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1.1. Introducere

Una din cele mai periculoase boli prezente in livezile de mar este rapanul marului
(Venturia inaqualis). Aceasta boald poate cauza pierderi de recoltd de peste 30% in livezile
neingrijite unde se creeaza conditii favorabile de dezvoltare. In livezile de mar se fac numeroase
tratamente in fiecare an pentru a evita pierderile materiale cauzate de refuzul la export al
fructelor atacate de aceasta ciuperca. (Albert F., 1993)

Pentru controlul acestui patogen fungic major al fructelor o strategie genetica folosita
este selectia speciilor rezistente la rapanul indus de Venturia Inaequalis (Cke.) Wint. Exista
ipoteza ca Vf este o gena mostenita care confera reactii de clasa 3 si ca pentru a ajunge la reactii
de clasa 1, si 2 sunt alte gene aditionale care cresc efectul Vf, bazandu-se pe diferite observatii ca
urmare a mai multe incrucisari cu parinti cu gena Vf. Rezistenta Vf a fost interpretatd de catre
Tenzer 1., si colab 1993 ca fiind ,, rezultatul unei reactii hipersenzitive, iar intensitatea
raspunsului hipersenzitiv este consolidata de gene cantitative mostenite cumulat”.

1.2. Obiective

Obiectivul propus este sd studiem o serie de aspecte privind comportarea unor soiuri
vechi autohtone cu rezistenta partiala la boli pentru a veni in sprijinul micilor producatori de
fructe in special, care nu au resurse financiare mari §i uneori nici cunostinte de specialitate in
protectia plantelor, in vederea obtinerii de noi soiuri rezistente la boli, mai bine adaptate la
conditiile de la noi din tara cu o eficienta cost/productivitate mai mare in cultura . Ne-am stabilit
o serie de obiective sintetice in vederea reevaludrii si promovarii lor in procesele de ameliorare,
in sprijinul acestui obiectiv major, dintre care:

- monitorizarea particularitatilor de crestere si fructificarea unor soiuri vechi de mar
rezistente: “Turnu”, “Salciu”, “Venchi”, “Iridium”, “Vanatori 48”, etc.

- studiul calitatii fructelor;

- folosirea ca genitoriin noi procese de hibridare a celor mai interesante soiuri vechi
autohtone;

- la soiurile studiate s-a izolat ADN-ului genomic;



- evaluarea fenotipica a descendentelor hibride noi

- in urma infectiilor artificiale cu Venturia inaequalisevaluarea fenotipica a descentelor
hibride noi.

- monitorizareain urma infectiilor artificiale cu Venturia inaequalis,

- la soiurile vechi de mar luate in studius-a realizat selectia asistatd cu markeri
moleculari.

In ultimele decenii, atdt pe plan mondial cét si in tara noastri, obtinerea unor fructe
biologice sau ecologice benefice consumatorilorau devenit preocupari de baza ale cercetatorilor
amelioratori.

Necesitatea studiului implicarii in procesele de ameliorare a acestor soiuri de mar cu
rezistentd geneticd la boli cu o comportare buna chiar in conditii de netratare cu fungicide si, ca
urmare cu o reducere importantd a consumului de pesticide si a poludrii mediului, este
indreptatita in vederea obtinerii de genotipuri din ce in ce mai competente pentru noua viziune a
unei agriculturi biologice competitive pe piata mondiala.

1.3. Material si metode

Materialul vegetal folosit Tn studiu este constituit din:

P soiuri vechi romanesti, intr-un numar suficient de mare, identificate si colectate din
diferite zone ale tarii cum sunt: “Venchi”, “Iridium”, “Prescurate”, “Gurguiate”, “Rosu Marin”,
“Calvil alb”, “Transimre”, “Andrifiser”, “Renet portocaliu’, “Varga”, “Salciu”,”Turnu”,
“Vanatori 487, “Prescurate”, “Gurguiate”, “Viesti”, “Cormose”, “Seghese”, “Trotuse”, “Fara
nume”, “Mar Orbai” etc.

» polen de la unele genotipuri de mar si unele populatii locale “Prescurate” si
“Gurguiate”, “Trotuse” precum si Malus pumila, Malus niedzwetzkyana, Malus sylvestris.

Material patogen

Ciuperca Venturia inaequalis ce produce boala numita rapan. Boala se poate manifesta
pe frunze, pe sepale, pe fructe, pe peduncul, si mai rar pe lastari. Pete caracteristice, cafenii -
olivacee, acopera frunzele atacate pe ambele fete, care devin brun-negricioase cu timpul, cu
aspect catifelat; sunt mici si multe, conflueaza, reducand posibilitatea de hranire a pomului si
ocupand o mare suprafata din frunza.

