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Inventia se refera la un procedeu de selectie preli-
minara, asistat de markeri moleculari, pe explante obti-
nute in vitro, pentru identificarea de biotipuri de goji
rezistente la atacul acarianului galicol, Aceria kuko. Pro-
cedeul, conform inventiei, consta intr-o succesiune de
etape de: pregatire a semintelor prin recoltarea bacelor
de goji de pe plante selectionate, extractia si deconta-
minarea semintelor prin imersie in fungicid sistemic
0,5% timp de 20 min., cu clatire repetata pentru eli-
minarea fungicidului, dezinfectia cu hipoclorit de sodiu
cu concentratii de 10...15%, pregatirea mediului de
cultura de tip Gamborg B5(-) fara hormoni de crestere
si inocularea semintelor pe mediu, verificarea cresterii

calusului/explante si a plantulelor, analiza cu doi
markeri moleculari de tip ISSR si un marker molecular
de tip SSR, selectare material vegetal pentru secventa
completa de analiza cu markeri moleculari SSR si ISSR
pentru identificarea rapida a biotipurilor rezistente la
atacul acarianului galicol, astfel ca biotipurile rezistente
pot fi diferentiate de cele sensibile cu ajutorul a 10
benzi, din care 6 benzi dau o indicare pozitiva a rezis-
tentei si 4 benzi indica acelasi caracter prin prezenta
doar la biotipurile sensibile.
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Tehnologie de identificare a biotipurilor de Lycium chinense rezistente la
atacul acarianului galicol al plantelor de goji

Inventia se referd la un procedeu de selectie preliminara asistatd de markeri moleculari a
unor biotipuri de goji din punct de vedere al rezistentei la atacul acarianului galicol, Aceria kuko.
Inventia este destinatd utilizirii in cadrul activitdtilor de ameliorare la aceastd specie, include
metode si compozitii pentru evaluarea rezistentei plantelor si reprezintd o succesiune de etape
aplicate pe tesut vegetal rezultat din plantule obtinute in vitro din seminte, rezultate in urma
activitdtilor de hibridare sau de selectie in scopul obtinerii de biotipuri noi valoroase. Adifional,
etapele finale ale inventiei, reprezentate de identificarea cu ajutorul markerilor moleculari de tip
ISSR si SSR pot fi aplicate direct pe fesut vegetal provenit din materialul siditor folosit pentru
plantare, la infiintarea de plantatii noi sau testarea plantelor deja existente in plantatii.

Desi Aceria kuko (Kishida, 1927), acarianul galicol al plantelor de goji, este un diunitor
nelipsit din plantatiile de goji din China, Japonia, si Coreea de Sud, si aproape 700 de brevete din
Google patents mentioneazi compusi chimici noi eficienfi in managementul curativ al acestui
acarian eriofiid, in Europa, goji este o plantd de culturd a cérei productie este solicitatd din ce in
ce mai mult pe piatd ca fiind certificatd in sistem ecologic, fira pesticide. in aceste conditii,
amelioratorii sunt cei care trebuie sd giseascd solutii rapide pretabile sistemului ecologic, prin
lansarea pe piatd a unor soiuri rezistente la principalele boli si ddundtori. Roménia a devenit in
ultimii ani unul dintre cei mai importanti cultivatori de goji, in special in sistem ecologic. in
Roménia, specia este destul de rezistentd la daundtori si boli. Primele soiuri omologate sunt
‘Kronstadt’, ‘Anto’, ‘Erma’, ‘Transilvania’, din specia L. barbarum si ‘Sara’ din specia L.
chinense. Cultura se extinde rapid in Europa, pentru a satisface cererea crescutid de alimente
functionale, cu efecte in tratamentul bolilor cronice (cancer, diabet, aterosclerozi etc.).

in Romaénia, Aceria kuko a fost semnalat pentru prima datd in 2013 (Ciceoi et Mardare,
2016), la 5 ani dupa prima lui semnalare in Europa, in 2008. In ultimii 8 ani specia s-a adaptat si
s-a naturalizat la noi in tard, crend focare de infectie in zonele in care goji creste silbatic,
invaziv. In plus, fatd de problemele cauzate de reducerea productiei vandabile de goji si de
debilitarea in timp a plantelor de culturd, acarianul prezintd un potential de risc necunoscut
pentru agriculturd, in special pentru Solanaceae, deoarece teste preliminare au demonstrat ci
acesta poate ataca si ardei (Capsicum annuum L.) si poate supraviefui pe zarnd (Solanum nigrum
L.).

