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REPERELE CONCEPTUALE ALE CERCETARII

Actualitatea si importanta temei abordate. Fitoplasmoza (stolbur) este o problema actuala
pentru cultivarea tomatelor, atdt In Republica Moldova, cat si la nivel global. Aceastd boala
cauzeaza pierderi economice considerabile prin scaderea calitatii si a cantitatii productiei, care pot
atinge 70-100 % [1]. In urma procesului patogenetic la tomate, fructele afectate prezinti o marire
a floemului, lignificarea acestuia, scdderea continutului de zaharuri si diminuarea calitatilor
organoleptice [2]. Raspandirea stolburului a ajuns la valori extrem de ridicate la nivel global si in
special in zona euro-mediteraneeand. in Uniunea Europeani este considerati boald endemici [3].
Agentul cauzal al stolburului este ‘Candidatus Phytoplasma solani'. Un rol de baza in transmiterea
fitoplasmei il detin insectele vector din ordinul Hemiptera, familiile Cicadelidae, Cixidae si
Psilidae [4]. La fel, in raspandirea agentului patogen 'Ca. P. solani' contribuie si plantele perene,
pe ale caror radacini ierneaza insectele vector. Perioada de incubare a fitoplasmei in plante dupa
infectare dureaza pana la 6 - 30 zile.

Metodele traditionale de detectie a fitoplasmei posedd numeroase limitari. Acestea sunt
bazate pe observarea simptomelor tipice in conditii de cadmp, studiului macro si microscopic al
caracterelor morfologice. Diagnosticul bolii pe baza aparitiei simptomelor este posibil doar la
etapele tardive de infectare, aproximativ peste o luna [5]. La fel, studiul morfologic este destul de
dificil din cauza ca infectarea poate avea loc concomitent cu alte boli ce pot masca simptomele
maladiei [6]. Detectarea patogenului cu ajutorul microscopiei electronice este dificila deoarece din
punct de vedere morfologic fitoplasma este polimorfa. Metoda de cultivare in vitro a devenit
posibila relativ recent, din 2012. Acesta necesita utilizarea mediilor comerciale si nu e posibil de
a obtine colonii specifice [7, 8]. In acelasi timp, diagnoza veridica si la un timp oportun este
posibild cu utilizarea metodelor moleculare de diagnostic. Avantajele diagnosticului molecular
constau in posibilitatea de a determina prezenta sau lipsa patogenului Tnainte de aparitia
simptomelor bolii, specificitatea, la fel ca si exactitatea mai inaltd. Diagnosticul diferentiat al
fitoplasmei la tomate la etape timpurii pana la aparitia simptomelor are importanta in studiul
plantelor cu boli mixte. Este important de remarcat ca metodele moleculare permit determinarea
intr-un timp mai rapid rezistenta diferentiata a genotipurilor de tomate la 'Ca. P. solani' [9].
Utilizarea genotipurilor rezistente va permite reducerea eventualelor pierderi de produs si, in
acelasi timp, mentinerea sigurantei mediului. Prelucrarea dozatd si la timp a plantelor va da
posibilitatea obtinerii productiei calitative fara utilizarea sau cu o utilizare in cantitati mici a
preparatelor antibacteriene si a ingrasamintelor minerale [10]. Acest lucru este foarte important in
contextul cresterii cererii la nivel de stat iIn numeroase tari din Europa si America pentru produse

agricole de calitate [11].



Studiul molecular cu utilizarea tehnicii PCR al rezistentei soiurilor autohtone de tomate a
fost realizat pentru prima in Republica Moldova. Cercetari la nivel morfologic al gradului de atac
cu stolbur al plantelor de tomate au fost realizate de cercetatorii Ciobanu V. si Munteanu N. 1n
2014 [12]. Lafel, determinarea pe baza simptomelor morfologice a nivelului procentul de infectare
cu stolbur au realizat cercetarii Vlasov 1. si Samsonova L. in 2000 [13].
solani' si studiul raspandirii acesteia utilizand metodele moleculare.

Obiectivele cercetarii:

1. Detectarea moleculara a repartizarii si gradului de atac al infectiei fitoplasmice la plantele
de tomate ale unor soiuri autohtone in diferite perioadei de vegetatie.

2. Identificarea etapei pentru determinarea diferentei in sensibilitate la infectia fitoplasmica.

3. Determinarea fitoplasmei la 4 forme spontane de tomate.

4. Elaborarea si optimizarea sistemului de diagnostic molecular al 'Ca. P. solani' la tomate,
insecte vector si plante ruderale.

5. Analiza comparativa a metodelor (nested-PCR, Real-time PCR, PCR prin diluarea in serie
fitoplasmica.

6. Secventierea fragmenelor genei 16S ARNr cu scopul determinarii tulpinilor 'Ca. P. solani’

pe loturile experimentale.

analizate.

8. Determinarea infectiei fitoplasmice la insectele din ordinul Hemiptera (insectele vector) si
plante perene cu scopul monitorizarii starii epidemiologice a 'Ca. P. solani' pe campurile
experimentale.

Ipoteza de cercetare: Sensibilitatea plantelor de tomate la fitopatogenul 'Ca. P. solani' diferd

in functie de genotip si sub interactiunea factorilor climaterici.

Sinteza metodologiei si justificarea metodelor de cercetare alese. Studiul stiintific si
metodologia cercetdrii, include un numar vast de metode si tehnici justificative, ce a permis in
cadrul acestei cercetari atingerea scopului si obiectivelor propuse. Au fost aplicate diverse metode
de izolare a ADN-ului pentru determinarea metodei mai rapide si eficiente in diagnosticul
fitoplasmei. Metodele moleculare bazate pe reactia de polimerizare in lant (PCR), nested-PCR,
Real-time PCR au fost utilizate deoarece permit identificarea specifica a 'Ca. P. solani' in
comparatie cu alte metode. In special utilizarea secventierii ADN-ului a ficut posibila

determinarea tulpinii 'Ca. P. solani' ce infecteaza cultura agricola si insectele vector. Aplicarea



metodelor moderne de investigare a oferit date referitoare la sensibilitatea variata a soiurilor de
tomate locale analizate la infectia cu 'Ca. P. solani'.
Sumarul capitolelor tezei

Teza include adnotarea redactata in limbile roméana, engleza si rusa, o listd cu abrevieri,
introducerea, cinci capitole, concluzii generale, recomandari practice, bibliografia, declaratia de
asumare a raspunderii §i CV-ul autorului. Lucrarea este scrisa pe 99 de pagini text de baza, contine
59 figuri, 14 tabele, bibliografie din 156 de titluri si 4 anexe.

Publicatiile la tema tezei. Pe parcursul realizarii studiului, datele primite au fost expuse
in 39 de publicatii stiintifice: 9 publicatii incluse in bazele de date Scopus si Web of Science, 4
articole in registrul national de profil, 2 publicatii in baze de date acceptate de ANACEC, 6 articole
in lucrarile manifestarilor stiintifice internationale, 1 articol in lucrdrile manifestarilor stiintifice
Cu participare internationald, 8 articole in lucrarile manifestarilor stiintifice internationale (peste
hotare), 1 teza prezentata la manifestarilor stiintifice internationale, 4 teze la manifestari stiintifice
nationale cu participare internationald, 4 teze in lucrdrile manifestarilor stiintifice nationale.
Cercetdrile realizate si datele obtinute au fost prezentate anual la sedintele Consiliilor stiintifice
ale IGFPP(USM), precum si in cadrul a 21 intruniri stiintifice nationale si internationale.

CONTINUTUL TEZEI
Introducerea sintetizeaza si prezintd pe scurt informatii despre stadiul actual al
diagnosticului fitoplasmeli, subliniaza relevanta problemei propuse spre rezolvare, defineste scopul
si obiectivele lucrarii, enunta ipoteza si sinteza metodologiei de cercetare, justificind metodele de
analiza selectate si oferind un rezumat al capitolelor tezei.
I. ASPECTE GENERALE ALE 'CANDIDATUS PHYTOPLASMA SPP’

Acest capitol contine o analizd a cercetarilor actuale privind aspectele generale ale
morfologiei, genomului si evolutiei fitoplasmei. Sunt prezentate posibile cdi de transmitere, cu
enumerarea principalelor rezervoare naturale si a insectelor vector ce faciliteaza raspandirea
fitoplasmei. Sunt descrise simptomele specifice ale bolii cauzate 'Ca. P. solani' la tomate si
consecintele negative care afecteaza calitatea si cantitatea productiei. Se expune modul de
interactiune a fitoplasmei cu plantele si insectele gazda. Sunt redate masurile de baza pentru
controlul si prevenirea raspandirii patogenului. La fel, se pune accent pe principalele metode de
diagnostic al fitoplasmei, incluzand avantajele si dezavantajele fiecdrei metode.

II. MATERIALE SI METODE

Diagnosticul molecular al prezentei 'Ca. P. solani' a fost realizat la urmatoarele genotipuri
de tomate: Elvira, Cerasus, Mary Gratefully, Desteptarea, create in cadrul laboratorului Genetica
aplicatd a Institutul de Geneticd, Fiziologie si Protectie a Plantelor (IGFPP) al USM. Adiacent au

fost luate in studiu alte 4 forme spontane de tomate: Solanum habrochaites, S. pimpinellifolium, S.
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chilense si S. peruvianum. 12 specii de plante ruderale: C. arvensis, Calystegia sepium, Daucus
carota, Chenopodium album, Setaria viridis, Solanum nigrum, Potentilla reptans, Artemisia
vulgaris, Urtica dioica, Sonchus oleraceus, Polygonum convolvulus, Polygonum aviculare, au fost
testate ca potentiale rezervoare ale infectiei fitoplasmice. Cercetarile s-au efectuat pe baza
materialul colectat pe parcursul anilor 2018-2020. Diverse metode de izolare a ADN-ului au fost
utilizate in functie de proba: DNA-zol, prin fierbere in solutie alcalina, K-acetat, Na-acetat si cu
microunde. Diagnosticul molecular la prezenta patogenului s-a realizat prin metoda PCR, nested-
PCR, Real-time PCR, secventierea ADN-ului. In cercetare au fost utilizati 22 de primeri pentru
determinarea 'Ca. P. solani' creati in cadrul laboratorului Genetica moleculara. Analiza statistica
s-a realizat cu ajutorul criteriului lui Fisher prin programul Excel.

