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Scopul general al proiectului conform formularului de aplicare

Scopul proiectului dat este evidentierea corelatiei dintre prezenta genelor de sinteza a
micotoxinelor (patogenilor) in produse alimentare §i concentratiei micotoxinelor, stabilite pe
parcursul depozitarii.

Obiectivele proiectului conform formularului de aplicare

1) Design-ul primerilor specifici secventelor de gene, implicate In sinteza micotoxinelor.

2) Elaborarea protocoalelor PCR si Real-Time PCR pentru detectarea genelor, implicate Tn
sinteza micotoxinelor.

3) Analizele PCR si Real-Time PCR a produselor alimentare la diferite etape de depozitare
pentru prezenta genelor, implicate 1n sinteza micotoxinelor.

4) Analiza micotoxinelor in produse alimentare prin metoda de cromatografie lichida de inalta
performantd (Republica Belarus).

Actiunile planificate pentru realizarea scopului si obiectivelor proiectului

1.Elaborarea primerilor specifici secventelor de gene, implicate in sinteza micotoxinelor,
si primerilor specifici fungilor-producenti de micotoxine (din g. Fusarium, Aspergillus, si
Penicillium)

- Studierea datelor GenBank si cautarea secventelor conservative a genelor, implicate in sinteza
micotoxinelor

- Analiza BLAST a primerilor creati.

- Studierea datelor GenBank si cautarea secventelor conservative a genelor pentru identificarea
fungilor-producenti de micotoxine (din g. Fusarium, Aspergillus, si Penicillium)

- Analiza BLAST a primerilor creati.

- Comandarea primerilor




2.Testarea seturilor de primeri creati

- Izolarea si purificarea ADN-ului genomic din produse, contaminate cu mucegaiuri

- Cuantificarea ADN-lui prin electroforeza in gelul de agaroza.

- PCR si nested-PCR pe ADN izolat din produse, contaminate cu mucegaiuri, cu seturile noi de
primeri specifici pentru PCR-identificarea genelor, implicate in sinteza micotoxinelor, si
optimizarea parametrilor PCR.

- Electroforeza in gelul de agaroza si procesarea electroforegramelor (GelAnalizer2010).

- PCR si nested-PCR pe ADN izolat din produse, contaminate cu mucegaiuri cu seturile noi de
primeri specifici pentru identificarea fungilor-producenti de micotoxine (din g. Fusarium,
Aspergillus, si Penicillium)

- Electroforeza in gelul de agaroza si procesarea electroforegramelor (GelAnalizer2010).

- Identificarea fungilor filamentosi, detectati in produse pe parcursul depozitarii, si corelarea cu
datele despre evidentierea in aceste produse genelor, implicate in sinteza micotoxinelor

3. Analiza diseminarii fungilor-producenti pe parcursul depozitarii

-Selectarea metodei optime pentru extragerea ADN-lui din cereale.

- Izolarea ADN-lui din cereale in diferite etape de depozitare.

-analiza PCR conventionald, nested-PCR a ADN-ului izolat folosind primerii pentru gene de
sintezd a micotoxinelor

- analiza PCR conventionala, nested-PCR a ADN-ului izolat folosind primerii pentru gene
utilizate pentru identificarea moleculara a agentilor patogeni capabili sa sintetizeze micotoxine.
- Analiza real-time PCR (in timp real) a ADN-ului izolat folosind primerii la gene pentru
sinteza micotoxinelor

- Analiza real-time PCR (in timp real) a ADN-ului izolat folosind primerii pentru gene utilizate
pentru identificarea moleculard a agentilor patogeni capabili sa sintetizeze micotoxinele.
4.Evaluarea coincidentei rezultatelor, obtinute prin metode moleculare, cu rezultatele,
obtinute prin metode standard

- Extragerea micotoxinelor din probele analizate anterior prin metoda PCR.

- Determinarea cantitatii de micotoxine in probe.

- Compararea rezultatelor obtinute folosind metode de diagnostic molecular si metode standard
pentru determinarea micotoxinelor si identificarea corelatiei dintre cantitatea de ADN a unui

agent patogen sau a unei gene pentru sinteza micotoxinelor si continutul micotoxinei nsasi.

Actiunile realizate pentru atingerea scopului si obiectivelor proiectului

1. Elaborarea primerilor specifici secventelor de gene, implicate in sinteza micotoxinelor, si
primerilor specifici fungilor-producenti de micotoxine (din g. Fusarium, Aspergillus, si
Penicillium)

A fost efectuatd studierea datelor GenBank si cautarea secventelor conservative a genelor,
implicate in sinteza micotoxinelor, Analiza BLAST a primerilor creati, Studierea datelor GenBank
si cdutarea secventelor conservative a genelor pentru identificarea fungilor-producenti de
micotoxine (din g. Fusarium, Aspergillus, si Penicillium), Analiza BLAST a primerilor creati. Ca
rezultat, au fost create si ordonate 22 de perechi de primeri pentru gene implicate in biosinteza




micotoxinelor (ocratoxind, patulind, fumonisind, aflatoxina, zearalenona, T2 si DON) si 16
perechi de primeri pentru gene utilizate pentru taxonomia moleculara.

2.Testarea seturilor de primeri creati

- A fost efectuatd izolarea, purificarea si cuantificarea ADN-ului genomic din produse,
contaminate cu mucegaiuri (tomate, grau, porumb)

- PCR, nested-PCR si Real-time PCR pe ADN izolat din produse, contaminate cu mucegaiuri, cu
seturile noi de primeri specifici pentru PCR-identificarea genelor, implicate in sinteza
micotoxinelor, si optimizarea parametrilor PCR. In cazul PCR si nested-PCR - Electroforeza in
gelul de agaroza si procesarea electroforegramelor (GelAnalizer2010)

- PCR, nested-PCR si Real-time PCR pe ADN izolat din produse, contaminate cu mucegaiuri cu
seturile noi de primeri specifici pentru identificarea fungilor-producenti de micotoxine si




optimizarea parametrilor PCR. In cazul PCR conventional si nested-PCR - Electroforeza in gelul
de agaroza si procesarea electroforegramelor (GelAnalizer2010)

Au fost elaborate protocoale PCR si RT-PCR pentru detectarea genelor, implicate in sinteza
micotoxinelor. Aceste protocoale au fost utilizate in faza a treia a proiectului pentru a analiza
distributia producatorilor de micotoxine in produse alimentare in diferite etape de depozitare.

A fost efectuatd identificarea fungilor filamentosi, detectati in produse pe parcursul depozitarii,
si corelarea cu datele despre evidentierea 1n aceste produse genelor, implicate 1n sinteza
micotoxinelor

3. Analiza diseminarii fungilor-producenti pe parcursul depozitarii

A fost selectatd metoda optima pentru izolarea ADN-ului din cereale. ADN-ul a fost izolat din
probe de grau, porumb, orz, fasole, naut in diferite perioade de depozitare (25 de probe). ADN-ul
izolat a fost analizat folosind

-analiza PCR conventionald, nested-PCR a ADN-ului izolat folosind primerii pentru gene de
sinteza a micotoxinelor

- analiza PCR conventionald, nested-PCR a ADN-ului izolat folosind primerii pentru gene
utilizate pentru identificarea moleculard a agentilor patogeni capabili sa sintetizeze micotoxine.

- Analiza RT-PCR (in timp real) a ADN-ului izolat folosind primerii la gene pentru sinteza
micotoxinelor

- Analiza RT-PCR (in timp real) a ADN-ului izolat folosind primerii pentru gene utilizate pentru
identificarea moleculara a agentilor patogeni capabili sa sintetizeze micotoxine.

4.Evaluarea coincidentei rezultatelor, obtinute prin metode moleculare, cu rezultatele,
obtinute prin metode standard

S-a efectuat extractia micotoxinelor din probele analizate anterior prin PCR (aflatoxina totald si
fumonisind B1).

S-a determinat cantitatea de micotoxine (aflatoxina totald si fumonisind B1) in probe.

- S-a facut comparatia rezultatelor obtinute utilizind metode de diagnostic molecular si metode
standard pentru determinarea micotoxinelor si identificarea unei corelatii dintre cantitatea de ADN
patogen sau gena de sinteza a micotoxinelor si continutul micotoxinei in insesi.

Rezultatele obtinute




Pentru identificarea microorganismelor capabile de sinteza micotoxinelor in produse alimentare,
a fost aleasd metoda de reactie de polimerizare in lant (PCR). Ca urmare a acestei reactii, se
sintetizeaza un numar mare de copii ale fragmentelor specifice genei studiate, limitate de o
pereche de primeri. Specificitatea si eficienta reactiei PCR depinde de calitatea primerilor.
Etapa 1. Elaborarea primerilor specifici secventelor de gene, implicate in sinteza
micotoxinelor, si primerilor specifici fungilor-producenti de micotoxine (din g. Fusarium,
Aspergillus, si Penicillium)

Studierea datelor GenBank si ciutarea secventelor conservative a genelor, implicate in
sinteza micotoxinelor

Au fost studiate datele bibliografice ce descriu biosinteza a principalelor micotoxine,
concentratia carora In produsele alimentare este reglementata de baza legislativa in majoritatea
tarilor. Au fost alese genele implicate in biosinteza micotoxinelor. Au fost analizate datele
GenBank referitor la prezenta secventelor a acestor gene in genomurile diferitor
microorganisme-producenti de micotoxine. Au fost alese secventele conservative ce permit
design-ul primerilor pentru identificarea microorganismelor-producenti de micotoxine. Pentru
PCR-identificarea patogenilor producenti de DON, T-2 au fost creati primeri in baza secventelor
genice implicate 1n sinteza tricotecenelor: trichothecene biosynthesis protein (TRI14) gene,
TRI11, TRIS. Pentru identificarea producentilor de aflatoxine a fost aleasa gena AfIR. Pentru
identificarea producentilor de ocratoxina A au fost creati primeri in baza secventelor genice
ochratoxin A non-ribosomal peptide synthetase gene, pentru identificarea producentilor de
patulind — secventele isoepoxydon dehydrogenase gene, producentilor de zearalenona —
secventele polyketide synthase (PKS13) gene. Design-ul primerilor a fost efectuat utilizand
aplicatia Soft Primer3.