Goji, Lycium chinense L., este o specie de arbusti cu fructe comestibile, foarte apreciate de
consumatori, relativ nou introdusd in culturd in Roménia (Asdnica, 2017). Soiuri cu calitati
organoleptice deosebite sunt deja utilizate in culturd prin dezvoltarea de plantatii care cultiva goji
in sistem ecologic. Pentru Romania, goji este de interes pentru cultivatori si datoritd faptului ca
este 0 specie cu o plasticitate mare, intlnindu-se aproape in toate judetele térii (Stavrescu-
Bedivan et al., 2022), de la bazinul Olteniei pand in Moldova sau Timisoara (Mencinicopschi si
Bilan, 2013). Inmultirea speciei se face in principal pe cale generativi (prin semine), dar
variabilitatea foarte mare nu oferd stabilitate productiei, inmultirea sexuatd neputdnd garanta
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transmiterea caracterelor importante, precum mdarime, gust, culoare, formi, dimensiune si
rezistente la diversi factori biotici si abiotici. Inmultirea vegetativi permite pastrarea caracterelor
si caracteristicilor genitorilor, folosindu-se tehnica butigirii sau a drajondrii la care specia
exceleazi nativ. Ultima §i cea mai stabild dintre tehnologiile de Tnmultire, care poate genera
numdr mare de plante (un important factor in lansarea productiei industriale), stabile din punct de
vedere genetic si libere de virusuri este Inmultirea in vitro, prin organogenezi directd (apexuri,
segmente nodale, fragmente de frunzd) sau organogenezd indirectd (culturi de calus).
Microinmulfirea este o ramurd a biotehnologiilor care se bazeazid pe principiul “totipotentei
celulare!”. Astfel, inmultirea in vitro a speciilor poate pastra caracterele individului, poate
controla rata de infectare a noului material vegetal (prin culturi de meristeme combinate cu
termoterapie, crioterapie sau tratamente antivirale) si permite producerea rapidi de material
saditor, in cantitate mare si liber de virusuri. Inmulfirea in vitro la goji este des abordati in
literatura de specialitate, in special ca suport pentru ameliorare §i conservare, inclusiv autori
romani avand in vedere testarea acestei specii in ceea ce priveste rata de multiplicare sau durata
producerii plantulelor prin embriogeneza somatica.

Etapele standard care se parcurg pentru inmultirea in vitro a unei specii sunt:

a) pregitirea materialului vegetal: se are in vedere recoltarea de material vegetal bine
dezvoltat, cu caracteristici standard pentru specie; in cazul in care se recolteazd parte verde
(lastari sau frunze), se cautd cele mai reprezentative organe de pe individ, pozitionate
satisficdtor, urmarindu-se prezenta acelor parii biologice necesare pentru inmulfirea in vitro
(muguri, muguri dorminzi, 1astari tineri, varfuri de lastari, pefiol format, frunzd maturd, etc.);
pentru recoltarea de polen, antere, se cautd doar florile nedesfacute, cu caractere de gen bine
definite, la primele ore ale diminetii, iar manipularea recoltirii trebuie sd se faci in cele mai
stricte conditii de asepsie. Dacd materialul vegetal nu se lucreazi in aceeasi zi, se conditioneazi
si se stratifici la 4-6°C.

b) sterilizarea materialului vegetal: se produce conform protocoalelor stabilite in urma
consultarii literaturii de specialitate si a experientei dobandite in laborator. in conditiile in care
materialul vegetal este deosebit de contaminat (insecte §i patogeni), se pot introduce etape
suplimentare de dezinfectie, de ex. imersia pentru 24 h a lastarilor sau semintelor in apd cu
pesticide sistemice sau de contact specifice. Toaletarea materialului vegetal pentru etapa de
sterilizare se face in functie de tehnologia care se va aplica (excizie muguri, realizare segmente
uninodale din lastari noi sau fortafi, selectare seminte, etc.) iar tipul si durata de dezinfectare se
stabilesc cu grijd, urmairindu-se menginerea calitdtii explantului, lipsa brunificdrii sau a
deprecierii fesutului vegetal. Prezenta inventie aduce un plus de siguranta in activitate prin
inlocuirea solutiilor de clorurd mercurica 0.1-0.2% cu care se poate face dezinfectia semintelor
de Lycium ruthenicum, conform recomanddrilor patent CN105815221A (China). Folosirea
hipocloritului de sodiu cu concentratii de 10-15% testate progresiv pentru dezinfectia semintelor,
cu un pretratament cu fungicid de concentratii 0.4 - 0.6 % asigurd o dezinfectie de 100% a
semintelor, reduce riscul toxicitdfii majore pentru om, mediu si explant, stiut fiind ci

! Principiu explicat de Gottlieb Haberland in 1902, care lanseazi ipoteza ci fiecare celuld are informatia genetica si
capacitatea de a produce o planti perfectd (Haberlandt, 1902).
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folosirea unor solutii cu toxicitate mare pentru dezinfectie, impune eliminidrea completd a
acestora Tnainte de inoculare §i cresete riscului aparitiei mutatiilor genetice.

