati in diferite grupe pe baza prezentei genelor de rezistenta si a rezultatelor obtinute

in urma testelor de rezistentd (Rakosy si colab., manuscris).
Etapele metodei:

1. Pregatirea culturilor bacteriene pentru agroinfiltrare

2. Agroinfiltrarea
In acest experiment au fost folosite plante de sapte siptaimani. In agroinfiltrarea s-a folosit
Agrobacterium tumefaciens tulpina AGL1+ pVirg transformata cu plasmidul pK7WG2
care contine genele de avirulenta (Avr) de la Phytophthora infestans clona izolata T30-4,
PTIG_22870 care contine gena Avr2 si clona PITG_21388, care contine gena Avrblbl.

3. Vizualizarea reacteii oxidative

Sinteza apei oxigenate a fost detectata cu colorantul 3,3-diaminobenzidine (DAB), iar prezenta

superoxidului cu colorantul Nitroblue tetrazolium (NBT) folosind metoda dupa Asselbergh si

colab., (2007).

4. Analiza imaginilor

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

au fost analizate statistic cu programul R work program.
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I11.4. Stres-selectia hibrizilor somatici

111.4.1. Pre-selectia hibrizilor somatici toleranti la stresul hidric

In cazul hibrizilor somatici, datorita transferului genomurilor de la doua specii diferite este
posibila si combinarea caracterelor de rezistenta la stres. Hibrizi somatici testati pentru
rezistenta la mana tarzie, au fost introdusi in experimentul de preselectic a genotipurilor
tolerante la seceta. Stres-selectia in vitro a fost executata in doua etape, suplimentand mediul
de crestere cu 5 % PEG respectiv 15 % PEG in a doua etapa. Durata experimentului a fost de
3 saptamani in ambele etape.

La finalul fiecarui experiment au fost inregistrate caracteristicilor morfologice (numarul si

lungimea tulpinelor si a radacinilor) si concentratia prolinei sintetizatd de catre plante.

111.4.2. Acumularea de biomasa in conditii de stres hidric

Masuratorile si analiza plantelor au fost facute in cadrul platformei de fenotipare HAS-
RSDS, din Szeged, Ungaria. Timp de sase saptamani (Aprilie si Mai), a fost monitorizata
cresterea plantelor in serd. In primul rind a fost determinat continutul de apa al solului, pentru
a determina programul de irigare si grupele, grupa de martor (continutul de apa al solului 60%)
si grupa cu stresul hidric (continutul apa al solului 20 %). Biomasa plantelor a fost determinata
prin numararea pixelilor verzi. Datele obtinute au fost prelucrate cu ajutorul programului
Matlab folosind accesoriul Image Processing Toolbox (The MathWorks Inc., Natick, MA,
USA).

111.4.3. Efectul stresului hidric asupra fotosintezei
Fluorescenta clorofilelor pe fata superioard a frunzei a fost masurata cu fluorimetru cu
modulatie pulsatorie in amplitudine si analizor al eficientei plantelor (PEA). Am masurat

fluorescenta clorofilelor la inceputul si la sfarsitul perioadei stresului hidric.
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IV. Rezultate si discutii

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

Metodele directe si indirecte au fost folosite cu succes in determinarea nivelului de ploidie

al hibrizilor somatici.

IVV.1.1. Nivelul de ploidie determinat prin citometrie in flux

Rezulatatele obtinute in urma determindrii, au fost comparate cu rezultale obtinute dupa
hibridare somatica (Rékosy-Tican si colab., 2015). Liniile parentale, specia diploida S.
bulbocastanum si cartoful cultivat tetraploid, au fost folosite pentru standardizare interni. In
total au fost analizati sase hibrizi, opt plante din generatia primei retroincrucisari (BC1,
backcross) si trei plante din generatia a celei de a doua retroincrucisari (BC2, backcross). Stiind
ca in urma hibridarii somatice au fost mentinute numai plantele hexaploide, rezulatele obtinute
arata, ca plantele pierd cromozomi in timpul regenerarii si cultivarii lor in conditii in vitro

(R&kosy-Tican si colab., 2015).

IV.1.2. Determinarea nivelului de ploidie prin numararea cloroplastelor din celulele
stomatice

In total au fost numarate cloroplastele din 54 de celule stomatale. Corelatia pozitiva intre
numarul cloroplastelor si nivelul de ploidie al plantelor a fost demonstrata si in cazul acestor

hibrizi somatici.

