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CUVINTE CHEIE: cartoful cultivat, deficienta MMR, gandacul de Colorado, GISH,
glicoalcaloizi, hibrizi somatici, Solanum chacoense, stres hidric

. INTRODUCERE

Cartoful (Solanum tuberosum L.) este considerat ca fiind una dintre plantele de cultura
cele mai valoroase, in situatia in care problemele nutritionale ale populatiei la nivel global sunt Tn
crestere. In zilele noastre, cartoful este a patra cea mai importanti planti de culturd din lume,
ocupand primul loc in randul materiilor prime alimentare non-cerealiere de baza cu 0 productie
mondiala totala mai mare de 360 de milioane de tone pe an (FAOSTAT 2014). Roméania ocupa
locul al saselea intre tarile cultivatoare de cartof in Europa, avand in 2014 o productie mai mare
de 3.5 milioane de tone de cartof (FAOSTAT 2014). Cartoful este cultivat in peste 160 de tari,
fiind cunoscute mai mult de 4000 de soiuri (Camire si colab. 2009).

Datorita procesului de domesticire a cartofului, efectuat in scopul cresterii productiei si a
calitatatii tuberculilor, prin selectia de soiuri cu un nivel cat mai redus de metaboliti secundari in
tuberculii (Hermanova si colab. 2007), baza genetica a cartofului s-a restrans. Ca urmare a
reducerii fondului genetic al cartofului, susceptibilitatea la factori abiotici (frig, inghet si seceta),
dar si la nenumarati factori biotici a crescut, ceea ce duce la scaderea randamentului productiei
(Hirsch si colab. 2013).

Tn prezent, peste 160 de boli si daunitori afecteaza productia culturii de cartof dintre care
mai mult de 50 sunt de natura fungica, 10 sunt de natura bacteriand, 40 sunt provocate de
virusuri, iar restul se datoreaza unor daunatori ai frunzelor sau tuberculilor.

Dezvoltarea rezistentei plantelor gazda ar putea fi singura solutie pe termen lung pentru
combaterea bolilor si daunatorilor, dar este dificil de realizat, deoarece soiurile de cartof
moderne posedd un fond genetic sarac in gene de rezistentd, fapt ce nu permite alegerea soiurilor
rezistente.

Cele mai multe dintre rudele salbatice ale cartofului cultivat ofera o rezistenta plantelor
gazda la diferite boli si daunatori. Aceste specii salbatice reprezinta o sursd bogatd si diversa de
gene rezistente (Hawkes 1990), care ar putea fi utile pentru imbunatatirea genofondul cartofului.

Tn ultimele decenii, cultivarea cartofului s-a bazat pe diversificarea fondului genetic al

acestuia, prin incorporarea trasaturilor dorite de la specii sdlbatice de Solanum (Ross 1986).



Aceasta noua resursa genetica s-a dovedit a fi utila Tn ceea ce priveste rezistenta la boli si,
toleranta la schimbarile climatice. Un dezavantaj al procesului de reproducere clasica este faptul
ca necesitd un interval mare de timp. Pentru a obtine soiuri utilizabile sunt necesare mai multe
cicluri de selectie, care pot dura minimum 10 ani. Tn numeroase cazuri au fost necesari mai mult
de 30 de ani, pentru a obtine un nou soi (Gebhardt 2013; Haverkort si colab. 2009).

Hibridarea somatica realizata prin electrofuziune de protoplaste este consideratia o metoda
alternativa mai rapida pentru transferul genelor de rezistenta de la speciile salbatice de Solanum
la cartoful cultivat (Thieme si colab. 2010). Mai mult, aceastd metoda a facut posibila depasirea
mostenirii exclusiv materne a citoplasmei, facilitind combinarea plastidelor si mitocondrilor de
la ambii parinti (Birky 1995). Ca rezultat al hibridarii interspecifice, hibrizii somatici obtinuti pot
contine trasaturile dorite de la speciile salbatice, dar, de asemenea, ar putea sa apara unele
proprietati nedorite, cum ar fi 0 concentratie ridicatd de glicoalcaloizi Tn tuberculi, scaderea
calitatii tuberculilor sau a randamentului productiv. Prin urmare, in cazul hibrizilor somatici
produsi Tn acest mod, este necesard o caracterizare profunda Tnainte ca acestia sa fie integrati in
programele de ameliorare.

Solanum chacoense este un diploid (2n=2x=24), auto-incompatibil, producator de
tuberculi apartinand genului Solanum. S. chacoense a atras atentia amelioratorilor de cartofi
datorita rezistentei sale crescute la o gami largd de agenti patogeni. S. chacoense este foarte
rezistent la gandacul de Colorado (Colorado potato beetle, CPB) (Sinden si colab. 1986).
Rezistenta la insecte este atribuita glicoalcaloizilor specifici: leptinele, care sunt formele acetilate
ale a-solaninei si a-chaconinei. Leptinele sunt sintetizate doar in tesuturile aeriene ale plantelor,
ceea ce constituie un avantaj pentru amelioratori, deoarece introgresia genelor pentru sinteza de
leptine Tn cartoful cultivat ar trebui sa confere rezistentd impotriva mai multor boli, dar fard a

creste nivelul de glicoalcaloizi in tuberculi.

I.1. Hibrizi somatici intre Solanum chacoense si cartoful cultivat

Cu scopul de a introduce trasaturi valoroase de la S. chacoense, Thieme si colab. (date
nepublicate) si Rakosy si colab. (2004) au produs hibrizi somatici si descendenti ai acestora prin
incrucisarea cartofului cultivat, soiurile Delikat si Désirée, si S. chacoense cu sau fara deficientd
a sistemului reparator al ADN-ului (Mismatch Repair - MMR). Tn ambele cazuri, hibridarea

somatica a fost realizata folosind tehnica de electrofuziune a protoplastelor.



Pentru producerea de hibrizi somatici, Thieme si colab. (date nepublicate) au utilizat
celule mezofiliene de S. tuberosum cv. Delikat si S. chacoense GLKS 30138 (S. chc. 138) din
colectiile de cartofi Gross Lusewitz, IPK Genebank, Germania. Plantele descente BC; au fost
obtinute dupa retroincrucisare sexuald a hibridului somatic (SH) 1552/1 cu S. tuberosum, soiul
Sonate. Plantele BC, au fost obtinute dupad retroincrucisare sexuala BCi 1552/1/7 cu S.
tuberosum, soiul Romanze.

Rakosy si colab. (2004; 2015), au utilizat ca parinti in hibridarea somatica, soiuri de
Delikat si Désirée si una dintre accesiunile de S. chacoense (Pl 458310) (S.chc HL) cu cea mai
ridicatd productie de leptine, de la NPGS Sturgeon Bay, Statele Unite ale Americii.

S. chacoense cu deficienta MMR a fost obtinut prin transformarea geneticd mediata de
Agrobacterium tumefaciens. Pentru transformarea genetica au fost utilizate douad tipuri de
constructe. Constructul AS contine un fragment de 1 kb al ADNc AtMSH2 cu orientare antisens.
Constructul DN contine secventa de codificare AtMSH2 cu o mutatie punctiformd ce duce la
conversia unui codon de glicina, puternic conservat, din pozitia 697, intr-un codon de acid
aspartic (Ispas 2004).

Liniile transgenice AS si DN au fost testate atat fenotipic cat si prin RT-PCR pentru a
demonstra prezenta genei tintd. In procesul de electrofuziune a protoplastelor pentru a produce
hibrizi somatici cu deficientda MMR au fost utilizate 0 linie de plante transgenice pentru AS si
doua pentru DN si S. tuberosum cv. Delikat (Dk) si Désirée (De). Natura hibrida a plantelor
regenerate a fost validata folosind markeri moleculari SSR si RAPD (date nepublicate). Utilizand
aceste linii parentale au fost obtinuti hibrizii somatici cu deficicienta MMR. Acestia constituie un
sistem experimental foarte bun pentru studiere rolului sistemului MMR n repararea ADN-ului in
timpul recombinarii homeoloage. Deficienta MMR creazé posibilitatea cresterii introgresiilor si a

transferului de material genetic de la S. chacoense Tn germoplasma cartofului cultivat.



1. OBIECTIVELE TEZEI

Genotipurile de cartof obtinute prin tehnica hibridarii somatice, trebuic sa fie

caracterizate in scopul de a selecta hibrizii somatici care sa posede caractere de rezistenta, avand

totodatd si proprietatile valoroase ale cartofului cultivat, dar care si nu detind trasaturi nedorite.

Ulterior, genotipurile selectate pot fi introduse in programele de ameliorare.

