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Partea 2. Posibilitatile de marcare prin compozitia biochimica a
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Abstract: The paper reflects the second part of the research related to
the experimental analysis of the possibilities of using in Zea mays L. of
some genetic models with a genome with the pronounced expression of the
marker systems at the morphological, biochemical and molecular levels,
focusing on biochemicals markers from the group of metabolites
responsible for grain quality and protein markers of zeins (PMZ) in maize.
It was found that the use of PMZ based on computerized automation of
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el ectrophoretic data processing is the most sensitive marking level (among
the levels studied) and makes it possible to identify both the eliminatory
and enriching effect of the genes of the maize endosperm structure. To
increase the efficiency of selection for maize quality, the authors
recommend, in parallel with the use of morphological markers (according
to UPOV requirements), to use protein markers that increase
methodological accuracy and save experimental time for evaluating and
selecting the initial breeding material.

Key-words. maize, seed metabolites, lysine, protein markers,
electrophoresis, zein

Introducere

Cum s-a mentionat in argumentarea stiintifica a primei parfi a
articolului ,,Modelarea sistemului de markeri in ameliorarea porumbului”,
in momentul de fatd, testarea de stat a soiurilor pentru identificare si
patentabilitate in 68 de tari (inclusiv Republica Moldova) se realizeaza
conform metodelor nationale ale tarilor participante din UPOV. Ele sunt
bazate pe determinarea caracteristicilor morfologice si fiziologice
distinctive, gradul de expresie a carora se preteaza la o descriere exacta.

Datorita  faptului cd caracterele morfologice caracterizeaza
interactiunea dintre genotip si mediul extern §i, in consecintda, nu permit
determinarea variabilitatii unei gene structurale foarte specifice (sau a unui
complex de gene) care controleaza o trasatura specifica din punct de
vedere economic, in ultimul deceniu, din ce In ce mai multad atentic a
oamenilor de stiin{d a Tnceput sa atragd problema extinderii sistemului de
markeri in ameliorarea plantelor [KOHOBAJIOB, 2013].

In 2011, la cea de-a 45-a sesiune ordinara a UPOV, a fost adoptat un
ghid privind posibilitatea utilizarit markerilor biochimici si moleculari
pentru aprecierea DUS [UPQOV, 2007], insa pe exemplul cercetarilor cu un
numar limitat de culturi.

In ultimele decenii, activitatea stiintifica in aceasta directie s-a dovedit
a fi cea mai eficienta intr-un aspect relativ unilateral - identificarea
genomului culturilor agricole la nivel de markeri proteicisi moleculari
[COMAROVA et al, 2016; IDREES, IRSHAD, 2014; MICLAU, 2018].
Cu toate acestea, eficacitatea acestei abordari pentru procesul de
ameliorare depinde de sistematizarea cunostintelor despre utilizarea
complexd a markerilor la trei niveluri: morfologic, biochimic si genetic
(molecular).

In acest scop, in ipoteza de cercetare generali a lucrarii prezentate, S-a
pus accent pe utilizarea in scopurile indicate a modelelor genetice care



posedad un genom cu o expresie pronuntatd a tuturor sistemelor de markeri
enumerate: mutatii cu gene ale structurii endospermului (fainos - opaque2,
zaharat - sugary2, ceros - waxyl), ce imbunatatesccalitatile nutritive si
furajere ale bobului de porumb si se utilizeazaeficient in programele de
ameliorare a porumbului pentru calitatea bobului [PALII, 2014].

Aceasta lucrare reflectd a doua parte a cercetarii, ce se concentreaza
pe o gamd largd de markeri biochimici: produse ale metabolismului
intermediar si final, precum si forme moleculare ale unuia dintre primii
produsi ai genelor - fractia de prolamina a bobului de porumb - zeina.

Scopul final al acestor studii este de a compara rezultatele obtinute cu
rezultatele experimentale din prima parte a lucrarii prezentate privind
identificarea tradifionala a linillor de porumb cu gene ale
structuriiendospermului la nivelul markerilor morfologici  (conform
cerintelor UPOV).

