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The paper presents the results of using the polymorphism of zein (the prolamin fraction of the maize endosperm
protein) under an applied aspect to solve the problem of accelerating and improving the quality of corn seed production
in the Republic of Moldova. The null hypothesis of the presented work is focused on the possible specificity of zein
polymorphism and the protein marker system, depending on the maturity group of more than 50 Moldovan corn hybrids.

Based on the use of the zein electrophoresis method, as well as the developed and tested algorithm for obtaining

digital electrophoretic passports of the protein profiles of maize hybrids and their parental forms, the paper discusses the
quantitative characteristics of the forms molecular values of zein (MFZ) for each of the studied genotypes, depending on
their maturity group. The experimental material submitted for publication was obtained within the project ,,Creation of
the catalog of electrophoretic passports of parental forms and hybrids of corn approved in the Republic of Moldova and
intended for export” under the code 20.80009.5107.21.
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INTRODUCERE
Studiul polimorfismului proteinelor utilizate in calitate de markeri ai materialului genetic de ameliorare
este in prezent o directie recunoscuta in domeniul geneticii biochimice a plantelor agricole si, in special, al
culturii de porumb. O dovada clard a implementarii acestei directii in aspectul teoretic, si mai ales in cel
aplicativ, este utilizarea practicd a polimorfismului proteinelor de rezerva a porumbului in ameliorarea si
producerea de seminte din Republica Moldova (RM), incepand cu anul 1989. Rezultatele obtinute releva o
rezerva a porumbului — zeina - In genetica si ameliorare [4, 5, 7].

Eficienta dezvoltarii acestor directii, aplicare lor in practica producerii de seminte de porumb, nu numai
in Moldova, ci si in Belarus si Kazahstan, au castigat recunoasterea de la originatorii hibrizilor exportati din
RM, companiile nationale de seminte; laboratorul central de calitate a semintelor din Belarus si alte centre de
certificare straine [8].

Prioritatea credrii Pagapoartelor electroforetice (EF) cu matricele spectrelor de zeina la hibrizii studiati
si formele lor parentale, precum si furnizarea cétre tarile importatoare, apartine in prezent exclusiv partii
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moldovenesti. Cu toate acestea, pana in 2020, aceastd procedurd a purtat un caracter spontan, adicd, crearea
matricelor EF a fost indeplinita la solicitare dupa necesitate. Prin urmare, din ianuarie 2020, a fost aprobat un
Proiect institutional, a cérui idee de lucru a constat in necesitatea credrii unei baze de date sub forma unui
,»Catalog de pasapoarte electroforetice ale formelor parentale si hibrizilor de porumb, omologati in RM si
destinati pentru export”, elaborat in forma digitala pe baza standardul national SM-2003 pentru utilizarea sa la
nivel international [3].

Péana la moment, a fost efectuat studiul electroforetic si pasaportizarea profilurilor electroforetice ale
zeinei pentru mai mult de 50 de hibrizi de porumb omologati si formele lor parentale, care apartin la diferite
grupe de maturitate (FAO 100-500). Pe baza unui esantion statistic mare, a devenit posibila testarea ipotezei
alternative privind specificul polimorfismului zeinei si a sistemului de markeri proteici, in functie de
apartenenta la diferite grupe de maturitate. Verificarea experimentala a acestei ipoteze de lucru a fost scopul
principal al prezentei lucrari.

MATERIAL SI METODE
Ca obiect de studiu, au fost utilizati 54 hibrizi de porumb de generatie noua si formele lor parentale,
selectati dupa principiul celei mai mari cereri comerciale in RM si in strainatate, de la doi originatori din R.M.:
IP Institutul de Fitotehnie Porumbeni si compania ,,MTI Maize Technologies International” SRL. Hibrizii
selectati pentru studiu au fost impartiti in urmatoarele grupe de maturitate: grupa de coacere timpurie (FAO
100-199) - 7 hibrizi; grupa semitimpurie (FAO 200-299) - 23 hibrizi; grupa medie (FAO 300-399) - 16 hibrizi,
si grupa semitardiva (FAO 400-499) - 8 hibrizi.