Principalul obiectiv al acestei teze de doctorat a fost acela de a caracteriza hibrizii

somatici de cartof rezultati prin electrofuziunea intre specia salbatica S. chacoense si cartoful

cultivat (Rakosy-Tican si colab. 2004; 2015). Aceasta caracterizare a fost necesara pentru a

stabili compozitia genetica a hibrizilor somatici, dar si pentru a selecta genotipurile de cartof

producatoare de leptine care sunt rezistente fatd de gandacul de Colorado si tolerante la seceta.

Obiectivele specifice ale tezei au fost dupa cum urmeaza:

Investigarea stabilitatii genetice a hibrizilor somatici de tip salbatic si cu deficienta MMR
si a descendentilor lor rezultati din retroincrucisare

Evaluarea preciziei metodei de citometrie in flux Tn determinarea nivelului de ploidie
Determinarea genotipurilor de Solanum producatoare de leptine cu ajutorul markerilor
RAPD descrisi de Bouarte-Medina si colab. (2002) si Ronning si colab. (1999)
Dezvoltarea markerilor SCAR 1n determinarea hibrizilor somatici care sunt producatori
eficienti de leptine

Diferentierea genotipurilor de Solanum producatore de leptine folosind diferite analize
biochimice

Investigarea corelatiei dintre compozitia chimicd si capacitatea de rezistentd a
genotipurilor de Solanum la gandacul de Colorado

Determinarea genotipurilor rezistente la gandacul de Colorado prin evaluarea atat a
proprietatilor antibiotice Cat si antixenotice ale hibrizilor si derivatilor acestora
Identificarea speciilor reactive de oxigen si rolul antocianilor in raspunsul de aparare al
plantelor de Solanum dupa réanirea prin lezarea mecanica

Determinarea genotipurilor de Solanum rezistente la secetd folosind metode de stres-
selectie in vitro si ex vitro

Investigarea efectelor secetei asupra capacitdtii de dezvoltare a plantelor de Solanum, a

randamentului tuberculilor si a performantei fotosintezei prin procedeul de fenotipare



I1l. DETERMINAREA CONSTITUTIEI GENETICE A HIBRIZILOR
SOMATICI UTILIZAND METODE CLASICE SI MODERNE DE
CITOGENETICA

Principalul dezavantaj al hibridarii somatice este instabilitatea citogenetica a hibrizilor
somatici (Wolters si colab. 1994). Ca urmare a fuziunii protoplastelor, pe langa hibrizii simetrici
cu seturile intregi de cromozomi de la ambele specii de parinti, pot fi observati si hibrizi somatici
asimetrici, care au pierdut o parte din materialul genetic al unuia dintre parinti. Pierderile
cromozomilor pot fi atribuite diferentelor in gradul de ploidie al nucleelor parentale combinate,
sau hibrizii asimetrici ar putea fi chiar rezultatul diferentelor in ciclul celular din tesuturile
parentale. In afarid de procesele de fuziune a protoplastelor, cultura in vitro utilizatd pentru
regenerare ar putea provoca, de asemenea, eliminarea cromozomilor Tn plantele hibride
(Glimelius si colab. 1991). Din cauza modificarilor excesive in celulele fuzionate, toate plantele
regenerate trebuie considerate organisme unice din punct de vedere genetic, de aceea ele trebuie
sa fie caracterizate separat.

Primul pas important in caracterizarea acestora este determinarea nivelului de ploidie.
Citometria in flux s-a dovedit a fi o metoda indirecta eficientd pentru a determina cu
reproductibilitate ridicatd continutul de ADN si nivelul de ploidie nuclear relativ al diferitelor
specii (Ochatt 2006). Numerele reale cromozomiale au fost puternic corelate cu rezultatele
obtinute in urma analizei citometriei Tn flux (coeficient de corelatie Pearson R2: 0.935, p<0.05).
Pe baza rezultatelor analizei de regresie liniard, numarul de cromozomi poate fi determinat cu o
precizie de = 4 la masuratorile citometriei Tn flux. Majoritatea hibrizilor somatici au fost
tetraploizi, stare de ploidie explicata prin faptul ca hibrizii au eliminat cromozomi dupa procesul
de fuziune. Prin analiza grupatd a hibrizilor somatici, cum ar fi de tip salbatic si hibrizi cu
deficienta MMR, a fost observat faptul ca, in cazul hibrizilor fara deficienta MMR, cei mai multi
dintre acestia aveau genotip pentaploid, in timp ce hibrizii cu deficientdi MMR care contineau
gena dominant negativa AtMSH2 (SH-DN) au fost in mare parte hexaploizi, dar numeroase
plante tetraploide au fost de asemenea observate. Hibrizii cu gena AtMSH2 in orientare antisens
(SH-AS) au fost predominant tetraploizi. Aceasta observatie sugereaza ca hibrizii somatici cu
gena dominant negativa AtMSH2 au fost produsii de fuziune cei mai stabili, au eliminat cei mai

putini cromozomi, Tn timp ce genotipurile SH-AS au fost mai instabili genetic (Fig. 1).
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Fig. 1 Procentul de distributie a nivelului de ploidie la diferite grupe de hibrizi somatici (WT-
hibrizi somatici intre S. tuberosum si S. chacoense, descendenti BCi- reincrucisare intre hibrizi
somatici WT + S. tuberosum, BC: - retroincrucisare intre plante BCy si cartoful cultivat; hibrizi
somatici cu deficienti MMR intre S. tuberosum si forma transgenica S. chacoense: SH-DN -
hibrizi somatici care contin gena dominant negativa AtMSH2, SH-AS - hibrizi somatici cu
orientare antisens a genei AtMSH2)

Valoarea hibrizilor somatici nu a fost diminuata de pierderea cromozomilor, deoarece
scopul productiei hibrizilor a fost de a introduce gene rezistente de la specii sdlbatice in fondul
genetic al cartofului cultivat. Pentru aceasta, este suficienta integrarea secventei de ADN tinta
prin procese de inserare sau translocare in materialul genetic al speciei S. tuberosum, in timp ce,
ceilalti cromozomi din specia sdlbatica pot fi eliminati fard ca acesta sd fie considerat un
dezavantaj nici pentru dezvoltarea plantei si nici din punctul de vedere al ameliordrii genetice
dorite. Eliminarea spontand a cromozomilor poate fi consideratd un avantaj din perspectiva
agronomilor, deoarece trasaturile nedorite pot fi usor si rapid eliminate, fara a necesita
retroincrucisare succesivd a hibrizilor obtinuti cu plante cultivate, activitate consumatoare de
energie si timp.

Tn cazul hibrizilor somatici intre S. tuberosum si S. chacoense, diferentierea genomului
parental este foarte dificila, din cauza relatiei filogenetice foarte apropiate a speciilor parentale.
Aceste specii fac parte din aceeasi sectiune Solanum (Petota) si de asemenea, din aceeasi clasa

Clasa 4, care a fost determinata prin analiza secventei unei singure copii nucleare care leaga gena



ce codifica amidon sintetaza | (Spooner si colab. 2008) de cea pentru nitrat reductaza (Rodriguez
si Spooner 2009).

Compozitia genomica a hibrizilor somatici a fost determinata utilizand o procedura de
hibridizare genomica in situ multicolora (McGISH) modificatd, descrisa de Jang si Weiss-
Schneeweiss (2015), cu etape de spdlare puternica post-hibridizare. Conditiile stricte de spalare
au contribuit la reducerea fenomenului de co-hibridare, deoarece surplusul de ADN hibridizat a
fost spalat. Etapele stricte de spélare, de asemenea, au contribuit la reducerea semnalelor de fond
din preparatele cromozomiale, oferind o mai buna vizualizare a semnalelor de intensitate redusa
ale cromozomilor. Pentru a verifica eficacitatea tehnicii GISH aplicate, s-au folosit hibrizi
somatici cu seturi complete de cromozomi parentali (72 cromozomi). Folosind protocolul Jang si
Weiss-Schneeweiss (2015) modificat, putem confirma ca aceasta tehnica mcGISH a functionat
bine si, prin urmare, S-a reusit determinarea compozitia genomice a hibrizilor.

Pe baza rezultatelor noastre, putem concluziona cd metoda optimizatd aplicatd a fost
eficienta atat in determinarea cu mare precizie a compozitiei genomice a hibrizilor somatici, dar
din pacate, a fost observat in unele cazuri si fenomenul de co-hibridare. Optimizarea metodei
utilizate este necesara pentru a elimina complet fenomenul de co-hibridare. Din pacate, este
aproape imposibil de diferentiat cu claritate genomul celor doi parinti din cauza gradului ridicat

de similitudine genomica a liniilor parentale si a dimensiunilor mici ale cromozomilor.