I1l. ELABORAREA SI EVALUAREA EFICACITATII PROCEDEELOR DE
DIAGNOSTIC MOLECULAR AL FITOPLASMEI LA TOMATE, PLANTE RUDERALE
SI LA INSECTE

Necesitatea elaborarii si optimizarii procedeului de determinare a patogenului ‘Ca. P.

solani' la diverse gazde este datoratd numeroaselor cauze: 1) In diagnosticul molecular, existd
riscul de a obtine rezultate fals-pozitive si fals-negative. Optimizarea metodelor permite de a
minimiza acest pericol. 2) Utilizarea metodelor moleculare pe diverse obiecte, organe si tesuturi
necesita selectarea unor conditii specifice pentru colectarea materialului, extractia ADN-ului si
realizarea PCR, etc. 3) Pentru a accelera, simplifica si reduce costul analizelor moleculare, s-a
realizat o comparatie a unor proceduri relativ simple, precum izolarea prin metoda fierberii in
solutie alcalind, cu microunde, PCR, PCR prin diluarea in serie a ADN-ului, nested-PCR si Real-
time PCR. In studiile ulterioare, au fost utilizate metode optimizate cu fiabilitate dovedita.

3.1. Elaborarea si evaluarea metodelor moleculare de diagnostic al fitoplasmei la plantele
de tomate
Selectarea celor mai optimale metode de diagnostic molecular precis si viabil a fitoplasmei in

tomate a fost realizata in urmatoarele etape:

- izolarea ADN-ului din diferite obiecte si organe;

- amplificarea fragmentelor de ADN fitoplasmic;

- electroforeza produsilor PCR.

3.1.1. Selectarea i compararea metodelor de extractie a ADN-ului din tomate

Analiza moleculara a infectiei 'Ca. P. solani' la plantele de tomate, pentru evaluarea
procentuald a plantelor infectate a diferitor soiuri a fost efectuata folosind extragerea ADN-ului
din peduncul prin metoda alcalind expres. Aceasta metoda este rapida, are un cost redus per proba
si permite evaluarea unui esantion mare de plante.

Eficacitatea extragerii ADN-ului prin metoda expres a fost evaluatd comparand rezultatele

diagnosticarii moleculare ale infectiei fitoplasmice la tomate cu fructe maturate, din care ADN-ul



a fost izolat prin metoda cu utilizarea de K-acetat si prin metoda cu DNA-zol. Toate cele trei
metode au dat rezultate similare, inregistrandu-se 80% din tomatele soiului Elvira infectate cu 'Ca.
P. solani' (Tabelul 3.1)

Tabelul 3.1. Identificarea infectiei ‘Ca. P. solani’ la plantelor de tomate ale soiului Elvira
utilizind diverse metode de extragere a ADN-ului

Metoda de Organul Numirul plantelor de % plantelor
extragere a ADN- tomatei tomate infectate
ului analizate infectate
Alcalina expres peduncul 20 16 80
K-acetat fructul 10 8 80
DNA-zol fructul 10 8 80

3.2. Selectarea conditiilor pentru analiza PCR la tomate

Pentru a selecta conditiile PCR ce permit de a obtine rezultate veridice in diagnosticul
molecular al fitoplasmei 'Ca. P. solani' la tomate, au fost comparate:
1 — Datele obtinute prin analize PCR si nested-PCR;
2 — Numarul ciclurilor de amplificare;
3 — Diferite seturi de primeri specifici.

3.2.1. Compararea rezultatelor obtinute prin analiza PCR si nested-PCR cu primeri
chaperonine

Compararea datelor obtinute prin analiza PCR si nested-PCR permite sa facem o concluzie
clara ca pentru diagnosticul precis si corect al infectiei fitoplasmice la tomate, este necesara analiza
nested-PCR. Aceasta este bine ilustrata in urma realizarii diagnosticului molecular al 'Ca. P. solani'
la plante de tomate a soiului Elvira (Figura 3.1 A, B). Analiza PCR a permis identificarea a 4 plante
infectate folosind ADN-ul izolat prin metoda K-acetat si 5 plante infectate prin metoda DNA-zol
(Figura 3.1 A). In schimb, analiza nested-PCR a relevat 8 plante infectate in ambele moduri de
izolarea ADN-ului (Figura 3.1 B). La fel, rezultatele analizei PCR sunt partial fals-negative,
permitand detectarea numai a 40% sau 50% plantelor infectate, comparativ cu 80% care a fost

obtinute prin analiza nested-PCR.

Ml 247344 =586 7- 8 910

METND 03 A o5 G F N8 kD310

" o= # primeri

primeri

Figura 3.1. Rezultatele PCR si nested-PCR pe baza ADN-ului izolat din tomatele soiului
Elvira prin metoda K-acetat sau DNA-zol
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(A — fragmentul 421 pb, primeri chaperonine specifici pentru 'Ca. P. solani’) (B — fragmentul 200

pb obtinut in runda II), M — marcherul de lungime a fragmentelor de ADN; C- — control negativ

A fost efectuata selectarea numarului de cicluri de amplificare pentru nested-PCR. Este
important de mentionat cd, desi un numar mare de cicluri mareste sensibilitatea diagnosticului,
aceasta poate duce la aparitia fragmentelor nespecifice, inclusiv a dimerilor de primeri. Astfel,
cand se utilizeaza 45 de cicluri de amplificare, intensitatea dimerilor sintetizati este mare, iar la 35
de cicluri de amplificare, numarul de dimeri este mai redus.

In rezultatul unei serii de experiente au fost selectate 30 cicluri de amplificare pentru runda
I's1 35 cicluri pentru runda IL

In rezultatul experientelor descrise mai sus au fost stabilite conditiile pentru realizarea
nested-PCR, ce permit de a obtine rezultate stabile si corecte in diagnosticul molecular al infectiei
fitoplasmice la tomate. Ambele runde de amplificare trebuie sa se efectueze intr-un amestec cu
volumul de 25ul ce contine: solutia bufer pentru Tag-polimeraza x1, 1U Tag-polimeraza, 0.2 mM
dNTP, 0.25 uM F primer, 0.25 uM R primer, apa ultrapura si 1pul ADN 1n runda I sau 1l amestec
din runda I diluat 1/20 in runda II. Urmatorul program de amplificare poate fi utilizat: runda I — |
-94°C 5% 11-94°C 30", 58°C 30", 72°C 30" x 30; III - 72°C 10'; IV - 4°C oo; runda Il — I - 94°C
55 11 -94°C 30", 58°C 30", 72°C 30" x 35; III - 72°C 10" IV - 4°C 0. Perechile de primeri
specifici pentru 'Ca. P. solani' utilizate in prima runda: cpn421F, cpn421R; pentru runda a doua:
cpn200F, cpn200R.

3.2.2. Testarea eficientei primerilor chaperonine ps specifici pentru 'Ca. P. solani’
pentru analiza PCR

Pentru a dezvolta o noud tehnica de evaluare a rezistentei tomatelor la fitoplasma, este
important sa existe metode moleculare veridice de detectare a 'Ca. P. solani' la plante. Anterior,
am dezvoltat o metoda sigura pentru identificarea infectia 'Ca. P. solani’ prin nested-PCR la plante.
La aceasta etapd, am comparat performanta diferitelor perechi de primeri prin PCR si nested- PCR,
cu scopul de a optimiza procesul.

In decursul acestei etape au fost testate numeroase combinatii de primeri. Un accent
deosebit a fost pus pe optimizarea conditiilor analizei PCR cu scopul obtinerii rezultatelor veridice
cu perechile de primerii utilizati. Avantajele PCR fata de nested- PCR includ rapiditatea, sunt mai
putin costisitoare si necesitd o manipulare mai mica a probelor. Cu toate acestea, are unele
dezavantaje in comparatie cu nested-PCR in sensibilitate si specificitate. Un design bun al
primerilor impreund cu conditiile de reactie optimizate pot imbunatati sensibilitatea si

specificitatea analizei PCR, pastrand avantajul accesibilitatii si simplitatii sale.



In studiu au fost analizati sase primeri ps (3 Forward si 3 Revers in diferite combinatii),
specifici patogenului 'Ca. P. solani', care au fost creati pe baza secventei genei chaperonine.
Programul pentru realizarea reactiei de amplificare a fost urmator: | — 5 min la 94°C; II — 30 sec
la 94°C, 30 sec la 58°C, 30 sec la 72°C x 30; III — 10 min la 72°C; IV - oo la 4°C. Figura 3.1
prezinta rezultatele sumare ale analizei PCR la aceleasi probe ca si in figura 3.2 (ADN-ul extras

prin metoda DNA-zol) cu diferite combinatii de primeri ps.

A psl ps4

C. ps3-ps6

M 1 2 3

750
500

E. ps3-ps5
Figura 3.2. Rezultatele analizei PCR cu perechile de primeri ps, pe baza ADN-ului

extras din plantele soiului de tomate Elvira la prezenta fitoplatogenului 'Ca. P. solani’

ADN-ul a fost purificat prin metoda DNA-zol. M este marcherul ADN

Rezultatele sugereaza, ca primerii psl-ps4 si ps3-ps4 sunt potriviti pentru utilizare in
analiza PCR. Cu toate acestea, esantioanele cu titru de infectie scazut pot produce benzi slabe pe
gel si rezultate neconcludente, care necesitd analize suplimentare prin nested-PCR.

