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Anexa nr. 1

LISTA EXECUTORILOR
Nr Numele, Titlul stiintific Functl? in cac.lrul Semnatura
prenumele ’ proiectului
o Sef de laborator,
1. Tumanova Lidia Doctor . . .
directorul proiectului

2. | Barbacar Nicolae Doctor habilitat consultant stiintific

Zamorzaeva- cercet.st.coord.
3. o Doctor
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4.  Belousova Galina Doctor cercet.st.sup.
5. Deaghileva Angela = Doctor cercet.st.sup.
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7.  Bivol Ina Doctor cercet.st.sup.
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11. Bahsiev Aighiuni cercet.st.stag.
12.  Grgjdieru Cristina cercet.st.stag.




2. OBIECTIVELE SI SARCINILE PROIECTULUI

1. Analiza speciilor de fitopatogeni fungici la unele soiuri de tomate, grau, si porumb,
care manifestd un grad diferit de rezistentd la agentii studiati.

2. Analiza comparativa a gradului de infectare a unor plante de cultura prin metoda
semicantitativa.

3. Analiza moleculard a prezentei Candidatus Phytoplasma solani la unele soiuri de
tomate cu grad diferit de rezistenta si la cicade (colectate in anii 2018 si 2019).

4. ldentificarea patogenilor care cauzeaza diferite maladii la plantele de cultura si duc
la diminuarea calitatii productiei agricole in solul din loturile experimentale.

5. Identificarea in sol si in material vegetal patogenilor-producenti de micotoxine, care
afecteaza calitatea productiei agricole si prezintd un risc semnificativ pentru
sanatatea umana.



3. REZULTATELE STIINTIFICE ALE CERCETARILOR EFECTUATE iN CADRUL
PROIECTULUI
Design-ul primerilor noi pentru PCR-identificarea patogeni fungici

Primerii noi prezintd avantaje din punct de vedere ca acestia sunt selectati in baza unui numar
mai mare de succesiuni, inclusiv gene, ale cdror secvente nu au fost cunoscute anterior. Mai mult
ca atat, crearea seturilor de primeri pentru un numar mai mare de patogeni permite unificarea
parametrilor (temperatura de aliniere identica), pentru realizarea multiplex-PCR.

A fost analizatd baza de date GenBank a secventelor genomice a Fusarium equiseti
(polyketide synthase gene, beta-tubulin gene si translation elongation factor 1-alpha gene),
Fusarium sporotrichioides (cytochrome P450 monooxygenase gene, genes translation elongation
factor 1-alpha), Fusarium incarnatum (translation elongation factor 1-alpha gene). Design-ul
primerilor a fost efectuat utilizdnd aplicatia Soft Primer3. Secventele primerilor, generati de
Primer3, au fost analizate cu ajutorul aplicatiei BLAST pentru verificarea specificacitatii
primerilor creati. In procesul de elaborare a primerilor s-a tinut cont de: corespunderea numarului
maximal de secvente a genei respective prezentate in GenBank; temperatura de aliniere a
primerilor H 60 °C; lungimea ampliconilor de < 500 p. b.

Analiza speciilor de fitopatogeni fungici la unele soiuri de grau, tomate si porumb,
care manifesta un grad diferit de rezistenta la agentii studiati

Au fost analizate boabe de grau, neprelucrate si prelucrate cu Shell+Reglalg, cu scopul
evaluarii impactului a prelucrarii chimice asupra gradului de infectare. A fost izolat ADN din doua
grupuri de boabe de grau de toamnd a urmdtorilor soiuri si linii: Moldova-5, Moldova-11,
Moldova-66, Moldova-79, Moldova-614, linia L-18 si soiul-standard Kuialnic. Primul grup au
constituit boabele, prelucrate cu fungicidul Shell +Reglalg, al doilea grup — martor, boabe
neprelucrate. Concentratia Reglalg — 0,5%, Shell — standard pentru prelucrare. ADN-ul a fost izolat
din 3 g de proba sumara a materialului semincer (60-95 de boabe, in dependenta de soi). A fost
efectuatd analiza PCR pentru prezenta Fusarium spp., F. avenaceum, A. alternata. Patogenii din
g. Fusarium $i Alternaria au fost prezenti in toate probele. F. avenaceum a fost identificat in mostre
de 3 genotipuri de boabe neprelucrate (Moldova-11, Moldova-614, linia L-18), in boabe prelucrate
cu fungicide — doar in mostre de Moldova-614. A fost demonstratd eficacitatea tratamentului
semintelor.

Mostrele de ADN a soiurilor de grau Moldova-5, Moldova-11, Moldova-66, Moldova-79,
Moldova-614, linia L-18 si soiul-standard Kuialnic, colectate la diferite faze de vegetatie, au fost
analizate pentru prezenta patogenilor. Cei mai frecvent identificati patogeni pe loturile IGFPP in
anul 2019 au fost F. verticillioides si F. incernatum. S-a constatat cd infectia spicului are loc
inaintea si in timpul infloririi. Cele mai susceptibile la fuzarioza au fost soiurile Moldova-11 si
Moldova-79. Analiza ADN-lui, extras din partile terminale ale spicului, a demonstrat cd infectia
se raspandeste de la varful spicului spre baza, adica nu are loc raspandirea prin vasele conductive.
Pe parcursul maturarii spicului se evidentiaza F. avenaceum, F. equisety, Myrothecium roridum.
La fazele tardive de vegetatie in mostrele de ADN de grau apare Aspergillus parasiticus.
Alternaria alternata a fost evidentiata pe parcursul vegetatiei pe frunze, in spic s-a evidentiat dupa
iesirea din burduf si in continuarea a fost identificata in spice pana la recoltare.

A fost realizata analiza genetico-moleculara la diferite soiuri de grau din colectia IGFPP cu
scopul identificarii locilor de rezistentd la agenti patogeni. S-a constatat ca colectia de grau studiata
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a inclus genotipuri eterogene (diferit nivel de rezistentd). Analiza RGA (resistance gene analogs)
ale soiurilor de grau a ardtat prezenta polimorfismului intraspecific si interspecific ce indica
prezenta variabilititii genetice in genotipurile studiate. In spectrul divers de fragmente amplificate,
a fost remarcatd prezenta secventelor specifice care pot fi utilizate ca marcheri moleculari in
genotiparea graului.