Pentru a obtine spectrele electroforetice initiale (EF) ale proteinei de rezerva a semintelor de porumb
(zeina) pentru liniile parentale ale hibrizilor selectati, a fost utilizatd metoda electroforezei zeinei pe geluri de
poliacrilamidd in mediu acid conform standardului national SM 233:2003 [6]. Spectrele EF ale
electroforegramelor initiale au fost calculate si procesate pe baza unei versiuni noi a Programului FOREZ-2 in
urmatoarea succesiune de actiuni: 1) binarizarea intensitatii: banda prezentd (1) sau banda lipsa (0); 2)
determinarea granitei benzilor (subunitati peptidice ale zeinei - SPZ): rfi, $i rfsin; 3) formarea unui fisier text cu
o lista a limitelor benzii EF [rfi, — rfsn] pentru fiecare genotip analizat. Ca urmare a executarii pas cu pas a
algoritmului programului FOREZ-2, a fost realizatd modelarea computerizata a matricelor electroforetice
pentru 54 hibrizi impreund cu liniile lor parentale prin identificarea automatd pe matricele generate
computerizat a urmatoarelor caracteristici: a) specificitatea cantitativa a polimorfismului zeinei pentru fiecare
genotip in functie de formele moleculare ale zeinei (FMZ), reprezentate prin grupe (benzi) de ,,subunitaiti
peptidice ale zeinei” (SPZ) pe matricea spectrului sintetizat al hibridului; b) specificitatea cantitativa de
marcare binard a intensitatii ,,formelor moleculare ale zeinei” (FMZ) ale hibrizilor de porumb, care sunt
componente ale benzilor EF (,,subunitatilor peptidice ale zeinei”- PSZ) [1] .
pasapoarte electroforetice. Pentru fiecare pasaport, In conformitate cu programul FOREZ-2, a fost programata
includerea matricelor EF ale liniilor parentale si matricea hibridului corespunzator, a caror sinteza se realizeaza
automat conform principiului codominantei [2].
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Fig. 1. Matricea EF a hibridului de porumb semi-timpuriu Porumbeni 220, precum si rezultatele
prelucrarii computerizate a spectrului hibrid (nr.3 - F') conform algoritmului programului FOREZ-2.

Pentru comoditatea intelegerii algoritmului experimentelor efectuate cu 54 hibrizi de porumb in Fig. 1
este prezentatd, ca exemplu, matricea EF a unui hibrid semi-timpuriu de porumb, Porumbeni 220, precum si
rezultatele analizei computerizate si determindrii urmadtorilor patru parametri finali care caracterizeaza
matricele hibridului corespunzator:

a) nr.SPZ suma totala - cantitatea grupelor de ,,subunititi peptidice ale zeinei” (SPZ ), totalitatea carora
vizual, sub forma de benzi, caracterizeaza spectrul EF general al hibridului;

b) ar.SPZ suma totala - ,,aria totala” a intregului set de zone EF care caracterizeaza profilul proteic al matricei
hibridului corespunzator;

¢) nr.FMZmk suma markerilor totala - este suma caracterelor cantitative ai markerilor formelor
moleculare ale zeinei (MFMZ) detectate in benzile EF ale subunitatilor peptidice ale zeinei din spectrul EF al
hibridului dat;

d) ar.FMZmk suma markerilor totali - , suprafata totala” a FMZ-urilor markeri de hibridare pentru profilul
proteic corespunzator al hibridului studiat.

Prelucrarea datelor experimentale a fost realizata prin metode statistice traditionale 1n sistemul Microsoft
Office Excel.