2 Analiza BLAST a primerilor creati.

Secventele primerilor, generati de aplicatia Soft, au fost analizate cu ajutorul aplicatieit BLAST
pentru verificarea specificitatii primerilor creati. In cazul de necorespundere cu criteriile de
specificacitate de referinta, au fost creati primeri noi pentru genele alese.

Astfel au fost obtinuti primeri elaborati in baza secventilor de gene, implicate in sinteza
micotoxinelor

Tabelul 1. Primerii pentru gene implicate in sinteza micotoxinelor

Micotoxina Gene de interes pentru designul primerilor
Ocratoxina A non-ribosomal peptide synthetase
Zearalenona PSK13

Fumonisina B1 FUMI1

Aflatoxina AfIR

T2, DON Trill

Acesti primeri fac posibild determinarea prezentei organismelor care contin aceste gene in probe
fara identificarea speciilor.

Studierea datelor GenBank si ciutarea secventelor conservative a genelor pentru
identificarea fungilor producenti de micotoxine (din g. Fusarium, Aspergillus, si
Penicillium)




Au fost studiate datele bibliografice referitor la taxonomia moleculard a miroorganismelor-
producenti de micotoxine. Au fost analizate datele GenBank si alese secvente conservative
intragenice, utilizate pe larg in taxonomie. Pentru identificarea a diferitor specii din genul
Fusarium au fost creati primeri in baza secventelor genice: beta-tubulin gene, RNA polymerase
IT subunit (RPB2) gene, translation elongation factor 1-alpha gene. Pentru identificarea speciilor
din genul Aspergillus si Penicillium au fost creati primeri in baza secventei genice de beta-
tubulina. Design-ul primerilor a fost efectuat utilizand aplicatia Soft Primer3.

Analiza BLAST a primerilor creati.

Secventele primerilor, generati de Primer3, au fost analizate cu ajutorul aplicatieit BLAST pentru
verificarea specificacititii primerilor creati. In cazul de necorespundere cu criteriile de
specificacitate de referintd, au fost creati primeri noi pentru genele alese.

Mai jos, in tabelul 2, sunt prezentati primerii testati experimental pentru analiza RT-PCR,
elaborati pe baza secventilor de gene, utilizate In taxonomia moleculara.

Tabelul 2. Primeri pentru gene utilizate pentru identificarea speciilor

Microorganisme Gene de interes pentru designul primerilor
Aspergillus flavus aflQ (ord1l)

Aspergillus flavus aflP

Aspergillus parasiticus aflP

Fusarium verticillioides fum6

Fusarium proliferatum fum6

Aspergillus ochraceus Beta-tubulin

Penicillium citrinum Beta-tubulin

Fusarium equiseti PSK13, TEF-1
Microdochium nivale (Fusarium plymerasell large subunit
nivale)

Fusarium equiseti, incarnatum Beta-tubulin

Fusarium incarnatum TEF-1

Fusarium sporotrichioides TEF-1

Etapa 2. Testarea seturilor de primeri creati

A fost izolat, purificat i cuantificat (spectrofotometru NanoDrop) ADN-ului genomic din gréu,
porumb, orz i tomate, contaminate cu mucegaiuri. Calitatea ADN-ului purificat a fost evaluata
prin electroforeza in gel de agaroza, precum si raportul densitatii optice la o lungime de unda de
260/280 si 260/230 nm.

A fost efectuata analiza PCR (PCR, RT-PCR si nested PCR) pe ADN izolat din produse,
contaminate cu mucegaiuri, cu seturile noi de primeri specifici pentru PCR-identificarea
genelor, implicate in sinteza micotoxinelor. Paramerele PCR (RT PCR si nestedPCR) au fost
optimizate. Au fost obtinute grafice de amplificare si disociere pentru primerii analizati.

In cele ce urmeazi este descris un test experimental de primeri pentru gene implicate in sinteza
micotoxinelor care pot determina simultan prezenta a cel putin uneia dintre mai multe specii
care contin aceasta gena.




Pentru fiecare pereche de primeri s-au obtinut grafice de amplificare (amplification) si disociere
(melt peak). Graficul de amplificare este dependenta valorilor unitatilor de fluorescenta relative
(RFU) de numarul de cicluri PCR. O reactie pozitiva este determinata de acumularea semnalului
de fluorescenta. in absenta ADN-ului tinta in proba, fluorescenta nu depaseste nivelul de fundal,
iar graficul este o linie dreapta.
Diagrama de disociere este o evaluare a proprietatilor de disociere ale fragmentului amplificat si
arata la ce temperatura ADN-ul monocatenar disociat se leaga de catena sa complementara si
devine dublu-catenar. Aceasta temperatura depinde de caracteristicile (lungimea si secventa)
fragmentului de ADN insusi, adica, prin natura varfurilor curbei de disociere, se poate
concluziona despre numarul, lungimea si secventa fragmentelor sintetizate.
Figura 1 prezinta graficele de amplificare (stdnga) si disociere (dreapta) pentru o pereche de
primeri pentru gena TRI11 (Fusarium sporotrichioides, sibiricum, langsethiae), care este
implicatd in biosinteza micotoxinelor DON si T2, obtinute ca urmare de analiza PCR 1n timp
real a probelor de grau. Se poate observa ca graficele de amplificare a probelor care nu contin
aceasta gena sunt o linie dreapta, iar graficul de amplificare a unei probe care contine gena
TRI11 arata o crestere exponentiald a fluorescentei, adicd cantitatea fragmentului amplificat.
Diagrama de disociere aratd un varf unic clar definit cu un punct de topire de 78 de grade, ceea
ce indica omogenitatea fragmentului amplificat si specificitatea perechii de primeri testate.
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Figura 1. Grafice de amplificare si disociere a fragmentelor obtinute ca rezultat al PCR in

timp real folosind o pereche de primeri pentru gena TRI11 pe probe de ADN izolat din
boabe de grau.
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Figura 2 prezinta graficele de amplificare i disociere pentru o pereche de primeri pentru gena
PSK13 (F.equiseti), care este implicatd In biosinteza micotoxinei zearalenonei, obtinuta ca
urmare a analizei PCR in timp real a graului, orzului si probelor de porumb. Graficele de
disociere prezinta un varf unic distinct, cu un punct de topire de aproximativ 84 de grade, ceea
ce indicd omogenitatea fragmentului amplificat si specificitatea perechii de primer testate.
Diferentele minore in punctele de topire ale fragmentelor amplificate in diferite esantioane par
sd indice ca diferite esantioane sunt infectate cu diferite specii de F.equiseti.
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Figura 2. Grafice de amplificare si disociere a fragmentelor obtinute ca rezultat al PCR in
timp real folosind o pereche de primeri pentru gena PSK13 pe probe de ADN izolat din
grau, orz si porumb.

Mai jos, in Figura 3, sunt prezentate graficele de amplificare si disociere pentru o pereche de
primeri pentru gena ochratoxin non-ribosomal peptide synthetase gene (g. Penicillium,
Aspergillus), care este implicata in biosinteza micotoxinei ocratoxinei A, obtinuta ca rezultat a
analizei PCR in timp real a probelor de boabe de grau, orz si porumb. Se poate observa ca
graficele de amplificare a probelor care nu contin aceasta gena sunt o linie dreapta, iar graficele
de amplificare a probelor care contin ochratoxin non-ribosomal peptide synthetase gene arata o
crestere exponentiald a fluorescentei, adica cantitatea a fragmentului amplificat. Graficul de
disociere prezinta un varf unic clar definit cu un punct de topire de 80 de grade, care indica
omogenitatea fragmentului amplificat si specificitatea perechii de primeri testate.
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Figura 3. Graficele de amplificare si disociere a fragmentelor obtinute ca rezultat al PCR
in timp real folosind o pereche de primeri pentru ochratoxin non-ribosomal peptide
synthetase gene pe probe de ADN izolat din grau, orz si porumb.

Mai jos, in Figura 4, sunt reprezentate graficele de amplificare si disociere pentru o pereche de
primeri pentru gena AfIR (4. parasiticus, flavus), implicata in biosinteza aflatoxinelor, obtinute
ca rezultat al analizei PCR 1n timp real a probelor de boabe de porumb.
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Figura 4. Grafice de amplificare si disociere a fragmentelor obtinute ca rezultat al PCR in
timp real folosind o pereche de primeri pentru gena AfIR pe probe de ADN izolate din
bobul de porumb.

Urmatoarele (Figura 5) sunt grafice de amplificare si disociere pentru o pereche de primeri
pentru gena FUMI (F. proliferatum, F. verticillioides), care este implicata in biosinteza
fumonisinei B1, obtinuta ca urmare a analizei PCR in timp real a probelor de grau, porumb, orz.
Se poate vedea ca graficele amplificarii probelor fara aceasta gena sunt o linie dreapta, iar
graficele amplificarii probelor care contin gena FUMI araté o crestere exponentiala a
fluorescentei, adica cantitatea fragmentului amplificat. Graficul de disociere prezinta un varf
unic clar definit cu un punct de topire de 84 de grade, ceea ce indica omogenitatea fragmentului
amplificat si specificitatea perechii de primeri testate.
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Figura 5. Graficele de amplificare si disociere a fragmentelor obtinute ca rezultat al PCR
in timp real folosind o pereche de grunduri pentru gena FUM1 pe probe de ADN izolate
din porumb, orz, grau.