A fost creata colectia de lucru de ADN extras din frunzele si fructele a sase soiuri de tomate
(Cerasus, Desteptarea, Exclusiv, Elvira, Tomis, Mary Gratifully), care se caracterizeaza prin
rezistentd diferitd la alternarioza si fuzarioza. In rezultatul efectudrii analizei PCR cu utilizarea
primerilor specifici au fost determinate cazuri de infectare ale soiurilor date cu fitopatogenii din g.
Fusarium si g. Alternaria pe parcursul sezonului de vegetatie.

A fost extras ADN total din mostre de material vegetal, colectat de la 2 genotipuri de porumb
(MK-01, B-73) la diferite faze de vegetatie si creata colectia de lucru. A fost analizat spectrul de
fitopatogeni din g. Fusarium, Alternaria, Myrothecium, Penicillium, Aspergillus. Organele
vegetative la fazele initiale de dezvoltare au fost practic lipsite de patogeni la plantele de ambele
genotipuri. Infectia apare in stiulete la faza lapte-ceara. Cei mai frecvent identificati fungi au
apartinut g. Fusarium si Alternaria, in contrar, specii din g. Aspergillus nu au fost identificati la
faza lapte-ceard. Cea mai inalta ratd de infectare cu fungii din g. Fusarium a fost calculata pentru
linia B-73. In boabe coapte s-a identificat Penicillium spp. la linia MK-01, Fusarium spp. 1a linia
B-73, rata infectiei cu Alternaria spp. a fost destul de joasa la faza de maturare completa si inalta
la faza lapte-ceara pentru ambele linii. Analiza specificd a demonstrat prezenta speciilor
Penicillium chrysogenum, F. avenaceum, F. verticillioides, F. equisety, F. proliferatum, F.
incarnatum, A.alternata. Totodata, F. oxysporum, F. sporotrichioides, F. graminearum, F.
culmorum, Penicillium expansum, P. brevicompactum nu au fost identificati.

Analiza comparativa a gradului de infectare a unor plante de cultura prin metoda
semicantitativa

A fost evaluat gradul de infectare a soiurilor de tomate Cerasus, Exclusiv si Elvira cu agentii
cauzali a fuzariozei si alternariozei prin metoda semicantitativd. Datele obtinute au demonstrat, ca
soiul Cerasus a prezentat cel mai mic grad de infectie cu agenti patogeni din g. Fusarium, soiul
Exclusiv - mediu, soiul Elvira - cel mai mare. Continutul de agenti patogeni din g. Alternaria a
fost detectat mai mult la soiul Exclusiv, in medie - la soiul Elvira, cel mai mic - la soiul Cerasus.
Continutul de patogeni din g. Alternaria a fost de doud ori mai mare decét din g. Fusarium.

Analiza moleculari a prezentei Candidatus Phytoplasma solani la unele soiuri de tomate
cu grad diferit de rezistenta si la cicade

Diagnosticul molecular al fitoplasmei in sera a demonstrat ca infectia ‘Ca. P. solani’ nu a fost
prezentd in plante si insecte pand la finele cresterii rasadului. Cicadele in sera si in camp la
inceputul sezonului de vegetatie (prima jumatatea a lunii iunie) nu a fost prezente intr-un volum
considerabil si infectate cu ‘Ca. P. solani’. Infectarea tomatelor cu ‘Ca. P. solani’ a inceput la etapa
de inflorire dar nu a fost raspandita. La etapa inceputului coacerii fructelor de tomate o jumatate
din plantele soiurilor Desteptarea si Mary Gratifully au fost infectate cu ‘Ca. P. solani’. Mai tarziu,
la etapa coacerii fructelor in masa, soiul Mary Gratifully a demonstrat o sensibilitate mai inalta la
infectia fitoplasmicd In comparatie cu soiul Desteptarea. Soiul Cerasus a manifestat o rezistenta



sporitd la infectia fitoplasmica comparativ cu sezonul de vegetatie a anului curent, la fel ca si in
ultimii trei ani.

Identificarea patogenilor care cauzeaza diferite maladii la plantele de cultura si duc la

diminuarea calitatii productiei agricole in solul din loturile experimentale

La soiurile de tomate studiate (Cerasus, Desteptarea, Exclusiv, Elvira, Mary Gratifully, Tomis)
au fost identificate diferite genuri de fungi care duc la diminuarea calitatii productiei agricole —
Fusarium spp., Penicillium spp., Aspergillus spp., Myrothecium spp.

Mostrele de ADN a soiurilor de grau colectate la diferite faze de vegetatie, au fost analizate
pentru prezenta patogenilor care cauzeaza diferite maladii la plantele. Pe parcursul maturarii
spicului se evidentiazda F. avenaceum, F. equisety, F. oxysporum, P. chrysogenum si P.
brevicompactum. La fazele tardive de vegetatie in mostrele de ADN de grau apare Aspergillus
parasiticus. In material vegetal colectat de la 2 genotipuri de porumb (MK-01, B-73) au fost
identificate urmatoarele specii: Penicillium spp., F.incarnatum, F. equisety, F. proliferatum.
Speciile au fost identificate cel mai des in boabe de porumb la ambele genotipuri studiate (MK-
01, B-73) la diferite stadii de coacere.

Identificarea in sol si in materialul vegetal a patogenilor-producenti de micotoxine,
care afecteaza calitatea productiei agricole si prezinta un risc semnificativ pentru
sanitatea umana

Pentru PCR-analiza a ADN-lui total extras din sol s-au folosit primeri construiti pe baza
genelor implicate 1n sinteza micotoxinelor, concentratia cdrora in produse alimentare este
reglementatd de legislatia UE.