REZULTATE SI DISCUTII

Studiul a 54 de matrice hibride a permis obtinerea unui volum suficient de mare de date privind cei patru
parametri indicati: nr.SPZ; ar.SPZ; nr.FMZmk; ar.FMZmk. Pentru prelucrarea si analiza acestora s-au
folosit elemente de statistica descriptiva in scopul generalizarii primare a datelor obtinute pentru fiecare dintre
cele 4 grupe de maturitate 1n functie de urmatorii indicatori de variabilitate:

A - coeficientul de variatie (V%), determinat de valorile mediei aritmetice si ale abaterii standard;

B - intervalul de incredere [A=max-min] - intervalul valorilor analizate, care, cu o anumita probabilitate,
contine valoarea aevarata a parametrului analizat corespunzator.

Tabelul 1. Variabilitatea indicilor polimorfismului zeinei la hibrizi de porumb omologati din diferite grupe
FAO

252



Nr. Aria Nr. Aria
Grupa . Nr. Indicele SPZ SPZ FMZ mk FMZmk
FAO hlbl’lZ.ll().l’ statistic -suma -suma suma ~suma
studiati 9 o markerelor markerelor
’ totala totala M «
totala totala
100-199 7 V% 9,5 22,6 45,3 60,2
200-299 23 V% 14,4 13,9 30,0 39,1
300-399 16 V% 18,8 19,8 26,6 38.3
400-499 8 V% 11,3 18,3 25,3 33,9
media 13 38,1 7 7,5
100-199 7 min 12 31,2 3 2,7
max 15 56,2 12 14,9
media 15 37,3 10 9,3
200-299 23 min 11 25,8 5 2.9
max 18 492 14 15,2
media 15 34,1 12 11,0
300-399 16 min 12 22.9 7 3,7
max 21 434 17 16,6
media 16 40,8 11 13,6
400-499 8 min 13 30,1 6 5,6
max 18 50,1 15 19,8
100-199 7 A 3 25,0 9 12,2
200-299 23 A 7 23.4 9 12,3
300-399 16 A 9 20,5 10 12,9
400-499 8 A 5 20,0 9 14,2

Toate aceste date sunt sintetizate in Tabelul 1, precum si sub forma de diagrame tridimensionale
prezentate n Fig. 2, datoritd carora este posibil sd se compare vizual coeficientii de variatie , V% (diagrama
A) si intervalul de incredere A [=max-min] (diagrama B ) atat pentru patru indicatori ai polimorfismului zeinei

la hibrizii omologati, cat si pentru apartenenta lor la grupa FAO.

Dupa coeficientul de variatie, s-a constatat ca doar prima grupa de hibrizi de maturitate timpurie (FAO
100-199) se evidentiaza dupa manifestarea specifica a polimorfismului zeinei. Aceasta specificitate se exprima
intr-o valoare nesemnificativa a coeficientului de variatie (V<10%) pentru numarul total de grupe de subunitati
peptidice ale zeinei (n7.SPZ) si un coeficient de variabilitate semnificativ (V> 20%) pentru alti 3 parametri:
ar.SPZt; nr.FMZmk; ar.FMZmk.

Cocficientii de variatie (V%) pentru celelalte trei grupe de maturitate (FAO 200-299, FAO 300-399, FAO
400-499) se caracterizeaza prin valori de semnificatie medie atat pentru numarul total de grupe de subunitati
peptidice (nr.SPZ), cat si pentru suprafata totald a intregului set de zone EF ale matricei proteice (ar.SPZ).
Valoarea semnificativa a variabilitatii (V > 20%) pentru aceste trei grupe de maturitate a fost remarcata pentru
zonele markeri de hibridare atit dupa numarul lor total (nr.FMZmk), cat si dupa aria lor totald (ar. FMZmk)
pentru intregul set de markeri de hibridare ar. FMZmk ai profilului proteic a hibridului corespunzétor.
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Fig. 2. Comparatia coeficientilor de variatie,V% (diagrama A) si intervalele de incredere, A [max - min] -
(diagrama B) pentru patru indicatori ai polimorfismului zeinei la hibrizii zonati in functie de apartenenta la
grupul FAO.