Metode de lucru

Dupa relatia: G/ V, (g sau kg)/(ml sau 1) a fost facuta determinarea greutatii specifice.

Cantitatea de substanta uscati totala este reprezentata gravimetric in primul caz sau
procentual in al doilea caz, ca diferenta dintre greutatea materialului de analizat si apa pierduta
prin uscare, respectiv dintre 100 si procentul de apa gasit.

Substanta uscata solubila a fost determinata pe cale refractometrica.



Determinarea aciditatii totale titrabile se realizeaza prin metodele curente care se
bazeazd pe titrarea directd a produselor, sau a unui extract sau diluat rezultat pe socoteala
acestora, cu o solutie alcalind de concentratie cunoscuta.

Se folosesc metode volumetrice (titrimetrice) de neutralizare pentru aplicarea practicd a
acestui principiu, §i potrivit acestora, pe calea neutralizarii reciproce a lor se realizeaza
determinarea cantitativa a acizilor sau bazelor.

Determinarea substantelor polifenolice pe cale indirectd este asiguratd prin metoda
permanganometrica, astfel: se stabileste mai intai cantitatea de permanganat de potasiu necesara
oxidarii tuturor substantelor (fenolice si nefenolice) din produsul supus analizei. Dupa aceea,
prin folosirea carbunelui activ, se inlaturd din material, prin filtrare, substantele tanante si
colorante si se stabileste, in filtrat, cantitatea de permanganat necesara oxiddrii celorlalte
substante, cele nefenolice.

Determinarea acidului ascorbic in produsele vegetale poate fi considerata, ca fiind
determinarea vitaminei C, ca urmare a acestui fapt, se incilzeste la 60 °C in prezenta a 25 ml
acid oxalic 2% si a unui varf de cutit de nisip de cuart calcinat, o cantitate de produs (5-20 g
potrivit cu bogiatia sa in vitamina C), cantaritd la balanta tehnica cu o precizie de 0,01 g, bine
maruntit si se mojareaza pani se obtine un terci foarte fin. Intr-un balon cotat de 100 ml se
filtreaza extractul obtinut.

Pentru fenotipaj, in sera au fost facute infectii artificiale respectandu-se cerintele
conform protocolului prezentat de Chevalier et al. (1991). Un mix de inoculare a fost folosit
pentru inoculare. Cu o suspensie de conidii de Venturia inaequalis CKE au fost pulverizate
plantutele tinere de 4-5 frunze adevarate.

Pentru genotipaj, in prealabil a fost efectuata izolarea ADN-ului la genotipurile care nu
au manifestat simptome in fenotipul plantei. La nanodrop a fost cuantificat ADN-ul, iar apoi
revelat in gel de elictroforeza 2%. Un kit de amplificare de la Applied Biosistems cu primeri
specifici pentru punerea in evidenta a genei Vf a fost folosit pentru realizarea PCR-ului.

1.4. Rezultate

Folosirea soiurilor vechi de mar, (cel mai bine adaptate la conditiile pedoclimatice din
Romania) in procesele de ameliorare poate fi o premiza interesantd pentru inducerea rezistentei
genetice la Venturia Inaequalis, dar si a altor boli. Infectiile artificiale ale acestor soiuri si hibrizi
pot oferii informatii despre mecanismul de aparare al plantelor in fata infectiilor patogene.

Rezultatele cele mai importante care se desprind din aceasta lucrare sunt:

1.1n ceea ce priveste studiul comportirii unor soiuri vechi, autohtone de mir cu
rezistenta genetica la boli sub aspectul capacitatii de crestere si rodire, in vederea reformularii lor

si promovdrii in programele de ameliorare a celor mai valoroase, pentru obtinerea de soiuri noi



mai bine adaptate la conditiile specifice alte tarii noastre s-au evidentiat o serie de soiuri care nu
au manifestat simptome pe fructe si pe frunze cum sunt soiurile: “ Knis”, ,,Favoritul lui
Polocsay”, ,,Wachsman Amelie”, ,,Wachsman Sammeling”, ,,Trotuse”, ,,Mohorat”. Un alt grup
de soiuri care in conditii de cdmp au manifestat o rezistentd medie la Venturia inaequalis, sunt:
»Anisovska”, ,,Dulci de Radaseni”, ,,Seghese”, ,,Pokomake”, ,,Rosior Calugaresc”, ,,Mere Tari”,
,»Cernenko”, ,,Mar Orbai”, ,,Verzi de Radaseni”, ,,Nobile de Geoagiu”, ,,Rosii de Geoagiu”,
, Lrotuse” etc.