IV. IDENTIFICAREA HIBRIZILOR SOMATICI CARE CONTIN GENELE
CE CODIFICA LEPTINELE UTILIZAND MARKERI MOLECULARI

Procedura RAPD este mai simpld si mai rapidd decat alte analize pe baza de marcare
(RFLP), mai multi loci polimorfici putdnd fi identificati intr-o singura amplificare PCR.
Principalul dezavantaj al markerilor RAPD este ca ei functioneazd ca alele dominante, deci
separarea locilor heterozigoti (1 copie) nu este posibila. Tehnica RAPD este sensibila la calitatea
si concentratia ADN-ului genomic utilizat, la modificarile concentratiei componentelor PCR sau
de variatii ale parametrilor PCR. Orice schimbare influenteaza extrem de mult repetabilitatea
rezultatelor obtinute.

Pentru a imbunatati reproductibilitatea primerilor RAPD, Paran si Michelmore (1993) au

dezvoltat un nou marker molecular (SCAR) bazat pe produsii RAPD polimorfi.



1V.1. Analizele RAPD

Markeri RAPD utilizati in acest studiu au fost selectati in scopul de a distinge hibrizii
somatici producatori de leptine, pe baza studiilor realizate de Bouarte-Medina si colab. (2002) si
Ronning si colab. (1999). Primerii selectati de Bouarte-Medina si colab. (2002) au recunoscut
secvente de ADN specifice, care au fost legate de sinteza leptinelor, in timp ce, utilizand
primerul UBC-370, furnizat de Ronning si colab. (1999), a fost amplificatd o secventda de ADN
specifica dar care nu a fost linkata cu biosinteza leptinelor.

Din pacate, markerul UBC-370 nu a fost eficace Tn cazul nostru, deoarece acest marker a
amplificat o secventd de ADN cu o lungime de 1500 pb pentru ambele linii parentale (S.
chacoense, S. tuberosum), care ar putea doar sa fie utilizat pentru identificarea plantelor non-
producatoare de leptine, cum ar fi cartoful cultivat.

Dintre markerii specifici produsi de Bouarte-Medina si colab. (2002), doar OPT-20 a
prezentat diferente intre liniile parentale. Prin utilizarea markerului RAPD OPT-20, o anumita
secventa de ADN cu 250 pb lungime a fost amplificatéd in cazul S. chacoense HL si S. chacoense
138, care sunt cunoscute pentru productia leptinelor. Spre deosebire de situatia observati in cazul
speciei sdlbatice, Tn cazul S. tuberosum aceasta banda specificd nu a fost prezenta pe gelul de
agaroza. Bouarte-Medina si colab. (2002) au constatat acelasi produs polimorf dupd analiza
segreagdrii in grup (bulk segregant analysis).

Printre hibrizii somatici fara deficienta MMR, markerul OPT-20 a amplificat secventa
specifica de lungime de 250 pb numai in cazul SH 1552/1. Acest hibrid a fost retroincrucisat cu
cartoful cultivat iar pe baza analizei RAPD-PCR (Fig. 2) a fost evidentiatd o segregare de 1:3 a

capacitatii de sinteza a leptinelor, in descendenti.
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Fig. 2 Selectarea genotipurilor de Solanum, hibrizi somatici si descendenti (BC1), producatoare
de leptine folosind markerul RAPD OPT-20, ampliconul specific de 250 pb este indicat prin
sageata

descendenti BC,. Acest BC1 nu contine secventa de ADN specifica, si, conform asteptarilor, in
cazul plantelor BC», markerul OPT-20 nu a amplificat secventa de 250 pb. Hibrizii somatici cu

deficienta MMR s-au comportat mai bine in acest experiment. Treisprezece hibrizi somatici cu

250 bp.

M — Marker (100 to 1000 bp)
1-5S.t

2-S.chc 138

3-SH 1552/1
4-BC;1552/1/16
5-BC;1552/1/12

6 —BC;1552/1/11

7 -BC11552/1/7

8- BC11552/1/4
9-BC;1552/1/2

BC: 1552/1/7 a fost retroincrucisat cu cartoful cultivat, ceea ce a dus la obtinerea a doi

deficientda MMR contin secventa de ADN specifica amplificata de markerul RAPD OPT-20 (Fig.

3).

L B RELIIII IR <

M — Marker (100 to 1000 bp)
W — Water

1-S.t.

2-5.chc HL

3 —SH De.DN5.5

4 — SH De.DN11.29

5—SH Dk.DN5.3

6 — SH Dk.DN5.4

7 — SH Dk.DN5.6

8 — SH Dk.DN5.7

Wi 2 3 4 5 6 7 8

9—SH Dk.DN5.11
10 — SH Dk.DN5.17
11 - SH Dk.DN11.10
12 — SH Dk.DN11.24
13 - SH Dk.DN11.34
14 - SH Dk.AS10.5
15 — SH Dk.AS10.11
16 — SH Dk.AS10.13
17 — SH Dk.AS10.35
18 — SH Dk.A510.40

9 10 11 12 13 1415 16 1718 19 20 2122 W 23 24 M

grigmmm 1

19 — SH Dk.AS10.43

20— SH Dk.AS10.47

21— SH Dk.AS10.51

22 - SH Dk.AS10.61

W — Water

23-S.t.

24 —S. chc HL

M — Marker (100-1000 bp)

Fig. 3 Selectia hibrizilor somatici cu deficientda MMR producatoare de leptine utilizand markerul
RAPD OPT-20, ampliconul specific de 250 pb este indicat prin sdgeata.
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Pe baza rezultatelor obtinute, putem concluziona ca deficienta in sistemul MMR creste
posibilitatea de recombinare homeoloaga in timpul hibridérii somatice a speciilor strans Tnrudite,
ceea ce duce la cresterea transferului de gene de la linia parentald salbatica. Hibrizii somatici cu
gena AtMSH2 in orientare antisens (AS) poseda secventa de ADN asociata cu sinteza leptinei Tn

proportie mai mare (54.54%) decat hibrizii cu gena mutantda AtMSH2 dominant negativa (40%).

IV.2. Designul markerului SCAR

Principalul dezavantaj al tehnicii RAPD este reproductibilitatea scazuta, mai ales intre
diferite laboratoare (Penner si colab. 1993). Avantajul principal al markerilor SCAR se bazeazi
pe stabilitatea lor, au rata ridicatda de reproductibilitate si nu in ultimul rand sunt locusuri
specifice. Acesti markeri sunt adesea folositi in cartografierea genelor si in selectia asistatd de
markeri. Tn scopul de a perfectiona metoda de identificare moleculari a genotipurilor de Solanum
producatoare de leptine, a fost necesara conversia efectiva de primeri RAPD in marker SCAR.

Secventa ADN cu lungimea de 250 pb specific amplificatd de markerul OPT-20 in S.
chacoense a fost purificatd si secventatd, apoi a fost analizata in continuare cu Blast pentru a
identifica omologia cu alte secvente. Numai una dintre secventele extrase a aratat 88%
similaritate cu o secventa de Solanum pennelli situata pe cromozomul al 9-lea. Secventele
obtinute au fost utilizate in proiectarea si sintetizatarea primerilor specifici pentru leptine (19111,
22013, 24214). Din pacate, nici unul dintre markerii SCAR proiectati nu au fost eficienti n
identificarea genotipurilor producatoare de leptine. Nici unul dintre primeri nu a recunoscut de
secventele ADN specifice cu exceptia cazului in care s-a utilizat ADN de la S. chacoense. Tn
cazul 19111, 22013 si 24214 s-au observat anumiti produsi de amplificare, in timp ce in cazul
24212, o secventa de ADN cu lungime de 250 pb a fost recunoscuta doar 1n cartoful cultivat.

Pe viitor, sunt necesare experimente suplimentare pentru a dezvolta un marker specific
care sa poata recunoaste secventa codificatoare pentru leptine. Scurtarea lungimii primerilor

SCAR ar putea creste rata de succes in caz contrar fiind necesara proiectarea de noi markeri.
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V. ANALIZELE BIOCHIMICE ALE HIBRIZILOR SOMATICI DE
SOLANUM SI A DESCENDENTILOR BACK-CROSS

Glicoalcaloizii de cartof sunt considerati a avea un rol indispensabil Tn sistemul de
aparare chimica a plantelor Impotriva erbivorelor, daunatorilor si a agentilor patogeni (Bennett si
Wallsgrove 1994; Friedman si McDonald 1997). Glicoalcaloizii au un efect antibiotic (Gubarev
si colab. 1998), inhiba germinarea sporilor si cresterea fungilor (Fewell si Roddick 1993). Ei au,
de asemenea, un efect inhibitor asupra dezvoltarii insectelor si totodatd un efect repelent
Tmpotriva insectelor erbivore (efect antihranire, antifeedant) (Sanford si colab. 1997; Yencho si
colab. 2000). Principalii glicoalcaloizi descrisi la cartof, care reprezinta 95% din continutul total
al glicoalcaloizilor, sunt a-solanina si a-chaconina (Friedman 2006; Fewell si Roddick 1997).