Analiza mostrelor de sol, pe care a fost cultivat graul, a demonstrat semnale pozitive cu
primeri specifici pentru Aspergillus parasiticus, A. flavus, A. oryzae, A. minisclerotigenes, A.
sojae, care corespund secventei genei AfIR. Cu ajutorul primerilor pentru secventa genei O-
methyltransferase A (aflP) au fost identificati 4. parasiticus $1 A. flavus. Aceste gene sunt
implicate in sinteza aflatoxinei. De asemenea, in aceleasi mostre de sol au fost identificate
fragmente de ADN, omoloage cu secventa genei polyketidesynthase (PKS13), ce este implicata n
sinteza zearalenonei. La fel s-a demonstrat prezenta in mostre de ADN din sol a secventelor
genelor trichothecene C-3 esterase (TRIS) si cytochrome P450 monooxygenase (Trill). Aceste
gene fac parte clasterul genomic implicat in biosinteza tricocetenelor. El este responsabil pentru
sinteza toxinelor deoxivalenona si T2.

Analiza solului de pe parcelele, unde a fost cultivat porumbul, a evidentiat in mostrele de ADN
secvente ale genelor fum6 si FUM1. Aceste gene sunt implicate in sinteza fumonisinei. Primerii
utilizati au permis identificarea Fusarium proliferatum, F. verticillioides, F. fujikuroi, F.
oxysporum. Adaugator aceste secvente au demonstrat prezenta in sol a Fusarium verticillioides si
F. proliferatum.



4. REZUMAT

Design-ul primerilor noi pentru PCR-identificarea patogeni fungici prezintd avantaje din punct
de vedere ca acestia sunt selectati Tn baza unui numar mai mare de succesiuni, inclusiv gene, ale
caror secvente nu au fost cunoscute anterior. A fost analizata baza de date GenBank a secventelor
genomice a Fusarium equiseti (polyketide synthase gene, beta-tubulin gene si translation
elongation factor 1-alpha gene), Fusarium sporotrichioides (cytochrome P450 monooxygenase
gene, genes translation elongation factor 1-alpha), Fusarium incarnatum (translation elongation
factor 1-alpha gene). Design-ul primerilor a fost efectuat utilizind aplicatia Soft Primer3.
Secventele primerilor, generati de Primer3, au fost analizate cu ajutorul aplicatiei BLAST pentru
verificarea specificitatii primerilor creati.

Cu scopul evaludrii impactului a prelucrarii chimice asupra gradului de infectare boabelor de
grau, au fost analizate boabe, neprelucrate si prelucrate cu Shell+Reglalg. A fost izolat ADN din
boabe de grau de toamna a urmatorilor soiuri si linii: Moldova-5, Moldova-11, Moldova-66,
Moldova-79, Moldova-614, linia L-18 si soiul-standard Kuialnic. Patogenii din g. Fusarium si
Alternaria au fost prezenti in toate probele. F. avenaceum a fost identificat in mostre de 3
genotipuri de boabe neprelucrate (Moldova-11, Moldova-614, linia L-18), in boabe prelucrate cu
fungicide — doar in mostre de Moldova-614. A fost demonstrata eficacitatea tratamentului cu
Shell+Reglalg asupra gradului de infectare al boabelor. Mostrele de ADN a soiurilor de grau
Moldova-5, Moldova-11, Moldova-66, Moldova-79, Moldova-614, linia L-18 si soiul-standard
Kuialnic, colectate la diferite faze de vegetatie, au fost analizate pentru prezenta patogenilor. S-a
constatat cd infectia spicului are loc naintea si in timpul infloririi. Cele mai susceptibile la
fuzarioza soiuri au fost Moldova-11 si Moldova-79. Analiza ADN-lui, extras din partile terminale
ale spicului, a demonstrat ca infectia se raspandeste de la varful spicului spre baza, adica nu are
loc raspandirea prin vasele conductive.

A fost creata colectia de lucru de ADN extras din frunzele si fructele a sase soiuri de tomate
(Cerasus, Desteptarea, Exclusiv, Elvira, Tomis, Mary Gratifully), care se caracterizeaza prin
rezistentd diferitd la alternarioza si fuzarioza. In rezultatul efectudrii analizei PCR cu utilizarea
primerilor specifici au fost determinate cazuri de infectare ale soiurilor studiate.

A fost extras ADN total din mostre de material vegetal, colectat de la 2 genotipuri de porumb
(MK-01, B-73) la diferite faze de vegetatie. Organele vegetative la fazele initiale de dezvoltare au
fost practic lipsite de patogeni la plantele de ambele genotipuri. Infectia apare in stiulete la faza
lapte-ceara. Cei mai frecvent identificati fungi au apartinut g. Fusarium $i Alternaria, in contrar,
specii din g. Aspergillus nu au fost identificati la faza lapte-ceara. Analiza specifica a demonstrat
prezenta speciilor Penicillium chrysogenum, F. avenaceum, F. verticillioides, F. equisety, F.
proliferatum, F. incarnatum, A.alternata.

A fost evaluat gradul de infectare a soiurilor de tomate Cerasus, Exclusiv si Elvira cu agentii
cauzali a fuzariozei si alternariozei prin metoda semicantitativa. Datele obtinute au demonstrat, ca
soiul Cerasus a ardtat cel mai mic grad de infectie cu agenti patogeni din g. Fusarium, soiul
Exclusiv - mediu, soiul Elvira - cel mai mare. Continutul de patogeni din g. Alternaria a fost de
doua ori mai mare decat din g. Fusarium. Infectarea tomatelor cu ‘Ca. P. solani’ a inceput la etapa
de inflorire dar nu a fost raspandita. La etapa inceputului coacerii fructelor de tomate o jumatate
din plantele soiurilor Desteptarea si Mary Gratifully au fost infectate cu ‘Ca. P. solani’. La etapa
coacerii fructelor in masa, soiul Mary Gratifully a demonstrat o sensibilitate mai inalta la infectia

8



fitoplasmica in comparatie cu soiul Desteptarea. Soiul Cerasus a manifestat o rezistenta sporita la
infectia fitoplasmica comparativ cu sezonul de vegetatie a anului curent, la fel ca in ultimii 3 ani.