¢) inocularea: materialul vegetal supus sterilizdrii se toaleteazd avand in vedere cid
tesuturile care urmeaza s permiti asimilarea resurselor de hrand din mediul de culturi trebuie si
fie sanitoase §i integre, iar toate parfile necrozate sau depreciate in urma sterilizérii se elimina.
De asemenea, explantele care prezintd semne de neconformitate, de ex.: seminte care plutesc in
solutie, ca semn al lipsei embrionului (seminte sistave) se indepérteazd. Ulterior,
explantele/semintele se introduc in recipientele de culturd, pdstrand polaritatea i starea de
asepsie a recipientelor. Manipularea explantelor, toaletarea lor, precum §i manevrele de inoculare
se fac cu cea mai mare atentie pentru a se evita contaminarea.

Spre deosebire de datele publicate in patent CN103843664A (China) care a folosit pentru
inoculare mediul MS (-) cu adifie de auxine: methyl o-naphthyl acetate — ANA (Ci2H1002),
prezenta inventie permite inifierea culturii de seminte pe medii MS (-) (nu face obiectul
revendicdrilor) sau Gamborg BS (-) fird hormoni, germinarea petrecdndu-se in medie in 15 -
25 zile, termen adecvat pentru dezvoltarea metodei de lucru. Avantajele sunt de ordin
financiar, in primul rand, prin lipsa hormonilor de crestere in mediul de cultura, in conditiile
in care doar alegerea mediului Gamborg (B5) ca mediu de initiere in detrimentul Murashige &
Skoog (MS) poate produce o ratd mult superioard pentru dezvoltarea plantulelor si nu necesita si
prezenta auxinelor/citochinelor. Aceastd solufie tehnologicd superioard este intrefinutd si de
capacitatea ridicatd a speciei de a germina, respectiv de a ldstarii sau drajona. Este de precizat ca
etapa moleculard a tehnologiei necesitd o cantitate foarte micd de fesut pentru amplificarea
ADN-ului in prezenta markerilor ISSR si SSR, fiind suficiente 10-25 zile de la inocularea
semintelor pe mediu pani la efectuarea testdrii. Vasele de culturd/eprubetele de crestere se
plaseazi in camera de crestere la o temperaturd de 23°C, 50% si fotoperioada de 16/8.

d) subcultivarea/repasarea: este etapa care permite multiplicarea plantelor, mirirea
exponentiald a numaérului de noi plante cu péstrarea identitdfii genetice si care lanseazi, teoretic,
posibilitatea stocérii conformatiei genetice a plantei initiale la infinit. Plantele se sectioneaza si
se multiplici pe medii dedicate, iar plantulele obtinute se considerd un nou individ §i se
segmenteazi In continuare, pastrind o asepsie totald pe durata procesului. Partile din plantule
care prezintd defecte biologice, care sunt degradate, care gi-au pierdut turgescena sau sunt
afectate de fenomene vizibil depreciative, sunt eliminate. Plasarea noilor plantule in vasele de
crestere se face respectand biologia speciei §i tendingele native de crestere si habitusul aferent
pentru a permite plantulelor s3 se dezvolte armonios, si nu se concureze pentru resurse de
lumind (in principal) si sd genereze indivizi uniformi in dezvoltare, apti pentru a trece in etapa de
inradacinare. Una din particularitatile deosebite ale speciei Lycium chinense este drajonarea, iar
acest comportament specific vegetativ se pastreazi si la inmultirea in vitro, rddicinile plantulelor
generind drajoni §i crescind rata de multiplicare, in avantajul producitorilor de plante prin
aceastd tehnologie. Spre deosebire de recomandarea paltenului CN103843664A (China) pentru
mediul MS cu aditie de citochinind - 0.1 mg/L 6-benzyl aminoadenine (BAP) si auxini - 0.05
mg/L indole-3-acetic acid (AIA) pentru subcultivare, actuala tehnologie permite subcultivarea
pe un alt mediu (Gamborg B5) cu rate mult mai bune de multiplicare pentru plante si este
lipsit de hormoni de crestere, ceea ce scade considerabil costurile de productie. Solutia
propusi reduce foarte mult timpii de producere ai materialului biologic.
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d) inrdddcinarea: este etapa care aduce noile plantule ctre viata in vivo si care le fortifica
sistemul radicular. Desi unele specii prezintd o atitudine negativa si o ratd mic# de inrddicinare,
fiind catalogate drept specii “recalcitrante™, plantele din genul Lycium, pe care s-au efectuat
studii de peste 10 ani in cadrul USAMV (Nicolae et al., 2018), au avut un comportament bun,
producénd radicini §i in medii fard concentratii de homoni definite pentru inrddicinare. Ca
tehnologie, plantele venite din etapa de subcultivare trec printr-un proces similar de selectie si
taiere, folosindu-se cu precidere pentru etapa aceasta apexurile si mugurii laterali porniti, mici
plante identice cu planta mama.