3.4. Selectarea conditiilor pentru diagnosticul 'Ca. P. solani' la insectele vector

Schema procedeelor diagnosticului molecular al insectelor vector include urmatoarele
etape: colectarea cicadelor in camp, izolarea ADN-ului din insecta individuald, nested-PCR
folosind doua perechi de primeri pentru 'Ca. P. solani’, electroforeza produsilor nested-PCR.

Au fost folosite doua moduri de colectare a insectelor: capturarea cu capcane lipicioase de
culoarea galbena in cdmpul de tomate sau in serd, si prin metoda cosirii cu fileul entomologic n
apropierea campului. Important de mentionat cd metoda a doua ofera rezultate mai variate din
punct de vedere al diversitatii speciilor si a numarului de insecte capturate. Consideram ca culoarea
galbena este atractiva doar pentru un numar limitat de specii.

Au fost comparate doua metode de extragere a ADN-ului dintr-o cicadd individuala:
metoda izolarii ADN-ului cu DNA-zol si metoda alcalind expres. Rezultatele pozitive ale detectiei
infectiei fitoplasmice au fost obtinute doar cu utilizarea metoda izolarii cu DNA-zol.

Nested-PCR (ambele runde de amplificare) cu primerii chaperonine trebuie sa elaboreze
conform urmatorului program de amplificare: runda I - | - 94 °C 5'; 1l - 94°C 30", 58°C 30", 72°C
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30" x 45; 111 - 72°C 10; IV - 4°C oo; runda 1l - 1 - 94°C 5'; 11 - 94°C 30", 58°C 30", 72°C 30" x 35;
I -72°C 10'; IV - 4°C oo.

Utilizarea acestui program permite de a evita aparitia rezultatelor fals-negative in
diagnosticul molecular al fitoplasmei la cicade. Dificultatile sunt cauzate de marimile diferite ale
cicadelor analizate si, ca rezultat, extragerea diferitor cantitati de ADN. Datele fals-negative s-au
obtinut in cazul utilizarii a 30 cicluri de amplificare in runda I si 45 sau 50 cicluri in runda II.

3.5 Analiza cantitativa Real-time PCR

In acest studiu, s-a detectat si cuantificat ADN-ul patogenului 'Ca. P. solani' in probele de
ADN de tomate utilizand PCR in timp real pe baza de SYBR-Green. Au fost creati si testati primeri
specifici pentru detectarea in timp real a 'Ca. P. solani'. La fel, a fost cuantificat numarul de copii
ADN ale fitoplasmei izolate din plantele a patru soiuri de tomate. Aceste soiuri au fost raportate
anterior ca avand o rezistentd contrastd la infectia fitoplasmicd. Astfel, se poate preconiza ca
acestea sa prezinte un numar diferit de copii ale genei chaperonine a 'Ca. P. solani'. Soiul mai
putin rezistent ar avea mai multe copii ale ADN-ul 'Ca. P. solani' in comparatie cu soiul mai
rezistent [14]. Pentru extractia ADN-ului, au fost colectate 12 plante din fiecare soi. ADN-ul a fost
izolat prin metoda DNA-zol. Concentratia de ADN purificat a fost masurata cu spectrofotometrul
Nanodrop si au fost folositi 9 ng de ADN purificat. Pentru analiza Real-time PCR, au fost create
2 perechi de primeri pe baza genei chaperonin a 'Ca. P. solani’

Conditiile PCR au fost cele recomandate de producatorul SybrGreen - incubatia initiald la
50°C timp de 2 minute, denaturarea initiala la 95°C timp de 2 minute si incubatia de 95°C timp de
15 secunde si 60°C timp de 1 minut timp de 40 de cicluri. Reactiile au fost efectuate in sistemul
PCR 1in timp real BIORAD CFX96 touch. Detectarea a fost efectuata pe canalul SYBR. Eficienta
primerului a fost calculata utilizand calculatorul de eficienta Real-time [15].

Pentru standartul Real-time PCR, un fragment a fost amplificat prin PCR conventional,
folosind perechea de primeri qfys7 si qfys8. Apoi, fragmentul a fost vizualizat pe gelul de agaroza,
excizat si purificat. Concentratia ADN-ului fragmentului purificat a fost determinata cu ajutorul
spectrofotometrului Nanodrop. Avand in vedere dimensiunea fragmentului 160 pb, s-a determinat
numarul de copii in 1 ng de fragment ADN, utilizand calculatorul on-line [16].

In primul rand, primerii au fost testati experimental pentru a evalua specificitatea, eficienta
si concentratia optima a acestora in reactie. Pentru evaluarea specificitatii, curba de disociere a
fost obtinutd pentru ambele perechi de primeri. In figura 3.3 este prezentati curba de disociere a
fragmentului amplificat cu perechea de primeri qfys5-gfys6, folosind ADN-ul tomatelor infectate
cu 'Ca. P. solani' ca sablon. Pentru determinarea concentratiei optime de primer si ADN,
fragmentul a fost amplificat continand 200 nM (Figura 3.3 I-A, B) si 400 nM (Figura 3.3 I-C, D)
din fiecare primer, atat fara dilutie (Figura 3.3 I-A, C), cat si cu o dilutie de 10 ori ( Figura 3.3B,
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D) a ADN-ului sablon. Dupa cum se poate vedea, concentratia mai mare a primerului a dus la o
fluorescenta mai intensa, fara a provoca formarea de dimeri ai primerilor (Figura 3.3 I-C), indicand

un singur varf pronuntat. Totusi, aceastd pereche de primeri nu a reusit sa amplifice fragmentul

dintr-un sablon mai diluat (Figura 3.3 | - B, D)

s e e e et e
. . .
. ) s
I " i, H
13 1|3 :,
§ H i 8= £
s ] = s
w0} .
B S S e S| L s e ] e
; P
A - B - c D -
wwwww ™ e re
I * :
e ¥ Fo
i, i i
N ¥
AT | | g ch D=
o Covtr — LT—— et et

Figura 3.3. Curba de disociere a fragmentului, amplificata de perechea de primeri
gfys5-qfys6 (I) si qfys7-gfys 8(11). Concentratia primerului: 200 nM fiecare (A, B); 400 nM
fiecare (C, D). Dilutii sablon: nediluat (A, C), dilutie de 10 ori (B, D)

Concentratia mai mare a primerului qfys7-qfys8 a dus la o fluorescenta mai mare si nu a
provocat formarea dimerilor primerului (Figura 3.3 11-C), deci putem observa un singur varf
pronuntat. Aceastd pereche de primeri a reusit s amplifice fragmentul chiar si In reactia cu
sablonul diluat (Figura 3.3 11-B, D). Deci, aceasta pereche de primeri a fost utilizata pentru analize
suplimentare, la o concentratie de 400 nM fiecare. Apoi, a fost evaluatd eficienta perechii de
primeri qfys7-qfys8. Fragmentul ADN a fost amplificat de aceeasi pereche de primeri intr-o PCR
conventionald si apoi diluat pentru a fi utilizat ca sablon pentru reactia RT-PCR. Au fost realizate
patru dilutii (de 10, 100, 1000 si 10000 de ori) ale ADN-ului reactiei PCR initiale, utilizate ca
sablon in reactia RT-PCR. S-au masurat valorile Ct si s-a construit curba de concentratie pentru a
calcula eficienta primerilor.

Graficul de eficienta a primerilor, realizat din dilutii in serie, este prezentat in Figura 3.4 a.
Panta de -3.3183 indica o eficienta de aproape 100%, ceea ce sugereaza ca aceasta pereche de
primeri poate fi utilizatd in teste PCR in timp real pentru masurarea concentratiilor de 'Ca. P.
solani'. Astfel, perechea de primeri qfys7-qfys8 a fost utilizata pentru cuantificarea ADN -ului 'Ca.
P. solani' in probele de tomate. In acest scop, a fost realizate dilutii in serie a ADN-ului cu numarul
de copii cunoscut si apoi cercetate cu Real-time PCR. Elaborarea unei curbe standard s-a efectuat
pe baza valorilor Ct inregistrate. Figura 3.4 b ilustreaza dependenta valorii Ct de numarul initial

de copii ale sablonului din reactie.
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Figura 3.4. Graficul eficientei perechii de primeri qfys7-qfys8 (a) si corelatia intre

valoarea Ct si numaérul copiilor initiale ale sablonului in reactie (b)

IV. DIAGNOSTICUL MOLECULAR AL 'CA. P. SOLANI' LA DIFERITE

GENOTIPURI DE TOMATE PE PARCURSUL A TREI ANI DE VEGETATIE
Diagnosticul molecular a 'Ca. P. solani' la tomate au fost efectuat in trei etape de dezvoltare a
plantelor: inceputul maturarii fructelor (iulie), coacerea in masa a fructelor (august), sfarsitul
sezonului de vegetatie dupa colectarea unei parti semnificative din recolta de fructe (Septembrie).
4.1. Diagnosticul molecular al fitoplasmei la plantele de tomate din cAmp in anul 2018
Determinarea moleculard in plantele a 4 soiuri de tomate (Cerasus, Elvira, Desteptarea si
Mary Gratefully) la prezenta 'Ca. P. solani' a fost realizat pe baza ADN-ului izolat din pedunculi
colectati in luna iulie, august si septembrie. Pentru analiza prezentei infectiei fitoplasmice au fost
selectate cate zece plante in doua repetari pentru fiecare dintre cele patru soiuri analizate. Analiza
a relevat diferente in rata de infectare a plantelor la anumite soturi. Conform datelor obtinute,
primele simptome de infectie au aparut in luna iulie. Procentul de infectare cu 'Ca. P. solani' a
soiului Elvira a fost de 35%, iar soiul Desteptarea a prezentat indici asemanatori de 30%. O
sensibilitate mai scazuta a demonstrat soiul Cerasus, doar 5 % din plante au fost infectate cu
fitoplasma. Analiza moleculara a 'Ca. P. solani' in luna august a aratat tendinte similare. Infectarea
mai redusa a fost stabilita la soiul Cerasus - 35% si jumate din plante au fost infectate la soiul

Mary Gratefully. Infectarea mai pronuntata a fost la soiurile Elvira si Desteptarea de 80%.
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Figura 4.1. Raspandirea infectiei fitoplasmice la diferite soiuri de tomate in anul 2018
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Analiza nested-PCR realizata in septembrie, la sfarsitul perioadei de vegetatie, la cele patru
soiuri autohtone de tomate, a reconfirmat tendintele de abundenta a fitoplasmozei. Totusi,
diferentele dintre soiuri au fost nu atat de pronuntate. Procentul plantelor afectate a soiului Cerasus
a constituit 55%, la Elvira de 80%, Mary Gratefully de 75% si soiul Desteptarea fiind de 85%
(Figura 4.1).