Cele mai valorose dintre acestea au fost folosite in programele de ameliorare pentru
obtinerea de descendente hibride care sa manifeste caractere valoroase ale acestora dar mai cu
seama rezistenta la Venturia inaequalis.

2. In ceea ce priveste evaluarea calitatii fructelor, pentru stabilirea celor mai viabile
scheme de polenizare au fost evidentiate rezultatele:

Fructele soiurilor vechi sunt mari, si anume 298.6 g la soiul “Knis” urmat de soiul “Mar
Orbai” cu 268.2 g urmat de soiul “Ancuta” cu 222.6 g si “Fara nume “cu 210.2 g, dar sunt
acidulate.

Alte determinari in ceea ce privestegreutatea fructelor au fost inregistrate de soiurile

« Renet Portocaliu »cu 165,47 g, urmat de soiul« Turnu »cu 158,70 g si soiul «Venchi »

cu 156,45 g. Fructele cele mai mici au fost inregistrate la soiul« Prescurate » cu 73,37 g;

3. In ceea ce priveste substanta uscati solubildi valoarea cea mai ridicati a
inregistrat-o soiul “Wachsman Amalie” cu 28.5 %. urmat de soiul “Rosu de Cluj” 27.1 % si
“Fara nume” cu 24.2%

Alte valori in ceea ce priveste continutul fructelor in substanta uscata solubila se observa la
soiurile ,,Coada scurtd” cu 20,6%, urmat de soiul ,,Rosu Marin” cu 19,0 %, ,,Renet Portocaliu”
cu 18,7 %;din grupa soiurilor din 2013, valoarea cea mai ridicatd a 1inregistrat-0 soiul
“Wachsman Amalie” cu 28.5 %. urmat de soiul “Rosu de Cluj” 27.1 % si “Fara nume” cu
24.2%.

Vitamina C este destul de instabila iar prezenta acesteia este, de asemenea, o indicatie de
prospetime la fructe . Continutul de vitamina C la soiul "Gurguiate" a fost mai mic de 14.52
mg/100g pp decat la soiul "Trotuse" la sfarsitul perioadei de depozitare cu o valoare de 35.32
mg/ 100g pp

Aceasta demonstreaza ca, continutul in vitamina C, scade pe masura ce fructele avanseaza pe
parcursul pastrarii lor, aceasta scade vertiginos la fiecare 10 zile. Cea mai mare valoare in ceea
ce priveste continutul in vitamin C a fost inregistrata de soiul « Andrifiser » cu 36, 63 mg/100 g

p.p. urmat de soiul « Iridium » cu 36,37 mg/100 g p.p.



4. In ceea ce priveste implicarea unor soiuri vechi de mar in procesul de ameliorare
cercetarile au fost derulate pe parcursul a 3 ani de polenizdri controlate Tn camp, prin noi
hibridari, explorand alte surse de rezistentd cum ar fi unele soiuri vechi de madr, ele fiind
“Amelie Wacsman” , “Gurguiate”, “Fara nume”, “Mohorat”, “Nobile de Geoagiu”, “Favoritul
lui Plocsay” etc. Toate aceste rezultate demonstreaza ca desi au fost polenizate un numar
important de flori numarul de seminte obtinute a fost foarte foarte redus, ceea ce are legatura cu
agrotehnica aplicatd pe timpul perioadei de vegetatie. De aceea locatia unde se efectuecaza
polenizarile este extrem de importanta pentru evolutia cercetarilor si obtinerea rezultatelor.

5. Din rezultatele privind fenotipajul facut in urma infectiilor artificiale cu
Venturiainaequalis atat la soiurile vechi de mar cat si asupra descendentelor hibride
observam ca:

- obtinerea de descendente rezistente la rapan din incrucisarea unui soi sensibil
(cum este “Idared”) si un soi vechi (“Favoritul lui Poloscay”) demonstraza faptul ca soiul
“Favoritul lui Poloscay” manifestd alele de rezistentd recesiva. La fel si in cazul soiului
autohton “Mar Orbai” care a fost incrucisat cu un soi rezistent “Generos” . Aceasta ar ridicd mai
multe ipoteze privind controlul rezistentei genetice la rapan in ce priveste specia mar.