M aterial si metode

In calitate de material biologic au fost folosite 11 linii de porumb. Pe
baza acestor linii au fost utilizate genotipuri cu urmatoarele gene ale
structuri endospermului: opaque2 (02), sugary2 (su2), waxyl (wxl), si
analogii lor normali. In total, in cercetirile efectuate au fost utilizate 26
genotipuri.

Compozitia chimica a liniilor de porumb a fost determinata la
Analizatorul cu Unde Infrarosii «Scaner — Model 4250» destinat pentru
analiza-expres a calitatii productiei agricole [ROTARI, 2011].

Studierea formelor moleculare a zeinei (FMZ) s-a efectuat prin metoda
electroforezei (EF) in gelul de poliacrilamida, in solutie tampon acidic cu
uree [SM 233:2003].

Calcularea formulelor spectrelor electroforetice obtinute, compilarea
matricelor de profil zein- proteic pentru genotipurile studiate au fost
efectuate pe baza folosirii software-ul FOREZ elaborat de inginerul de
proiectare A.Adamciuc pe baza metodologiei tehnice propuse de
G.Comarova[KOMAPOBA et al, 2003, 2012].

Rezultate si discutii
Pentru fiecare dintre cele 26 genotipuri a fost efectuata o pasaportizare
generald a valorii nutritive dupd un complex de parametri biochimici:
proteine brute, grasimi brute, amidon, celuloza si cenusa.
Conform acestor indici, nu a fost gasita nici o legitate obiectiva in
deosebirile dintre valorile cantitative in acumularea acestor metabolifi,
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ceea ce indica absenta unei diferente semnificative in parametrii valorii
nutritive a boabelor dintre mutanti si analogii lor normali.

Tabelul 1. Studiul gradului de marcarea expresiei genei 02 dupa
indicii biochimici ai semintelor de porumb

. In % din substanta uscati[A = (norm—02)] A lizina
Nr | Genoti- . — .
d/o pul Ap_rote- Alipde Aami- AcelP_ Acenusa Al ?I e
ine don loza na teina
2 3 4 5 6 7 8 9
1 |C81 +1,24 +0,83 -0,09 +0,03 +0,1 -0,13 | -1,19
2 | MK131G -0,04 -0,07 +0,16 -0,04 +0,32 | -0,16 | -1,22
3 |[SL343 +0,04 -0,38 +0,01 -0,06 -0,35 | -0,17 | -1,33
4 | W64A +0,87 -0,86 +0,29 | +0,03 -0,09 | -0,13 -1,2
5 |[MKO1 +0,41 -0,07 -0,37 -0,01 -0,4 -0,12 | -0,75
6 |W153R -0,85 +0,11 | +0,45 -0,01 +0,4 -0,16 | -1,06
7 | P502P -0,28 -1,12 +0,13 -0,02 +0,98 | -024 | -1,78
8 | P346P +0,09 +0,07 -0,01 -0,03 -0,09 | -0,07 | -0,56
9 | P346K +0,33 +0,73 -0,62 0 -0,24 | -0,04 | -0,38

Pe baza analizei parametrilor biochimici, care determina valoarea
nutritivd a boabelor de porumb, se poate aprecia doar posibilitatea de
markare a unui genotip individual prin unii din acesti indici, si anume:

Tabelul 2.Studiul gradului de marcare aexpresiei genel wx1 dupa
indicii biochimici ai semintelor de porumb

In % din substanta uscati[A = (norm—wx1)]
Nr. Genotinul A lizina
4o p A A A A A A o

proteine| lipide | amidon | celulozd | cenusa | lizinad proteina

2 3 4 5 6 7 8 9

MK O1+/+| -0,21 | +0,21 | +0,12 +0,03 | +0,57 | +0,01 | +041

A632 +/+ | -0,38 | +0,13 | +0,61 -0,04 0 -0,05 -0,3

1
1
2 B73 +/+ +0,11 | +0,06 | +0,83 -0,02 -0,09 | -0,02 -0,16
3
4

W64A +/+ | +0,86 | -0,09 -0,27 +0,07 +0,41 0 -0,17

- o crestere semnificativa a continutului de proteine in bobul formelor
opaque?2 ale liniilor W153R si P5S02P si in boabele formei ceroase a liniei
AB32;