Astfel, am testat experimental primerii, elaborati pe baza secventilor de gene, implicate In
sinteza micotoxinelor, capabili sa determine simultan prezenta a cel putin uneia dintre mai multe
specii care contin aceastd gend. Pentru fiecare pereche de primer, s-au construit grafice de
amplificare si disociere.

Urmaétoarele sunt rezultatele testarii experimentale a primerilor pentru identificarea speciilor de
mucegaiuri capabile sa produca micotoxine, pe baza genelor implicate in sinteza micotoxinelor.
Urmatoarea figura (Figura 6) prezinta rezultatele testarii unei perechi de primeri specifici genei
AflQ, A.flavus. Mucegaiurile acestei specii pot fi capabile sd sintetizeze aflatoxine. Graficul de
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disociere aratd un varf unic clar definit cu un punct de topire de 81 de grade, ceea ce indica
omogenitatea fragmentului amplificat si specificitatea perechii de grund testate.
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Figura 6. Grafice de amplificare si disociere a fragmentelor obtinute ca rezultat al PCR in
timp real folosind o pereche de primeri pentru gena A.flavus AflQ pe probe de ADN
izolate din boabe de porumb.

Figura urmatoare (Figura 7) prezinta rezultatele testarii unei perechi de primeri pentru
identificarea 4. flavus pentru gena AfIP. La fel ca in cazul anterior, graficul de disociere prezinta
un varf unic bine definit cu un punct de topire de 83 de grade, ceea ce confirma omogenitatea
fragmentului amplificat si specificitatea perechii de primeri testate.
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Figura 7. Grafice de amplificare si disociere a fragmentelor obtinute ca rezultat al PCR in
timp real folosind o pereche de primeri pentru gena A.flavus AfIP pe probe de ADN izolat
din boabe de porumb.

Urmatoarea figura (Figura 8) prezinta graficele de amplificare si disociere a unei perechi de
primeri pentru identificarea A. parasiticus in baza genei AfIP. Analiznd graficul de disociere,
un singur varf cu un punct de topire de 71 de grade poate fi folosit pentru a trage o concluzie
despre omogenitatea fragmentului amplificat si specificitatea perechii de primeri testate.
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Figura 8. Grafice de amplificare si disociere a fragmentelor obtinute ca rezultat al PCR in
timp real folosind o pereche de primeri pentru gena A. parasiticus AflP pe probe de ADN

izolat din boabe de porumb.

Figurile 9 si 10 arata rezultatele verificarii perechilor de primeri pentru identificarea F.
verticillioides (Fig. 9) si F. proliferatum (Fig. 10) capabile sa sintetizeze fumonisine pentru gena

fumé.
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Figura 9. Grafice de amplificare si disociere a fragmentelor obtinute ca rezultat al PCR in
timp real folosind o pereche de primeri pentru gena F. verticillioides fum6 pe probe de

ADN izolat din boabe de porumb.
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Figura 10. Grafice de amplificare si disociere a fragmentelor obtinute ca rezultat al PCR
in timp real folosind o pereche de primeri pentru gena F. proliferatum fum6 pe probe de
ADN izolat din boabe de porumb.

Se poate observa ca graficele amplificarii probelor care contin gena FUM6 arata o crestere
exponentiala a fluorescentei, adica cantitatii fragmentului amplificat. Graficul de disociere
prezinta un varf unic distinct cu un punct de topire de 83 de grade pentru perechea specifica
pentru F. verticillioides fum6, care indica omogenitatea fragmentului amplificat si specificitatea
perechii de primeri testate. In ceea ce priveste graficele de disociere construite pentru perechea
de primeri fum6 de F. proliferatum, punctul de topire de vérf corespunde cu 81 de grade. Intr-o
probd, se observa un pic suplimentar mic la o temperatura corespunzatoare la 74 de grade, ce
poate fi cauzat de o concentratie suboptimala de primeri din aceasta proba si de formarea
dimerilor de primeri sau de prezenta unui amplicon nespecific.

Astfel, am testat experimental perechi de primeri, elaborati pe baza secventilor de gene,
implicati in sinteza micotoxinelor, convenabile pentru identificarea speciilor de fungi
micotoxigenici. Pentru fiecare pereche de primeri s-au construit grafice de amplificare si
disociere.

Urmadtoarele sunt rezultatele testarii experimentale a primerilor pentru identificarea speciilor de
mucegaiuri capabile sa producd micotoxine, pe baza genelor care nu sunt implicate in sinteza
micotoxinelor, dar sunt utilizate pe scara larga in taxonomia moleculara.

Urmatoarea figurd (Figura 11) prezintd rezultatele testdrii unei perechi de primeri pentru
identificarea A. ochraceus capabil sa sintetizeze ocratoxine la gena beta-tubulinei.
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Figura 11. Grafice de amplificare si disociere a fragmentelor obtinute ca rezultat al PCR
in timp real folosind o pereche de primeri pentru gena A. ochraceus de beta-tubulina pe
probe de ADN izolat din boabe de porumb.

Se poate observa ca graficele amplificarii probelor care nu contin aceasta gena sunt o linie
dreaptd, iar graficele amplificarii probelor care contin gena A. ochraceus de beta-tubulina
prezintd o crestere exponentiald a fluorescentei, adica cantitatii fragmentului amplificat. Graficul
de disociere a tuturor probelor pozitive aratd un varf unic pronuntat cu un punct de topire de 80
de grade. Aceasta indicd omogenitatea fragmentului amplificat si specificitatea perechii de
primeri testate.

Figura 12 prezinta rezultatele testarii unei perechi de primeri pentru identificarea P. citrinum
capabil sa sintetizeze citrulina la gena beta-tubulinei.
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Figura 12. Grafice de amplificare si disociere a fragmentelor obtinute ca rezultat al PCR
in timp real folosind o pereche de primeri pentru gena beta-tubulinei P. citrinum pe probe
de ADN izolat din boabe de porumb.

Analizand datele graficelor de disociere construite pentru o pereche de primeri pentru gena beta-
tubulinei a P. citrinum, se poate vedea ca In doud probe existad varfuri clar pronuntate care
corespund unui punct de topire de 79 de grade, corespunzitor unui fragment specific. Intr-una
dintre probe exista un varf mic corespunzator unei temperaturi de 83 de grade. Avand in vedere
acest lucru, precum si faptul ca, conform programului de amplificare, sinteza acestui fragment a
inceput dupa ciclul 40, se poate concluziona ca acesta este un fragment nespecific, mai lung.
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Mai jos sunt rezultatele testarii perechilor de primeri specifice diferitelor specii din genul
Fusarium: F. nivale (micotoxind DON), F. equiseti (T2), F. incarnatum (T2), F.
sporotrichioides (DON).

In Figura 13 sunt prezentate grafice de amplificare si disociere pentru o pereche de primeri
pentru gena subunitatii mari a polimerazei Il (F. nivale), obtinuta ca rezultat al analizei PCR in
timp real a probelor de grau, porumb, orz. Se poate observa ca graficele amplificarii
esantioanelor fara aceasta gena sunt o linie dreapta, iar graficele de amplificare a esantioanelor
care contin gena subunitatii mari a polimerazei Il (F. nivale) arata o crestere exponentiala a
fluorescentei. Graficul de disociere aratd in doud esantioane un varf unic bine definit cu un
punct de topire de 80 de grade si in alte esantioane varfuri slab pronuntate, corespunzatoare
aparent amplificarii nespecifice.
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Figura 13. Grafice de amplificare si disociere a fragmentelor obtinute ca rezultat al PCR
in timp real folosind o pereche de primeri pentru gena subunititii mari a polimerazei I1
(F. nivale) pe probe de ADN izolate din porumb, griu, orz.

Figura 14 prezinta graficele de amplificare si disociere pentru o pereche de primeri pentru gena
beta-tubulinei (F. equiseti, F. incarnatum), obtinuta ca rezultat al analizei PCR in timp real a
probelor de grau, porumb si orz. Se poate observa ca graficele amplificarii probelor fard aceasta
gena sunt o linie dreaptd, iar graficele amplificarii probelor care contin gena beta-tubulinei (F.
equiseti, F. incarnatum) arata o crestere exponentiald a fluorescentei, adica, cantitatii de
fragment amplificat. Graficul de disociere prezinta un varf unic pronuntat cu un punct de topire
de 79 de grade pentru o pereche specifica pentru beta-tubulind a F. equiseti, F. incarnatum, care
indica omogenitatea fragmentului amplificat si specificitatea perechii de primeri testate.
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Figura 14. Grafice de amplificare si disociere a fragmentelor obtinute ca rezultat al PCR
in timp real folosind o pereche de primeri pentru gena beta-tubulinei (F. equiseti, F.
incarnatum) pe probe de ADN izolat din boabe de porumb, grau, orz.

Mai departe (Figura 15) sunt prezentate graficele de amplificare si disociere pentru doua perechi
de primeri pentru gena F. equiseti TEF-1, obtinuta ca rezultat al analizei PCR 1n timp real a
probelor de grau, porumb, orz. Se poate observa ca graficele amplificarii esantioanelor care nu
contin aceastd gena sunt o linie dreapta (fara amplificare), iar graficele amplificarii esantioanelor
care contin gena TEF-1 a lui F. equiseti aratd o crestere exponentiald a fluorescentei, adica
cantitatii de fragment amplificat. Graficul de disociere arata un varf pronuntat unic cu un punct
de topire de 80 de grade pentru o pereche specifica fragmentului amplificat de TEF-1 a F.
equiseti
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Figura 15. Grafice de amplificare si disociere a fragmentelor obtinute ca rezultat al PCR
in timp real folosind o pereche de primeri pentru gena TEF-1 a F. equiseti pe probe de
ADN izolat din porumb, grau, orz.