Leptinele sunt glicoalcaloizi rari si au putut fi gasiti doar in cateva accesiuni de S.
chacoense Bitter (Sinden si colab. 1986; Ronning si colab. 1999). Sunt cunoscute patru tipuri de
carbohidrati, chacotrioza si solatriozd. Continutul mare de leptine reduce capacitatea de hranire a
gandacului de Colorado (Coombs si colab. 2002; Sinden si colab. 1984), avand totodatd si un
efect toxic asupra dezvoltarii larvare. Datorita faptului ca acesti glicoalcaloizi sunt sintetizati
numai in tesuturile aeriene ale plantelor, S. chacoense este considerata a fi o specie valoroasa, ca
sursa de gene rezistenta la gandacul de Colorado. Introgresia genelor codificatoare de leptine n
germoplasma cartofului cultivat ar putea sa inlocuiasca tratarea chimica a insectelor, fiind o
strategie de aparare naturala si sustenabila.

Tn experimentele noastre au fost analizati, utilizind metoda HPLC, glicoalcalozii
steroidici din compozitia plantelor rezultate din hibridarea somaticé intre cartoful cultivat si S.
chacoense 138 si descendentii BC1. In plus, a fost utilizati spectroscopia FTIR pentru a
determina diferentele chimice dintre plantele rezistente la gandacul de Colorado si plantele

sensibile.

V.1. Determinarea glicoalcaloizilor steroizi prin metoda HPLC

HPLC a devenit, in ultimul timp, principalul instrument de separare analitici a

glicoalcaloizilor steroidici. Motivele pentru utilizarea pe scara larga a acestei metode sunt
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sensibilitatea ridicatd si adaptabilitatea sa la determinari cantitative punctuale ale
glicoalcaloizilor.

Separarea glicoalcaloizilor este dificila din cauza similaritatii lor structurale si a lipsei de
cromofori. Tn cazul speciei S. chacoense a fost detectat un varf specific la 11.53 minute, pe care
I-am considerat ca fiind un glicoalcaloid de tipul leptinei. In plus, nu a fost observat la
cromatograf alt varf specific pentru S. chacoense ceea ce probabil se datoreaza fie concentratiei
mai mici a celorlalte leptine fie metoda HPLC utilizata nu a fost suficient de sensibila pentru a le
detecta.

Pe baza rezultatelor noastre, putem concluziona ca lipsa standardelor pentru leptine si
metoda HPLC utilizatd nu au fost adecvate pentru a determina prezenta acestora in genotipurile
de Solanum analizate. Un singur glicoalcaloid a fost determinat Tn extracte care ar putea fi
reprezentat de o leptina. S-a putut constata cu sigurantd doar faptul ca acele genotipuri care au
prezentat acest glicoalcaloid specific, la timpul de retentie in jurul valorii de 11.5 minute, au fost
rezistente la gandacul de Colorado.

Pe viitor, ne-am dori sa analizam continutul in glicoalcaloizi al genotipurilor de Solanum
prin spectroscopie LC-MS, care permite determinarea cu precizie ridicata a compozitiei

leptinelor din extracte, fara a necesita standarde si permitand analiza cantitativa a acestora.

V.2. Determinarea continutului chimic total cu metoda FTIR

Spectrometria in infrarosu cu transformare Fourier este o tehnica simpla si rapida, bazata
pe masurarea unei molecule excitate de radiatiile infrarosii, IR, intr-un anumit interval de
lungime de unda. Pentru a compara spectrele si pentru a vizualiza gruparea genotipurilor, a fost
utilizatd metoda analizei componentelor principale (PCA).

In urma analizei PCA, am observat ci primii doi factori principali creati (PC) au
conservat 89.91% informatie din datele originale. Acesti doi factori (PC1 si PC2) au fost folositi
pentru a vizualiza modul de grupare (cluster) a genotipurilor analizate pe baza pe compozitiei
chimice a acestora. Tn urma analizei PCA am observat ca hibrizii somatici, clonele BC si liniile
parentale au format clustere bine separate in functie de capacitatea lor de rezistenta la gandacul
de Colorado. Astfel, putem concluziona ca cele doud grupuri au o compozitie chimica diferita si

diferenta dintre plante afecteaza capacitatea lor de rezistenta fata de gandacul de Colorado.
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Din datele obtinute se poate concluziona ca FTIR este o metoda eficientd in determinarea
factorilor biochimici care au un mare impact asupra capacitatii de rezistentda a plantelor la
gandacul de Colorado. Analiza PCA a demonstrat ca hibrizii somatici si clonele BC rezistente au
compozitie chimica similard cu S. chacoense, in timp ce compozitia chimica totala a plantelor
sensibile a fost mai asemanatoare cu cea a cartofulului cultivat. Pe baza rezultatelor prezentate s-
a ajuns la concluzia ca benzile specifice identificate sunt probabil legate de continutul in leptine
din plantele analizate, deoarece valorile crescute ale absorbantei la anumite lungimi de unda au

fost observate numai in cazul plantelor rezistente.

VI. REZISTENTA SI RASPUNSUL DE APARARE AL HIBRIZILOR
SOMATICI SI A DESCENDENTILOR RETROINCRUCISATI FATA DE

GANDACUL DE COLORADO
(Molnér et al. 2016 )

V1.1. Gandacul de Colorado

Gandacul de Colorado (CPB) este cel mai mare dusman al cartofului cultivat in intreaga
lume. Din cauza obiceiurilor distructive de hranire, CPB poate reduce randamentul productiei de
cartofi si poate provoca chiar pierderea totald a recoltei (Hare 1990). In ciuda varstei evolutive
relativ tinere a gandacului, el poseda un polimorfism intraspecific ridicat, ceea ce 1i confera o
mare plasticitate ecologica si adaptabilitate la diferite schimbari ale factorilor biotici si abiotici
(Udalov si Benkovskaya 2011; Hare 1990). Tnalta capacitate a gandacului de Colorado de a se
adapta rapid la diferite insecticide a Tncurajat agronomii sa caute un alt tip de control. Singura
solutie pe termen lung pentru gestionarea CPB ar fi dezvoltarea rezistentei plantelor gazda. S.
chacoense a atras atentia agronomilor deoarece poseda 0 capacitatea crescutd de rezistenta la
CPB (Sinden si colab. 1986). Larvele hranite cu frunze de S. chacoense HL, cunoscut pentru
sinteza cea mai ridicata de leptine, s-au dezvoltat mai lent, nici unul dintre ele neajungand la
stadiul de adult. Frunzele de S. chacoense HL s-au dovedit a fi toxice pentru larve. SH 1552/1
utilizat ca parinte de sex feminin, in etapa de retroincrucisare cu S. tuberosum cv. Sonate (J)
prezinta o rezistenta ridicata la CPB. O singura larva a supravietuit 23 de zile, dar nu a ajuns la
stadiul de adult. Retroincrucisarea cartofului cultivat cu SH 1552/1 foarte rezistent a condus la o

segregare de 1:3 a capacitatii de rezistenta a descendentilor.
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Hibrizii somatici cu deficienta MMR s-au comportat mai bine in analiza rezistentei (Fig.
4). Din douazeci de genotipuri analizate doar sapte hibrizi s-au comportat in mod similar cu
cartoful. Mortalitatea larvelor cauzata de grupul hibrizilor rezistenti a fost semnificativ mai mare
decét la hrinirea cu plante sensibile. Larvele hranite cu frunze de la plante rezistente s-au
dezvoltat mai lent. Larvele hranite cu frunze de S. tuberosum au ajuns la 9 zile de la eclozare in
etapa a patra larvara (L4), in timp ce majoritatea larvelor de pe plantele rezistente s-au dezvoltat
doar pana la L3 sau L2 (De.DN11.29, Dk .DN5.11, Dk.AS10.40) sau au ramas in prima etapa
larvara (Dk.DN5.4, Dk.DN5.7). Larvele hranite cu plante rezistente au avut nevoie de 13-19 de

zile de la eclozare pentru a ajunge la stadiul L4.