- 0 scadere semnificativd a continutului de proteine in bobul cu gena
02 pentru liniile C81, W64A si MKO1, in boabele formei ceroase ale liniei
W64 A siin boabele cu gena Su2 a liniilor A632 si W64A;
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- 0 crestere evidenta a continutului de lipide la analogii 02 ai liniilor
SL343, W64A, P502 P, P346 P si la boabele cu gena su2 aliniei W64A.

Tabelul 3.Studiul gradului de marcare aexpresiei genei su2 dupa
indicii biochimici ai semintelor de porumb

Nr In % din substanta uscati[A = (norm—su2)] A lizina
d/ | Genotipul A A A A A A in

0 proteing lipide | amidon | celuloza | cenusa | lizind | proteina
1 | AB32+/+ +1,41 | +0,98 | +0,61 -0,03 +0,2 -0,1 -1,07
2 |W64A+/+ | +044 | -091 | +0,04 | +0,06 | -0,05 | -0,05 -0,46

Caracteristicile evidentiate, pe de o parte, pot fi interpretate pentru a
analiza efectul pleiotropic al genei corespunzatoare pe fundalul acestui
genotip, iar pe de alta parte, sub aspectul aplicativ, poate fi utilizat numai
pentru selectia individuald, in conformitate cu indicii calitatii biochimice.

Cu toate acestea, cel mai distinctivi markeri ai formelor mutante au
fost observati prin indicii de biochimie statica, care caracterizeaza efectul
biochimic corespunzator genei endospermale studiate (02, su2, wxl).
Conform datelor din tabelul 1 (coloanele 8, 9), s-a constatat o crestere
semnificativad a continutului de lizind in proteind pentru toate cele noud
linii de porumb (in comparatie cu analogii lor normali): in medie, cu
41,8% mai mult decat media, caracterizand continutul de lizind in proteina
bobului analogului normal. Astfel, s-au obtinut dovezi experimentale
despre eficacitatea utilizarii ca marker biochimic al actiunii genei 02
indicatorul ,,continut de lizind in proteind” — parametru al unei verigi
specifice a metabolismului proteic, cu valoare economica.

Rezultatele analizelor biochimice, prezentate in tabelul 4 pentru
doua linii, reprezentate atat prin mutatii cu gena sugary2, cat si cu gena
waxyl, ne permit sa afirmam urmatoarele:

1) Efectul biochimic al genei su2 este exprimat printr-o crestere brusca
a continutului total de glucide (in medie, de 4 ori);

2) Gena wxl influenteaza la cresterea continutul de amilopectind in
amidon (in medie, cu 22% mai mult ca analogul normal), iar fractia de
amilopectind din molecula structurala a amidonului, comparativ cu fractia
de amiloza, creste semnificativ (tab. 4, coloana 8).

Prin urmare, markerii biochimici din grupul metabolitilor din categoria
de calitate a porumbului oferd o marcare semnificativ mai precisa a
mutantilor cu gene ale structurii endospermului, deoarece reflecta efectul
biochimic al actiunii acestor gene. Cu toate acestea, pentru evaluarea cu
succes a actiunii genelor la nivelul metabolitilor statici, este necesara
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selectarea si aprobarea metodelor individuale specifice pentru identificarea
biochimica a acestor markeri.