La soiurile de tomate Cerasus, Desteptarea, Exclusiv, Elvira, Mary Gratifully, Tomis au fost
identificate diferite genuri de fungi care duc la diminuarea calitatii productiei agricole — Fusarium
spp., Penicillium spp., Aspergillus spp., Myrothecium spp. Mostrele de ADN a soiurilor de grau
Moldova-5, Moldova-11, Moldova-66, Moldova-79, Moldova-614, linia L-18 au fost analizate
pentru prezenta patogenilor care cauzeaza diferite maladii la plantele. Pe parcursul maturarii
spicului se evidentiaza speciile din g. Fusarium si g.Penicillium. La fazele tardive de vegetatie
in mostrele de ADN de grau se atestd Aspergillus parasiticus. In materialul vegetal colectat de la
2 genotipuri de porumb (MK-01, B-73) au fost identificate urmatoarele specii: Penicillium spp.,
F.incarnatum, F. equisety, F. proliferatum. Speciile au fost identificate cel mai des in boabe de
porumb la ambele genotipuri studiate la diferite stadii de coacere.

Pentru PCR-analiza a ADN-lui total extras din sol s-au folosit primeri construiti pe baza genelor
implicate in sinteza micotoxinelor, concentratia carora in produse alimentare este reglementata de
legislatia UE. Analiza mostrelor de sol, pe care a fost cultivat graul, a demonstrat semnale pozitive
cu primeri specifici pentru Aspergillus parasiticus, A. flavus, A. oryzae, A. minisclerotigenes, A.
sojae, care corespund secventelor genelor AfIR, aflP si sunt implicate in sinteza aflatoxinei. De
asemenea, au fost identificate fragmente de ADN, omoloage cu secventa genei polyketidesynthase
(PKS13), ce este implicatd in sinteza zearalenonei, a secventelor genelor trichothecene C-3
esterase (TRI8) si cytochrome P450 monooxygenase (Tril1), care sunt responsabili pentru sinteza
toxinelor deoxivalenona si T2. Analiza solului de pe parcelele, unde a fost cultivat porumbul, a
evidentiat in mostrele de ADN secvente ale genelor fum6 si FUM1, care sunt implicate in sinteza
fumonisinei. Primerii utilizati au permis identificarea Fusarium proliferatum, F. verticillioides, F.
Sfujikuroi, F. oxysporum. Adaugator aceste secvente au demonstrat prezenta in sol a Fusarium
verticillioides si F. proliferatum.



5. CONCLUZII

1.

A fost efectuat design-ul primerilor pentru PCR-identificarea patogeni fungici Fusarium
equiseti, Fusarium sporotrichioides si Fusarium incarnatum.

A fost demonstrata eficacitatea tratamentului cu Shell+Reglalg asupra gradului de infectare
al boabelor de grau.

Mostrele de ADN a soiurilor de grau Moldova-5, Moldova-11, Moldova-66, Moldova-79,
Moldova-614, linia L-18 si soiul-standard Kuialnic, colectate la diferite faze de vegetatie,
au fost analizate pentru prezenta patogenilor din g. Fusarium. Cei mai frecvent identificati
patogeni pe loturile IGFPP in anul 2019 au fost F. verticillioides si F. incernatum. Cele
mai susceptibile la fuzarioza soiuri au fost Moldova-11 si Moldova-79.

Organele vegetative la fazele initiale de dezvoltare a porumbului (genotipurile MK-01, B-
73) au fost practic lipsite de patogeni la plantele de ambele genotipuri. Infectia apare in
stiulete la faza lapte-ceard. Cei mai frecvent identificati fungi au apartinut g. Fusarium si
Alternaria. Analiza specifica a demonstrat prezenta speciilor Penicillium chrysogenum, F.
avenaceum, F. verticillioides, F. equisety, F. proliferatum, F. incarnatum, A.alternata.
Infectarea tomatelor cu ‘Ca. P. solani’ se incepe la etapa de inflorire. La etapa coacerii
fructelor in masa, soiul Mary Gratifully a demonstrat o sensibilitate mai inaltd la infectia
fitoplasmica in comparatie cu soiul Desteptarea. Soiul Cerasus a manifestat o rezistenta
sporita la infectia fitoplasmica.

La soiurile de tomate Cerasus, Desteptarea, Exclusiv, Elvira, Mary Gratifully, Tomis au
fost identificate diferite genuri de fungi (Fusarium spp., Penicillium spp., Aspergillus spp.,
Myrothecium spp.) care duc la diminuarea calitatii productiei agricole.

A fost evaluat gradul de infectare a soiurilor de tomate Cerasus, Exclusiv si Elvira cu
agentii cauzali a fuzariozei si alternariozei prin metoda semicantitativa.

La soiurile de tomate, grau si genotipurile de porumb au fost identificate diferite genuri
de fungi care duc la diminuarea calitdtii productiei agricole — Fusarium spp., Penicillium
spp., Aspergillus spp., Myrothecium spp.

PCR-analiza a ADN-Iui din sol pe care a fost cultivat graul si porumb a demonstrat
semnale pozitive cu primeri specifici care corespund secventelor genelor, implicate in
sinteza micotoxinelor, concentratia carora in produse alimentare este reglementatd de
legislatia UE.
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6. Participarea in programe si proiecte internationale (ORIZONT 2020, SCOPES, JOP,
IRSIS, NATO, etc.), inclusiv propunerile prezentate/castigate in cadrul concursurilor
nationale si internationale cu tangenta la tematica cercetarii proiectului realizat.

1. Cercetatorii laboratorului au fost antrenati in executarea proiectelor internationale:
— Proiect bilateral STCU nr. 6225 ”Monitoring molecular al celor mai importante boli

fungice si bacteriene 1n livezile de meri din Moldova”;

— Proiect bilateral STCU nr. 6378 ,, Elaborarea tehnicii noi de evaluare a rezistentei tomatelor
la fitoplasma”;

- Proiect moldo-belarus 19.80013.51.07.10A/BL  “Analiza complexa a acumularii
micotoxinelor in produse alimentare pe parcursul depozitarii”.