Survival rate of CPB larvae

Days after hatch
——S.t —8-S.chc HL 1552/1 ——De.DN11.29 —#—De.DN5.5
Dk.DN5.3 —+—DKk.DN5.4 —=— Dk.DN5.6 ~——DK.DN5.7 —4—Dk.DN5.11
—-Dk.DN5.,17 —4—Dk.DN11.10 —+—Dk.DN11.24 ——Dk.DN11.34 Dk.AS10.5
——Dk.AS10.11 Dk.AS10.13 Dk.AS10.35 ——Dk.AS10.40 -m-Dk.AS10.43

~4—Dk.AS10.47 —+Dk.A510.51 -%—Dk.AS10.61

Fig. 4 Procentul de supravietuire* a larvelor CPB (n=25) hrénite cu hibrizi cu deficientd MMR si
liniile parentale (S. tuberosum (S.t) si S. chacoense (S. chc HL); * valoarea 1 inseamna ca toate
larvele au supravietuit (100%)

Din cauza viabilitatii scazute, s-a redus semnificativ numarul de adulti dezvoltati din
larve hranite cu plante rezistente, in contrast cu hrinirea cu hibrizii susceptibili. Tn ceea ce
priveste hibrizii somatici cu deficienta MMR, Dk.DN5.4, Dk.DNS5.7 si De.DN11.29, nici una
dintre larve hranite cu frunzele acestora nu a ajuns n stadiul de adult. Tn cazul hibrizilor
De.DNS5.5 si Dk.AS10.47 adultii au avut fertilitate foarte scazuta, mai multi gandaci au prezentat

malformatii vizibile si nu au fost capabili sd se reproduca.
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Intre hibrizii rezistenti au fost observate ambele tipuri de plante cu deficientd MMR: DN
(7 genotipuri) si AS (6 genotipuri). Trei dintre ei (Dk.DN5.4, Dk.DNS5.7 si De.DN11.29) au avut
efecte toxice la fel de puternice asupra larvelor precum S. chacoense HL. Larvele hranite cu
hibridul De.DN11.29 au ajuns la etapa a doua de dezvoltare larvara, dar nici o larva nu a atins
stadiul trei larvar. Ultimele larve au murit la 29 de zile de la eclozare.

Dk.DN5.4 si Dk.DN5.7 s-au dovedit a fi cele mai rezistente genotipuri: larvele nu au
supravietuit pana in ziua 23 Tn mod similar cu larvele hranite cu frunze de S. chacoense HL. Tn
ziua 13, cand 100% din larvele hranite cu frunze de S. tuberosum au ajuns la stadiul L4 cu un
indice de dezvoltare larvara, LDI=84, larvele hranite cu acesti doi hibrizi si S. chacoense HL au
LDI=1, ceea ce indica o inhibare intensa a dezvoltarii larvare. Aceste larve nu au ajuns la etapa a
doua larvara. De asemenea, a fost observata o crestere a mortalitatii, doar doua larve au ramas in
viata, in cazul S. chacoense HL si Dk.DN5.4 si doar una a supravietuit pana in ziua 13 in cazul
Dk.DN5.7.

Tn al doilea experiment gandacii au trebuit sa aleagi intre una din liniile parentale (cartof
cultivat sau S. chacoense) si unul dintre hibrizi cu sau fara deficienta MMR, respectiv clonele
BCi. Hibrizii somatici si clonele BC; care s-au dovedit a fi rezistente in biotestele de laborator,
avand efecte toxice asupra dezvoltarii larvelor CPB, au descurajat, de asemenea, hranirea
gandacilor adulti. In aceste cazuri, gindacii au preferat si consume frunzele de la cartoful
cultivat in loc de hibrizii somatici sau clone BCi. S-au observat diferente semnificative intre
biomasa consumata de la S. tuberosum si hibrizii somatici sau clonele BC1 marcate cu b pe Fig.
5. Acest lucru presupune o activitate de repelenta foarte puternica (Fig. 5).

Genotipurile 1552/1, Dk.DN5.4, Dk.DN5.7, Dk.DN5.11 si Dk.AS10.43 au cel mai
puternic efect repelent. Gandacii nici nu au gustat aceste genotipuri, date care sustin rezultatele
obtinute 1n biotestele de laborator, prezentate anterior.

Printre genotipurile cu efect repelent au putut fi observate ambele tipuri de hibrizi
somatici, cu sau fard deficienta MMR. Majoritatea hibrizilor cu cea mai mare rezistentd au
deficienta MMR si contin secventa dominant negativa a genei AtMSH2. Aceste rezultate sunt o
confirmare a ipotezei ca alela mutanta a genei MSH2 poate concura in mod dominant cele patru
alele normale de baza de la cartof, permitand transferul cu o probabilitate mai mare a genelor de

rezistenta in genofondul cartofului.
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Fig. 5 Media indicilor de preferintd (medie + SE, n=9) pentru adulti CPB hraniti pe hibrizi
somatici, cu sau fard deficienta MMR si unii descendenti BC1, comparativ cu S. tuberosum.
Litera a indica efectul fago-stimulent semnificativ mai mare la hibrizi si BCy decét S. tuberosum,
in timp ce genotipurile marcate cu litera b corespund plantelor cu efect repelent puternic
(cantitatea de frunze consumate a fost semnificativ mai mica decat in cazul lui S. tuberosum)
(Testul T, p< 0.05)

VI1.2. Raspunsul de aparare al plantelor la atacul erbivorelor

Speciile reactive de oxigen (ROS) sunt implicate in apararea plantelor impotriva
diferitilor agenti patogeni. Anionul superoxid, peroxidul de hidrogen si radicalul hidroxil sunt
cele mai frecvente forme generate de ROS. n plante, atacul gandacilor erbivori este n general
asociat cu ranirea. Atat in atacul erbivorelor cat si in cazul leziunilor mecanice se induc
modificari ca raspuns al plantei la ranire (Kessler si Baldwin 2002). Imediat dupa ranire, plantele
acumuleaza specii reactive de oxigen.

Rolul speciilor reactive de oxigen in apdrarea plantelor impotriva erbivorelor nu este clar,

dar importanta ROS Tn semnalizare, in generarea de raspunsului de aparare este sustinut de
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numeroase experimente. Cantitatea de ROS acumulata are o corelatie pozitiva cu rezistenta
plantelor impotriva atacatorilor (Moloi si van der Westhuisen 2006).

Tn plante ROS reprezinta un raspuns fiziologic general. In conditii de stres sunt generate
cantitati mari de ROS, acestea au un rol important in raspunsul de aparare al plantelor, dar, de
asemenea, ar putea afecta sanatatea plantelor. Prin urmare, existenta unui sistem, care
stabilizeaza concentratia de ROS este esentiald. Stabilizarea nivelului ROS dupa atacul agentului
patogen in Arabidopsis thaliana este controlatd de acidul ascorbic si, de asemenea, prin
generarea de antociani (Nagata si colab. 2003), care au un efect de fixare (scavenging) a ROS
(Sanz si colab. 1994).

Ranirea, ca metodid experimentald, este utilizatd adesea pentru a investiga raspunsurile de
aparare ale plantelor Tmpotriva atacurilor erbivorilor (Bruxelles si Roberts 2001). Analiza
cantitativd a acumuldrii H2O; 1n plantele ranite a fost realizatd cu ajutorul reactiei de colorare
DAB, care produce o coloratie maronie la nivelul zonelor de acumulare de H2O> in tesutul
plantei.

In experimentele noastre, concentratia de H-O> a variat intre 34.5 si 45.5 pM/g FW in
frunzele ranite. Acumularea intensa de H20O- a fost observata, dupa ranire, Tn cazul S. chacoense,
11 hibrizi somatici si doua clone BC: (Fig. 6). Ambele tipuri de hibrizi somatici cu deficienta
MMR (DN si AS) au fost reprezentate in acest grup.

Tn cazul genotipurilor marcate (*) pe Fig. 6, concentratia H»O, produsid a fost
semnificativ mai mare decat in frunzele control. Tn cazul S. tuberosum, frunzele rinite au produs
0 cantitate semnificativ mai mica de H.O2 comptarativ cu genotipurile marcate.

Acumularea intensd a H2O> ca urmare a ranirii a aratat 0 corelatie ridicata cu capacitatea
de rezistenta a plantelor la CPB. Cei mai multi dintre hibrizii somatici care s-au dovedit a fi
rezistenti la atacurile CPB au produs o concentratie mare de H2O Tn timpul stresului mecanic, de

ranire.
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Fig. 6 Evaluarea cantitativa a H2O. la plantele provenite de la hibrizii somatici cu si fara
deficienta MMR, descendentii lor si liniile parentale ranite (S. tuberosum, S. chacoense). * -
hibrizi somatici si clone BC cu diferentd semnificativa intre plantele ranite si martor (n=5, Testul
T, p<0.05)

Speciile reactive de oxigen generate in timpul stresului biotic si abiotic trebuie stabilizate
pentru a se evita deteriorarea oxidativa a structurilor celulare, care poate afecta supravietuirea
plantelor. Plantele pot proteja celulele lor prin eliminarea ROS ca urmare a activarii unor Sisteme
antioxidante, cum ar fi: superoxid dismutaza, glutation peroxidaza, catalaza sau prin producerea
de diferiti antioxidanti cum ar fi ascorbatul, flavonoidele, antocianiii, etc. (Nagata si colab.
2003). Deoarece, acumularea de antociani dureaza 1-2 zile dupa detectarea stresului, acest
antioxidant este eficient impotriva radicalilor de lunga durata, cum ar fi H2O2 (Nagata si colab.
2003). Nivelurile de baza ale antocianilor au variat intre 4.8 si 10 pg/mg FW. Activitatea de
captare a radicalilor in plantele ranite Creste nivelul antocianilor cu minimum 20%, dar poate
ajunge chiar si pand la 185% in frunze.