IV.1.3. Determinarea nivelului de ploidie prin metoda directa

Numarul cromozomilor a fost determinat din celulele meristematice, rezultatele obtinute
confirmi rezultatele metodelor indirecte. n total au fost numarati cromozomi de la sapte
hibrizi, zece genotipuri din generatia BC1 si trei genotipuri din generatia BC2.
Pe baza rezultatelor obtinute s-a evidentiat ca hibrizii somatici pierd cromozomi iar nivelul de

ploidie scade la nivelul de pentaploid si tetraploid.

Analiza numarului cromozomilor in hibrizii somatici, a evidentiat prezenta hirizilor
euploizi, avand un numar de cromozomi asteptati 2n=72 (genotipurile: 2299/2, 2284/5, 2283/9,
2294/5), si aneuploizi 2n<72 (genotipurile: 2284/4, 2295/1, 2282/4).
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De asemenea, au fost obtinute rezultate similare si in cazul descendentilor BC1, din
zece plante analizate, numai doud genotipuri au avut numarul de cromozomi asteptati 2n=60
(2283/9/63; 2295/1/3), restul genotipurilor au avut mai putini cromozomi 2n<60.

Rezultatele neasteptate sunt prezente in generatia BC2, dintre cele trei genotipuri
analizate, unul are mai multi cromzomi decéat numarul asteptat (2n=60). Prezenta mai multor
cromozomi decat numarul asteptat, sugereza prezenta problemelor la separarea cromozomilor
in meioza.

Prin aceste analize, a fost evidentiat faptul ca hibrizii somatici pierd cromozomi si astfel
nu sunt stabili din punct de vedere genetic. Eliminarea cromozomilor este un fenomen raportat
in cazul mai multor hibrizi somatici (Harms, 1983; Menke si colab., 1996; Pijnacker si colab.,
1989; Gavrilenko si colab., 2002; 2003). Cauza elimindrilor poate sa fie reprezentata de
incompatibilitatea somatica. Acest fenomen are mecanisme aseméanatoare cu incompatibilitatea

sexuala.

IV.1.4. Corelatia intre metodele directe si indirecte Tn determinarea nivelului de ploidie

Rezultatele numararii cromozomilor au fost folosite pentru a stabili, din punct de vedere
statistic, care dintre metodele indirecte prezice mai corect numarul real al cromozomilor.
In primul rand a fost confirmati prezenta corelatiei pozitive intre numirul real al
cromozomilor si numarul calculat pe baza rezultatelor obtinute prin metode indirecte
(p<0.05).

In partea a doua a analizelor statistice s-a calculat numirul cromozomilor pe baza
metodelor indirecte, utilizand o ecuatie lineara. Rezultatele indica faptul ca ambele metode
indirecte, citometrie in flux (R?= 0.78, p<0.05) si numirul cloroplastelor per celuld
stomaticd (R?=0.85, p<0.05) poate si prezicid numirul cromozomilor cu mare precizie

(Figura 1).
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Figura 1. Corelatia intre numarul real al cromozomilor si numarul determinat dupa numararea

cloroplastelor (puncte verzi) si numarul determinat dupa rezultatele citometriei in flux (puncte gri)

IV.2. Caracterizarea citogenetica a compozitiei genomurilor hibrizilor

somatici

IV.2.1. Compozitia genomului si constitutia cromozomiala a hibrizilor somatici

La analiza nivelului de ploidie a hibrizilor si descendentilor a fost identificata prezenta
fenomenului de incompatibilitate somatica intre speciile parentale, ceea ce cauzeaza pierderea
cromozomilor (Orczyk si colab., 2003).

Pentru a investiga compozitia genomului si constitutia cromozomiald a hibrizilor
somatici am folosit tehnica de hibridizare multicolora in situ a genomurilor (mcGISH). Din
rezultatele preliminare stim ca doar hibrizii hexaploizi au fost selectati pentru mentinere si
cultivare in vitro (Rakosy-Tican si colab., 2015).

Rezulatele obtinute au confirmat rezultatele examinarii nivelului de ploidie, plantele au
pierdut cromozomi pe timpul cultivarii in vitro. Tn total au fost analizati cinci hibrizi somatici,
cinci plante din generatia BC1 si doud genotipuri din generatia BC2. Prin aceasta metoda a
devenit posibild urmarirea pierderilor cromozomilor din seria ce contine hibrid-BC1-BC2.