Figura 16 prezinta graficele de amplificare si disociere pentru doud perechi de primeri pentru
gena TEF-1 a F. incarnatum, obtinuta ca urmare a analizei PCR in timp real a probelor de boabe
de grau, porumb si orz. Se poate observa ca graficele amplificarii probelor care nu contin
aceasta gena sunt o linie dreapta, iar graficele amplificarii probelor care contin gena TEF-1 a F.
incarnatum prezintd o crestere exponentiald a fluorescentei, adicd cantitatii de fragment
amplificat. Cu toate acestea, analiza graficelor de disociere arata sinteza unui fragment cu un
punct de topire de 80 de grade in trei esantioane, un fragment cu un punct de topire de 76 de
grade Intr-o proba si un fragment cu un punct de topire de 75 de grade intr-o alta proba . Acest
lucru poate fi cauzat atat de polimorfismul secventelor acestei gene in diferite probe de F.
incarnatum gasite in diferite tipuri de cereale, cat si de legarea nespecifica a primerilor.
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Figura 16. Grafice de amplificare si disociere a fragmentelor obtinute ca rezultat al PCR
in timp real folosind o pereche de primeri pentru gena TEF-1 a F. incarnatum, pe probe de
ADN izolat din porumb, grau, orz.

Mai jos (Fig. 17) sunt prezentate grafice de amplificare si disociere pentru doud perechi de
primeri pentru gena TEF-1 a F. sporotrichioides, obtinute ca rezultat al analizei PCR 1n timp
real a probelor de grau, porumb si orz. Se poate observa ca graficele amplificarii probelor fara
aceasta gena sunt o linie dreapta, iar graficele amplificarii probelor care contin gena TEF-1 a F.
sporotrichioides arata o crestere exponentiald a fluorescentei, adica cantitatii de fragment
amplificat. Graficul de disociere prezintd un varf unic distinct cu un punct de topire de 83 de
grade pentru perechea specifica fragmentului amplificat F. sporotrichioides TEF-1, care indica
omogenitatea fragmentului amplificat si specificitatea perechii de primer testate.

Figura 17. Graficele de amplificare si disociere a fragmentelor obtinute ca rezultat al PCR
in timp real folosind o pereche de primeri pentru gena TEF-1 a F. sporotrichioides, pe
probe de ADN izolat din porumb, grau, orz.

Astfel, ca rezultat al acestei lucrari, s-a demonstrat experimental cd primerii pe care i-am creat
sunt adecvati pentru detectarea genelor pentru sinteza diferitelor micotoxine din probele de
boabe.

Pentru unii primeri (perechile de primeri pentru gena fumé6 a Fusarium verticillioides, implicata
in sinteza fumonisinei) a fost calculata eficacitatea si construitd curba standard de etalonare
pentru analiza cantitativa. Pentru determinarea cantitativa a speciilor de Fusarium in probe de
porumb, primerii specifici genei fum6 a Fusarium verticillioides si genei de beta-tubulina,
capabili s detecteze o serie de specii din genul Fusarium (Fusarium spp.).

Pentru cuantificare, un fragment din gena FUMG6 a fost sintetizat anterior prin PCR
conventional. S-a efectuat electroforeza, s-a excizat o sectiune din gel care contine un fragment
de lungimea asteptatd, fragmentul a fost eluat din gel si purificat. Concentratia ADN-ului a fost
determinatd spectrofotometric si numarul de copii ale fragmentului amplificat in 1 ng de ADN a
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fost calculat folosind un calculator online, cunoscand lungimea fragmentului sintetizat. Apoi,
cunoscand numarul de copii in 1 ng de standard ADN, s-au pregatit dilutii in serie ale ADN
standard. Dilutiile seriale ale standardului au fost analizate prin PCR 1n timp real, impreuna cu
probele testate.

Pentru fiecare reactie PCR in timp real, aparatul afiseaza valoarea Ct (pragul ciclului). Ct
este numarul de cicluri necesare pentru ca graficul de fluorescenta sa treaca nivelul pragului
(adica depaseste valorile de fundal). Valoarea Ct este invers proportionald cu cantitatea de ADN
tinta din esantion, adica cu cat concntratia genei analizate In esantion este mai mare, cu atit este
mai mica valoarea Ct.

Dilutiile seriale ale standardului ADN cu numarul de copii cunoscut au fost analizate
prin PCR 1n timp real, valorile Ct au fost Inregistrate si utilizate pentru a construi o curba
standard. In acelasi timp, ADN-ul boabelor din patru plante individuale (probele 1, 2, 3, 4) a fost
testat pentru prezenta genei FUM6 cu aceasta pereche de primeri. Aceste rezultate sunt
prezentate in Figura 18. Eficienta calculata a primerilor pentru panta este de 93%.
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Figura 18. Relatia dintre numarul de copii initial al sablonului din reactie si valoarea Ct
pentru perechea de primeri specifici genei FUMG6. Steaua indica valoarea logaritmica a
copiilor/ valoarea Ct a genei FUM6 din proba de porumb 1 care a dat semnal pozitiv cu
aceasta pereche de primeri.

Una din patru probe de porumb (proba 1) a fost testata pozitiv pentru gena FUM6.
Folosind relatia, am putea calcula numarul de copii ale genei FUM6 din acest esantion. Valoarea
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medie Ct a 3 replici tehnice a fost de 33,37, ceea ce corespunde la aproximativ 780 de
exemplare pe 20 ng de ADN de intrare. Acest lucru este aratat de o stea in grafic (Figura 18).

Apoi am vrut sd testdm aceleasi probe folosind primeri pentru Fusarium spp. Pentru
cuantificare, un fragment din gena beta-tubulinei a Fusarium a fost sintetizat anterior utilizand
PCR conventional. Produsul de reactie PCR a fost analizat prin electroforeza in gel de agaroza,
sectiunea gelului care contine fragmentul de lungimea asteptata a fost excizata, fragmentul a fost
eluat din gel si purificat. Concentratia ADN-ului a fost determinata spectrofotometric si numarul
de copii ale unui fragment de ADN de 1 ng a fost calculat folosind un calculator online,
cunoscand lungimea fragmentului sintetizat. Apoi, cunoscand numarul de copii in 1 ng de
standard ADN, s-au pregatit dilutii consecutive ale ADN-lui standard. Dilutiile seriale ale
standardului au fost analizate prin PCR in timp real, impreuna cu probele testate.

Deci, dilutiile seriale ale standardului ADN cu numarul de copii cunoscut au fost
analizate prin PCR in timp real, valorile Ct au fost inregistrate si utilizate pentru a construi o
curba standard. Eficienta calculata a primerilor pentru panta este de 105%. Graficul dependentei
valorii Ct de numarul logaritmic al copiilor genetice este prezentat in Figura 19.
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Figura 19. Relatia dintre numarul de copie initial al sablonului din reactie si valoarea Ct
pentru perechea de primeri specifica genei beta-tubulinei a Fusarium. Stelele indica
valoarea logaritmica a copiilor / valoarea Ct a genei beta-tubulind a Fusarium in probele
de porumb 1 si 2 care au dat semnal pozitiv cu aceasta pereche de primeri.

Doua din patru probe de porumb au fost testate pozitiv pentru gena beta-tubulinei a
Fusarium. Folosind relatia, am putea calcula numarul de copii ale acestei gene in aceste probe.
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Valoarea medie Ct a 3 replici tehnice a fost de 32,12 pentru un esantion si 32,34 pentru celalalt
esantion pozitiv. Aceasta corespunde la aproximativ 650 de copii pe 20 ng de ADN de intrare.

Datele rezumate ale analizei qPCR a patru probe de porumb sunt prezentate in figura 20.
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Figura 20. Date rezumate ale analizei qPCR a patru probe de porumb.

Dupa cum se poate vedea, in primul esantion ambele perechi de primeri au dat un semnal
pozitiv, ceea ce inseamna ca atdt FUM6 al Fusarium verticillioides (gena implicata in sinteza
micotoxinelor), cat si gena beta-tubulinei a Fusarium spp. (gena neimplicata in sinteza
micotoxinelor) sunt prezente in proba. Numarul de copii al fragmentelor detectate este foarte
apropiat, deci, presupunand ca ambele gene sunt prezente in genom intr-o singura copie, se
poate presupune ca tot Fusarium prezent in prima probad de porumb este Fusarium verticillioides
continand gena FUMBG si, astfel, este micotoxigenic. A doua proba de porumb a fost pozitiva
numai pentru gena a Fusarium de beta-tubulind, dar nu si pentru Fusarium verticillioides FUM6.
Deci, aceastd proba este probabil contaminata cu o alta specie de Fusarium. Celelalte doua
probe (3 si 4) nu au fost testate pozitiv pentru niciuna dintre gene, ceea ce Tnseamna cd probabil
probele nu au fost infectate cu Fusarium.