In plus, a fost observati o corelatie pozitiva intre continutul de antociani generat si
cantitatea de ROS acumulata. Tn aceste cazuri, atunci cand a fost sinetizati o mare cantitate de

ROS dupa stresul mecanic al frunzelor a fost observatd de asemenea, producerea unei mari
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cantitdti de antociani. Probabil, acumularea de ROS a fost urmata de sinteza antocianilor n
scopul de a stabiliza concentratia ROS din plante.

Pe baza rezultatelor prezentate mai sus, se poate concluziona ca acumularea de peroxid
de hidrogen indusa de ranire, joaca un rol indispensabil in sistemul de protectie al plantelor si
poate fi asociatd cu apararea plantelor impotriva atacului erbivorelor. Bi si Felton (1995) au
propus ca acumularea ROS afecteaza interactiunea plantelor cu organismele erbivore.

Capacitatea de acumulare de H202 in plante influenteaza extrem de mult raspunsul lor la
atacurile insectelor erbivore. Astfel, plantele analizate Tn experimentele noastre care au raspuns
la stresul mecanic cu o acumulare ridicatd de H2O> au posedat atat proprietati de antibioza cat si
de antixenoza impotriva CPB.

Tn cazul hibrizilor somatici de cartof antocianii au un rol important in eliminarea de
radicali liberi, oferind protectie impotriva stresului oxidativ generat in urma leziunii mecanice a

frunzelor.

VII.EFECTELE STRESULUI HIDRIC ASUPRA HIBRIZILOR SOMATICI
DE SOLANUM SI A DESCENDENTILOR DE RETROINCRUCISARE

Lipsa de apa proaspata a devenit o problema in crestere la nivel mondial, ca rezultat al
schimbarilor climatice, al cresterii poludrii si al populatiei umane, care a dus la utilizarea
excesiva a apei. Cartoful cultivat foloseste apa relativ eficient, dar este considerat a fi sensibil la
nivele moderate de deficit de apa, care provoaca pierderi de productie. Cresterea perioadelor de
seceta, afecteaza cele mai importante domenii agricole, fapt care motiveaza agronomii sa
selecteze soiuri tolerante pentru a evita pierderile de productie agricola.

Tn general, stres-selectia plantelor incepe cu prescreeningul in vitro al plantelor tolerante
la seceta urmata de selectia ex vitro. Experimentele ex vitro imita conditiile existente in mod
natural. Tn calitate de agent de stres in cazul experimentelor de selectie in vitro a plantelor
tolerante la seceta, este utilizat in mod frecvent polietilen glicolul (PEG) (Hassanpanah 2010;
Pino si colab. 2013). Mustata si colab. (in curs de publicare) a observat cd un continut ridicat de
prolina in tesuturile stresate are efecte benefice asupra tolerantei la stres indusé de deficitului de
apa. Prolina este implicatd in reducerea fotodistrugerii membranelor tilacoidale prin reducerea

productiei de 'Oz in conditii de secetd (Chaves si colab. 2009).
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Caracterizarea fenotipica a stresului hidric Tn plante ajuta la determinarea efectelor
morfologice si fiziologice ale stresului indus. Platformele de fenotipare au facut posibila
monitorizarea dezvoltdrii plantelor in timpul deficitului de apad prin determinarea acumularii de
biomasa, fara efecte fiziologice daunatoare (Juhasz Feher si colab. 2014).

Ca efect al stresului hidric, rata de fotosinteza, precum si acumularea de CO2 scade in
plante (Kaiser 1987; Chaves si colab. 2009). Acest raspuns poate fi atribuit inchiderii stomatelor
(Cornic 2000).

Scopul cercetarii noastre a fost de a evalua toleranta la seceta a hibrizilor somatici intre
cartof si Solanum chacoense, respectiv S. chacoense cu deficienta MMR si a descendentilor
retroincrucisati, folosind stres-selectia in vitro pe mediu de culturd suplimentat cu PEG.
Raspunsul plantei la stres hidric a fost, de asemenea, evaluat folosind caracterizarea fenotipica si

fotosinteza plantelor supuse stresului hidric.

VI1.1. Stres-selectia in vitro a plantelor tolerante la seceta

Tn cazul stres-selectiei in vitro, seceta a fost indusa prin utilizarea a diferitor concentratii
de PEG (5% si 15%), care au simulat conditiile de secetd usoara si severa. In cazul cartofului
cultivat si S. chacoense HL, doar sistemul radicular s-a dezvoltat normal, in timp ce tulpina lor
nu a crescut la fel de eficient comparativ cu plantele control. Pe baza diferentelor morfologice ale
plantelor stresate, putem concluziona ca unele genotipuri au gestionat deficitul de apa in mod
eficient In timpul stresului hidric moderat. In cazul lor, numai numarul de frunze a fost
semnificativ mai mic decét Tn grupul control, ceea ce insecamna ca aceste plante pot tolera starea
de seceta moderata. Genotipurile sensibile, au supravietuit stresului hidrc moderat indus, dar ele
nu au fost capabile si depiseasca efectele negative ale deficitului de apa. In acest caz, daca
deficitul de apa ar persista un timp mai indelungat, plantele ar muri. Tulpinile si sistemul
radicular al plantelor au rdmas slab dezvoltate, acestea fiind esentiale pentru a supravietui, iar in
multe cazuri, frunzele inferioare si marginile frunzelor superioare s-au uscat.

In al doilea experiment in care plantele au fost expuse la conditii de seceta severa, indusi
prin suplimentarea PEG 15% in mediile de cultura, toate genotipurile au fost afectate avand
lungimea tulpinilor semnificativ mai mica decat in cazul plantelor control. Sistemul radicular al
plantelor stresate nu a fost atat de bogat ramificat comparativ cu cel al plantelor martor. O mare

parte a genotipurilor analizate nu au avut radacinile mai lungi de 0.5 cm.
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De asemenea, seceta severd a afectat dezvoltarea sistemului foliar, comparativ cu situatia
observatd In cazul plantelor control. Shao si colab. (2008) au observat ca suprafata frunzei a fost
afectata in mod negativ in timpul stresului hidric, ceea ce duce la scaderea randamentului
culturilor datoritd reducerii fotosintezei. De asemenea, a fost observat un grad mai mare de
senescenta in cazul frunzelor de la plante stresate sever comparativ cu starea de stres moderat.
Gradul de acumulare al prolinei Tn timpul stresului hidric influenteaza capacitatea de toleranta la
stres a plantei. Majoritatea genotipurilor analizate au acumulat o cantitate de prolina semnificativ
mai mare (Testul T, p<0.05) ca raspuns la stresul hidric moderat. in schimb, au fost observate
diferente vizibile Tn ceea ce priveste cantitatea de prolind acumulatd. Unii hibrizi au acumulat de
7-8 ori mai multa prolina in timpul deficitului de apa, in timp ce altii au acumulat doar de 2-3 ori
mai multa decét plantele martor.

Tn timpul deficitului sever de apa o mare parte (doud treimi) dintre plantele supuse
stresului nu au fost in masura sa gestioneze eficient resursele, ceea ce le-ar fi ajutat in depasirea
efectelor negative ale secetei, prin urmare, aceste genotipuri au devenit sensibile la stres hidric
sever.

Grupul tolerant la secetd a acumulat In mod semnificativ mai multd prolind decat
genotipurile sensibile (Testul T, p<0.05). Ambele tipuri de hibrizi somatici, cu sau fara deficienta
MMR pot fi regasiti in grupul rezistent la seceta, fapt ce sustine ipoteza noastra ca hibridarea
somatica poate avea 0 mare influenta asupra capacitatii plantelor de a dezvolta toleranta la
secetd. In baza rezultatelor obtinute putem concluziona ci acumularea prolinei In timpul stresului
hidric, a contribuit in mare masura la capacitatea de toleranta a plantelor. Tn timpul stresului
moderat, plantele rezistente s-au dezvoltat in mod normal, in timp ce in conditii de secetd severa
plantele tolerante au fost In masura sa-si dezvolte radacini, care sunt esentiale pentru a realiza
depozite de apa in conditii naturale. Acumularea prolinei a permis plantelor sa supravietuiasca si

sa se dezvolte relativ bine 1n perioada de deficit de apa.