Prima serie studiata demonstreaza, ca hibridul hexaploid (2295/1) a devenit aneuploid
pe perioada de mentienere in vitro. Dupa 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). In generatia BC1, este de asteptat si avem 60 de cromozomi, dar in acest
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genotip avem numai 58 de cromozomi, 48 de la cartoful cultivat si numai 10 de la specia
salbatica (Figura 2 B).
Genotipurile din generatia BC2 demonstreaza foarte bine faptul ca daca doua genotipuri

au acelasi numar de cromozomi, nu inseamna ca sunt uniforme din punct de vedere genetic.

Fiecare genotip studiat are in total 50 de cromozomi, dar difera proportia de la specile parentale

(Figura2 CsiD)

Figura 2. Vizualizarea prin tehnica mcGISH a cromozomilor aflati Tn metafaza mitozei in seria hibrid-
BC1-BC2
A-2295/1 are in total 66 de cromozomi: 46 tbr (verde) si 20 blb (rosu); B-2295/1/7 are in total
58 de cromozomi: 48 tbr (verde) si 10 blb (rosu) C-2295/1/4/11 are in total 50 de cromozomi:
48 tbr (verde) si 2 blb (rosu) D-2295/1/4/59 are in total 50 de cromozomi: 42 tbr (verde) si 8
blb (rosu)
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Trei genotipuri din generatia BC1 (2283/9/3; 2283/9/27; 2283/9/63) obtinute in urma
incrucisarii cartofului cultivat cu hibridul hexaploid (2283/9) au numar diferit de cromzomi, ce
demonstreaza ca eliminarea cromozomilor este un proces aleator. Dintre aceste genotipuri,

numai un genotip are numarul de cromozomi (60 de cromozomi) conform asteptarilor (Figura

Figura 3. Vizualizarea cromozomilor aflati in metafaza mitozei intr-o serie hibrid-BC1-BC2 prin
tehnica mcGISH
A-2283/9 genotip hexaploid cu 48 tbr (verde) si 24 blb (rosu); B-2283/9/3 avand 52 de
cromozomi, 40 tbr (verde) si 12 blb (rosu) C-2283/9/27 avand 52 de cromozomi, 44 tbr (rosu)
si 8 blb (verde) D-2283/9/63 avand 60 de cromozomi,44 tbr (rosu) si 16 blb (verde);

19



Prin analiza compozitiei cromozomilor a fost evidentiat faptul ca, daca genotipurile au
numarul asteptat de cromozomi, proportia speciilor parentale poate sa prezinte numere
neasteptate. Un exemplu foarte bun este reprezentat de genotipul 2283/9/63, care a avut 16
cromozomi de la S. bulbocastanum, mai mult decat numarul asteptat (Figure 3D).

Pe baza rezultatelor obtinute s-a ajuns la concluzia ca nivelul de ploidie al hibrizilor se
stabileste la nivel tetraploid.

Prin analiza compozitiei genomului la genotipul BC1-2294/5/5 a fost demonstrata
prezenta secventei recombinate (Figura 4). Acest hibrid este obtinut din incrucisarea cartofului

cultivat cu hibridul hexaploid 2294/5.

Figura 4. Vizualizarea cromozomilor aflati in metafaza mitozei la genotipul 2294/5/5 prin tehnica
mcGISH. Sageata indicd locul secventei recombinate.
-Acest genotip are n total 58 de cromozomi, din care 46 provin de la cartoful cultivat (verde) si 12 de

la S. bulbocastanum

Cromozomii fiind asa de mici este greu de identificat recombinarea secventelor mai
scurte, astfel este posibil de evidentiat numai recombinarea secventelor mai lungi (Figura 4)
(Gavrilenko si colab., 2002).

Eliminarea preferentiala a cromozomilor de la specia salbatica a fost raportata in mai
multe cazuri, unde partenerii de fuziune ai cartofului au fost S. pinnatisectum (Menke si colab.,
1996), S. phureja (Pijnacker si colab., 1989) S. brevidens (Gavrilenko si colab., 2002) sau S.

etuberosum (Gavrilenko si colab., 2003).
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Din datele din literatura se stie ca S. bulbocastanum nu se poate incrucisa in mod natural
cu cartoful cultivat din cauza diferentelor aparute la nivelul ploidiei echilibrate a endospermului
(EBN, Endosperm Balance Number) (Rékosy-Tican si colab., 2005). Cartoful cultivat are
2EBN iar specia salbatici 1EBN chiar in cazul ploidiei egale aceastd diferentd provoaca
probleme n dezvoltarea zigotului (Masuelli si Camadro, 1997).