In plus fatd de PCR in timp real si PCR cantitativa in timp real, analiza nested-PCR a
fost efectuata folosind primeri pentru gene care nu sunt implicate in sinteza micotoxinelor. Mai
jos (Fig. 21) este prezentatd o electroperograma a analizei nested-PCR a probelor de grau si
porumb folosind perechi de primeri pentru gena beta-tubulin a diferitelor specii de fungi.
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Figura 21. Electroferograma rezultatelor analizei nested-PCR a probelor de grau si
porumb folosind primeri pentru (gena beta-tubulin (btub)) a matritelor din speciile de
Penicillium si Fusarium

In probele de grau s-au gasit Penicillium citrinum si Fusarium pseudograminearum
(gena beta-tubulin (btub)), in probele de porumb - Penicillium citrinum, Penicillium expansum,
Penicillium chrysogenum (gena beta-tubulin (btub)).

3. Analiza diseminarii fungilor-producenti pe parcursul depozitarii

Pentru a analiza distributia mucegaiurilor, potentialii producatori de micotoxine in alimente in
timpul depozitarii, probele de griu, orz si porumb din diferite perioade de depozitare au fost
analizate prin PCR folosind primeri pentru gene implicate in sinteza micotoxinelor, precum si
primeri pentru identificarea specifica a producatorilor de micotoxine. Am folosit urmatoarele
mostre:

Tabelul 3. Probele de grau, triticale, orz, porumb

Ne Denumirea Anul recoltarii
31 Grau (Moldova 614) 2019
32 Grau (Kuialnic) 2019
33 Triticale de iarna 2018
34 Grau moale 2018
35 Grau de iarna 2016
36 Grau de iarna 2016
37 Grau de vara Arnaut 7 2014
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41 Orz Vitanta 2013
42 Orz Vitanta 2014
51 Porumb 2017
52 Porumb 2011
53 Porumb 2011

Aceste probe au fost depozitate Intr-un depozit fard a mentine un regim constant de
temperatura si fara control al umiditatii.

Metoda PCR 1in timp real permite de a compara concentratia relativa a genei de interes 1n
probe fard a construi o curba de concentratie si fard a determina numarul absolut de copii ale
genei studiate In proba. Pentru aceasta, aceeasi cantitate de ADN este introdusa in reactie
(concentratia ADN-ului sablon introdus in reactie este determinata spectrofotometric). in cazul
PCR 1n timp real, o reactie pozitiva este determinatd de acumularea unui semnal de fluorescenta.
Pentru fiecare reactie, aparatul afiseaza valoarea Ct (pragul ciclului). Ct este numarul de cicluri
necesare pentru ca graficul de fluorescenta sa treaca nivelul pragului (adicd depaseste valorile de
fundal). Valoarea Ct este invers proportionala cu cantitatea de ADN tinta din esantion, adica cu
cat concentratia genei analizate este mai mare, cu atat va fi mai mica valoarea Ct. Diferenta
dintre valorile Ct ale genei studiate si gena de referinta poate fi utilizatd pentru a determina
cantitatea relativa a genei din esantion (metoda delta Ct). Astfel, comparand valorile Ct ale
probelor analizate, au fost construite urmatoarele grafice.

Urmatoarea figurd (Figura 22) prezintd concentratia relativa a genei Tril 1 implicata in
sinteza micotoxinelor DON, T2 in probele analizate (probele sunt descrise mai sus in Tabelul 3).
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Figura 22. Concentratia genei Trill in diferite probe de boabe.
Se poate observa cd cea mai mare cantitate a acestei gene a fost gasita in proba 41; este prezenta
si in cantitati mari in probele 32 si 33.

Urmatoarea figura (Fig. 23) prezintd concentratia relativa a genei AfIR implicatd in
sinteza aflatoxinei in probele analizate (probele sunt descrise in Tabelul 3).
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Figura 23. Concentratia genei AfIR in diferite probe de boabe.

Se poate observa cd cea mai mare cantitate din aceasta gena a fost gasitd in esantionul 42.
Urmatoarea figurd (Figura 24) prezintd concentratia relativa a genei non-ribosomal peptide
synthetase implicate in sinteza ocratoxinei A din probele analizate.
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Figura 24. Concentratia genei non-ribosomal peptide synthetase in diferite probe de

boabe.

Cea mai mare cantitate a aceastei gene a fost gasitd in probele 33 si 37

Figura urmatoare aratd concentratia relativa a genei PSK13 implicata 1n sinteza micotoxinei
zearalenonei in probele analizate..
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Figura 25. Concentratia genei PSK13 in diferite probe de boabe.

Cea mai mare cantitate a acestei gene a fost gasitd in esantionul 32; este prezenta si in probele
31, 33, 36, 37, 41, 42.

Urmatoarea figura (Figura 26) prezinta concentratia relativa a genei FUMI implicata in sinteza
micotoxinelor fumonisine in probele analizate.
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Figura 26. Concentratia genei FUMI1 in diferite probe de boabe.

Se poate observa ca cea mai mare cantitate a acestei gene a fost gasita in proba 51; este prezenta
si in esantionul 53.

Rezumand datele obtinute ca urmare a studiului esantioanelor de mai sus folosind primerii la
gene implicate in biosinteza micotoxinelor, se poate observa ca, printre genele studiate, cele mai
mari cantitati sunt pentru agentii patogeni care contin gene pentru biosinteza ocratoxinei A si
zearalenonei . Agentii patogeni capabili de biosinteza zearalenonei se gasesc, de asemenea, in
cel mai mare numar de probe studiate. Unele dintre probele studiate s-au dovedit de a fi infectate
cu mucegaiuri capabile sa sintetizeze diferite micotoxine. De exemplu, proba 33 (triticale 2018)
este infectatd cu mucegaiuri care contin gene pentru sinteza micotoxinelor DON, T2, ocratoxina
A, zearalenona. Esantionul numarul 37 (grau de primavara dur din 2014) este infectat cu
mucegaiuri care contin gene pentru sinteza micotoxinelor zearalenond si ocratoxind A,
esantionul numarul 32 (grau Kuialnik din 2019) este infectat cu mucegaiuri care contin gene
pentru sinteza micotoxinelor zearalenond, DON si T2 . Graficul rezumat al continutului genelor
de sintezd a micotoxinelor din probele de ADN studiate este prezentat mai jos (Fig. 27).
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Figura 27. Concentratia relativa a genelor implicate in sinteza micotoxinelor in diferite
probe de boabe.

In continuare (Fig. 28) sunt prezentate rezultatele analizei a doud probe de grau, un esantion de
orz si porumb, folosind perechi de primeri specifice diferitelor specii de Fusarium. Figura aratd
ca diferite probe contin un spectru diferit de agenti patogeni, diferd, de asemenea, si numarul lor.
Astfel, in ambele probe de grau analizate, predomind F. sporotrichioides si F. incarnatum. F.
equiseti este prezent intr-una din probele de grau, iar F. nivale in cealalta. In ceea ce priveste
proba de orz, predominad F. equiseti; F. incarnatum, F. sporotrichioides, F. nivale, complexul F.
equiseti-incarnatum se mai gisesc. in proba de porumb, s-au gisit doar cantitati relativ mici de
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F.sporotrichioides.

Figura 28. Concentratia relativa a genelor utilizate pentru identificarea speciilor din genul

Fusarium.

in plus, au fost analizate 4 probe de porumb de doi genotipuri de culturi in doi ani diferiti.
Analiza a fost efectuata folosind primeri pentru gene implicate in biosinteza micotoxinelor §i
pentru gene utilizate pentru identificarea speciilor de mucegaiuri. Informatii mai detaliate despre
esantioane sunt prezentate in tabelul 4.

Tabelul 4. Probele de porumb

Ne Denumirea Anul recoltarii
S1 Porumbul CP148 2008
S2 Porumbul CP 148 2018
S3 Porumbul CP 137 2008
S4 Porumbul CP 137 2018

Figura 29 prezinta rezultatele analizei acestor probe.
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Figura 29. Concentratia relativa a genelor implicate in sinteza micotoxinelor, precum si a
genelor utilizate pentru identificarea speciilor in 4 probe de boabe de porumb

Figura aratd ca aceeasi proba contine microorganisme capabile sa sintetizeze diferite
micotoxine. In special, aflatoxine, fumonisine, DON si T2 pot fi gisite in aceste probe. Se vede,
de asemenea, ca spectrul agentilor patogeni capabili sa sintetizeze micotoxinele depinde atat de
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anul recoltarii cerealelor, cat si, aparent, de genotipul (de rezistenta unui anumit genotip la
agentii patogeni care produc micotoxine). Aceste probe au fost depozitate in conditii controlate

la +4 grade Celsius. Ca rezultat, in aceste probe, nu am gasit o crestere a numarului de agenti

patogeni capabili sa sintetizeze micotoxine; in plus, numarul de gene de sinteza a micotoxinelor

detectate in probele din 2018 a fost mai mare decat in aceleasi genotipuri din 2008. Aceasta

confirma, de asemenea, ipoteza cd depozitarea in conditii controlate nu creste numarul
producatorilor de micotoxine din probe.

In plus, au fost analizate 9 probe de leguminoase depozitate in conditii controlate. Tabelul 5

oferd informatii mai detaliate despre aceste esantioane.

Tabelul 5. Probele studiate de fasole si naut

Ne Denumirea Anul recoltarii
101 Fasole 2018
102 Fasole 2018
103 Fasole 2018
104 Fasole 2018
111 Naut 2018
112 Naut 2018
113 Naut 2018
114 Naut 2018
115 Naut 2018
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Mai jos (Fig. 30) sunt prezentate rezultatele analizei probelor de leguminoase folosind primerii
la gene implicate 1n sinteza micotoxinelor.

concentratie relativa

8000
7000
6000

’ 5000

4000

N '
2000 4 A A - zearalenon

A
S A A A A A A A A ochratoxin
1000 A A A A A a—— A A A DON, T2
_—— _—— a—_— A a—— A A A A aflatoxin
V4 —— a—— _—— —— _—— V4 4 — fumonisin

101 102 103 104 111 112 113 114 115

Figura 30. Concentratia relativa a genelor implicate in sinteza micotoxinelor in probele de
boabe de leguminoase.