e) aclimatizarea: este consideratd cea mai dificild etapd a microinmultirii §i reprezintd
etapa de trecere a plantelor din mediile in vifro, habitate inchise §i cu parametri controlati, in
mediul natural, ex vifro. Noile plante au acum ridacini viabile §i suficiente pentru a incerca sa
treacd la conditiile de viafa exterioard, pe substrat solid, nesterilizat $i neprietenos dezvoltarii lor.
Umiditatea de 90-95% din vasele de culturi este modificatd si plantele trebuie acomodate la 50-
75% din exterior, prin sisteme de aspersie, pulveriziri, etc. Temperatura si lumina sunt alti
factori care transmit plantelor starea de necesitate si ajutd sau nu procesele fiziologice si se
adapteze la noile conditii de viatd, trecerea ficindu-se treptat, cu ajustarea parametrilor si
controlarea factorilor de mediu. Durata acestei etape depinde de specie si caracteristicile ei de
adaptare i nu face obiectul prezentei inventii. Prezenta inventie foloseste material vegetal
rezultat imediat dupd inoculare sau cel din primele etape de repasare pentru a fi analizat cu
ajutorul markerilor moleculari.

Markerii moleculari sunt fragmente de ADN prelevate dintr-un anumit organism, care
ofera informatii despre acel organism, fiind asociate cu o anumitii locatie in cadrul genomului
si sunt utilizati in biologia moleculara i biotehnologie pentru a identifica o anumita secventi de
ADN dintr-o zond necunoscutd. De reguld markerii controleazi expresii fenotipice §i permit
identificarea prezentei unei gene la nivel individual, bazadndu-se pe polimorfismul unei regiuni
din ADN-ul genomic / gene la nivelul expresiei fenotipice in relatie cu conditiile de mediu.
Markerii moleculari sunt practic nelimitati, pentru ci rezultd din diferite tipuri de mutatii care
apar pe parcursul recombindrii genetice sau altor evenimente generatoare de stress, cum ar fi
mutatii punctiforme, insertii, deletii, erori in replicarea ADN-ului etc., §i care nu au relevan{i
functionald, fiind localizati in regiuni necodate ale ADN-ului. Existd multe feluri de markeri
moleculari (RFLP, RAPD, ISSR, SSR, AFLP, etc), fiecare cu avantaje si dezavantaje. Markerii
din prezenta inventie fac parte din categoria SSRs (Simple Sequence Repeats) si ISSRs (Inter
Simple Sequence Repeats). Markerii SSR permit o analizi simpld, cu repetabilitate ridicata, dar
metoda de lucru este mai complex3, necesitd mult timp si de reguld impune folosirea gelurilor de
poliacrilamida, datoriti mérimii mici a secventelor rezultate. Prezenta invenfie permite
evidentierea structurii genetice care conferd rezistentd la atacul acarianului prin vizualizare pe
gel de agarozi, in electroforezi orizontald, reducand astfel timpii de lucru si costurile cu
materialele. Markerii ISSR permit efectuarea de analize cu cantititi mici de ADN si nu necesita
design special de primeri, dar fiind distribuifi aleatoriu in intregul genom, analizi poate avea
repetabilitate mai scazutd. Datoritd profilurilor de amprentare multilocus, analizele cu ISSR sunt
intens folosite in studii privind identitatea genetica, filiatia, identificarea clonelor si tulpinilor etc.

Analizele genetice cu markeri moleculari sunt de obicei costisitoare datoritd pretului ridicat
al reactivilor/kiturilor i al timpilor necesari pentru prelucrarea probelor si analiza rezultatelor de
catre personal inalt specializat. De reguld impun minim cinci etape, reprezentate de:
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a) izolarea ADN-ului genomic (pentru obfinerea de ADN de inaltd puritate §i integritate).
Procesul de extractie a ADN-ului genomic permite izolarea unui ADN de calitate superioara, cu
care se pot efectua ulterior diverse studii moleculare. In ultimul timp, in laboratoarele care
proceseazi multe probe zilnic, este preferatd extractia automats, intrucét extractia manuald sau
pe bazi de kituri de extractie sunt recomandate doar in conditiile procesérii unui numar mic de
probe sau cénd este necesard optimizarea reactiilor. Etapele premergétoare extractiei presupun
omogenizarea probei si liza celulard.

b) Determinarea concentratiei si purititii ADN-ului genomic extras: dupa procesul de
extractie, se determind puritatea §i concentrajfia ADN-ului, de reguld folosind metode
spectrofotometrice, de ex. NanoDrop 1000, Qubit, etc. Se analizeazi probele de ADN la
urmitoarele lungimi de unda: 230 nm, 260 nm, 280 nm si 340 nm. ADN-ul are un grad maxim
de absorbtie al luminii la lungimea de unda de 260 nm. Deoarece tirozina si triptofanul au grad
maxim de absorbtie al luminii la 280 nm, se foloseste aceasti lungime de undi ca un indicator al
contamindrii cu proteine. Citirea de la 230 nm indic3 dacd proba este contaminatd cu fenol, din
moment ce fenolul are un grad mare de absorbtie al luminii la 230 nm. Citirea la 340 nm indica
turbiditatea probei, valoarea acestei citiri fiind scdzutd din valoarea citirii de la 260 nm.