In toate genotipurile studiate doud perechi de cromozomi prezintd un semnal foarte
puternic, care este localizat in regiunea centromerului. Stupar si colab., (2002) au identificat o
secventa repetitiva 2D8 ca si sursa a semnalului.

Evenimentul de recombinare este esential atunci cand scopul proiectului este de a
transfera caracterele dorite de la specia salbatica in cartoful cultivat. Pe baza rezultatelor
obtinute am demonstrat ca hibrizi intre cartoful cultivat si S. bulbocastanum au in genomul lor
cromozomi proveniti de la specia silbatica prin urmare sunt candidati buni pentru programe de

ameliorare.

IV.3. Vizualizarea reactiei oxidative

Metodele histochimice permit detectarea, localizarea moleculelor ROS si monitorizarea

sintezei si a evolutiei dupa interactiunea efectorului cu gena de rezistenta (Kuzniak si colab.,

2014).

IVV.3.1. Detectarea apei oxigenate

Prin folosirea colorarii specifice am reusit sa identificam locul de sinteza al apei
oxigenate. Martorul negativ, reprezentat de infiltrarea cu apa, nu a prezentat nici un semn
specific. In acest experiment speciile parentale au fost folosite ca si martor al interactiunii
compatibile respectiv incompatibile, pentru ca S. tuberosum cv. Delikat este sensibil iar S.
bulbocastanum rezistent la mana tarzie.

Modelul sintezei apei oxigenate la hibrizii somatici a fost comparat cu modelul obtinut
la speciile parentale, fiecare comparatie a fost verificata statistic cu ajutorul unui model linear
(LM), care a folosit grupurile de plante, timpul trecut dupa infectie si marimea ariei de sinteza.

Testele statistice au demonstrat prezenta diferentei semnificative intre modelul de
sinteza al apei oxigenate prezent in cazul interactiunii compatibile si al celei incompatibile.
Aria de sinteza a apei oxigenate prezinta mari modificari la ore diferite dupa sinteza in cazul

interactiunii incompatibile. In aceasta interactiune prima reactie oxidativa apare in primele trei
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ore ale infectiei, iar a doua dupa 24 de ore. In cazul interactiunii compatibile maximul reactiei
oxidative apare dupa numai 8 ore de la infiltrare.

Rezultatele obtinute corespund cu datele din literatura (Apel si Hirt, 2004, Kobayashi
si colab., 2007; Wi si colab., 2012, Han si colab., 2013) unde s-a demonstrat ca in cazul
interactiunilor incompatibile dupa primul maxim de sinteza, apare al doilea, mai lung. Pentru a
doua reactie oxidativa se foloseste si denumirea de “raspuns de recunoastere”, pentru ca apare
numai in cazul in care efectorul este recunoscut de catre gena de rezistenta.

Analiza aparitiei reactiei oxidative la hibrizii somatici a inceput cu hibridul somatic
(2282/4/77), care contine genele de rezistenta Rpi-blbl si Rpi-blb3, dar testele de rezistenta au
demonstrat cd acest genotip este sensibil la mana tarzie (Figura 5). In urma agroinfiltrarii apar
douda maxime in sinteza apei oxigenate, dar comparativ cu S. bulbocastnum, ambele apar mai
tarziu. Cantitatea apei oxigenate nu este mai mica decat in cazul speciei salbatice, (t-test,
p>0.05). Aceastd interactiune demonstreaza importanta aparitiei reactiei oxidative la inceputul
interactiunii. lar intarzierea primei reactii este o caracteristica a plantelor sensibile (Wi si colab.,
2012).
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Figura 5. Sinteza apei oxigenate la hibridul sensibil la mana tarzie in comparatie cu modelul de

sinteza la S. bulbocatanum (linia verde) si la S. tuberosum (albastru)

Tn a doua sectiune a experimentului am investigat raspunsul hibrizilor somatici, care
contin gena Rpi-blb1, genotipul rezistent (2283/9/3) si genotipul sensibil (2283/9/27) la mana

tarzie. Modelul de sinteza al apei oxigenate la planta sensibild corespunde cu modelul obtinut
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in cazul interactiunii compatibile (LM, p>0.05). Primul maxim al sintezei apare dupa 8 ore,
dupa care nivelul sintezei scade pana la 24 de ore dupa infiltrare.