4.2. Diagnosticul molecular al fitoplasmei la plantele de tomate din cAmp in anul 2019

Detectarea moleculara a infectarii plantelor de tomate cu fitoplasma la diferite etape ale
coacerii fructelor a fost efectuata la soiurile Elvira, Cerasus, Desteptarea si Mary Gratefully.
Plantele au fost cercetate in decursul diferitelor stadii de dezvoltare (sfarsitul lunii iulie, sfarsitul
lunii august, mijlocul lunii septembrie) folosind analiza nested-PCR cu primerii chaperonine
cpnd421 F/R si ¢cpn200 F/R specifici pentru 'Ca. P. solani'. Probele de ADN au fost izolate din
peduncul fructului de tomate folosind metoda alcalina expres.

Rezultatele diagnosticului molecular al infectiei fitoplasmice la plantele de tomate ale celor
patru soiurilor crescute In camp sunt prezentate in figura 4.2. Compararea datelor obtinute a fost
efectuata utilizand prelucrarea statistica conform criteriului Fisher.

In luna iulie, la inceputul maturarii fructelor de tomate, o jumitate de plante ale soiurilor
Desteptarea si Mary Gratefully au fost infectate cu 'Ca. P. solani'. La soiurile Cerasus si Elvira
numai un sfert din plante analizate a fost determinata infectia fitoplasmica, utilizdnd analiza
nested-PCR. Numarul plantelor infectate cu fitoplasma ale soiului Desteptarea a crescut cu un mod
nesemnificativ in urmatoarele etape ale coacerii fructelor care a atins nivelul de 58% in lunile
august si septembrie. Jumatate din plantele soiului Elvira au fost infectate cu stolbur in luna august
si procentul a crescut pand la 58% in luna septembrie. Infectia fitoplasmica la plantele soiul Mary
Gratefully a crescut semnificativ la etapa coacerii fructelor in masa in august, ajungand la peste

90% si ramanand la acest nivel in septembrie.
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Figura 4.2. Raspandirea 'Ca. P. solani’ in campul de tomate in anul 2019
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Numai un sfert din plantele soiului Cerasus a fost infectate cu 'Ca. P. solani' si in luna august, la
etapa coacerii fructelor in masa. La sfarsitul perioadei de vegetatie, in septembrie, nivelul infectiei
fitoplasmice la acest soi a crescut nesemnificativ, reprezentand 58%.

Analiza moleculara a infectiei fitoplasmice la plantele de tomate ale soiurilor analizate a
demonstrat cad in conditiile anului 2019 (vara cu temperaturi inalte si precipitatii reduse) valorile
maxime ale infectdrii au fost nregistrate la etapa coacerii In masa a fructelor 1n luna august si nu
au crescut semnificativ pana la sfarsitul sezonului de vegetatie (mijlocul lunii septembrie). Primele
semne de infectare au fost identificate in prima decada a lunii iulie, la inceputul formarii fructelor.
La sfarsitul lunii iulie o jumatate din plantele soiurilor Elvira si Desteparea au fost infectate cu
'Ca. P. solani'. Credem ca acest mod de repartizare a infectiei fitoplasmice in campul de tomate
este asociat cu ciclul de reproducere si activitatea insectelor vector. Clima caldd a majorat
activitatea cicadelor la inceputul sezonului de vegetatie dar a influentat negativ reproducerea lor.
La fel, numarul plantelor infectate cu fitoplasma nu a crescut semnificativ din luna august pana in
Mary Gratefully a fost cel mai sensibil la infectia 'Ca. P. solani’, in timp ce soiurile Desteptarea si
Elvira au demonstrat valori intermediare. Soiul Cerasus a prezentat cea mai mare rezistenta.

4.3. Diagnosticul molecular al fitoplasmei la plantele de tomate din cAmp in anul 2020

Schema diagnosticului molecular la prezenta infectiei 'Ca. P. solani' la soiurile autohtone
de tomate in conditiile sezonului de vegetatie 2020 a fost similara ca in anul 2019 s1 2018.

Conform rezultatelor inregistrate se observa o raspandire scazuta a infectiei fitoplasmice
in camp (Figura 4.3). In luna iulie, prezenta infectiei 'Ca. P. solani' nu a fost detectati in cAmpul
de tomate. Infectarea tomatelor cu fitoplasma a inceput la etapa de maturare-coacere, insa nivelul
de infectie a fost scazut. Prezenta stolburului a fost confirmata la doua genotipuri de tomate
analizate. La soiul Elvira procentul plantele infectate cu 'Ca. P. solani' a constituit 8%, iar la soiul
Mary Gratefully - 33%.
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Figura 4.3. Raspandirea infectiei 'Ca. P. solani’ la diferite soiuri de tomate in anul 2020
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Procentul de infectie fitoplasmica la soiul Mary Gratefully a ramas la acelasi nivel si la
sfarsitul perioadei de vegetatie. La soiul Elvira s-a observat o crestere a nivelului de infectie cu
fitoplasma, ajungand la 25%. La soiul Cerasus si Desteptarea prezenta a 'Ca. P. solani' nu a fost
determinata pe parcursul intregii perioade de vegetatic. Astfel, rezultatele obtinute indica o
distributie scazutd a fitoplasmei in cdmp in conditiile anului 2020. Procentul de infectie 'Ca. P.
solani' In camp a ajuns doar la 14,5% la sfarsitul sezonului de vegetatie. Datele nu permit o
determinare statistica clara a soiului mai mult sau mai putin rezistent la infectia 'Ca. P. solani'.
Totusi, S-au stabilit unele tendinte in conditiile anului 2022 — sensibilitate mai mare la soiurile
Elvira si Mary Gratefully si sensibilitate mai mica la soiurile Cerasus si Desteptarea.

4.4. Analiza comparativd a gradului de distributie a fitoplasmei la tomate pe
parcursul a trei ani de vegetatie

Analiza detaliata a distributiei stolburului la plantele de tomate a soiurilor analizate a
relevat o diferentd semnificativa In sensibilitatea acestor soiuri la infectia cu fitoplasma. Aceasta

diferenta a fost vizibila in toate trei sezoane de vegetatie (Figura 4.4 si Tabelul 4.1).

2018 2019 2020
72,50%
62,50% 66,67%
56,25%
37,50%
23,33%
’ 10,42% 0
0% 15%
lulie August Septembrie

Figura 4.4. Datele sumare privind raspandirea 'Ca. P. solani' pe cAmpul de tomate in
anii 2018, 2019 si 2020

Tabelul 4.1 prezinta datele obtinute in urma identificarii moleculare a infectiei 'Ca. P.
solani’ in plante de tomate a 4 genotipuri analizate, la diferite etape de vegetatie din anii 2018,
2019 si 2020.

Diagnosticarea moleculara a infectiei cu fitoplasme la soiurile de tomate analizate in
perioada anilor 2018-2020 a evidentiat diferente semnificative. In iulie 2019, la inceputul maturirii
fructelor, jumatate din plantele a doua soiuri de tomate (Desteptarea si Mary Gratefully) au fost
afectate de stolbur. In schimb, la soiurile Elvira si Cerasus, procentul de plante infectate a fost
semnificativ mai mic, de doar 25%. In conditiile anului 2018, la soiul Cerasus s-a inregistrat o
infestare foarte nesemnificativa (5%), iar la soiul Desteptarea s-a observat un procent mai mic de
plante infectate 30% in 2018 fatd de 50% de plantele infectate in 2019. In iulie a 2020, infectia

'Ca. P. solani' a fost absenta in campul de tomate.
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Tabelul 4.1. Rezultatele identificirii infectiei fitoplasmice in plantele diferitor

genotipuri de tomate in anii 2018, 2019 si 2020

Réspandirea stolburului in camp (%)
Soiul 2018 2019 2020
| Al S [ A S I | A S
Elvira 35 |85|85| 25 [50 [ 58 | 0 | 8 25
Cerasus 5 | 355 (|25 |25] 58 [0 O 0
Mary Xx |50 70| 50 |92] 92 | 0 | 33| 33
Gratefully
Desteptarea 30 | 80|80 50 [58 | 58 | 0[O 0
Note: | - lulie ; A - August; S - Septembrie. XX - diagnosticul molecular al infectiei cu

fitoplasme in aceste soiuri nu a fost efectuat

Cele mai mari diferente in gradul de infectare cu fitoplasma a plantelor diferitor soiuri de
tomate au fost observate la etapa de coacere in masa a fructelor, in august. Influenta conditiilor
climatice in anii de studiu asupra raspunsului plantelor soiurilor analizate a fost ambigua (Tabelul

4.1, Figura 4.5).
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Figura 4.5. Distributia 'Ca. P. solani' in cAmpul de tomate in perioada de coacere in

masa a fructelor in anii 2018, 2019 si 2020 (luna august)

Studiile efectuate au permis identificarea genotipurilor mai sensibile si mai rezistente la
infectia 'Ca. P. solani' in anii 2018, 2019 si 2020. In primul rand, sa constatat ca Cerasus arati cea
mai mare rezistenta la infestarea cu 'Ca. P. solani' printre soiurile studiate, un nivel relativ mai
mare de daune aduse plantelor acestui soi de catre infectia fitoplasmica a fost observat doar la
sfarsitul sezonului de vegetatie, in septembrie, in timp ce putin mai mult de jumatate din plante au
fost infectate. Astfel, soiul Cerasus poate fi recomandat amelioratorilor ca material genetic pentru
crearea genotipurilor rezistente la fitoplasma (hibrizi, soiuri). In plus, utilizarea acestui soi mai
rezistent la fitoplasma in agricultura poate fi rentabila pentru producatori prin cresterea calitatii si
cantitatii fructelor recoltate.