VI1.2. Acumularea de biomasa verde in conditii de stres hidric

In experimentul nostru, impactul secetei asupra trasiturilor morfologice ale plantelor
stresate a fost determinat comparénd acumularea de biomasa intre plantele control si plantele

stresate In conditii de secetd. Cantitati mai mari de pixeli verzi observati la analiza plantelor
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indicd o suprafata extinsa a lastarilor, care este direct proportionala cu capacitatea de toleranta la
seceta a acestora.

Ca efect al stresului hidric majoritatea plantelor analizate au acumulat semnificativ mai
putind biomasa (ANOVA, p<0.05) decat cele control. Obidiegwu si colab. (2015) au obtinut
rezultate similare, seceta a afectat in mod negativ dezvoltarea plantelor, ceea ce a dus la
reducerea suprafetei foliare si a scazut randamentul productiei de tuberculi precum si cantitatea
si calitatea acestora. Stresul provocat de secetd afecteaza in mod negativ cresterea foliara a
plantelor, ceea ce conduce la reducerea randamentului tuberizérii.

Prin compararea randamentului tuberizarii si a acumularii de biomasa in timpul stresului
hidric, am observant ca plantele care au suferit mai putin datorita secetei si au acumulat
aproximativ la fel de multa biomasa verde precum plantele control, au fost capabile sa dezvolte
tuberculi de buna calitate, Tn timp ce plantele cu crestere foliara redusa au dezvoltat tuberculi de
mici dimensiuni.

Fotosinteza este cel mai important proces biologic al plantelor fiind esentialda n
acumularea de biomasa (Arabzadeh 2013). Stresul produs de seceta s-a dovedit a avea efect
negativ pentru cresterea si randamentul cartofului prin afectarea cineticii fluorescentei clorofilei
(Jefferies 1992). Dupa ce au fost efectuate masuratori ale fluorescentei clorofilei, la inceputul si
sfarsitul experimentului de fenotipare, am observat cd eficienta cuantica maxima a plantelor
stresate nu s-a diminuat in conditii de secetd. In etapa urmaitoare, eficienta fotosintezei a fost
evaluata prin calcularea indicelui de performanta (PI), care s-a dovedit a fi mai sensibil ca reactie
la secetd decat eficienta cuanticd maxima (Cavender-Bares si Bazzaz 2004). Ca si Tn cazul altor
parametri calculati, si Tn acest caz valoarea Pl a plantelor stresate a fost similard cu cea a
grupului control in prima investigatie, si a fost semnificativ mai mare (Testul T, p<0,05) la a
doua masuratoare. Cresterea indicelui PI la a doua masuratoare sugereaza ca plantele analizate au
fost in masura sa se adapteze, in timp, la stresul produs de seceta moderata. Prin urmare, in cazul
n care acest parametru nu a fost redus Tn timpul stresului hidric, putem considera ca deficitul de
apa indus nu a fost suficient de puternic pentru a avea un impact negativ asupra acestei trasaturi
fiziologice.

Extinctia non-fotochimica (NPQ) a fluorescentei clorofilei indica nivelul de disipare a
energiei luminii prin fluorescenta de re-emisie sau cdldurd in centrul eliberator de reactie PSII

(Fracheboud si Leipner 2003). Nivelurile NPQ la plantele stresate au fost semnificativ mai mari
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in stadiul incipient al deficitului de apa (de 2 saptamani) decat in timpul masuratorilor ulterioare
din etapa finald. Aceasta observatie explica diferentele acumularii de biomasa la plantele stresate
comparativ cu cele control. O cantitate mare de energie de lumind recoltatd a fost pierdutd prin
extinctia non-fotochimica, prin urmare, eficienta fixarii carbonului a fost redusa. Extinctia non-
fotochimica a fost solutia, ‘raul necesar’ al plantelor pentru a se proteja de fotodistrugere, astfel
plantele stresate au putut sd supravietuiasca si sd isi mentind functiile vitale fard pierderi
apreciabile.

Pe baza rezultatelor celei de-a doua masuratori, putem concluziona ca plantele stresate s-
au adaptat la conditiile de stres induse. Nivelul de extinctie non-fotochimica a fost redus, ceea ce
a condus la rezultate vizibile in acumularea de biomasa. Fixarea de carbon la plantele stresate a
inceput sa se realizeze mai eficient, Tn unele cazuri nivelul de biomasa a atins sau s-a apropiat de

cel al plantelor control.
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VIIl. CONCLUZII GENERALE

Obiectivul principal al cercetarii acestei teze de doctorat a fost de a caracteriza hibrizii
somatici de Solanum dintre cartoful cultivat si S. chacoense. Acesti hibrizi si descendentii lor BC
sunt plante cu un material genetic unic, de aceea ele trebuie sa fie caracterizate separat, in scopul
de a gasi acele genotipuri care posedd trasdturi valoroase. Experimentele s-au axat pe
determinarea capacitatii de rezistenta a hibrizilor somatici si a descendentilor acestora la stres

biotic si abiotic.
Concluziile specifice pe capitole sunt dupa cum urmeaza:

1. Determinarea constitutiei genetice a hibrizilor somatici Solanum folosind metode

citogenetice clasice si moderne

In primul rand, a fost investigati stabilitatea genetici a hibrizilor somatici si back-
crossurilor. Nivelul de ploidie al genotipurilor analizate a variat intre cel tetraploid si hexaploid.
Hibrizii somatici au eliminat cromozomi in timpul regenerarii, fapt ce poate fi explicat prin
incompatibilitatea somatica a speciilor parentale. Majoritatea descendentei si prima generatie
rezultatd din retroincrucisare (clonele BC,) au fost tetraploide, prin urmare, putem afirma ca
hibrizii au devenit stabili genetic avand un nivel tetraploid. Citometria in flux s-a dovedit a fi un
mod simplu si rapid, dar, de asemenea, o tehnica precisa de determinare a gradului de ploidie a
hibrizilor si clonelor BC. Numarul cromozomilor plantelor de Solanum pot fi determinati cu
mare precizie utilizand aceastd metoda.

De asemenea, a fost utilizatd metoda de hibridizare genomica in situ pentru a stabili
compozitia genetica a hibrizilor somatici. Analizele GISH au relevat faptul ca hibrizii au eliminat
mai multi cromozomi de la specia salbatica decat de la cartoful cultivat, ceea ce ar putea fi
explicat prin diferentele ntre nivelul de ploidie sau asincronizarea in procesul mitozei a liniilor

parentale.
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2. Determinarea hibrizilor somatici care posedi genele ce codifica leptine prin utilizarea

markerilor moleculari

Analiza RAPD cu markeri specifici pentru leptine, descrisi de Bouarte-Medina si colab.
(2002) si Ronning si colab. (1999) a fost utilizata pentru a selecta hibrizii si clone BC
producatoare de leptine. Dintre acesti markeri, numai OPT-20 a prezentat polimorfism specific.
Pe baza unei analize RAPD-PCR capacitatea de sinteza a leptinei a aratat o segregare de 1:3 in
descendenta. Dintre hibrizii deficienti MMR (20 hibrizi) analizati, 13 au dat la amplificare
secventa de ADN cu lungime de 250 pb. Hibrizii cu gena AtMSH2 in orientare antisens (AS)
poseda secventa specifica de ADN 1intr-0 proportie mai mare (54.54%) decat hibrizii cu gena
mutantda AtIMSH2 dominant negativa (40%).

Tn experimentele noastre markerul RAPD OPT-20 a fost transformat in markeri SCAR.
Din pacate, nici unul dintre markerii SCAR nou proiectati nu au fost eficienti in a recunoaste
secventa de ADN specifica in mod exclusiv in genotipurile de Solanum chacoense producatoare

de leptine.

3. Analizele biochimice ale hibrizilor somatici si generatiilor BC

Compozitia glicoalcaloizilor in liniile parentale, hibrizii somatici cu sau fara deficienta
MMR si clonele BC a fost determinata utilizand metoda HPLC. Toate genotipurile de Solanum
au sintetizat a-chaconind comund cu timpul de retentie (RT) la 11.7 minute si a-solanina cu RT
la 11.2 minute. Pentru ca standardele comerciale pentru glicoalcaloizii leptine nu au fost
disponibile, determinarea leptinelor nu a fost posibila. Pe viitor, dorim sa analizam continutul in
glicoalcaloizi al genotipurilor Solanum cu spectroscopie LC-MS.