Ultima etapa a experimentului reprezintd analiza hibrizilor somatici, care contin gena
Rpi-blb3, genotipul rezistent si genotipul sensibil (2283/9/63) la mana tarzie (2283/9/64). In
plantele sensibile aria de sinteza a apei oxigenate este semnificativ mai mare decat in cazul
genotipurilor studiate anterior (Delikat, 2282/4/77 si 2283/9/27). Initial se sintetizeaza o
cantitate foarte mare, dupa care sinteza apei oxigenate rimane la un nivel mai scizut. in
genotipul rezistent nivelul de sinteza creste in timp de 8 ore dupa infectie iar a doua reactie
oxidativa apare numai dupa 48 de ore.

Rezultate similare au gasit Polkowska-Kowalczyk si colab., (2004), prin studierea

interactiunii Tntre Solanum villosum si Phytophthora infestans.

1VV.3.2. Vizualizarea sintezei superoxizilor

Superoxidul este al doilea compus important in raspunsul hipersensibil al plantelor. Cu
ajutorul reactiei de culoare am reusit sa evidentiem modelul sintezei superoxidului Tn
interactiunile compatibile si incompatibile. In plantele rezistente la mana tarzie sinteza
superoxidului apare n primele opt ore dupa infectie, iar in cazul plantelor sensibile este prezent

la orice ora de verificare dupa infiltrare (Figura 6)

Sensibil Rezistent

0 hpi 48 hpi 0 hpi 48 hpi

Figura 6. Sinteza superoxidului in plantele sensibile si plantele rezistente la mana tarzie
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IV.4. Stres-selectia hibrizilor somatici toleranati la seceta

Stres-selectia hibrizilor toleranti la stresul hidric reprezinta o parte importantd a
programele de ameliorare. Combinarea caracterelor avantajoase intr-un singur genotip este
importanta, pentru ameliorarea cartofului. Experimentul nostru are doua etape majore: stres-

seletia in vitro si in sera.

IVV.4.1. Pre-selectia in vitro a hibrizilor somatici toleranti la stresul hidric

Stresul hidric a fost indus prin folosirea compusului PEG in mediul de cultura, in
concentratii diferite. In prima etapi s-a folosit in concentratie de 5 % iar in cea de-a doua etapa
15%. Pe baza caracterelor morfologice (lungimea tulpinilor si radacinilor), genotipurile au fost
clasificate in diferite grupe. In general, pe baza rezultatelor am evidentiat, efectul negativ al
stresului hidric asupra dezvoltarii plantelor.

Urmadtoarea enumerare contine caracteristicile morfologice ale fiecarei clase.

Groupa 1: plantele bine dezvoltate, cu multe tulpini si radacini, frunze verzi, dezvoltarea
tulpinilor abaxiale si la unele genotipuri prezenta mini-tuberculilor;

Groupa 2: tulpina slab dezvoltata, fara radacini;

Groupa 3: radacini dezvoltate, tulpina nedezvoltata;

Groupa 4: plante uscate ;

Cartoful este o planta sensibila la seceta, fapt sustinut si de rezultatele obtinute in cadrul
testelor de stres-selectie. Seceta indusd are un efect negativ asupra dezvoltarii hibrizilor
somatici. Comparativ cu grupul martor, la toate genotipurile studiate, plantele supuse stresului
au avut o dezvoltare mai slaba.

Tn capitolul precedent, am demonstrat, ci hibrizii somatici sunt diferiti din punct de
vedere genetic, din acest motiv este importanta analiza rapunsului fiecarui genotip la stresul
hidric.

Clasificarea genotipurilor pe baza caracterelor morfologice ajuta la intelegerea modului
de alocarea a resurselor.

Liniile parentale folosite in hibridarea somatica, au fost incluse in grupa 3, pentru ca
prezinta o crestere a radacinilor. Prezenta radacinilor este 0 caracteristica importanta, pentru ca
asigura absorbtia rapida a apei si recuperarea rapida dupa perioada de seceta.

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

stresate au avut o dezvoltare mai slaba. Folosind criteriile de clasificare anterioara, in acest caz
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nici o plantd nu este incadrata in grupa 1. Sunt cateva plante care au dezvoltat tulpina laterala,

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

Concentratia de prolina sintetizata
Rezultatele obtinute aratd crestera semnificativd a concentratiei de prolind la plantele
stresate in comparatie cu planele martor, in ambele etape ale experimentului (t.test, p<0.01).