Soiul Elvira a avut o sensibilitate mai 1nalta la infectia fitoplasmica in toti anii de cercetare
indiferent de conditiile climatice. La fel, soiul Desteparea a demonstrat indici asemanatori cu soiul

Elvira in sezoanele de vegetatie a anilor 2018 si 2019. Pe cand, in conditiile climatice ale anului
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2020 cu temperaturi inalte si o secetd pedologica, acest soi a demonstrat o rezistenta inalta la
infectia fitoplasmica. Totusi, sumand datele obtinute in decursul anilor studiati putem afirma ca
aceste doud soiuri au aratat o sensibilitate mult mai mare la infectia cu fitoplasma in comparatie
cu soiul Cerasus, diferenta de raspandire a infectiei la etapa de coacere Tn masd a fructelor a fost
foarte evidenta (2018 si 2019).

Genotipurile care au fost susceptibile la infectia 'Ca. P. solani' in dependenta de conditiile
climatice ale sezonului de crestere, s-au dovedit a fi Mary Gratefully si Desteparea. S-a constatat
ca soiul Mary Gratefully, In conditiile climatice nefavorabile ale sezoanelor 2019 si 2020, a fost
cel mai sensibil la fitoplasma, gradul de infectie al acestuia a fost semnificativ mai mare in
comparatie cu alte soiuri, iar acest lucru s-a remarcat deja in luna august, la etapa de coacere in
masa a fructelor. Pe cand, n luna august 2018, acest soi a fost mai putin sensibil la infectia
fitoplasmica, un numar mai mic de plante infectate au fost inregistrate in aceastd perioada doar la
soiul Cerasus, care este cel mai rezistent soi la fitoplasma. La fel, soiul Desteptarea in conditiile
anilor 2018 a fost mai sensibil la infectia 'Ca. P. solani’, iar cu ridicarea temperaturii climatice
nivelul infestarii plantelor soiului scadea [17].

Analizand datele expuse mai sus, putem concluziona ca diagnosticul molecular este un
instrument util in procesul de ameliorare pentru identificarea genotipurilor rezistente la infectia
cu fitoplasma. La fel, analiza moleculara ofera rezultate valide ce au fost confirmate in analiza

plantelor cu simptome morfologice ale stolburului (Figura 4.6)

Figura 4.6. Simptomele fitoplasmozei la tomate
A. Plantd simptomatica, B. Inflorescenta fard petale, C. Inflorescentd cu petale reduse,
D. Fruct redus, E. Floare cu simptome de virescentd, F. Fruct lignificat
4.2. Analiza formelor spontane de tomate la prezenta fitoplasmei
Diagnosticul molecular al formei spontane de tomate Solanum habrochaites la prezenta
patogenului 'Ca. P. solani' a fost realizat in decursul anilor 2019 si 2020. Determinarea fitoplasmei
a fost realizata pe 10 plante individuale. Analiza moleculard nu a identificat prezenta patogenului

'Ca. P. solani’ in forma spontana S. habrochaites in ambele sezoane de vegetatie in camp (Figura
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4.7). Astfel, putem face o concluzie despre rezistenta inalta a plantelor de S. habrochaites la stolbur

in conditiile anilor de studiu.

M 61 62 63 64 635 66 67 68 69 70 71 T2 C- M 49 50 51 52 53 54 55 56 57 S8 C+
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2019 2020
Figura 4.7. Determinarea 'Ca. P. solani* la Solanum habrochaites in luna septembrie a
anului 2019 si 2020. M — Marker, C- — Control negativ, C+ — Control pozitiv.
Adiacent, in anul 2020 au fost luate in studiu alte 3 forme spontane de tomate: S.
pimpinellifolium, S. chilense si S. peruvianum. Analiza moleculara cu primerii cpn 200 F/R nu a
identificat prezenta patogenului 'Ca. P. solani' in plantele speciilor de tomate analizate in decursul
perioadei de vegetatie. Astfel, prezenta infectiei fitoplasmice nu a fost determinata in plantele a
celor patru forme spontane de tomate. Credem, ca formele spontane de tomate au o sensibilitatea
redusa la fitoplasma in comparatie cu soiurile de tomate de cultura. Ele pot fi cu succes utilizate
in procesul de ameliorare ca surse sigure de rezistenta la stolbur in crearea soiurilor noi de tomate.
4.3. Analiza cantitativa a infectiei fitoplasmice in fructele de tomate
4.3.1. Analiza cantitativa Real-time PCR
Rezultatele obtinute in urma realizarii Real-time PCR au demonstrat ca fructele de tomate
cu cea mai mare concentratiec de 'Ca. P. solani' apartineau soiurilor Elvira si Mary Gratefully
(Figura 4.8). Soiul Cerasus, in comparatie cu soiul Elvira sau Mary Gratefully, avea aproximativ
jumatate din cantitatea de fitopatogen. Aceste date sunt in corespundere cu rezultatele anterioare,
care raporteazd o rezistentd mai inalta a soiului Cerasus. Cea mai scdzutd concentratie de
fitoplasma in fructele de tomate a fost depistata la soiul Desteptarea, fiind de doua ori mai mica

decat la soiul Cerasus [18].
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Figura 4.8. Cuantificarea a 'Ca. P. solani' la patru soiuri de tomate prin Real-time PCR
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Pe langd cuantificarea 'Ca. P. solani' in fructele de tomate si contributia sa la scaderea
calitatii fructelor, a fost analizata raspandirea infectiei fitoplasmice in cdmpul de tomate in
perioada de coacere in masa a fructelor, precum si productivitatea soiurilor de tomate studiate.
Procentul plantelor infectate a celor patru soiuri de tomate a fost calculata si comparata folosind
criteriul Fisher. S-a stabilit o diferenta semnificativa in rata infectarii cu 'Ca. P. solani' intre cele
patru soiuri de tomate, cu o diferentd notabila intre cel mai rezistent soi (Cerasus, 25,0% din
plantele infectate) si cel mai sensibil (Mary Gratefully, 91,7% din plantele infectate) (P < 0,05).
Soiurile Elvira (50,0% din plantele infectate) si Desteptarea (58,3% din plantele infectate) s-au
situat Intr-o pozitie intermediara in ceea ce priveste distributia infectiei.

Compararea datelor privind cuantificare a 'Ca. P. solani' in fructele diferitor soiuri de
tomate si distributia fitoplasmei in camp au demonstrat o concordanta partiala a rezultatelor. Atat
concentratia de fitoplasma, cat si procentul plantelor infectate a fost mai jos la soiul Cerasus si
ridicat la soiul Mary Gratefully, indicand o similitudine. In cazul soiului Elvira, acesti indicatori
au prezentat o concordanta a rezultatelor. Pe de alta parte, desi fructele soiului Desteptarea au
inregistrat o concentratie foarte scazuta de fitoplasma, s-a observat un procent relativ mare de
plante infectate in camp.

Astfel, desi un procent mare de plante a soiului Desteptarea au fost infectate cu 'Ca. P.
solani', cantitatea de infectie in fructele din acest soi a fost redusa. Nivelul scazut al 'Ca. P. solani’
in fructele acestui soi s-ar putea datora unui raspuns imun al plantelor la aceasta infectie. Prin
urmare, natura unui astfel de raspuns necesitd un studiu suplimentar. Acest raspuns ar putea fi
asociat cu unele trasaturi genetice si metabolice ale genotipului, de exemplu, cdile de semnalizare
hormonala studiate pentru boala stolbur la plantele de tomate sau capacitatea plantelor infectate
cu fitoplasma de a se recupera. Randamentul fructelor comercializabile la soiul Desteptarea a fost
foarte mare, sugerand ca fructele colectate de la plantele cu concentratie scazuta de agent patogen
sunt de o buna calitate (Tabelul 4.2), [19].

Tabelul 4.2. Indicii de productivitate la soiurile de tomate analizate in anii 2018 si 2019

Productivitatea, t/ha Procentul fructelor
Soiul Total Fructe comercializabile.,
comercializabile %
2018 2019 2018 2019 2018 2019
Elvira 58,0 23,1 40,1 20,3 69,1 87,9
Mary Gratefully | 73,0 31,5 59,5 28,2" 80,2" 89,5
Cerasus 74,4 31,7 60,9 29,6 84,6 93,4
Desteptarea 67,8" 30,2" 50,9" 29,8 75,0 98,7"

* diferentd semnificativa cu Elvira, P<0.05
Soiul Cerasus a demonstrat cei mai nalti indicatori de rezistentd la 'Ca. P. solani' in

conditiile nefavorabile ale anului 2019. Soiurile Elvira si Mary Gratefully au fost mai susceptibile
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la fitoplasma si, in consecinta, calitatea fructelor acestora a fost mai joasa. O corelatie puternica
intre concentratia scazutd a fitoplasmei in fructe si randamentul fructelor de calitate a fost
observata la soiul Desteptarea. Analiza corelationala a fost realizata cu ajutorul programei Excel.
Proportia fructelor comercializabile a fost cea mai mare la acest soi, in ciuda raspandirii largi a
infectiei in campul experimental. Astfel, perechea de primeri selectatd poate fi folosita pentru