¢) amplificarea ADN-ului cu ajutorul markerilor: se realizeazi cu ajutorul tehnicii PCR.
in cazul markerilor tip ISSR se amplifici secvente de ADN situate intre microsateliti cu ajutorul
unor primeri complementari secventelor microsatelitilor. Polimorfismul apare oriunde in genom,
unde lipseste una din secventele microsatelitare sau existd o deletie sau o insertie care modificd
distanta dintre secventele repetate. in cazul markerilor tip SSR, folosind markeri specifici, situati
de o parte si de alta a microsatelitilor, se amplifica secvente scurte, in general mai mici de 500
bp, ce confin microsatelifii.

d) separarea fragmentelor de ADN amplificate: electroforeza in gel de agaroza reprezinti
metoda standard de analiza a acizilor nucleici. Deplasarea moleculelor se face intr-un tanc de
electroforezd orizontald in prezenta unui curent electric. Mobilitatea electroforeticd este
influentatd de urmdtorii factori: concentrajia de agarozd, conformatia moleculei de ADN
(monocatenar, bicatenar sau super-rasucit), prezenfa compusului fluorescent in gel, tamponul de
electroforezi utilizat, tipul de agarozi si voltajul aplicat. Probele de ADN incércate in gel de
agaroza vor migra in prezenta unui tampon de electroforezd sub actiunea unui curent electric
extern furnizat de o sursd de curent. Acizii nucleici sunt incarcati negativ datoritd prezentei
grupdrilor fosfat i vor migra spre electrodul incércat pozitiv al tancului de electroforeza.

e) preluarea §i analiza imaginilor obtinute la electroforezd: fragmentele de ADN se
detecteaza datoritd asocierii acestora cu compusii fluorescenti tip SYBR Green I (SYBR™
Green I Nucleic Acid Gel Stain-10.000X), colorant care se intercaleazi intre bazele ADN-ului
dublu catenar. Detectia moleculelor de ADN se realizeaza prin citire spectrald la lungimea de
undid de 530 nm cu ajutorul aparatul de imagistici moleculard PharosFX, conectat la un laser
extern.

Problema tehnici pe care o rezolvd inventia propusi constd in identificarea unei
metode care si permitd obfinerea si vizualizarea unor benzi caracteristice biotipurilor
rezistente sau sensibile de goji prin eliminarea fazelor de izolare si cuantificare a ADN-ului,
reducind mult timpul de analizi, costurilor si posibilitatea de a avea erori.
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Procedeul conform inventiei oferi o solutie tehnici de realizare a unei metode de
identificare a biotipurilor de Lycium chinense rezistente la atacul acarianului galicol al
plantelor de goji si constii in urmétoarele etape:

a) recoltarea bacelor de goji de pe plantele selectionate (in prima parte a zilei pentru a
evita insolatia; bace situate pe ramurile cu expunere sudicd; bace ajunse la maturitatea de
recoltare, intacte, neatacate; excizare cu tot cu petiol; etichetare cu numele/pozifie/data/alte
detalii direct in cdmp; minim 15 buciti),

b) pregitirea bacelor pentru extractia semintelor (in laborator/sald corespunzitoare din
punct de vedere sanitar; sectionare cu bisturiu; scoaterea seminfelor din pericarp; eliminarea
completd a mezocarpului),

¢) decontaminarea semintelor (imersie In fungicid sistemic 0.5%; 10-20 minute, cu
agitare; clitire cu apd bidistilatd sterild, minim 3 minute de trei ori, pand la eliminarea
fungicidului),

d) pregitirea pentru inoculare a semintelor (asigurare mediu complet steril; plasare
seminte in alcool etilic, 70%, doar cét si acopere semintele, in pahar Berzelius, agitat continuu
timp de 30 - 40 secunde; clitire in acelasi recipient, la hot3, de 2 ori, cu api distilatd sterila;
indepartarea semintelor care plutesc; addugare solutie comerciald de NaCl de 12% si sterilizare
15-20 minute cu agitare continud; 3 clitiri succesive de cite 3 minute (toate manipuldrile se fac
cu instrumentar sterilizat si récit);