Cantitatea de prolina sintetizata difera in functie de genotipuri.

1V.4.2. Acumularea biomasei proaspete in conditii de stres hidric

Platforma de fenotipare asigura o oportunitate pentru a evalua schimbarea caracterelor
morfologice si fiziologice ale hibrizilor somatici in conditii de stres hidric (Wegener si colab.,
2015).

In experimentul nostru am evaluat raspunsul hibrizilor la secetd, prin umrarirea acumularii
biomasei verzi si a cantitatii de tuberculi. Determinarea biomasei verzi se face prin numararea
pixelilor verzi pe pozele RGB. Dupa experimente am evaluat cantitatea si forma tuberculilor.

Rezultatele obtinute au demonstrat, ca stresul hidric are un efect negativ asupra acumularii
biomasei in cazul speciilor parentale si hibrizilor somatici, cu exceptia unui singur hibrid, unde
plantele stresate au accumulat mai multa biomasa verde, decat martorul.

Stresul hidric scade semnificativ acumularea biomasei la cartoful cultivat (ANOVA,
p<0.05), dar in cazul speciei salbatice sau a hibrizilor, plantele stresate accumuleaza biomasa
mai incet, dar nu este diferentd semnificativa intre plantele stresate si martorul (ANOVA,
p>0.05).

La majoritatea hibrizilor somatici evaluati, este remarcabil faptul ca acumularea
biomasei plantelor merge paralel in plantele stresate si nestresate. Efectul negativ al stresului
hidric se poate observa doar in primele doud saptamani, iar incepand cu saptamana a treia
plantele stresate incep si creasci la fel ca si martorul (Figura 7A). Tn cazul genotipului 2283/9
este interesant, faptul ca pana la finalul experimentului planta stresatd acumuleaza o biomasa

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

Cantitatea si calitatea tuberculilor este un alt caracter urmarit in programele de
ameliorarea a cartofului.

Rezultatele obtinute in urma masurarii cantitatatii tuberculilor a evidentiat ca stresul
hidric are un efect negativ asupra dezvoltarii tuberculilor pentru ca scade semnificativ cantitatea
tuberculilor la plantele stresate (T-test, p<0.01), exceptie face numai un singur genotip din
generatia BC1, unde planta stresatd produce o cantitate mai mare de tuberculi decat martorul.

Tn toate genotipurile studiate, forma tuberculilor este similara cu tuberculii soiului

Delikat. Tuberculii au coaja alba, forma rotunda si suprafata neteda (Figura 8).

Figura 8. Forma tuberculilor la hibridul 2283/9 in conditii martor (A) si in conditii de stres (B)

Rezultatele obtinute evidentiaza faptul ca biomasa verde a plantelor, precum si

cantitatea tuberculilor sunt indicatori corespunzatori pentru analiza efectului stresului hidric.
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1V.4.3. Efectul stresului hidric asupra fotosintezei

Fotosinteza este un proces sensibil, prezenta factorilor de stres biotic si abiotic conduce
la aparitia deviatiilor in procesul normal si din acest motiv functionarea sistemului fotosintetic
poate fi folosita ca un indicator al fitnesul plantei.

Tn experimentul nostru executat pe platoforma de fenotipare, am masurat de doud ori
functionalitatea procesului fotosintezei pentru a evidentia efectul stresului hidric asupra
complexelor proteice, care au rol In capturarea lumini si transformarea in energie biochimica.
Tn primul rand am evaluat schimbarea parametrilor care reflecta functionarea intregului sistem.

Schimbarea randamentului cuantic potential (Fv/Fm) a fost verificata deoarece, acest
parametru reflecta functionarea fotosistemului 11 (PSII). Tn cazul de fati, la plantele aflate atat
n conditii martor cat si Tn conditii de stres hidric valoarea acestui parametru corespunde valorii
masurate la plantele nestresate 0.7-0.84 (Jefferies 1992; Baker si Rosenqvist, 2004; Rolfe si
Scholes, 2010). Mai multe sudii raporteaza insensibilitatea acestui parametru la stresul hidric.
Tn cadrul studiului nostru nu s-a observat nici o diferenta semnificativa intre plantele stresate si
nestresate, dimpotriva in cazul unor genotipuri, plantele stresate au obtinut valori mai mari
decat martorul.