Se poate observa cd, in ansamblu, boabele de leguminoase sunt mult mai putin contaminate cu
microorganisme capabile sd sintetizeze micotoxine. S-a gasit ca o singurad proba de fasole si
probe de naut contin microorganisme capabile sa sintetizeze zearalenond. De asemenea, intr-o
proba de fasole s-a gasit o cantitate relativ mica de microorganisme capabile sa sintetizeze
ocratoxine.

Astfel, rezultatele obtinute indica faptul ca probele de cereale pot fi contaminate Intr-o masura
suficient de mare cu agenti patogeni capabili sd sintetizeze micotoxine. Acest lucru este
demonstrat atat in analiza prezentei genelor implicate In sinteza micotoxinelor, cat §i prin
analiza genelor utilizate pentru identificarea speciilor de agenti patogeni capabili sa sintetizeze
micotoxinele. Mai mult, genele si agentii patogeni potential capabili sa sintetizeze diferite
micotoxine pot fi gasite intr-o proba. Acest lucru poate complica cautarea si evaluarea
concentratiei de micotoxine in cereale. Concentratia genelor micotoxinei poate varia, de
asemenea, Intr-o mare masura. Efectul timpului de stocare asupra cantitatii de ADN a agentilor
patogeni capabili sa sintetizeze micotoxine nu a fost observat. Conditiile de crestere si recoltare
par a fi mai influente. Trebuie remarcat faptul cd analiza a fost efectuatd pe materialul cultivat
pe campurile experimentale ale Institutului de Genetica, Fiziologie si Protectie a Plantelor.
Masura in care aceste rezultate pot fi aplicate pe material cultivat pe alte cAmpuri necesita
cercetari suplimentare. De asemenea, se pare ca afecteaza cantitatea de ADN a ciupercilor
micotoxigenice si genotipul plantei (soi, linie). De asemenea, s-a observat ca leguminoasele sunt
incarcate cu ciuperci micotoxigene intr-o masura mult mai mica decat cerealele. Desi agentii
patogeni potential capabili sa sintetizeze micotoxine s-au gasit si in leguminoase.
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4. Evaluarea coincidentei rezultatelor, obtinute prin metode moleculare, cu rezultatele,
obtinute prin metode standard

Péand acum, a fost estimat numarul de gene (inclusiv gene implicate In sinteza micotoxinelor),
ceea ce a facut posibila evaluarea prezentei agentilor patogeni potential capabili sa sintetizeze
micotoxinele in proba si cantitatea acestora. Cu toate acestea, in functie de conditii,
microorganismele micotoxigenice pot produce sau nu micotoxine. Pentru a evalua in ce masura
prezenta microorganismelor potential capabile s sintetizeze micotoxinele coreleaza cu prezenta
micotoxinelor in probd, micotoxinele au fost determinate in probe §i rezultatele determinarii
micotoxinelor au fost comparate cu rezultatele determinarii genelor asociate cu micotoxine.
Cantitatea de micotoxine din probe a fost determinata prin test imunosorbent legat de enzime
(ELISA) folosind truse comerciale. Aceastd metoda permite determinarea cantitativa si calitativa
a micotoxinelor din probe, pe baza legarii micotoxinei la anticorpi specifici si detectarea
ulterioara. Cantitatea de micotoxind din proba si, prin urmare, cantitatea de anticorp legata de
aceasta, este evaluata de modificarea densitatii optice a solutiei de substrat ca urmare a activitatii
peroxidazei de hrean conjugati cu anticorpul. In paralel cu esantionul, se analizeaza dilutiile
seriale ale solutiilor standard de micotoxine cu o concentratie cunoscutd, se masoara absorbanta
si se traseaza un grafic al absorbantei fata de concentratie pentru standarde. Aceastd dependenta
este utilizatd pentru a determina concentratia de micotoxine in probele analizate.

Figura 31 prezinta placile de testare ELISA pentru aflatoxina totala si fumonisina.

Figura 31. Rezultate ELISA pentru aflatoxina totala (A) si fumonisina B1 (B).

in continuare se descriu rezultatele determinirii continutului de aflatoxini totali in unele
probe de cereale.

Figura 32 prezinta un grafic al dependentei concentratiei logaritmice a aflatoxinei totale intr-o
proba standard de la valorile absorbantei la o lungime de undd de 450 nm.
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curba standard

R = 0,9764 e

Figura 32. Graficul dependentei concentratiei logaritmice a aflatoxinei totale intr-o proba

standard de valorile absorbantei.
Pe baza acestei dependente, s-a determinat concentratia aflatoxinei totale in probele de cereale.

Aflatoxina a fost extrasa din probe de cereale folosind metanol.
Probele de cereale sunt descrise in tabelul 3.

Continutul aflatoxinei in mostre
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Figura 33. Rezultatele determinairii continutului total de aflatoxina in probele de grau si
triticale prin metoda ELISA.

Dupa cum se poate vedea din grafic, cea mai mare cantitate de aflatoxina totald este continuta in
probele 33 (triticale de iarna 2018) si 34 (grau de iarna 2018). Linia albastra arata limita de
detectie a acestui kit ELISA, care este de 0,1 ppb pentru cereale. Concentratia maxima
admisibila de aflatoxina totald pentru alimentatia pentru copii este de 0,1 ppb. Concentratia
maxima admisibild pentru aflatoxina totala din cereale pentru adulti este de 2 ppb, ceea ce
inseamna ca aceste cereale sunt potrivite pentru alimentatia adultilor, dar nu si pentru copii. Mai
mult, deoarece sensibilitatea acestui kit ELISA nu depaseste concentratia maxima admisibila de
aflatoxina totala pentru alimentatia pentru copii, nu este adecvata pentru analiza cerealelor
destinate alimentatiei pentru copii.

Mai jos (Figura 34) sunt rezultatele analizei PCR in timp real a acelorasi probe

Gena AfIR, aflatoxina

3,5

2,5

1,5

0,5

31 32 33 34 35 36 37

Figura 34. Rezultatele determinarii continutului genei AfIR implicate in sinteza aflatoxinei
in probe de griu si triticale prin PCR in timp real.

Cand se compara figurile 33 si 34, se poate observa ca probele 33 si 34 contin cea mai mare
cantitate atat de aflatoxina (Fig. 33), cat si de gena AfIR implicata in sinteza aflatoxinei (Fig.
34).

Aceasta inseamna ca am observat o corelatie Intre cantitatea de gena AfIR din probele 33 si 34 si
continutul de aflatoxind din aceleasi probe. Astfel, rezultatele obtinute pot indica faptul ca poate
exista o corelatie intre cantitatea de ADN, cel putin pentru gena AfIR, cu cantitatea de
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aflatoxind. Pentru fumonisina nu am reusit sa identificam o astfel de corelatie. Acest lucru se
datoreaza in principal, aparent, faptului ca cantitatea de fumonisina din probele analizate a fost
mai mica decat limita de detectare a acestui set.

Urmatoarele descriu rezultatele determinarii continutului de fumonisind B1 in unele probe de
cereale.

Figura 35 prezintd un grafic al dependentei concentratiei logaritmice a fumonisinei B1 Intr-o
proba standard de valorile absorbantei la o lungime de unda de 450 nm.

o curba standard

y=-42,562x + 88,863
R*=0,9859

Figura 35. Graficul dependentei concentratiei logaritmice a fumonisinei B1 intr-un
esantion standard de valorile absorbantei

Pe baza acestei dependente, s-a determinat concentratia de fumonisind B1 in probele de boabe.
Fumonisina B1 a fost extrasd din probe de cereale folosind metanol. Probele de cereale sunt
descrise 1n Tabelul 3.

Dupa cum se poate vedea din grafic, cea mai mare cantitate de fumonisind B1 este continutd in
probele 36 (grau de iarna 2016), 36 (grau de iarna 2016), 37 (grau de primavara dur Arnaut 7,
2014). Linia albastra arata limita de detectie a acest set pentru cereale, care este de 500 ppb
Aceasta inseamna ca toate fluctuatiile cantitatii de fumonisina B1 din probe sunt sub limita de
detectie i nu sunt fiabile.

Figura 37 prezinta rezultatele analizei PCR in timp real a acelorasi probe. Deoarece continutul
de fumonisina din probe este sub limita de detectie, nu putem spune inca daca exista o corelatie
intre cantitatea de ADN si cantitatea de fumonisind din probe. Cu toate acestea, acest lucru
inseamnd, de asemenea, cd metoda PCR cantitativa este capabila sa detecteze gene pentru
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sinteza fumonisinei mult mai devreme decat limita de detectie pentru fumonisind este atinsa
pentru trusa pe care am folosit-o si mult mai devreme decat sunt atinse concentratiile maxime
admisibile pentru fumonisina.

500

b
PP Continutul fumonizinei B1 in mostre

Figura 36. Rezultatele determinarii continutului de fumonisina B1 in probe de grau,
triticale si orz prin metoda ELISA
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Figura 37. Rezultatele determinérii continutului genei FUM1 implicate in sinteza
fumonisinei B1 in probe de grau, triticale si orz prin real-time PCR.