€) pregitirea mediului de culturd (in eprubete de culturs, se toarnd in conditii aseptice
mediu Gamborg B5(-) care contine 100 ml/L macroelemente B5(-) 10X, 1 ml/L microelemente
B5(-) 1000X, 5 ml/L chelat de fier 200X, 10 ml/L vitamine B5 100X (-), 10 ml/L inozitol 100X,
zaharozi 30 g/L si agar 7 g/L. pH-ul mediului de culturi se ajusteazi la pH de 5,8 cu solutie
NaOH 0,1 N si se autoclaveazi timp de 20 de minute la 121°C , la o presiune atmosferici de 1,1
bar);

f) inocularea semintelor pe mediu (dezinfectare cu lampi UV 30 minute; rulare flux
laminar 20-30 minute inainte, sterilizare suprafete cu alcool; semintele se iau cu lama de bisturiu
si se agazi pe hartia de filtru; semintele se introduc individual in eprubetele de culturd cu lama de
bisturiu fird a atinge peretii de sticla ai recipientului sau mediul de culturi; la finalul inocularii
eprubetele se infoliazi cu parafilm, se eticheteazi si se plaseaza in camera climatica la 22°C si
50% umiditate, in conditii de Intuneric. Dupé aproape 15 zile seminfele incep si germineze §i se
muti la luming, la o fotoperioadd de 16 ore, intensitate luminoasid de 9.280 1x, temperaturd de
22°C si umiditate atmosferica de 50%);

g) verificarea cresterii calusului/explante si a plantelor (inspectie regulati a camerei de
crestere, cu verificarea parametrilor amintifi; eliminarea vaselor infectate sau cu probleme
vizibile);

h) prelevarea materialului vegetal pentru amplificare cu markeri SSR si ISSR (la
minim 20 zile de la inoculare; selectare plantule - minim 4 frunze, dezvoltare corespunzitoare,
fara cloroze, semne de deshidratare sau defecte mecanice; pe doud foi de hértie de filtru sterile se
extrage plantula; se detaseazd dintr-o frunz#/calus un fragment de 0.2 mm si introduce in tub
Eppendorf etichetat anterior, cu mediu de dilutie; se mérunteste tesutul cu ajutorul unui varf de
pipeta, pana solufia devine omogend, verzuie, de la clorofild);

h’) repasarea biotipului de la care s-a prelevat proba (pentru asigurarea materialului
necesar productiei de plante, in cazul in care se confirma rezistenta acelui individ);
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i) amplificarea ADN-ului cu ajutorul markerului SSR? (pregitire reacfie volum total 20
ul, contindnd per proba: 10 ul 2x buffer, 8,1ul H20, 0,4 pl Phire Hot Start II DNA Polymerase,
0,5 ul primer AF244121 (STACCTCCTCGCCAATCCTTCTG3"), 0,5 pl primer (5
TTGAAAGTTCTTTCCATGACAACC3"), 0,5 ul solutie omogend cu material vegetal; rulare
program PCR (1) denaturare 98°C, 5 min, (2) 35 cicluri de amplificare cu 3 pasi (98°C, 5 sec,
45°C, 5 sec, 72°C, 40 sec), (3) extensia finald 72°C, 5 min, (4) mentinere la 4°C);

i’) amplificarea ADN-ului cu ajutorul markerului ISSR1 (pregitire reactie volum total
20 ul, contindnd per probd: 10 ul 2x buffer, 8,1 ul H20, 0,4 pl Phire Hot Start II DNA
Polymerase, 1 pl primer Ai2 (5'ACACACACACACACAG'3"), 0,5 pl solufie omogend cu
material vegetal; rulare program PCR (1) denaturare 98°C, 5 min, (2) 40 cicluri de amplificare cu
3 pasi (98°C, 5 sec, 42°C, 5 sec, 72°C, 40 sec), (3) extensia finald 72°C, 5 min, (4) mentinere la
4°C),

i) amplificarea ADN-ului cu ajutorul markerului ISSR2 (pregitire reactie volum total
20 ul, contindnd per probd: 10 pl 2x buffer, 8,1 ul H20, 0,4 pl Phire Hot Start II DNA
Polymerase, 1 pul primer Ai8 (SGAAGAAGAAGAAGAAGAA'3Y), 0,5 ul solutie omogena cu
material vegetal; rulare program PCR (1) denaturare 98°C, 5 min, (2) 40 cicluri de amplificare cu
3 pasi (98°C, 5 sec, 42°C, S sec, 72°C, 40 sec), (3) extensia finald 72°C, 5 min, (4) mentinere la
4°C,);

j) electroforeza fragmentelor de ADN amplificate (pregatire gel agaroza 2%, incarcare
pe gel 10 pl, 1 pl loading buffer, ladder 1Kb+, rulare la 10 V/cm, 5 cm, 2 h);

k) preluarea si analiza imaginilor obtinute la electroforezi pentru SSR (vizualizare cu
lampa UV sau PharosFX; se vizualizeazi 2 benzi de 1360 pb® si 230 pb la biotipurile rezistente,
acestea neexistdnd la biotipurile sensibile si 2 benzi de 440 pb si 260 pb la biotipurile sensibile,
acestea neexistind la biotipurile rezistente);

k) preluarea si analiza imaginilor obtinute la electroforezi pentru ISSR1 (vizualizare
la UV sau Pharos; se vizualizeazd 3 benzi de 1280 pb, 1380 pb si 13670 pb la biotipurile
rezistente, acestea neexistdnd la biotipurile sensibile si 1 bandd de 375 pb la biotipurile sensibile,
aceasta neexistand la biotipurile rezistente);

k") preluarea si analiza imaginilor obtinute la electroforeza pentru ISSR2 (vizualizare
la UV sau Pharos; se vizualizeazi 1 bandi de 360 pb la biotipurile rezistente, acestea neexistand
la biotipurile sensibile i 1 banda de 600 pb la biotipurile sensibile, aceasta neexistdnd la
biotipurile rezistente);