Spectroscopia FTIR a fost efectuata pentru a compara compozitia chimica a hibrizilor si
clonelor BC cu liniile parentale. Pentru a vizualiza gruparea genotipurilor, s-a folosit analiza
componentelor principale. Genotipurile analizate au format grupuri bine separate in functie de
rezistenta la gandacul de Colorado, conform celui de al doilea component principal.
Spectroscopia FTIR este o metoda fiabila pentru determinarea factorilor biochimici care au un

mare impact asupra capacitatii de rezistenta a plantelor.
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4. Capacitatea de rezistentid si reactia de aparare a hibrizilor somatici Solanum si a

descendentilor retroincrucisati la gandacul de Colorado

A fost efectuat un biotest in laborator pentru a evalua efectul antibiozei hibrizilor
somatici impotriva CPB. Aceasta monitorizare pe termen lung a fost eficace in selectarea
genotipurilor rezistente, care au avut efecte toxice si care au afectat dezvoltarea normald a
larvelor CPB. Experimentul "test Choice™ a fost utilizat pentru a determina genotipurile de
Solanum cu proprietati antixenotice. Pe baza preferintei alimentare a adultilor CPB, au fost
selectati cu succes hibrizii si clonele BC cu efect repelent.

Mai multi hibrizi cu deficienta MMR au fost rezistenti la CPB comparativ cu hibrizii de
tip salbatic. Hibrizii cu deficienta MMR au avut un efect toxic mai puternic, unii dintre acestia
fiind la fel de toxici ca S. chacoense, in aceste cazuri larvele nu au supravietuit pana la
maturitate. Procentul de supravietuire si greutatea medie a larvelor au fost mai reduse in hibrizi
somatici cu deficientd in sistemul de reparare al ADN-ului. Numai in cazul hibrizilor cu
deficientd MMR au aparut adulti de CPB cu malformatii vizibile, care nu au putut sa se
reproduca. Pe baza rezultatelor noastre am ajuns la concluzia ca deficienta sistemului de reparare
a ADN-ului creste transferul de gene de rezistentade la S. chacoense in cartoful cultivat.

Hibrizii somatici si descendentii BC cu proprietati de rezistenta au prezentat amplificarea
secventei ADN de 250 pb specifica, care a fost legata de productia de leptine, Tn analiza RAPD.
Prin urmare, capacitatea de rezistenta a acestor genotipuri a fost atribuita sintezei leptinelor.

De asemenea a fost utilizata ranirea experimentald pentru a evalua raspunsul de aparare al
plantelor de Solanum Tmpotriva atacurilor erbivorelor. Dupa lezarea mecanica, s-au acumulat Tn
frunze cantitati mari de H20O,. Capacitatea de acumulare a H2O> in plante a influentat puternic
raspunsul lor la atacurile insectelor erbivore. Tn cazurile in care plantele au rispuns la rinirea
mecanica prin acumularea intensa de H.O, au posedat atat proprietati de antibioza cat si
antixenoza impotriva CPB.

Tn cazul hibrizilor somatici de cartof, antocianii sintetizati in cantitate ridicatd fata de
martor au un rol important in eliminarea de radicali liberi, fapt ce ofera protectie impotriva

stresului oxidativ generat in urma leziunii mecanice a frunzelor.
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5. Efectele stresului produs de secetia asupra hibrizilor somatici de Solanum si a

descendentilor BC

Stres-selectia in vitro s-a dovedit a fi o metoda eficienta in selectarea genotipurilor de
Solanum tolerante la secetda moderata si/sau severa. Liniile parentale au fost sensibile la lipsa de
apa, dar, in ciuda acestui fapt, s-au observat hibrizi cu sau fara deficienta MMR si clone BC
tolerante la seceta. O proportie mai mare de hibrizi somatici cu deficienta MMR au tolerat in
mod eficient stresul la seceta severa indusd comparativ cu genotipurile de Solanum fara
deficienti MMR. In baza rezultatelor obtinute am ajuns la concluzia ci procesul de hibridare
somatica si deficienta in sistemul de repararea a ADN-ului au influentat dezvoltarea de noi
proprietati in hibrizii somatici.

Starea de seceta moderata a afectat in mod negativ dezvoltarea genotipurilor de Solanum.
Dupa stres-selectia ex-vitro, toate genotipurile analizate au tolerat stresul la secetd moderata
indusa, dar pe baza randamentului tuberculilor si a modificdrii acumularii de biomasa, plantele
tolerante la secetd au acumulat aproximativ la fel de multad biomasa verde cat plantele control.
Aceste genotipuri au fost, de asemenea, in masura sa dezvolte tuberculi de calitate mai buna
decat celelalte genotipuri.

Seceta moderata indusa nu a afectat randamentul cuantic maxim al fotosintezei, ceea ce
arata ca fotosistemul 1l (PSII) nu a fost deteriorat. Cresterea valorilor indicelui de performanta,
dupa 6 saptamani de la initierea conditiilor de stres, sugereaza ca plantele stresate au fost in
masura sa se adapteze in timp la starea de secetd moderata. Extinctia non-fotochimica (NPQ) a
fost mai mare in stadiul incipient al deficitului de apa, decat ulterior. Reducerea nivelului NPQ a
contribuit in timp la cresterea fixarii carbonului in plantele stresate, ceea ce a dus la cresterea
vizibild a acumularii de biomasa. Pe baza analizei fotosintezei am ajuns la concluzia ca plantele

stresate au fost in masura sa se adapteze la starea de stres hidric indus.

Pe baza rezultatelor obtinute, am ajuns la concluzia, cd hibrizii somatici intre S.
tuberosum si S. chacoense, cu sau fara deficintd MMR, precum si descendenta lor BC reprezinta
un material vegetal valoros pentru ameliorarea cartofului si de asemenea, pentru biologia
experimentald. Caracterul unic al acestor genotipuri consta in faptul ca aceste plante au fost
obtinute prin fuziunea a doud celule vegetale diferite genetic care determind amestecarea

materialului genetic al liniilor-mama in hibrizi.
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A fost uilizatd biotehnologia combinatorie care apeleazd la diferite instrumente
biotehnologice (electrofuziunea protoplastelor, transformarea genetica pentru inducerea
deficientei MMR) (Rakosy-Tican 2012; Rakosy-Tican si colab. 2013) in scopul cresterii
posibilitdtii de integrare a unor gene de rezistenta la stres in genofondul cartofului. Au fost astfel
obtinuti hibrizi somatici intre cartoful cultivat si S. chacoense rezistenti la atacul gandacului de
Colorado. Aplicarea deficientei sistemului de reparare a bazelor gresit imperecheate din ADN 1in
procesul de hibridare somatica a fost folosit pentru prima datd de grupul nostru de cercetare
pentru a produce hibrizi somatici de cartof (Rakosy si colab. 2004; Rakosy si colab. 2015).

Dupa caracterizarea minutioasd a hibrizilor si a clonelor BC cu ajutorul unor metode
citologice, moleculare, biochimice urmate de aplicarea biotestestelor si a testelor de repelenta
fatd de CPB au fost selectate genotipuri rezistente la acest pest. Mai multi hibrizi cu deficientd
MMR au avut rezistenta la CPB comparativ cu hibrizii de tip sélbatic. Rezultatele noastre au
confirmat potentialul biotehnologiei combinatorii, transformarea genetica pentru inducerea
deficientei de reparare a ADN-ului a determinat cresterea recombindrii homeoloage intre cele
doua specii Inrudite precum si cresterea ratei de transfer de gene de rezistenta in cartof cultivat.

Mai mult decét atat, hibrizii somatici, cu sau fara MMR au fost expusi la diferite conditii
de seceta cu scopul de a selecta plantele tolerante la seceta, prin utilizarea metodelor de stres-
somatici, cea mai mare parte dintre genotipuri cu deficienta MMR, au fost toleranti la stresul
indus de seceta. Acest rezultat releva un nou rol al conceptului de biotehnologie combinatorie,
deoarece aceastd strategie ar putea fi importantd in formarea de noi caractere de rezistenta in
timpul procesului de hibridare somatica.

Au fost selectati Tn total cinci hibrizi somatici cu si unul fara deficientda MMR si, de
asemenea, o singurd linie BC1, care au combinat toate trasaturile de rezistentd testate. Aceste
genotipuri ar putea fi, de asemenea, rezistente si la alti factori biotici sau abiotici de stres,
deoarece plantele folosesc aceleasi cai de semnalizare pentru activarea reactiilor de aparare, la
diferite tipuri de stres. Prin urmare, expunerea la un stres usor declanseaza raspunsul imun ale
plantei si contribuie la Tmbunatatirea capacitatii lor de rezistenta fata de o serie de factori de stres
(Foyer si colab. 2016).

e ey

acestor linii de hibrizi somatici.
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