A

cuantificarea 'Ca. P. solani' in tomate, cu conditiile optime stabilite anterior, pentru testarea a patru
soiuri de tomate cu rezistentd contrasta la infectia cu fitoplasma. Metoda PCR in timp real poate
fi utilizata cu succes pentru detectarea infectiei cu fitoplasma si pentru cuantificarea acesteia,
precum si pentru a compara rezistenta soiurilor de tomate la fitoplasma. Existd potentialul de
utilizare a acestei metode cu scopul de a detecta si cuantifica patogenul 'Ca. P. solani' in alte culturi
agricole, nu doar in tomate.
4.3.2. Analiza PCR prin diluarea serialdi a ADN-ului izolat din tomate la prezenta
fitoplasmei
Analiza PCR prin dilutia in serie 8 ADN-ului a fost efectuata pentru a cuantifica agentul

patogen in tomatele soiurilor Elvira, si Mary Gratefully. Metoda data consta in aplicarea unei serii
de dilutii succesive a ADN-ului izolat din fructele de tomate. Conform rezultatelor obtinute putem
constata ca cantitatea ADN-ului din proba soiului Elvira este mai mica comparativ cu probele de
ADN izolate din soiul Mary Gratefully. Aceste rezultate se regasesc si in cazul analizei Real-time
PCR pentru determinarea cantitativa a patogenului 'Ca. P. solani' la soiurile de tomate. Drept
urmare, tehnica PCR prin diluarea seriala a ADN-ului este sigurd pentru a cuantifica patogenul
in unele soiuri. Astfel, putem concluziona ca analiza cu ajutorul PCR prin diluarea in serie a8 ADN-
ului poate fi utilizata ca metoda alternativa pentru a cuantifica 'Ca. P. solani' in plante de tomate.
De asemenea, consideram ca aceasta metoda este o abordare eficienta si relativ ieftina, in special
daca este necesard analiza in masa.

4.4. Compararea secventelor nucleotidice a fitoplasmei si stabilirea tulpinilor 'Ca. P.

solani’ prezente in tomate

In urma analizei datelor obtinute, au fost selectate 3 probe de ADN cu concentratii necesare
pentru realizarea secventierii (Figura 4.9). Produsele PCR amplificate din cele trei probe colectate
in decursul a trei ani de studiu (2018, 2019, 2020), au fost apoi externalizate pentru purificare prin
extractie din gel si secventiere directa in ambele directii, folosind primerii R16F2n/R2, catre

compania CeMIA din Grecia.
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Figura 4.9. Probele de ADN cu concentratii optimale pentru realizarea secventierii

Secventele de ampliconi ale probelor pentru cei trei ani s-au dovedit a fi identice intre ele.
Aceste secvente au fost comparate Intr-o analiza de cautare BLAST cu secvente din diferite zone
geografice disponibile in GenBank. Compararea a dezvaluit ca secventa genei ribozomale a
fitoplasmei care a infectat plantele de tomate in 2018 si 2019 in Moldova, a impartasit o identitate
de 100% cu 97 de secvente de 'Ca. P. solani'.

Identificarea moleculara a 'Ca. P. solani' la tomate a fost efectuatd pentru prima data in
Moldova, iar studiul prezent a demonstrat prezenta 'Ca. P. solani' in tomatele simptomatice din
tard. Doud secvente de nucleotide stabilite au fost inregistrate in baza de date mondiala NCBI
GenBank (numerele de acces 0Q275003 si 0Q275004) [19].

Astfel, analiza secventelor ADN a ardtat o identitate completa cu siruri de secvente
disponibile In NCBI din mai multe tari europene (Romania, Bulgaria, Serbia, Polonia, Cehia,
Italia) si din Rusia, Turcia, Iran si China. Aceasta sugereaza ca tulpina ar putea proveni din aceste
tari.

V. ANALIZA TRANSMITERII A FITOPLASMEI PRIN STUDIUL

INFECTARII MATERIALULUI SEMINCER SI AL GAZDELOR

INTERMEDIARE

5.1. Determinarea posibilitatii transmiterii fitoplasmei prin seminte

Posibilitatea transmiterii fitoplasmei prin seminte a fost studiatd la patru soiuri autohtone de
tomate. Pentru studiu au fost crescute semintele a patru soiuri de tomate: Elvira, Cerasus, Mary
Gratefully si Desteptarea. Adiacent, acestor probe au fost analizate semintele extrase din fructul
nr. 41 a soiului Elvira infectat cu fitoplasma. In continuare, a fost realizat diagnosticul semintelor
si a plantulelor de tomate crescute in termostat la prezenta fitoplasmei. Pentru fiecare proba, au
fost luate cate 15 seminte. Analiza nested-PCR s-a efectuat cu primerii chaperonin cpn200F/R si
S-a constatat prezenta infectiei in toate semintele soiurilor de tomate. Pe cand, in urma analizei
plantelor crescute in conditii de termostat, s-a stabilit lipsa infectiei 'Ca. P. solani' in toate probele

analizate, inclusiv si in proba nr. 41 (Figura. 5.1).
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Figura 5.1. Rezultatele nested-PCR la prezenta infectiei 'Ca. P. solani' in seminte si
plantule de tomate. M — marcher molecular; Cn — control negativ al amplificarii
Principala concluzie a acestui studiu este cd stolburul nu este transmis prin semintele
soiurilor de tomate analizate [20].
5.2. Identificarea fitoplasemei in insectele din ordinul Hemiptera—potentiali vectori
Studiul molecular privind infestarea insectelor si, simultan, al tomatelor cu patogenul 'Ca.
P. solani' s-a realizata in 4 faze distincte: perioada de crestere a rasadului in solar (sfarsitul lunii
mai); 2 — perioada de inflorire in masa - inceputul legarii fructelor (primele zile a lunii iunie); 3 —
etapa de maturare a fructelor de tomate (iulie - august ); 4 — sfarsitul perioadei de vegetatic a
plantelor de tomate in camp (Septembrie) (Tabelul 5.1) [21].

Tabelul 5.1. Determinarea patogenului 'Ca. P. solani' la insecte pe parcursul
sezonului de vegetatie a tomatelor

Numarul insectelor % %
Etapa | Etapa de vegetatie /Luna - insectelor | tomatelor
Analizate | Infectate | jnfectate | infectate
Cresterea rasadului in
: solaAr (sfarsitul lunii mai) 5 0 0 0
I . Inﬂorl_rea inmasa 25 0 0 0
(primele zile a lunii iunie)
n Maturarea fructelor (iulie- 48 7 14.6 44.9
august)
Y, Sfargltgl perioadei de 12 7 58.3 69.6
vegetatie (septembrie)

Analiza moleculara a fitoplasmei la 48 insecte prinse in lunile iulie si august a facilitat
determinarea a patogenului doar la 7 insecte. Rezultatele sunt ilustrate in tabelul 5.1. Analiza
moleculara a plantelor de tomate colectate in perioada lunilor iulie si august a indicat prezenta
infectiei fitoplasmice la 44,9% din plante examinate.

In Figura 5.2 sunt ilustrate cicadele la care s-a diagnosticat ci sunt putitori ai infectiei

fitoplasmice in perioada de analiza iulie si august.

109 138 142 149 173 187 z 18'9
Figura 5. 2. Potentialele insecte-vector a 'Ca. P. solani’, colectate in lunile iulie si august
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Analiza nested-PCR a stabilit prezenta infectiei fitoplasmice in 58,3% din insectele
analizate la finele sezonului de vegetatie (Tabelul 5.1). Diagnosticul molecular a permis
determinarea unui procent ridicat de infectie cu stolbur si la plantele de tomate in perioada studiata,
care a atins valoarea de 69,6%.

Insecte din ordinul Hemiptera, infectate cu 'Ca. P. solani' in septembrie, sunt prezentate in

figura 5.3.

X :
x % 2 &

7 50 33 51 56 79 80

Figura 5.3. Potentialele insecte-vector a 'Ca. P. solani’, colectate in luna septembrie

Examinand rezultatelor primite, se remarca ca in septembrie (la finele sezonului de vegetatie),
a avut loc o crestere procentuald considerabila a raspandirii infectiei 'Ca. P. solani' la insecte in
comparatie cu lunile iulie si august. Respectiv, in urma diagnosticului molecular au fost
determinate 7 insecte infectate cu fitoplasma in iulie si august din 48, iar in septembrie tot 7 Tnsa
din 12. Astfel, procentual infectarii cu fitoplasma a insectelor de la 14,6% in lunile iulie si august
a atins valoarea de 58,3% la sfarsitul sezonului de vegetatie.

Datele primite in urma diagnosticului molecular ne sugereaza prezenta infectiei fitoplasmice
pe parcelele experimentale ale IGFPP incepand cu luna iulie si cu o crestere a abundentei infectiei
in luna septembrie. Aceasta tendintd a fost observata si constatata atit in urma analizei moleculare
a plantelor de tomate, cat si la cicade. Astfel, insectele din ordinul Hemiptera in care a fost
determinata prezenta patogenului, pot fi considerate ca potentiali vectori ai acestui patogen.

5.3. Analiza plantelor ruderale la prezenta fitoplasmei
O importantd deosebitd in studiul raspandirii fitoplasmei il constituie analiza tuturor
elementelor in lantul de transmitere acestui patogen inclusiv a plantelor perene pe radacinile carora
ierneaza insectele vector. Screeningul molecular pentru determinarea fitoplasmei s-a efectuat la
douasprezece specii de buruieni: Chenopodium album, Solanum nigrum, Daucus carota, Setaria
viridis, Polygonum convolvulus, Potentilla reptans, C. arvensis, Polygonum aviculare, Calystegia
sepium, Artemisia vulgaris, Urtica dioica, Sonchus oleraceus. Materialul vegetal s-a colectat in
apropierea campurilor experimentale ale institutului si langa serd, in principal in ultima decadd a
lunii august. Selectia acestor specii S-a bazat pe faptul ca sunt cunoscute ca gazde naturale a 'Ca.
P. solani' in tarile vecine [22].
In urma analizei moleculare s-au constatat conditiile optime pentru identificarea

fitoplasmei la unele specii de buruieni. Metoda expres de extractie a ADN-ului a prezentat cele
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mai sigure rezultate comparativ cu alte metode. Desi, utilizind metoda K-acetat a diagnosticat
prezenta patogenului la specia S. nigrum, fragmentul amplificat nu a fost evidentiat. Astfel, in
cazul titrului scazut al patogenului este posibila obtinerea rezultatelor fals-negative. Dupa
optimizarea diagnosticului molecular prezenta infectiei 'Ca. P. solani' s-a stabilit la speciile C.
arvensis si S. nigrum. C. arvensis este o planta perena si, prin urmare, poate fi considerata ca un
rezervor important de infectie in regiune.