2. Cercetatorii laboratorului au devenit membri ai Asociatiei Europene de Cooperare in
domeniul Stiintei si Tehnologiei (COST) din cadrul Programului UE dedicat cercetarii si inovarii
Orizont 2020, actiunea CA 18127 — International Nucleome Consortium.
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ANEXE:
Anexa 1.1.
Fisa proiectului de cercetiari fundamentale

I. Denumirea directiei strategice, codul si denumirea proiectului

II.

I1I.

IV.

VL

VIL

VIII. Sumarul activititilor proiectului realizate in anul 2019

16.05 Biotehnologie, 15.817.05.10F Tehnologii de diagnostic molecular al fitopatogenilor

Obiectivele proiectului

Analiza speciilor de fitopatogeni fungici la unele soiuri de tomate, grau, si porumb, care
manifestd un grad diferit de rezistenta la agentii studiati.

Analiza comparativa a gradului de infectare a unor plante de cultura prin metoda
semicantitativa.

Analiza moleculara a prezentei Candidatus Phytoplasma solani la unele soiuri de tomate
cu grad diferit de rezistenta si la cicade.

Identificarea patogenilor care cauzeaza diferite maladii la plantele de cultura si duc

la diminuarea calitétii productiei agricole in solul din loturile experimentale.

Identificarea in sol si in material vegetal patogenilor-producenti de micotoxine, care
afecteaza calitatea productiei agricole si prezintd un risc semnificativ pentru sdnatatea
umana.

Termenul executarii

2015-2019

Volumul total planificat al finantarii

7544.1 mii lei

Volumul

finantarii pe perioada evaluata (mii lei)

Finantarea planificata 1930,2 mii lei Executata 1930,2 mii lei

Subdiviziunile organizatiei executoare (laborator, sectie, sector etc.)

Laboratorul Genetica Moleculara

Executorii

Nume, prenume, functia in cadrul proiectului

Tumanova L., dr. ch., conferentiar cercetator, conducatorul proiectului

Barbacar N., dr. hab. biol., profesor cercetdtor, consultant stiintific

Zamorzaeva l., dr. biol., conferentiar cercetator, cercetator stiintific coordonator

Belousova G., dr. biol.,, cercetator stiintific superior

Deaghileva A., dr. biol., cercetator stiintific superior

Bivol L, dr. biol., cercetator stiintific superior

Mitina L., dr. biol,, cercetator stiintific superior

0NN DN A~ W~

Mitin V., cercetator stiintific

O

Cuznetova 1., cercetator stiintific

10

Ignatova Z., cercetator stiintific

11

Bahsiev A., cercetator stiintific stagiar

12

Grajdieru C., cercetator stiintific stagiar

Activitati planificate Activitati realizate si rezultate noi obtinute in
cadrul proiectului (150 de cuvinte)
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Analiza speciilor de
fitopatogeni fungici la
unele soiuri grau care
manifestd un grad diferit de
rezistenta la agentii studiati.

Au fost analizate boabe de grau, neprelucrate si
prelucrate cu Shell+Reglalg. A fost izolat ADN din
doud grupuri de boabe de grau de toamna a
urmatorilor soiuri si linii: Moldova-5, Moldova-11,
Moldova-66, Moldova-79, Moldova-614, linia L-18
si soiul-standard Kuialnic. A fost efectuatd analiza
PCR pentru prezenta F. avenaceum, F. equiseti, F.
verticillioides, A. alternata, Myrothecium roridum.
A fost demonstratd eficacitatea tratamentului
semintelor.

Mostrele de ADN a soiurilor de grau enumerate,
colectate la diferite faze de vegetatie, au fost
analizate pentru prezenta patogenilor. Cei mai
frecvent identificati patogeni la soiurile aristate
Moldova-11, Moldova-66, Moldova-79, Moldova-
614, si soiul-standard Kuialnic pe loturile IGFPP au
fost F. verticillioides si F.incarnatum. Totodata la
genotipurile fara ariste Moldova 5 si linia L-18
aceste specii de patogeni nu au fost identificati. S-a
constatat ca infectia spicului are loc inaintea si in
timpul infloririi. Cele mai susceptibile la fuzarioza
soiuri au fost Moldova-11, Moldova-79, Moldova 5
si linia L-18. Analiza ADN-lui, extras din partile
terminale ale spicului, a demonstrat ca infectia se
raspandeste de la varful spicului spre baza, adica nu
are loc raspandirea prin vasele conductive.

Analiza speciilor de
fitopatogeni fungici la
unele soiuri de tomate,
care manifestd un grad
diferit de rezistenta la
agentii studiati.

A fost creata colectia de lucru de ADN extras din
frunzele si fructele a sase soiuri de tomate (Cerasus,
Desteptarea, Exclusiv, Elvira, Tomis, Mary
Gratifully), care se caracterizeaza prin rezistentda
diferita la alternarioza si fuzariozi. In rezultatul
efectuarii analizei PCR cu utilizarea primerilor
specifici au fost determinate cazuri de infectare ale
soiurilor date cu fitopatogenii din g. Fusarium si g.
Alternaria pe parcursul sezonului de vegetatie.

Analiza speciilor de
fitopatogeni fungici la
unele soiuri porumb, care
manifesta un grad diferit de
rezistenta la agentii studiati.

A fost extras ADN total din mostre de material
vegetal, colectat de la 2 genotipuri de porumb (MK-
01, B-73) la diferite faze de vegetatie si creatd
colectia de lucru. A fost analizat spectrul de
fitopatogeni din g.  Fusarium, Alternaria,
Myrothecium, Penicillium, Aspergillus. Organele
vegetative la fazele initiale de dezvoltare au fost
practic lipsite de patogeni la plantele de ambele
genotipuri. Infectia apare in stiulete la faza lapte-
ceara. Cei mai frecvent identificati fungi au apartinut
g. Fusarium i Alternaria, in contrar, specii din g.
Aspergillus nu au fost identificati la faza lapte-ceara.
Cea mai inaltd rata de infectare cu fungii din g.
Fusarium a fost calculati pentru linia B-73. In boabe
coapte s-a identificat Penicillium spp. la linia MK-
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01, Fusarium spp. la linia B-73, rata infectiei cu
Alternaria spp. a fost destul de joasd la faza de
maturare completa si inalta la faza lapte-ceara pentru
ambele linii. Analiza specifica a demonstrat prezenta
speciilor Penicillium chrysogenum, F. avenaceum,
F. verticillioides, F. equisety, F. proliferatum, F.
incarnatum, A.alternata.