In etapa umritoare am investigat randamentul cuantic efectiv (Fv’/Fm’), acest
parametru reflecta eficienta trasnportului de electroni si transformarea energiei luminoase n
energie biochimica (Maxwell si Johnson, 2000; Brestic si Zivcak, 2015).

Rezultatele obtinute corespund cu rezultatele din literaturd, randamentul cuantic efectiv
este sensibil la stresul hidric. Masuratorile efectuate la inceputul experimentului nu prezinta
nici o difereta intre plantele stresate si martor, dar rezultatele de la a doua masuratoare arata o
scadere semnificativa in randamentul cuantic efectiv al plantelor stresate. Flagella si colab.,
(1998) au demonstrat ca stresul hidric slab si moderat nu afecteaza randamentul cuantic al PSII,
doar ciclul Calvin (Brestic si Zivcak, 2015).

In urmatoarea etapi a experimentului, am investigat functionarea complexelor proteice.
n primul r4nd am determinat efectul stresului hidric asupra activititii compexului de scindare
a apei al fotosistemului PSIl (Water splitting complex/ Oxygen-evolving complex) prin
folosirea formulei Fv/Fo. Rezultatele obtinute arata, ca activitatea acestui complex este afectata
negativ la inceputul stresului hidric, dar acest efect negativ dispare pana la sfarsitul

experimentului (t.test p>0.05).
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In etapa urmatoare am determinat fluorescenta si dimensiunea plastochinonelor (Fv/2).
Rezultele obtinute corespund asteptarilor, ambii parametri au avut o crestere semnificativa la
plantele stresate.

Exista o corelatie pozitiva intre raportul Fv/2 si numarul pigmentilor asociati cu centrele
de reactie. Pe baza rezultatelor obtinute, putem concluziona faptul ca pigmentii se acumuleaza
n numar mai mare in jurul centrelor la plantele stresate (Fodorpataki, 2004). In plus, prin
determinarea densitatii centrelor active in fotosinteza, am evidetiat cad numarul acestora creste
semnificativ la plantele stresate.

Prin calcularea indexului de performanta (PI) s-a demonstrat ca activitaea
fotosistemelor 1 si II a fost mai crescuta la a doua masurare, fatd de rezultatele primei
masuratori.

Energia netransformata in energie biochimica este re-emisa ca fluorescenta sau risipita
sub forma de caldura. Aceasta parte a energiei a fost determinata prin calcularea parametrului
NPQ (Non-Photochemical Quenching) (Demming si Adams, 1996; Maxwell si Johnson, 2000).
Rezultatele obtinute aratd ca risipirea energiei a scazut cu trecerea timpului, de la prima
masurare pana la a doua.

Rata transportului de electroni (Electron transport rate, ETR) aratd diferente intre
plantele martor si plantele stresate la toate genotipurile. La martor ETR devine saturat la un
nivel scazut al densitatii fluxului fotonic fotosintetic (Photosynthetic Photon Flux Density
(PPFD)). Similar cu rezultatele noastre, Li si colaboratori (2015) au evidentiat ca plantele
tolerante la seceta au capacitate crescuta ETR.

Un alt factor, care poate sd determine Stabilitatea fotosintezei este reprezintat de
prezenta tuberculilor, deoarece acestia sunt un depozit non-fotosintetic (Basu si colab., 2014).

Cu ajutorul acestor parametri am evidentiat stabilitatea fotosintezei in hibrizii Somatici
si capacitatea plantelor de a se adapta la stresul hidric moderat. Stres-selectia hibrizilor somatici
trebuie continuata cu testarea lor in cdmp, pentru a identifica candidatii cei mai buni pentru

programele de ameliorare.
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V. Concluzii generale si originalitatea tezei

Obiectivul principal al acestei lucrari reprezinta caracterizarea complexa a hibrizilor
somatici intre cartoful cultivat si S. bulbocastanum si a descendentilor pentru a completa
rezultatele preliminare si pentru a oferi noi informatii legate de rolul reactiei oxidative in

interactiunea plantei cu efectorii specifici si toleranta plantelor la stresul hidric.
In concluzie:

1. S-a reusit investigarea stabilitatigenetice a hibrizilor somatici si descendentilor acestora,
rezultati prin retroincrucisare BC1, BC2.. Din rezultatele preliminare se stie, ca numai plantele
hexaploide au fost mentinute pentru cultivare in vitro. Rezultatele noastre demonstreaza, ca
hibrizii somatici nu sunt stabili din punct de vedere genetic, au pierdut cromozomi n timpul
cultivarii. Incompatibilitatea somatica poate sa fie cauza elimindrii cromozomilor. Numarul
diferit de cromozomi in genotipurile din generatia BCI1, proveniti din acelasi eveniment de
incrucisare demonstreaza, ca numarul cromozomilor pierduti este imprevizibil. Pe baza
rezultatelor obtinute cu metode indirecte este posibila calcularea numarului cromozomilor cu

mare precizie.