Tabel 5.2. Rezultatele analizei moleculare a fitoplasmei la unele specii de buruieni [23]

. Nr. Prezenta /
Nr. Specia plantelor Organul Lipsa infectiei
1 | Daucus corota 27 tulpina
2 | Urtica dioca 20 tulpina
3 | Convolvulus arvensis 21 tulpini +
4 | Artemisia vulgaris 20 tulpina
5 | Potentilla reptans 24 frunze
6 | Solanum nigrum 14 tulpini +
7 | Polvgonum aveculare 8 tulpina
8 | Polvgonum convolvulus 12 frunze
9 | Castygela sepium 12 frunze
10 | Sonchus oleraceus 6 tulpini
11 | Chemopodium album 12 frunze
12 | Setaria viridis 12 frunze

CONCLUZII GENERALE SI RECOMADARI

1. Analiza moleculara a 'Ca. P. solani' in plantele a 4 soiuri de tomate a fost realizat in decursul
a trei ani. Soiul Cerasus este mai rezistent in comparatie cu soiul Elvira.

2. Genotipurile care sunt susceptibile la infectia 'Ca. P. solani', in functie de conditiile climatice
ale anului, s-au dovedit a fi Mary Gratefully si Desteptarea.

3. Sensibilitatea diferentiata a soiurilor analizate la 'Ca. P. solani' este demonstrata mai clar la
etapa coacerii fructelor in masa, la materialul vegetal colectat in luna august. Perioada de
maturare Tn masd a fructelor este cea mai potrivitd pentru estimarea rezistentei soiurilor de
tomate la fitoplasma.

4. Infectia fitoplasmicd nu a fost determinatd la formele spontane de tomate. Forma spontana
S. habrochaites poate fi utilizata ca martor, deoarece plantele speciei date nu au fost afectate
cu 'Ca. P. solani'.

5. Rezistenta diferentiata la fitoplasmoza evaluata prin metoda nested-PCR a fost confirmata prin
Real-time PCR. Ca metoda alternativa pentru a cuantifica 'Ca. P. solani' poate fi utilizat PCR
prin diluarea seriala a ADN-ului.

6. Diagnosticul la prezenta 'Ca. P. solani' a semintelor si a plantulelor de tomate crescute in
conditii controlate a constatat lipsa transmiterii infectiei fitoplasmice la genotipurile locale
analizate.

7. Infectia 'Ca. P. solani' a fost determinata in unele insecte din ordinul Hemiptera in lunile august

si septembrie, pe campurile experimentale ale IGFPP. Insectele din ordinul Hemiptera, in care

25



10.

11.

a fost identificata infectia 'Ca. P. solani', pot fi considerate ca potentiali vectori ai acestui agent
patogen.

Patogenul 'Ca. P. solani' a fost identificata la cicade in special la sfarsitul perioadei de
vegetatie, pe cand la inceputul sezonului de vegetatie aceasta nu a fost determinata.

Analiza nested-PCR a 'Ca. P. solani' la 12 specii de buruieni a stabilit prezenta patogenului la
doua specii Convolvulus arvensis si Solanum nigrum. Specia C. arvensis fiind planta perena,
poate fi considerata ca rezervoar al infectiei.

Secventele nucleotidice obtinute pe baza ADN-ul extras din tomatele afectate de stolbur,

colectate in decursul anilor 2018-2020 sunt in totalmente similare intre ele.

Fragmentele secventiate sunt complet identice cu cele raportate in baza de date NCBI ce au
fost detectate in numeroase state europene (Romania, Polonia, Bulgaria, Italia, Serbia, Cehia),
precum si in Rusia, Turcia, China s.a.

Se recomanda:

1. Soiul Cerasus, impreuna cu forma salbatica Solanum habrochaites, pot fi recomandate
pentru includerea in programele de ameliorare pentru crearea soiurilor sau hibrizilor de
tomate rezistenti la fitoplasme.

2. Metoda de izolare a ADN-ului in solutie alcalind poate fi utilizata in evaluarea rapida si
sigurd a rezistentei tomatelor la stolbur.

3. Diagnosticul molecular al 12 probe din cadrul unui soi permite obtinerea datelor statistic
veridice in luna august. Totusi, in cazul analizei plantelor in iulie si septembrie este necesar
un esantion numeric mai mare, de aproximativ 20 probe individuale de a ajunge la o
semnificatie statistica P<0,05.
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ADNOTARE
Bahsiev Aighiuni, “Diagnosticul molecular al fitoplasmei la diferite soiuri de tomate
autohtone”, teza de doctor in stiinte biologice, Chisindu, 2024.

Structura tezei: Introducere, 5 capitole, concluzii si recomandari, bibliografie din 156 de
titluri, 4 anexe, 99 de pagini text de baza, 59 figuri, 14 tabele. Rezultatele cercetarii au fost
publicate n 39 publicatii stiintifice.

Cuvinte-cheie: 'Candidatus Phytoplasma solani’, diagnostic molecular, tomate, perioada de
vegetatie, stolbur, rezistenta, nested-PCR, insecte vector, plante ruderale.

Domeniu de studiu: 162.01. Genetica vegetala
si studierea raspandirii acesteia utilizand metode moleculare.

Obiectivele cercetarii: Detectarea moleculara a repartizarii i a gradului de atac al infectiei
fitoplasmice la plantele de tomate ale unor soiuri autohtone pe parcursul perioadei de vegetatie;
Identificarea etapei pentru determinarea diferentei in sensibilitate la infectia fitoplasmica;
Determinarea fitoplasmei la 4 forme spontane de tomate; Elaborarea si optimizarea sistemului de
diagnostic al 'Ca. P. solani' la tomate, insecte vector si plante ruderale; Analiza comparativa a
metodelor (nested-PCR, RT-PCR, PCR) prin diluarea in serie a ADN-ului) pentru determinarea

.....

.....

Determinarea infectiei fitoplasmice la insectele din ordinul Hemiptera (insectele vector) si plante
ruderale cu scopul analizei starii epidemiologice a 'Ca. P. solani' pe campurile experimentale.

Noutatea si originalitatea stiintifica: Pentru prima data in Republica Moldova, a fost
determinatd prin metode moleculare prezenta fitoplasmei la soiurile de tomate autohtone. Prin
secventierea ADN-ului patogenului a fost identificata tulpina 'Ca. P. solani' ce infecteaza tomatele.

Rezultatul obtinut care contribuie la solutionarea unei probleme stiintifice importante
constd in: Determinarea metodelor de minimizare a raspandirii 'Ca. P. solani' la tomatele
autohtone prin utilizarea genotipurilor rezistente.

Semnificatia teoretica: Sensibilitatea diferita a soiurilor autohtone la infectia fitoplasmica
a fost confirmatd prin metode moleculare. S-a determinat cd perioada de maturare in masa a
fructelor este cea mai potrivita pentru estimarea rezistentei soiurilor de tomate la stolbur. Lipsa
transmiterii infectiei fitoplasmice prin seminte la genotipurile locale de tomate a fost constatatad in
conditii controlate. S-a realizat secventierea fragmentelor genei 16S ARNTr a 'Ca. P. solani'. Doua
secvente de ADN specifice pentru 'Ca. P. solani' identificate in tomate in Republica Moldova s-au
plasat in Banca de Gene Mondiala (NCBI). Cresterea numerica semnificativa a cicadelor infectate
cu 'Ca. P. solani' a fost determinata la sfarsitul perioadei de vegetatie a tomatelor.

Valoarea aplicativa: Rezultatele obtinute permit de a propune soiul Cerasus, impreund cu
forma spontana Solanum habrochaites, pentru includerea in programele de selectie pentru crearea
soiurilor sau hibrizilor de tomate rezistenti la stolbur. Metoda alcalind expres de extragere a ADN-
ului poate fi utilizata in evaluarea rapida si sigurd a rezistentei tomatelor la fitoplasmoza. A fost
elaborata schema diagnosticului molecular al fitoplasmei la tomate.

Implementarea rezultatelor stiintifice: Datele obtinute in lucrare servesc in calitate de
material stiintifico-didactic la predarea cursului de Fitopatologie. Primerii se recomanda a fi

.....
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AHHOTALNUA
nmuccepraiys «MoJiekyJ/asipHasi IMarHOCTUKA (PUTONJIA3MBbI Y Pa3JIUYHBIX MECTHBIX
COPTOB TOMAaTay, pejcTaBieHHas baximneB AHTrOHb Ha COMCKaHUE CTETICHH JJOKTOPa
OMOJIOrHUeCKUX HayK 1o crerranbHocTd — 162.01. I'eHeTnka pacteHuii
Kumunes, 2024.

CrpykTrypa aucceprauuu: PaboTta BkiydaeT BBEICHHE, 5 TJiaB, BBIBOJBI M PEKOMEHIAINH,
o6ubnunorpaduro u3 156 nHaumenoBanuii, 4 npuioxxkeHus, 99 cTpaHul] OCHOBHOTO TEKCTa, 59 PUCYHKOB,
14 Tabnun. Pe3ynbrarhl ccaenoBaHuil OblTH OyOIMKOBaHbI B 39 Hay4HbIX paboTax.