F. oxysporum, F. sporotrichioides, F. graminearum,
F.  culmorum,  Penicillium  expansum, P.
brevicompactum nu au fost identificati.

Examinarea locilor de
rezistenta la agenti patogeni
in diferite genotipuri de
grau.

A fost realizatd analiza genetico-moleculara la
diferite soiuri de grau din colectia IGFPP cu scopul
identificarii locilor de rezistenta la agenti patogeni.
S-a constatat ca colectia de griu studiatd a inclus
genotipuri eterogene (diferit nivel de rezistentd).
Analiza RGA (resistance gene analogs) ale soiurilor
de grau a aratat prezenta polimorfismului
intraspecific si interspecific ce indicd prezenta
variabilitatii genetice in genotipurile studiate. In
spectrul divers de fragmente amplificate, a fost
remarcatd prezenta secventelor specifice care pot fi
utilizate ca markeri moleculari in genotiparea
graului.

Analiza comparativa a
gradului de infectare a unor
plante de cultura prin
metoda semicantitativa.

A fost evaluat gradul de infectare a soiurilor de
tomate Cerasus, Exclusiv si Elvira cu agentii cauzali
a fuzariozei §i alternariozei prin metoda
semicantitativa. Datele obtinute au demonstrat, ca
soiul Cerasus a aratat cel mai mic grad de infectie cu
agenti patogeni din g. Fusarium, soiul Exclusiv -
mediu, soiul Elvira - cel mai mare. Continutul de
agenti patogeni din g. Alternaria a fost detectat mai
mult la soiul Exclusiv, in medie - la soiul Elvira, cel
mai mic - la soiul Cerasus. Continutul de patogeni
din g. Alternaria a fost de doud ori mai mare decat
din g. Fusarium.

Analiza moleculara a
prezentei Candidatus
Phytoplasma solani la
unele soiuri de tomate cu
grad diferit de rezistenta si
la cicade.

Diagnosticul molecular al fitoplasmei in serd a
demonstrat ca infectia ‘Ca. P. solani’ nu a fost
prezenta in plante si insecte pana la finele cresterii
rasadului. Cicadele 1n serd si in camp la inceputul
sezonului de vegetatie (prima jumatatea a lunii iunie)
nu a fost prezente Intr-un volum considerabil si
infectate cu ‘Ca. P. solani’. Infectarea tomatelor cu
‘Ca. P. solani’ a inceput la etapa de inflorire dar nu
a fost raspanditd. La etapa inceputului coacerii
fructelor de tomate o jumatate din plantele soiurilor
Desteptarea s1 Mary Gratifully au fost infectate cu
‘Ca. P. solani’. Mai tarziu, la etapa coacerii fructelor
in masd, sotul Mary Gratifully a demonstrat o
sensibilitate mai Tnalta la infectia fitoplasmica in
comparatie cu soiul Desteptarea. Soiul Cerasus a
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manifestat o rezistentd sporitd la infectia
fitoplasmica comparativ cu sezonul de vegetatie a
anului curent, la fel ca si in ultimii trei ani.

Identificarea patogenilor
care cauzeaza diferite
maladii la plantele de
cultura si duc la diminuarea
calitatii productiei agricole.

La soiurile de tomate studiate (Cerasus, Desteptarea,
Exclusiv, Elvira, Mary Gratifully, Tomis) au fost
identificate diferite genuri de fungi care duc la
diminuarea calitatii productiei agricole — Fusarium
spp.,  Penicillium  spp.,  Aspergillus  spp.,
Myrothecium spp.

Mostrele de ADN a soiurilor de grau colectate la
diferite faze de vegetatie, au fost analizate pentru
prezenta patogenilor care cauzeaza diferite maladii
la plantele. Pe parcursul maturarii spicului se
evidentiazda  F. avenaceum, F. equisety, F.
oxysporum, P. chrysogenum si P. brevicompactum.
La fazele tardive de vegetatie in mostrele de ADN de
grau apare Aspergillus parasiticus.

In material vegetal colectat de la 2 genotipuri de
porumb (MK-01, B-73) au fost identificati
urmatoarele specii: Penicillium spp., F.incarnatum,
F. equisety, F. proliferatum. Speciile au fost
identificate cel mai des in boabe de porumb la
ambele genotipuri studiate (MK-01, B-73) la diferite
stadii de coacere.

Identificarea in sol si in
materialul vegetal a
patogenilor-producenti de
micotoxine, care afecteaza
calitatea productiei agricole
s1 prezinta un risc
semnificativ pentru
sanatatea umana.

Analiza mostrelor de sol, pe care a fost cultivat graul,
a demonstrat signale pozitive cu primeri specifici
pentru Aspergillus parasiticus, A. flavus, A. oryzae,
A. minisclerotigenes, A. sojae, care corespund
secventei genei AfIR. Cu ajutorul primerilor pentru
secventa genei O-methyltransferase A (aflP) au fost
identificati A. parasiticus si A. flavus. Aceste gene
sunt implicate in sinteza aflatoxinei. De asemenea,
in aceleasi mostre de sol au fost identificate
fragmente de ADN, omoloage cu secventa genei
polyketidesynthase (PKS13), ce este implicatd in
sinteza zearalenonei. La fel s-a demonstrat prezenta
in mostre de ADN din sol a secventelor genelor
trichothecene C-3 esterase (TRI8) si cytochrome
P450 monooxygenase (Tril1). Aceste gene fac parte
clasterul  genomic implicat 1n  biosinteza
tricocetenelor. El este responsabil pentru sinteza
toxinelor deoxivalenona si T2.