- in urma infectiilor artificiale observam ca un numdr de soiuri cum sunt
“Prescuratele”, “Turnu”, “Venchi”, “Gurguiate”, “Rosu Marin” si “Sangeriu” au manifestat o
oarecare rezistenta genetica la Venturia inaequalis, incadrandu-se in clasa 0 de rezistenta;

6. In ceea ce priveste concentratia de ADN genomic la soiurile de mar att parintii cat si
unii descendenti au demonstrat ca valorile sunt mai mari la parinti fata de hibrizi, cu valoarea cea
mai mare la soiul “Florina” cu 2402,5 ng/ul, urmat de soiul “Gurguiate” cu valori de 1937,9
ng/ul, apoi de soiul “Prescurate” cu 829,9 ng/ul, fata de hibrizii cu valori doar de ordinul sutelor
205,0 ng/ul, in cazul combinatiei H C I 1-5, iar valoarea cea mai mica a fost inregistrata in cazul
combinatiei H C I 1-2 cu 64,0 ng/pl. ntre soiurile vechi, soiul “Turnu” a Tnregistrat179,1 ng/ul,
urmat de soiul “Calvil alb” cu valori de 161,1 ng/pl, apoi de soiul “Varga” cu 155,0 ng/ul, fata
de soiurile « Rosu Marin » de 12,6 ng/ul , urmat de soiului « Salciu » cu 51,2 ng/ul.Valorile
apropiate ale concentratiei de AND genomic au fost inregistrate la soiul “Nobile de Geoagiu” de
179, 1 ng/ul, urmate de soiul “Dulci de Radaseni” cu valori de 161,1 ng/ul.

7. Pentru ameliorarea marului, completarea selectiei fenotipice cu cea efectuata la nivel
molecular (selectia MAS - Marker Assisted Selection), confera sigurantd si eficientd deosebita.
Selectia MAS poate fi efectuata in orice stadiu de crestere a plantelor, inclusiv in faza foarte
tanara, cand hibrizii sunt in serd, astfel cd o mare parte din materialul biologic poate fi eliminat,
fiind transferate In camp numai plantele care prezinta caracteristicile dorite si economisindu-se

timp, suprafete de teren, munca, respectiv fonduri banesti considerabile. Succesul detectiei PCR



a genei Vf fost confirmat cd depinde de calitatea si cantitatea ADN-ului izolat in timpul
experimentelor.

Structura heterozigota a genei Vf,a fost confirmata intre soiuri. Motivul manifestarii de
genotipuri heterozigote Tn cazul genei studiate Vf este probabil, datorita unui grad ridicat de
polenizare deschisa in genul Malus. Structura homozigota a fost detectatd in modneechivoc la
un numar important de descendente cu grad diferit de rezistentd. Important este sa se utilizeze
mai multe PCR-uri cu toate cele patru amorse (A, B, C, D).

1.5. Concluziile se refera la:

- iIn Romania amelioratorii folosesc intens ca donor de rezistenta la rapdn soiuri de mar
cu gene majore Vf.

- combinatiile hibride : “Idared x Prescurate” si “Idared x Gurguiate”au fost obtinute
prin folosirea a doua aspecte genetice heterozigote. Homozigotii dominanti au fost, de asemenea,
detectati prin testul PCR.S-a observat cd frecventa homozigotiilor recesivi in ambele combinatii
hibride a fost de 25 si 35%, respectiv.

- markerii specifici AL-07, AM-19 si U1400 au pus in evidenta prezenta genei VT, la
hibrizii proveniti din soiurile cu rezistenta genetica (“Generos” si “Florina”), indiferent daca
hibrizii F1 au provenit din incrucisari intre cele douad soiuri rezistente, sau din incrucisari dintre
acestea si soiuri fara rezistenta respectiv "Prescurate”, “Gurguiate”, “Trotuse”

- markerul AL 07 este un primer codominant care poate fi folosit pentru diferentierea
homozigotilor de heterozigoti,

- pentru un prim screening in ceea ce priveste prezenta genei Vf la genotipurile soiurilor
vechi de mar dar si la descendentele hibride obtinute din acestea se recomandd folosirea
cuplurilor de markdri AM 19 si Ul400 urmand ca apoi pentru diferentierea genotipurilor
homozigote de cele heterozigote, se poate folosi primerul AL 07 care un primer codominant.

Marcarea molecularad a genelor de interes este un prim pas in vederea izolarii si clondrii
genelor pentru obtinerea unor banci in care sd fie incorporate genele dorite si conservate pe o

durata mare de timp.