Kawuesbie caoBa: 'Candidatus Phytoplasma solani’, MojekyssipHas AMAarHOCTHKA, TOMAT,
CTOJIOYp, YCTOMYNBOCTbD, BETETAIIMOHHBIN Tiepro 1, HecteA-I11[P, Hacekomble-TIepeHOCUNKH, COPHSIKH.

Heas padorei: OnpenesneHue MOJEKYJISPHBIMH METOJAMH YYBCTBHTEIBHOCTU MECTHBIX
reHotunos toMaTa K uadekmu 'Ca. P. solani' u usyuenue ee pacupocTpaHeHusl.

3agauu mcciaenoBanusi: MonekysipHas AMArHOCTUKA PACIpPOCTpaHEHUs (UTOMIIA3MOBI H
CTENEeHH TOpaXeHUs (UTOIUIA3MO30M PACTEHUH TOMATOB MECTHBIX COPTOB B TEUYCHHE
BEreTaloHHOTO mepuona; MneHtudukanyus cTagud Pa3BUTUS PACTEHUIl Uil Hanboyiee TOYHOTO
OTpeNleNIeHUs] PAa3HHULBI B YYBCTBUTEIBHOCTH K (uToruiasmenHoi wuHpekuuu; TectupoBaHue
¢urorasMel y 4 TMKUX BUIOB TOMATOB. Pa3paboTka ¥ onTUMH3aIist cucTeMbl auardoctuku 'Ca. P.
solani' y TomaToB, HaCEKOMBIX-BEKTOPOB U PAaCTEHUI-COPHAKOB; CpaBHUTENLHBINA aHAJIN3 METOIOB
(mecten-IILIP, ITLIP B peansuoM BpeMenu, ITL[P ¢ ucrnonp3oBanueM cepuiinoro passeacuus JJHK) mus
OTIpeNieNIeHUs] YYBCTBHTEIBHOCTH MECTHBIX COPTOB TOMAaTOB K (HUTOIIA3MEHHOW WH(peKuuu;
CexBenunpoBanue gpparmentoB rena 16S pPHK ¢ uenbro uaenrudukanuu mrammos 'Ca. P. solani',
MPUCYTCTBYIOUINX B PACTEHUSX TOMAaTa Ha SKCIIEPUMEHTAJIBHBIX ydacTKax; M3yuenue BO3MOXKHOCTH
nepeayn  CTol0ypa Yepe3 CEeMEHHOH Marepual aHajJu3HpyeMbIX CcopToB; OnpenencHue
duronnazMeHHON WHGEKIMH y HACeKOMBIX H3 oTpsaa Hemiptera (HacekoMble-BEKTOPHI) U
MHOTOJIETHUX PACTEHHUH C [eJIbI0 MOHUTOPUHTIa 3HaeMuoIornieckoro cocrosaus 'Ca. P. solani' na
SKCIIEPUMEHTAJIBHBIX MOJIAX.

Hayunasi HOBU3HA M OPUTHHAJIBLHOCTH: BriepBrie B PecriyOmuke MommoBa Oblio ToKa3aHO
MOJIEKYJIIPHBIMA METOJIaMU HaJIMYME CTOJNOypa Yy MECTHBIX COPTOB TOMAaroB. Takke ObLI
unentudunuposan mramm 'Ca. P. solani', sapaskarommii ToMaThl, myTeM CEKBEHHPOBaHUs (hparMeHTa
JHK.

Peménnass HayyHasm npo0JieMa: COCTOWT U3 ONPEACICHHS IOAXOI0B CHHKEHUSA
pacnpoctpanenus 'Ca. P. solani' y MecTHBIX TOMaToB 3a CYET WCHOJb30BAHUS YCTOWYMBBIX
TE€HOTHUIIOB.

Teopernyeckoe 3HavyeHue padoThbl: Pa3nuuyHas YyBCTBUTEIBHOCTH MECTHBIX COPTOB K
¢duromnazMeHHON HHpEKIMH ObLIa MOATBEPKICHA MOJIEKYIIPHBIMU MeToaMu. bbulo onpexaesneHo,
YTO TEPHOJ MAacCOBOTO CO3PEBaHMWsS IUIOJOB SIBISETCS HauWOOJee TMOAXOMAIIUM I OICHKH
YCTOHYMBOCTH COPTOB TOMAaToB K ¢uroruiasMeHHod uHbpeknuu. OTCyTCTBHE Tepeaadn
¢duTorazmeHHoW MH(EKIMH Yepe3 ceMeHa ObLIO yCTAaHOBJIIEHO B KOHTPOJUPYEMBIX YCIOBHSX Yy
MECTHBIX T€HOTHIIOB TOMATOB. bbIIO BBINOIHEHO cekBeHUpoBaHue GpparmenTos rera 16S pPHK 'Ca.
P. solani'. Ise cnermdpuansix nocienosarensioctd JJHK 'Ca. P. solani’, upenrudunupoBanusix Ha
toMmarax B Peciyonmke MouioBa, O611n pa3MenieHsl B MupoBom banke I'ernoB (NCBI). 3naunrtensHoe
yBEJIUYEHHE YUCICHHOCTH LUKAIOK, 3apakeHHbIX 'Ca. P. solani’, 6pU10 OTMEUEHO B KOHIIE CE€30HA
BEreTaluu TOMaToB.

Hpuxkiaagnas neHHOCTh: [lonydyeHHbIe pe3ybTaThl MO3BOISAIOT NPeI0KUTh copT Cerasus U
qukyto ¢opmy Solanum habrochaites ajis BKIIOYEHUS B CENCKIIMOHHBIC MPOrPaMMBI JIS CO3JaHUs
COpPTOB WJIM THOPHUIOB TOMATOB, YCTOMUMBBIX K CTOJIOYpPY. DKCIPECC-METO ] METOYHON IKCTPAKITUN
JHK wmoxxer ObITh HCIONB30BaH IS OBICTPOM W HAJEKHOW OIECHKH YCTOHYMBOCTH TOMATOB K
¢duTorazmo3y. PazpaboTana cxema MOJICKYIISIPHOW TUATHOCTHKH (PUTOTUIa3MBbl Y TOMATOB.

BHenpenne Hay4yHbIX pe3yabTaToB: [lomyueHHBbIE JaHHBIE CIOyXaT B KadyeCTBE HAy4HO-
JUJAKTHYECKOT0 MaTepuaa npu npenogaBaHuu Kypca durtonatongoruu. Pazpaborannble npaiimMepbl
PEKOMEH/TyeTCS HCIIOJIb30BaTh JIJIsl TECTUPOBAHUS YYBCTBUTEILHOCTH TepMoInTa3Mel Tomaros 'Ca. P.
solani'.
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ANNOTATION

Of the thesis entitled “Molecular diagnosis of phytoplasma in different local tomato
varieties”. Presented by the candidate Bahsiev Aighiuni, for obtaining the degree of Doctor in
Biological Sciences with specialty — 162.01. Plant genetics.

Chisinau, 2024

Structure of the thesis: Introduction, 5 chapters, conclusions and recommendations, a
bibliography of 156 titles, 4 appendicies, 99 pages of basic text, 59 figures, 14 tables. The research
results were published in 39 scientific papers.

Key words: 'Candidatus Phytoplasma solani’, molecular diagnostics, tomato, vegetative
period, stolbur, resistance, nested-PCR, insect-vectors, weeds.

Research purpose: Determine the sensitivity of local tomato genotypes to 'Ca. P. solani'
infection of and to study its spread by molecular methods.

Research objectives: Molecular detection of phytoplasma spread and the degree of
phytoplasma infection in tomato plant of local varieties during the vegetation period; Identification
of plant development stage for the most reliable determination of the difference in sensitivity to
phytoplasma infection. Testing phytoplasma presence in 4 wild tomato species. Development and
optimization of a diagnostic system for 'Ca. P. solani' in tomato, insect vectors, and weeds.
Comparative analysis of methods (nested-PCR, RT-PCR, PCR, serial dilution of DNA) to
determine the sensitivity of local tomato varieties to phytoplasma infection. Sequencing a 16S
rRNA gene fragment to identify 'Ca. P. solani’ strains in experimental plots. Study of the possibility
of stolbur transmission through the seed material of analyzed varieties. Determination of
phytoplasma presence in insects of the Hemiptera order (insect vectors) and weeds to monitor the
epidemiological state of 'Ca. P. solani' in experimental fields.

Scientific novelty and originality: For the first time in the Republic of Moldova, the
presence of stolbur in local tomato varieties was proven by molecular methods. The 'Ca. P. solani'
strain infecting tomato was identified by DNA sequencing.

An important scientific problem solved: Consists of determining aproaches to reduce the
spread of 'Ca. P. solani" in local tomato through using resistant genotypes.

The theoretical significance: The varied sensitivity of local varieties to phytoplasma
infection was confirmed by molecular methods. It was determined that the mass fruit ripening
period is the most suitable for assessing the resistance of tomato varieties to phytoplasma infection.
The absence of infection transmission through seeds was established under controlled conditions
in local tomato genotypes. Sequencing of the 16S rRNA gene fragment of 'Ca. P. solani' was
performed. Two specific DNA sequences to 'Ca. P. solani' identified in tomato in the Republic of
Moldova were placed in the Global Gene Bank (NCBI). A significant increase in the number of
leafhoppers infected with 'Ca. P. solani' was noted at the end of the tomato growing season.

The applicative value: The obtained results suggest that the Cerasus variety, and the wild
species Solanum habrochaites can be included in breeding programs to create tomato varieties or
hybrids resistant to stolbur. The alkaline DNA extraction express method can be used for rapid
and reliable assessment of tomato resistance to stolbur. The scheme for the molecular diagnostic
of phytoplasma presence in tomato was developed.

Implementation of the results: The obtained data serve as scientific didactic material for
the teaching Phytopathology course. The developed primers are recommended for testing the
sensitivity of tomato germplasm to 'Ca. P. solani'.
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