Analiza solului de pe parcelele, unde a fost cultivat
porumbul, a evidentiat in mostrele de ADN secvente
ale genei biosyntheticpolyketidesynthase (FUM1).
Primerii utilizati au permis identificarea Fusarium
proliferatum, F. verticillioides, F. fujikuroi, F.
oxysporum.
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Adaugator, identificarea secventei genei oxygenase
(fum6) a demonstrat prezenta in sol a Fusarium
verticillioides si F. proliferatum.

IX. Lista lucrarilor stiintifice cu referinta la proiectul dat pe anul 2019
Articole din reviste cu factor de impact:
- articole din reviste cu factor de impact 1,0-2,9

1. ZAMORZAEVA, I.; BAHSIEV, A.; TUMANOVA, L. Optimal timing and sampling
for a reliable assessment of the resistance of tomato varieties to Ca. P. solani.
Phytopathogenic  Mollicutes. 2019, 9(1), 159-160. ISSN 2249-46609.
doi: 10.5958/2249-4677.2019.00080.X (IF: 2.8).

- articole din reviste cu factor de impact 0,1-0,9

1. BAXIINEB, A.I'. BiusHue MeTeopoJIOrMYEeCKUX YCIOBUH Ha pacHpoCTpaHEHUE
¢uToruIazMbl 'y TOMAatoB. MoneKyasapHas 2eHemuKkd, MUKpoOUoio2us u
supyconocus. 2019, 37  (Cmeusbmmyck), 15, ISSN  0208-0613
https://doi.org/10.17116/molgen2019s-tez, (IF: 0,36).

Articole din reviste nationale

1. MITINA, I; ZGARDAN, D.; STURZA, R.; SCUTARU, I. The methodological
aspects of using real-time polymerase chain reaction (RT-PCR) in Brettanomyces-
Dekkera detection. Journal of Engineering Science Vol. XXVI, no. 2 (2019), pp. 117
—125. DOI: 10.5281/zenodo.3249213.

Articole in culegeri (nationale / internationale)

1. GRAJDIERU, C.; DEAGHILEVA, A.; TUMANOVA, L.; MITIN, V.; Molecular
analysis of some toxigenic fungi in moldavian tomato varieties. In: Mamepuanw: II
Meorcoynapoonou Hayunou xoughepenyuu « Tenoenyuu pazeumusi azpogpuzuku. om
aKmyanbHulX npoodiem semaedenus u pacmeHue800Cmea K mexHoi02usam 0y0yue2oy.
Cankr-IlerepOypr: ®T'BHY A®U, 2019, pp. 302-307. ISBN 978-5-905200-40-3.

2. BEJIOYCOBA, I'; IIYBUHA, B. MonekyJlsapHO-T€HETUUECKOE HCCIEI0BAHNE
IATOrEHHOrO 3apaKEHHsI CeMsH Tomarta. In: Mamepuanwt II Meocoynapoonoii
HayuHou KoHugepenyuu «Tenoenyuu passumus azpoQusuxu: om aKmyaibHbIX
npobnem 3emiaedenus U pacmeHuesoocmea kK mexuono2uim 0yoyweco». CaHKT-
[TerepOypr: ®I'BHY ADU, 2019, pp. 317-323. ISBN 978-5-905200-40-3.

3. KY3HELOBA, W.; T'POXIUEPY, K.; UTHATOBA, 3. HWcnonp3oBaHue
MOJICKYJISIPHO-T€HETHYECKUX METOAOB Ul NMPECHUMITOMATHUECKOTO ONpEeAeIeHUS
3apaKEHHOCTH O3MMOW IIIEHHWIBI TPHOHBIMH TATOT€HAMH pOAOB Fusarium W
Alternaria. In: Mamepuanwr Il Meacoynapoonoii nayunoii kongepenyuu« Tendenyuu
pazeumusi a2pousuKu.; om aKkmyaibHulX npodaem 3emiedenus U pacmenueso0Ccmed
K mexuonoeuam oyoywezoy. Cankr-IlerepOypr: ®I'BHY A®U, 2019, pp. 383-389.
ISBN 978-5-905200-40-3.

4. ZAMORZAEVA, I.; BAHSIEV, A.; MIHNEA, N. Spread of phytoplasma infection
in the tomato field depending on the climatic conditions of the year. In: Mamepuanwi
11 Meaicoynapoonou nayunot konghepenyuu« Tenoenyuu pazgumust acpoQuzuku: om
aKmyanbHbiX npooOem 3eMaedenus U pacmeHue800Cmea K mexHoa02uiam 0y0yuezon.
Cankr-IlerepOypr: ®I'BHY A®U, 2019, pp. 662-668.ISBN 978-5-905200-40-3.

Teze ale comunicarilor la simpozioane, in culegeri nationale

1. BAHSIEV, A.; MITIN, V.; ZAMORZAEVA, 1. Testarea primerilor specifici pentru

detectia CandidatusPhytoplasma solani. In: Teze ale Simpozionului Stiintific
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International ,,Biotehnologii avansate - realizari si perspective” (Editia a V-a).Ch.:
“Print-Caro”, 2019, p. 9. ISBN 978-9975-56-695-7.

2. ZAMORZAEVA, 1.; BAHSIEV, A.; MIHNEA, N. Estimation of phytoplasmosis and
productivity in some moldavian tomato varieties. In: Teze ale Simpozionului Stiintific
International ,,Biotehnologii avansate - realizari si perspective” (Editia a V-a).Ch.:
“Print-Caro”, 2019, p. 21. ISBN 978-9975-56-695-7.

3. KY3HELIOBA, U.; I'POXJIUEPY, K.; UTTHATOBA, 3. Bausinue npeanoceBHOM
00paboTKM Ha UHPHUIIMPOBAHHOCTH CEMSTH HEKOTOPBIX TEHOTHUITOB 03UMOH IIIICHHIIBI
rpubkamMu ponoB Fusarium wu Penicillium. Materialele simpozionului Stiintific
international ,,Biotehnologii avansate-realizari si perspective” (editia a V-a), 21-22
octombrie 2019, Chisindu , p-78.