2. Compozitia genomului hibrizilor somatici a fost investigata cu ajutorul metodei citogenetice
de hibridizare multicolora in situ a genomurilor (mcGISH). Pe baza rezultatelor obtinute,
recomandam folosirea unui pre-tratement pentru varfurile radacinilor, cu enzimele pectinaza,
celulza si citohelicaza pentru a obtine un preparat cromzomial fard citoplasmd. Cu ajutorul
metodei mcGISH am demonstrat cd hibrizi somatici pierd cromozomi de la ambele specii
parentale, dar in mai mare proportie de la S. bulbocastanum. Am evidentiat ca numarul egal de
cromozomi in hibrizi diferifi, nu inseamnd si compozitie similard. Identificarea secventei
recombinate, demonstreazd prezenta introgresiei unui fragment cromozomial de la specia

sdlbatica in genomul cartofului cultivat.

3. Functionalitatea genelor de rezistenta a fost verificata cu ajutrul metodei de agroinfiltrare.
Rezultatele obtinute demonstreaza prezenta reactiei oxidative bifazice la hibrizii rezistenti la

mana tarzie si importanta aparitiei acestui raspuns. Modelul sintezei apei oxigenate prezinta
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diferente in functie de genotip. De asemenea, a fost evidentiatd o corelatie pozitivd intre

prezenta genei de rezistenta Rpi-blb3 si nivelul crescut de sinteza a apei oxigenate.

4. In ultima parte a cercetarii, am demonstrat ci stres-selectia in vitro este un proces eficient,
pentru a selecta hibrizii toleranti la stresul hidric. Hibrizii somatici plantati in platforma de
fenotipare de la Centrul de Cercetari Biologice de la Szeged au toleranta la stresul hidric, fapt
demonstrat de paremetrii investigati. Biomasa verde a plantelor nu a scdzut semnificativ in
conditii de stres hidric, insa a fost Inregistrata o scadere substantiald a productiei de tuberculi.
Conform datelor din literatura, cartoful cultivat este sensibil la stresul hidric, rezultatele noastre

au demonstrat ca specia S. bulbocastanum este tolerant la seceta.

Studiul asupra fotosintezei plantelor arata ca, acest proces este stabil la hibrizii somatici in
conditii de stres hidric moderat. Am evidentiat, de asemenea, cd stresul hidric aplicat nu
afecteaza randamentului cuantic potential al fotosistemului II (PSII), ceea ce reflectd o absenta
a deteriorarii complexelor proteice implicate in fotosinteza. Rezultatele masuratorii repetate,
aratd ca fixarea carbonului este mai putin afectata la inceputul stresului hidric, decat la sfarsitul
acestei perioade. Hibrizii somatici au capacitatea de a se adapta la lipsa de apa si de a mentine
stabilitatea procesului de fotosinteza, rezultate care sunt in acordanta cu rezultatele determinarii
biomasei.

Pe baze rezultatelor obtinute in experimentele noastre, putem afirma prezenta
caracterelor avantajoase, rezistenta la mana tarzie si toleranta la stresul hidric, in hibrizii
somatici analizati. Caracterele speiciei salbatice au fost trasnferate cu succes in genofondul
cartofului cultivat.

In final putem conlcuziona ci hibrizi somatici intre cartoful cultivat si Solanum
bulbocastanum reprezinta un material valoros, unic iar prin cercetarile originale prezentate in
aceasta teza am reusit sa aducem date noi referitoare la:

o gradul de ploidie si compozitia lor genomica;

o evidentierea histochimica a moleculelor reactive de oxigen dupa agroinfiltrarea plantei
cu efectorii specifici, in functie de prezenta genelor de rezistenta Rpi-blb1 si/sau Rpi-
blb3;

o selectia unor hibrizi toleranti la stresul hidric, prin utilizarea unei platforme de fenotipare

HAS RDS Szeged, Ungaria in cadrul retelei europene de fenotipare EPPN [1].
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