Timpul total necesar estimat pentru obfinerea materialului vegetal necesar pentru analiza
geneticd este de 10-20 de zile iar timpul necesar pentru analiza cu markeri moleculari este
de 2-3 ore, in functie de experienta operatorului. Acest interval de timp este mult redus fata de
metoda clasica de verificare a rezistentei, care este de cel pufin 4 luni pentru obfinerea unei
plante de goji si de 5-24 de ore pentru secventa completd de analizi cu markeri moleculari, in
conditiile in care s-ar folosi markerii indicati de prezentul brevet. Literatura de specialitate nu

2 Optimizarea temperaturii de atasare a primerilor se face in functie de fiecare aparat Termocycler si de tipul de
ADN-polimeraza folosite de amplificare ADN

3 pb — pereche de baze
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A
menfioneaza incd nici o referintd legati de markerii moleculari folosifi in indicarea rezistentei la
acarianul galicol, iar timpul necesar in cercetare pentru descoperirea unor astfel de primeri este
apreciatd la minim 3 luni.

In concluzie, biotipurile rezistente de Lycium chinense pot fi diferentiate de cele sensibile
cu ajutorul a 10 benzi, dintre care 6 benzi dau o indicare pozitiva a rezistentei si 4 benzi indica
acelasi caracter prin prezenta doar la biotipurile sensibile.

Datele experimentale de mai sus demonstreazi existenta unui efect tehnic nou apérut in
urma aplicarii tehnologiei revendicate prin prezentul brevet,
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Tehnologie de identificare a biotipurilor de Lycium chinense rezistente la atacul
acarianului galicol al plantelor de goji

REVENDICARI

1. Metoda de producere a materialului vegetal pentru identificarea rapida a
biotipurilor de Lycium chinense rezistente la atacul acarianului galicol al plantelor de goji,
caracterizatd prin aceea ci include urmétoarele etape: a) recoltarea bacelor de goji de pe plantele
selectionate (in prima parte a zilei pentru a evita insolatia; bace situate pe ramurile cu expunere
sudica; bace ajunse la maturitatea de recoltare, intacte, neatacate; excizare cu tot cu petiol;
etichetare cu numele/pozitie/data/alte detalii direct in cdmp; minim 15 buci#ti), b) pregitirea
bacelor pentru extractia semintelor (in laborator/sald corespunzitoare din punct de vedere
sanitar; sectionare cu bisturiu; scoaterea seminfelor din pericarp; eliminarea completd a
mezocarpului), ¢) decontaminarea semintelor (imersie in fungicid sistemic 0.5%; 10-20 minute,
cu agitare; clitire cu apid bidistilatd sterild, minim 3 minute de trei ori, pand la eliminarea
fungicidului), d) pregitirea pentru inoculare a semintelor (asigurare mediu complet steril;
plasare seminte in alcool etilic, 70%, doar cét sd acopere semintele, in pahar Berzelius, agitat
continuu timp de 30 - 40 secunde; clatire in acelasi recipient, la hotd, de 2 ori, cu apa distilata
sterild; indepértarea semintelor care plutesc; addugare solufie comerciald de hipoclorit de sodiu
cu concentratii de 10-15% testate progresiv pentru dezinfectia semintelor si sterilizare 15-20
minute cu agitare continud; 3 clatiri succesive de cite 3 minute (toate manipuldrile se fac cu
instrumentar sterilizat si ricit); e) pregitirea mediului de culturs (in eprubete de culturd, se toarni
in condifii aseptice mediu Gamborg BS5(-) firi hormoni de crestere care contine 100 ml/L
macroelemente B5(-) 10X, 1 ml/L microelemente B5(-) 1000X, 5 ml/L chelat de fier 200X, 10
ml/L vitamine B5 100X (-), 10 ml/L inozitol 100X, zaharozd 30 g/L. si agar 7 g/L. pH-ul
mediului de culturi se ajusteazi la pH de 5,8 cu solutie NaOH 0,1 N si se autoclaveaza timp de
20 de minute la 121°C, la o presiune atmosfericd de 1,1 bar); f) inocularea semintelor pe mediu
(dezinfectare cu limpi UV 30 minute; rulare flux laminar 20-30 minute Inainte, sterilizare
suprafete cu alcool; semintele se iau cu lama de bisturiu §i se agazi pe hartia de filtru; semintele
se introduc individual in eprubetele de culturd cu lama de bisturiu fird a atinge peretii de sticla ai
recipientului sau mediul de culturd; la finalul inoculdrii eprubetele se infoliazid cu parafilm, se
eticheteaza si se plaseazd in camera climaticd la 22°C si 50% umiditate, in conditii de intuneric.
Dupi aproape 15 zile semintele incep sd germineze si se muté la lumind, la o fotoperioadd de 16
ore, intensitate luminoasa de 9.280 Ix, temperaturd de 22°C i umiditate atmosferica de 50%); g)
verificarea cresterii calusului/explante §i a plantelor (inspectie regulati a camerei de crestere, cu
verificarea parametrilor amintiti; eliminarea vaselor infectate sau cu probleme vizibile); h)
prelevarea materialului vegetal pentru amplificare cu markeri SSR si ISSR (la minim 20 zile de
la inoculare; selectare plantule - minim 4 frunze, dezvoltare corespunzitoare, fira cloroze, semne
de deshidratare sau defecte mecanice; pe doui foi de hartie de filtru sterile se extrage plantula; se
detageazd dintr-o frunzd/calus un fragment de 0.2 mm si introduce in tub Eppendorf etichetat
anterior, cu mediu de dilutie; se marunteste tesutul cu ajutorul unui varf de pipetd, pani solutia
devine omogena, verzuie, de la clorofild); h') repasarea biotipului de la care s-a prelevat proba
(pentru asigurarea materialului necesar productiei de plante, in cazul in care se confirmi
rezistenta acelui individ);