4. BEJIOYCOBA, TI'.; IIYBMUHA, B. MonekyaspHO-T€HETHYECKOE OIpeeIeHUE
(DMTONATOreHHOrO IOpPaXKEHHs IUIONOB TOMATa HA PAHHMX cTamusx. In: Teze ale
Simpozionului Stiintific International , Biotehnologii avansate - realizari i
perspective” (Editia a V-a)Ch.: “Print-Caro”, 2019, p.10. ISBN 978-9975-56-695-7.

5. TUMANOVA, L.; GRAJDIERU, C.; MITIN, V. Identification of DNA of pathogens
from Fusarium genus in maize plants (Zea mays) in: Teze ale Simpozionului Stiintific
International ,,Biotehnologii avansate - realizari si perspective” (Editia a V-a). Ch.:
“Print-Caro”, 2019, p. 19. ISBN 978-9975-56-695-7.

6. DEAGHILEVA, A.; MITIN, V.; TUMANOVA, L.; GRAJDIERU, C. Elaborarea
primerilor specifici pentru identificarea moleculard a fungilor din g.
Gaeumannomyces. In: Teze ale Simpozionului Stiintific International ,, Biotehnologii
avansate - realizari si perspective” (Editia a V-a). Ch.: “Print-Caro”, 2019, p. 15.
ISBN 978-9975-56-695-7.

7. BIVOL, I.; SIROMEATNICOV I.; MIHNEA N. RGA markers to study of the genetic
diversity of some tomato genotypes in Moldova. In: Abstract book of International
Conference. Life Sciences in the dialogue of generations: Connections between
Universities, Academia and Business Community. Chisinau, Dimitrie Cantemir State
University, 2019. pp.15-16.

8. BIVOL L.; GORE A.; ROTARI S. Assessment of diversity in some wheat genotypes,
based on RGA markers analysis. In: International Scientific Symposium (Vth
Edition). Advanced Biotechnologies — Achievements and Prospects. Chisinau,
Tipogr. Print—Caro, 2019. p.11.

Relevanta rezultatelor stiintifice teoretice / aplicative obtinute, 2019

In aspect fundamental, cercetirile, vor contribui la crearea suportului stiintific pentru
diagnosticarea moleculara a fungilor patogeni ai graului, porumbului si tomatelor si la
intelegerea corelatiei intre prezenta fitopatogenelor si declansarea procesului infectios. In
aspect aplicativ, realizarea cercetarilor va contribui la extinderea spectrului agentilor
fitopatogeni identificati. Elaborarea si utilizarea metodelor de control molecular al
fitopatogenilor, sunt durabile din punct de vedere economic si ecologic. Procedeele
elaborate vor fi recomandate, pentru diagnosticarea a fitopatogenilor in laboratoarele de
profil fitosanitar. Datoritd faptului ca procedeele de diagnostic molecular permit
identificarea infectiei la etape initiale de infectare, vor fi evitate cheltuielile enorme, ce se
atestd ca urmare a utilizarii materialului semincer sau saditor infectat si ca, consecinta,
competitivitatea productiei agroalimentare pe piata interna si externa. Totodata, aplicarea
metodelor noi va contribui la realizarea masurilor de protectie a plantelor de carantina
fitosanitara prevazute de unele acte legislative-normative. Rezultatele proiectului vor
contribui la sporirea potentialului instrumentelor de expertizare a fitopatogenilor in
Republica Moldova.
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XI. Rezumatul celor mai semnificative rezultate stiintifice teoretice / aplicative obtinute in
cadrul proiectului in anul 2019
A fost efectuat design-ul primerilor pentru PCR-identificarea patogeni fungici Fusarium
equiseti, Fusarium sporotrichioides si Fusarium incarnatum. Sa demonstrat eficacitatea
tratamentului cu Shell+Reglalg asupra gradului de infectare al boabelor de grau. Au fost
analizate sapte soiuri de grau pentru prezenta patogenilor din g Fusarium. Cei mai frecvent
identificati patogeni pe loturile IGFPP 1n anul 2019 au fost F. verticillioides si1 F. incernatum.
Cele mai susceptibile la fuzarioza soiuri au fost Moldova-11 si Moldova-79. Organele vegetative
la fazele initiale de dezvoltare a porumbului (genotipurile MK-01, B-73) au fost practic lipsite
de patogeni la plantele de ambele genotipuri. Infectia apare 1n stiulete la faza lapte-ceara.
Infectarea tomatelor cu ‘Ca. P. solani’ se incepe la etapa de inflorire. La etapa coacerii fructelor
in masa, soiul Mary Gratifully a demonstrat o sensibilitate mai inalta la infectia fitoplasmica in
comparatie cu soiul Desteptarea. Soiul Cerasus a manifestat o rezistentd sporitd la infectia
fitoplasmica.
A fost evaluat gradul de infectare a soiurilor de tomate Cerasus, Exclusiv si Elvira cu agentii
cauzali a fuzariozei si alternariozei prin metoda semicantitativa. La soiurile de tomate, grau si
genotipurile de porumb au fost identificate diferite genuri de fungi care duc la diminuarea
calitatii productiei agricole — Fusarium spp., Penicillium spp., Aspergillus spp., Myrothecium
Spp.
PCR-analiza a ADN-lui din sol pe care a fost cultivat graul si porumb a demonstrat semnale
pozitive cu primeri specifici care corespund secventelor genelor, implicate 1n sinteza
micotoxinelor, concentratia carora in produse alimentare este reglementata de legislatia UE.

Beneficiarul (ministere, institutii de stat sau private, intreprinderi, etc.)
Beneficiarii directi ai rezultatelor proiectului vor fi laboratoarele IGFPP, IP Laboratorul Central
Fitosanitar §i, prin intermediul acestora, agentii economici producatori agricoli.

Conducatorul proiectului TUMANOVA Lidia, dr., conf.cerc.
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