Astfel, In functie de coeficientul de variatie pentru esantionul de hibrizi studiati prin metoda de
electroforeza, se poate afirma ca s-a stabilit un nivel mai ridicat de manifestare a polimorfismului zeinei nu in
functie de grupa de maturitate, ci in functie de utilizarea unor parametri specifici precum: numarul total si aria
totald a FMZ-urilor markeri de hibridare: nr. FMZmk si ar.FMZmk (Fig. 2 A). Totodata, este posibil, sub acest
aspect, sd presupunem ci un rol mai semnificativ ar avea apartenenta genotipurilor heterozigote studiate la
unul dintre cele 4 tipuri de hibrizi (simplu, simplu modificat, triliniar, dublu interliniar). Dar o astfel de
interpretare nu corespunde scopului formulat pentru evaluarea ipotezei de lucru a materialului experimental
prezentat.

In urma analizei unui alt indicator de variabilitate - intervalul de incredere ( A ) - numai pentru numarul
de subunitati peptidice ale zeina (nr.SPZ), un interval relativ ingust al parametrului discutat variazd pentru
grupele de maturitate studiate: de la 3 1a 9 SPZ. In ceea ce priveste ,,aria totald” a intregului set de zone EF ale
matricei proteice a hibridului corespunzator (ar.SPZ), exista o tendintd usoard de reducere a intervalului de
incredere pentru FAO de la 100 Ia 399, cu o ulterioara egalare a acestei valori in spectrele electroforetice ale
zeinei a 8 hibrizi de porumb semi-tardiv.
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Un interes deosebit prezinta informatia despre numarul si aria totala a markerilor formelor moleculare ale
zeinei - nr.FMZmk si ar.FMZmk. Indiferent de grupa de maturitate, intervalul de incredere pentru numarul de
markeri ai formelor moleculare ale zeinei (nr.FMZmk) aproape nu se schimba: intervalul de valori este de 9-
10 FMZmk. Constatarea unei dependente similare este caracteristica si pentru parametrul ,,suprafata totala” a
FMZ-urilor markeri de hibridare pentru profilul proteic hibridului corespunzator studiat (ar.FMZmk):
intervalul de incredere aproape nu se modifica si variaza de la 12,2 la 12,9 in procesul de crestere a grupei
FAO de la 100 la 399. Numai in grupa hibrizilor semi-tardivi intervalul parametrului discutat creste la 14,2.
Stabilitatea relativa determinata a intervalelor de incredere pentru parametrii EF studiati pentru toate grupele
de maturitate este destul de clar demonstrata in Fig. 2B.

CONCLUZII:
1. Pentru esantionul total al hibrizilor studiati, in functie de coeficientul de variatie, s-a constatat ca nivelul
mai ridicat de manifestare a polimorfismului zeinei nu depinde de apartenenta la grupa de maturitate, ci este
determinat de utilizarea unor astfel de parametri specifici, ca numarul total si aria totald a markerilor formelor
moleculare ale zeinei: nr.FMZmk si ar.FMZmk.
2. Stabilitatea relativa apreciatd pentru intervalele de incredere pentru patru parametri electroforetici ai
polimorfismului zeinei la 54 de hibrizi de porumb este un argument semnificativ ca acest indicator de

variabilitate nu evidentiaza specificul polimorfismului zeinei in functie de grupa de maturitate a hibrizilor
studiati.

3. In rezultatul verificarii ipotezei de lucru alternative privind specificul polimorfismului zeinei si a
sistemului de markeri proteici in functie de apartenenta la 4 grupe de maturitate in diapazonul FAO 100-499
s-a formulat concluzia principala: dupad caracteristicile cheie ale polimorfismului zeinei si ale sistemului de
markare a proteinelor (nr.SPZ; ar.SPZ; nr.FMZmk,; ar.FMZmk) nu a fost evidentiatd o specificitate clard in
functie de grupele de maturitate ale hibrizilor studiati.
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