Astfel, studiile prezente confirma ipotezele noastre ca este posibila o corelatie intre numarul de
gene implicate in sinteza micotoxinelor si continutul micotoxinelor. In plus, ipoteza a fost
confirmata ca analiza PCR a continutului de ADN al genelor implicate in sinteza micotoxinelor
poate dezvalui ADN-ul microorganismelor capabile sa sintetizeze micotoxinele chiar in stadiul
in care metodele standard de detectare a micotoxinelor nu detecteaza micotoxina. Avand in
vedere ca continutul micotoxinelor depinde atat de conditiile de crestere, cat si de conditiile de
depozitare, identificarea potentialului pentru sinteza micotoxinelor prin identificarea genelor
implicate in sinteza micotoxinelor intr-o etapd anterioara, cand nu au fost incd detectate
micotoxine, poate permite ajustarea conditiilor de stocare pentru a reduce riscurile de
contaminare cu micotoxine. In plus, diagnosticarea genelor de sinteza a micotoxinelor poate fi
utilizatd ca analiza preliminara a probabilitdtii acumularii micotoxinei atét in stadiul de crestere
a culturei, cat si in stadiul depozitarii acesteia. Aceasta analiza va contribui la reducerea riscului
de contaminarea alimentelor cu micotoxine si la evaluarea probabilitatii de aparitie a
micotoxinelor in timpul depozitarii alimentelor, precum si la evaluarea probelor de produse

alimentare in care probabilitatea de detectare a micotoxinelor este maxima.

6. Descrierea colabordrii intre organizatia din RM si organizatiile partenere dupa caz (specificul si
continuitatea colaborarii)
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Pe parcursul implementarii proiectului, am mentinut o comunicare constanta (telefon, e-mail,
Viber) cu partenerii nostri din Belarus. Din pacate, a trebuit sd limitdm contactele personale
(deplasari) din cauza pandemiei COVID-19. Cu toate acestea, pe parcursul derularii proiectului,
le-am Tmpartdsit rezultatele proiectdrii primerilor, evaluarii eficientei a acestora si rezultatele
analizei primerilor utilizati pe probe de alimente specifice. La randul lor, partenerii nostri au
planificat sa utilizeze primerii nou creati pentru a-si analiza produsele si pentru a valida primerii.

7. Diseminarea rezultatelor obtinute in forma de publicatii

1. MITIN, V., MITINA, 1. Some aspects of primer design for real time pcr with sybr
green as a dye. In: Journal of Engineering Sciences. 2020, nr. 4, pp. 196-191. ISSN
2587-3474 ISSNe 2587-3482.

2. MITINA, I, MITIN, V., TUMANOVA, L., ZGARDAN, D., STURZA, R. Detection and
quantification of mycotoxigenic fungi in maize by real-time PCR. In: Journal of
Engineering Science. 2020, Vol. 27(3), pp. 225-231. ISSN 2587-3474. eISSN 2587-
3482.

8. Diseminarea rezultatelor obtinute in formd de prezentdri (comunicari, postere,
teze/rezumate/abstracte) la foruri stiintifice

1. MUTHHA U., MUTHUH B., TYMAHOBA JI. Bvisisnienue 6 nouse npooyyeHmos MUKOmoKCuHo8
no eenam, yyacmeyrouwum 6 cunmese muxomoxcuros In: Conferinta "Bknad azpoghusuxu 6
peuterue QYHOAMEeHMANbHbIX 3a0a4 cenlbckoxosstucmeennol Hayku', Cankm-Ilemepbype,
Russia, 1-2 octombrie 2020 p. 457-463.

2. TUMANOVA, L., GRAJDIERU, C., MITIN, V., MITINA, I. Identification of mycotoxin-
producing fungi from several fungal genera associated with maize. Materialele Conferintei
Stiintifice ,, Stiinta In Nordul Republicii Moldova: Probleme, Realizari, Perspective” 2020,
Vol. 4, p. 114-117 (comunicare, prezentata de Grajdieru C., participanti pasivi -Tumanova
L., Mitin V., Mitina 1.)

3. KV3HEIL]JOBA, U., 'PO)K/IUEPY, K., U'THATOBA, 3. Simpozionul Stiintific international
,,Biotehnologii avansate-realizari si perspective” (editia a V-a), 21-22 octombrie 2019, p.78.
Chiginau. Bauanue npeonocesnoti obpabomku Ha UHOUYUPOBAHHOCMb CEMSIH HEKOMOPbIX
2EHOMUNOB 03UMOU NueHUYybl 2pubkamu pooos Fusarium u Penicillium.

4. TUMANOVA, L., GRAJDIERU, C.; MITIN, V. Simpozionul Stiintific international
,,Biotehnologii avansate-realizari si perspective” (editia a V-a), 21-22 octombrie 2019, p.9.
Chisinau. Identification of DNA of pathogens from Fusarium genus in maize plants (Zea mays)

5. DEAGHILEVA, A.; MITIN, V.; TUMANOVA, L.; GRAJDIERU, C. Simpozionul Stiinific
international ,,Biotehnologii avansate-realizari si perspective” (editia a V-a), 21-22
octombrie 2019, p.15. Chisinau Elaborarea primerilor specifici pentru identificarea
moleculara a fungilor din g. Gaeumannomyces.
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9. Protectia rezultatelor obtinute in forma de obiecte de proprietate intelectuala

10. Materializarea rezultatelor obtinute

In cooperare cu Universitatea Tehnicd a Moldovei privind utilizarea metodelor de biologie
moleculara pentru siguranta produselor alimentare:

Zgardan, D., Mitina, I. Aplicatii ale biologiei moleculare in oenologia modern. in monografia
colectiva  “Principii de dezvoltare a oenologiei moderne si organizarea pietei
vitivinicole”, Chisindu: Ed. “Tehnica-UTM”, 2020, 319 p.

In cooperare cu Universitatea Tehnicid a Moldovei, Mitina Irina a fost consultant stiintific privind
utilizarea metodelor de biologie moleculara pentru siguranta produselor alimentare la teze:

Alina Plesca, Diploma studii superioare licenta ciclu I

Aliona Staci Diploma studii superioare de masterat, ciclu 11

Elena Harghel Diploma studii superioare licenta ciclu I

11. Colaborari cu organizatii de cercetare internationale, proiecte de cercetare/activititi comune cu
parteneri externi

Se desfasoard cooperarea cu institutiile nationale (Universitatea Tehnica a Moldovei), in cadrul
proiectului national ,,Ameliorarea calitatii si sigurantei alimentelor prin biotehnologie si
inginerie alimentara”, precum si proiectul din cadrul Joint Operational Programme Romania
INTELLIGENT VALORISATION OF AGRO-FOOD INDUSTRIAL WASTES, care se
realizeazd in Universitatea Tehnicd a Moldovei.

12. Dificultatile in realizarea proiectului

In timpul implementirii proiectului, singurele dificultiti cu care ne-am confruntat a fost
pandemia COVID-19. In acest sens, in loc de deplasarea planificata initial si analiza continutului
de micotoxine din alimente In Republica Belarus, am determinat continutul de micotoxine din
alimente in IGFPP prin metoda testului imunosorbent legat de enzime (ELISA). Acest lucru nu a
afectat rezultatele finale ale proiectului, dar o metoda neutilizata anterior (ELISA) a fost
stdpanita in laborator si au fost instruiti tinerii specialisti.

13. Concluzii
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Ca rezultat al proiectului, au fost creati si testati experimental primerii pentru identificarea
genelor implicate 1n sinteza urméatoarelor micotoxine: ocratoxind A, zearalenond, fumonisina
B1, aflatoxine, T2 si DON. Au fost selectate conditii optime de PCR si PCR 1n timp real si au
fost descrise protocoale PCR sau PCR in timp real pentru fiecare pereche de primeri. Primerii au
fost, de asemenea, proiectate si testate experimental pentru a identifica o gama de fungi
toxigenici. S-a aratat ca continutul de gene pentru sinteza ocratoxinei A si zearalenonei
depaseste semnificativ continutul de gene pentru sinteza altor micotoxine studiate in produsele
analizate. Folosind exemplul aflatoxinelor, este prezentata posibilitatea corelatiei intre numarul
de gene pentru sinteza micotoxinelor si continutul micotoxinelor Insesi (aflatoxina totald).
Folosind fumonisina B1 ca exemplu, este aratatd posibilitatea de a detecta gena pentru sinteza
fumonisinei B1, incepand de la etapa de maturare si depunere in depozitare a cerealelor si in
timpul depozitarii acestora. S-a demonstrat ca genele pentru sinteza micotoxinelor pot fi
detectate chiar si in acele etape cdnd continutul de fumonisind B1 insesi este sub limita de
detectare. Acest lucru ar putea insemna ca analiza PCR (PCR 1in timp real) a genelor de sinteza a
micotoxinelor poate identifica loturi de cereale care sunt mai susceptibile de a acumula
micotoxine in timpul depozitarii. Acest lucru va permite o analiza preliminara a cerealelor
inainte de depozitare si in timpul depozitarii pentru a determina riscul asociat cu micotoxine in
cantitati care depasesc concentratiile acceptabile. S-a demonstrat ca analiza PCR (PCR 1in timp
real) a alimentelor pentru gene implicate in sinteza micotoxinelor previne aparitia si acumularea
micotoxinelor in alimente.