2. Markeri moleculari de tip ISSR pentru recunosterea rezistentei la atacul
acarianului galicol al plantelor de goji la specia L. chinense, caracterizati prin aceea ci
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markerul Ai2, cu secventa SACACACACACACACAG'3', permite vizualizarea a 3 benzi de
1280 pb, 1380 pb si 13670 pb la biotipurile rezistente, acestea neexistand la biotipurile sensibile
si 1 bandd de 375 pb la biotipurile sensibile, aceasta neexistdnd la biotipurile rezistente, in
conditiile folosirii a 1 pl marker intr-o reactie PCR de volum total 20 pl, contindnd 10 pl 2x
buffer, 8,1ul H20, 0,4 pl Phire Hot Start II DNA Polymerase, cu 0,5 pl solutie omogena din
materialul vegetal, la amplificare dupa programul PCR (1) denaturare 98°C, 5 min, (2) 40 cicluri
de amplificare cu 3 pasi (98°C, 5 sec, 42°C, S sec, 72°C, 40 sec), (3) extensia finald 72°C, S min,
(4) mentinere la 4°C);

markerul Ai8, cu secventa SSGAAGAAGAAGAAGAAGAA'3!, permite vizualizarea a 1
bandi de 360 pb la biotipurile rezistente, acestea neexistand la biotipurile sensibile i 1 banda de
600 pb la biotipurile sensibile, aceasta neexistand la biotipurile rezistente, in conditiile folosirii a
1 pl marker intr-o reactie PCR de volum total 20 pl, continand 10 pl 2x buffer, 8,1ul H20, 0,4 ul
Phire Hot Start II DNA Polymerase, cu 0,5 pl solutie omogend din materialul vegetal, la
amplificare dupa programul PCR (1) denaturare 98°C, 5 min, (2) 40 cicluri de amplificare cu 3
pasi (98°C, 5 sec, 42°C, 5 sec, 72°C, 40 sec), (3) extensia finala 72°C, 5 min, (4) mentinere la
4°C);

3. Marker molecular de tip SSR pentru recunosterea rezistentei la atacul
acarianului galicol al plantelor de goji la specia L. chinense, caracterizat prin aceea ci
markerul AF244121 (S'TACCTCCTCGCCAATCCTTCTG3"), 0,5 pl primer (5
TTGAAAGTTCTTTCCATGACAACC3"), permite vizualizarea a 2 benzi de 1360 pb! si 230 pb
la biotipurile rezistente, acestea neexistand la biotipurile sensibile si 2 benzi de 440 pb si 260 pb
la biotipurile sensibile, acestea neexistdnd la biotipurile rezistente, in conditiile folosirii a 0,5 pl
marker forward §i 0,5 ul marker reverse intr-o reactie de volum total 20 pl, continand per proba:
10 ul 2x buffer, 8,1ul H20, 0,4 ul Phire Hot Start Il DNA Polymerase, 0,5 pl solutie omogeni cu
material vegetal; rulare program PCR (1) denaturare 98°C, 5 min, (2) 35 cicluri de amplificare cu
3 pasi (98°C, § sec, 45°C, § sec, 72°C, 40 sec), (3) extensia finald 72°C, 5 min, (4) mentinere la
4°C);

! pb ~ pereche de baze
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