As a result of the project, primers for detection of the genes involved in the biosynthesis of the
following mycotoxins: ochratoxin A, zearalenone, fumonisin B1, aflatoxins, T2 and DON were
developed and experimentally tested. PCR and real-time PCR conditions for each primer pair
were optimized, and PCR or real-time PCR protocols were described for each primer pair.
Primers for detection and identification of the fungi capable of mycotoxin synthesis were
designed and experimentally tested as well. The amount of the genes involved in ochratoxin A
and zearalenone synthesis was shown to be higher than that of the genes involved in other
mycotoxin synthesis in the analyzed products. Using aflatoxins as an example, the possibility of
a correlation between the amount of the gene involved in the mycotoxin synthesis and the
amount of the mycotoxin itself (total aflatoxin) was shown. Using fumonisin B1 as an example,
the possibility of detection of the gene involved in fumonisin B1 synthesis from the stage of the
maturation of the grain to the dispatch for storage was shown. The genes involved in fumosinin
B1 synthesis could be detected when the content of fumosinin B1 itself was below the detection
level. This can mean that PCR (real-time PCR) analysis of the genes involved in mycotoxin
synthesis could help detect the batches of the grain with increased probability of mycotoxin
incidence. This would allow the preliminary testing (screening) of the grain before and during
storage to evaluate the risk of mycotoxin incidence in the amounts exceeding the allowable
concentrations. The potential for using PCR (real-time PCR) analysis of food based on the genes
involved in mycotoxin synthesis for preventing mycotoxin incidence and accumulation in food
was shown.
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Conducatorul de proiect

Data: 14.01.2021

LS

/ Mitina Irina
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Anexa 2A
Executarea devizului de cheltuieli, conform anexei nr.3 din contractul de finantare nr.10A/BL din 01 ianuarie 2019

Cifrul proiectului: 19.80013.51.07.10A/BL

Cheltuieli, mii lei
Denumirea Codul
. . u . .
codurilor economice . Aprobat | Buget | Cofinantare | Modificat | Precizat | Executat | Sold
economice ’
Servicii energetice si comunale 2221 30,9 0,9 30,0 - - 30,9 -
Energie electrica 222110 16,5 0,9 15,6 - - 16,5 -
Energie termica 222130 14,4 0 14,4 - - 14,4 -
Alte servicii 2229 60,3 60,3 0 - - 60,3 -
Servicii de cercetari stiintifice contractate 222930 54,2 54,2 0 - - 54,2 -
Servicii neatribuite altor aliniate 222990 6,1 6,1 0 - - 6,1 -
Majorarea valorii masinilor si utilajelor 3141 18 18,0 0 - - 18 -
Procurarea masinilor si utilajelor 314110 18 18,0 0 - - 18 -
N‘IaJor‘area \.fjalo.rn mz}terlalelor p(?ntru scopuri 3351 70,8 70,8 0 i i 70.8 i
didactice, stiintifice si alte scopuri
Prf)m'lrarea ‘materlalelor' pentru scopuri didactice, 335110 70,8 70.8 0 i i 70,8 )
stiintifice si alte scopuri
Total 180,0 150,0 30,0 180,0
Conducatorul organizatiei / Andronic Larisa
Contabil sef / Ungurean Galina
Conducatorul de proiect / Mitina Irina

Data: 20.01.2021
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Anexa 2A
Executarea devizului de cheltuieli, conform anexei nr. 2.3 din contractul de finantare nr. contractului 7B data 26 februarie 2020

Cifrul proiectului: 19.80013.51.07.10A/BL

Cheltuieli, mii lei
Denumirea Codul
codurilor economice odu i i
uri 1 economice Aprobat Buget | Cofinantare | Modificat | Precizat | Executat | Sold
Remunerarea muncii 21 62,0 62,0 0 - - 62,0 -
Remunerarea muncii angajatilor conform statelor 211180 48,6 48,6 0 - - 48,6 -
Contributii de asigurari sociale de stat obligatorii 212100 11,2 11,2 0 - - 11,2 -
Prime de asigurare obligatorie de asistenta
medicala achitate de angajator si angajati pe 212210 2,2 2,2 0 - - 2,2 -
teritoriul tarii
Servicii energetice si comunale 2221 30,0 0 30,0 - - 30,0 -
Energie eleCtriCé 222110 15.6 0 15.6 _ _ 15.6 _
Energie termica 222130 14.4 0 14.4 _ _ 14.4 _
Majorarea valorii materialelor pentru scopuri 3351
didactice, stiintifice si alte scopuri 88,0 88,0 0 - - 88,0 -
Pr.gcgrarea _materlalelor- pentru scopuri didactice, 335110 88.0 88,0 0 ) i 88.0 i
stiintifice si alte scopuri
Total 180,0 150,0 30,0 180,0
Conducatorul organizatiei / Andronic Larisa
Contabil sef / Ungurean Galina
Conducatorul de proiect / Mitina Irina

Data: 20.01.2021
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Anexa 2B

Componenta echipei proiectului conform contractul de finantare nr.10A/BL din 01 ianuarie

2019

Cifrul proiectului 19.80013.51.07.10A/BL

Echipa proiectului conform contractului de finantare (Ia semnarea contractului)

Nume, prenume Salariu
(conform Anul . o e Perioada, Data Data
Nr . .. | Titlul stiintific lunar, . ex e A
contractului de nasterii ’ lei luni angajarii | eliberarii
finantare) “

1. | Mitina Irina 1975 | cercet. st. sup. 1000 12 01.01.19 31.12.19

2. | Tumanova Lidia 1958 | Sef de laborator 400 12 01.01.19 31.12.19

3. | Deaghileva Angela 1964 | cercet. st. coord. 695 12 01.01.19 31.12.19

4. | Cuznetova Irina 1958 | cercet. stiintific 542 12 01.01.19 31.12.19

5. | Grajdieru Cristina 1990 | Cereet:st 500 12 01.01.19 | 31.12.19

stagiar
6. | Bahsiev Aighiuni 1993 | cereet. st 400 12 01.01.19 | 31.12.19
stagiar
7. | Gusan Maria 1953 | economist coord 400 12 01.01.19 31.12.19
Ponderea tinerilor (%) din numarul total al executorilor conform contractului de 33.3%
finantare e
Modificari in componenta echipei pe parcursul anului 2020
Nr Nume, prenume Anul nasterii | Titlul stiintific Nz:::;;e Data angajarii

1.
2.
3.
4.
5.
6.
7.

| Ponderea tinerilor (%) din numarul total al executorilor la data raportarii

333% |

Conducatorul organizatiei
Contabil sef

Conducatorul de proiect

/ Andronic Larisa

/ Ungurean Galina

/ Mitina Irina
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Data: 20.01.2021

Anexa 2B

Componenta echipei proiectului nr. contractului 7B data 26 februarie 2020

Cifrul proiectului 19.80013.51.07.10A/BL

Echipa proiectului conform contractului de finantare (lIa semnarea contractului)
Nume, prenume . | Anul . o Norma de Data Data
Nr | (conform contractului .. | Titlul stiintific | munca conform O oo
nasterii ’ . angajarii | eliberarii
de finantare) contractului
Mitina Irina 1975 | cercet. st. sup. 0.25 01.01.20 31.12.20
9. | Deaghileva Angela 1964 | cercet. st. coord. 0.25 01.06.20 31.07.20
. S 01.02.20 29.02.20
104 Cuznetova Irina 1958 | cercet. stiintific 0.25 01.06.20 31.08.20
11 Ignatova Zoia 1959 | cercet. stiintific 0.25 01.07.20 30.08.20
12| Grajdieru Cristina 1990 | cercet. st. stagiar 0.25 01.07.20 30.09.20
13.| Bahsiev Aighiuni 1993 | cercet. st. stagiar 0.25 01.07.20 30.09.20
14| Gamurari Larisa 1963 | contabil coord. 0.25 01.03.20 30.06.20
Ponderea tinerilor (%) din numarul total al executorilor conform contractului de 33.3%
finantare —
Modificari in componenta echipei pe parcursul anului 2020
Nr Nume, prenume Anul nasterii | Titlul stiintific Norma .d ¢ Data angajarii
munca
8.
9.
10.
11.
12.
13.
14.

| Ponderea tinerilor (%) din numirul total al executorilor la data raportirii

| 33,3% |

Conducatorul organizatiei

Contabil sef

/ Andronic Larisa

/ Ungurean Galina
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Conducatorul de proiect

Data: 20.01.2021

/ Mitina Irina
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Fisa de evaluare a rezultatelor privind implementarea proiectului bi/multilateral

Titlul proiectului:
Conducitorul proiectului:

Criteriile de evaluare:
1. Atingerea scopului, obiectivelor, activitdtilor si rezultatelor declarate in propunerea de proiect cu
cele obtinute dupd implementarea proiectului

Descriere narativd — max. 150 cuvinte

Apreciere: 1-5 puncte (ponderea 0,3)

2. Diseminarea rezultatelor obtinute (numarul de publicatii, brevete, participari la evenimente, etc)

Descriere narativa — max. 150 cuvinte

Apreciere: 1-5 puncte (ponderea 0,2)

3. Valoarea socio-economica a rezultatelor obtinute

Descriere narativa — max. 150 cuvinte

Apreciere: 1-5 puncte (ponderea 0,2)

4. Pregatirea cercetdtori 1n cadrul proiectului prin doctorat/postdoctorat

Descriere narativa — max. 150 cuvinte

Apreciere: 1-5 puncte (ponderea 0,1)

5. Eficienta colabordrii Intre organizatia din R. Moldova si partenerii nationali si de peste hotare

Descriere narativa — max. 150 cuvinte

Apreciere: 1-5 puncte (ponderea 0,1)

6. Posibilitatea de continuare a cercetdrilor in cadrul proiectelor internationale sau de implementare a
rezultatelor obtinute in cadrul proiectelor bi/multilaterale

Descriere narativa — max. 150 cuvinte

Apreciere: 1-5 puncte (ponderea 0,1)

Concluzii:

Descriere narativa — max. 150 cuvinte

Apreciere: Foarte bine, bine, satisfacator, nesatisfacator (barem de aprobare — 20 p)
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