Tabelul 4. Studiul gradului de marcare a expresiei genelor su?2 si
Wx1dupa continutul de amiloza si amilopectina in amidon a semintelor
de porumb

Nr. In% d&gcs;:;)stanta In % din amidon Er?ﬁ)l(:)r;;/l
dfo | Linia | Genotip glucide | amidon | amiloza | amilopectina | amilopectin
1 +/+ 240 | 69,72 | 18,50 81,50 1:44
2 Su/su, | 6,06 | 69,11 | 18,80 81,20 1:4,3
3 |AB32| wxywx; | 1,02 | 69,11 | 0,50 99,50 1:199
4 +/+ 0,80 | 69,68 | 18,50 81,50 1:44
) W64 | su,/su, | 6,25 | 69,64 | 2550 74,50 1:29
6 |A wxg/wxy | 2,49 | 69,95 | 0,30 99,70 1:332

In procesul de ameliorare, este foarte important si avem la dispozitie
metode expres pentru marcarea detaliata a materialului de selectie. Trebuie
sa avem 1n vedere faptul ca orice proces metabolic intr-o celula vegetala
depinde de functiile de reglare ale sistemelor enzimatice si trebuie sa
sustinem postulatul traditional al biologiei moleculare, conform caruia
proteinele reprezinta primul produs metabolic al lucrului genelor. De
aceea, urmatorul pas in aceastd lucrare a fost studierea gradului de
eficientd a utilizarii markerilor proteici pentru identificare manifestari
actiunii genelor opaque2 (02), sugary2 (su2) si waxyl (wxl).

Pentru a obtine informatii complete care sd permitd interpretarea
datelor cercetarilor electroforetice ale fractiei prolaminice (zeinei)
genotipurilor de porumb, experimentul a fost realizat in urmatoarele etape:

1. Obtinerea electroforegramelor profilurilor proteice ale mutantilor de
porumb cu genele 02, su2, wx1 si analogii lor normali. Figura 1 prezinta o
serie de pasapoarte electroforetice (EF) inifiale care demonstreaza aparitia
profilurilor proteice imediat dupa fixarea miscarii componentelor
subpeptidice ale zeinei in gel si colorarea lor. Pentru fiecare banda EF,
vizual, se pot observa o serie de zone peptidice in calitate de markeri, care
determina specificitatea genotipului cercetat.
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Fig.1. Electroforegrame ale zeinel din endospermul boabelor liniilor
mutante de porumb: A632, P346K, P346P, P502P, W64A.

2. Documentarea digitala a electroforegramelor obtinute:

2.1.Electroforegramele de poliacrilamida in stare proaspata, s-au
utilizat pentru a calcula formulele spectrelor de zeina ale endospermului
din boabele fiecarui genotip [KOMAPOBA et al., 2012] — un exemplu de
astfel de formule este prezentat in tabelul 5 — pentru toate formele mutante
st analogul lor normal al linie1 W64A.

In mod similar au fost calculate formulele digitale ale
electroforegramelor proteinei de rezerva (zeinda), din endospermul
porumbului pentru toate liniille mutante studiate si analogii lor normali,
care au fost pregatite pentru prelucrarea computerizata ulterioara si crearea
matricilor electroforetice folosind programul ,,FOREZ” [KOMAPOBA et
a., 2003].

2.2. Carezultat - dupa modelarea pe calculator a formulelor acestor

spectre electroforetice a zeinel, s-au obtinut matrici de electroforegrame ce
constau din forme moleculare a zeinei (FMZ) fiecare avand mobilitatea
electroforetica relativa (Rf) egala cu 0,1.
Pe exemplul matricii profilurilor electroforetice ale zeinei din endospermul
liniel W64A Cu genele o2, Su2 le s analogul lor normal (+/+),
pentru identificarea markerllor genelor structurii endospermului la porumb
dupa
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Tabelul 5. Formulele electroforegramelor proteinei de rezerva din

endospermul bobului liniei de porumb W64A cu genele 02, su2, wx1 si

analogul lor normal, pregatite pentru prelucrarea computerizata
si crearea matricilor electroforetice

Genotipull +/t 02/02 su2/su wx1/w
iniel W64A 2 x1
36-37 35-37 30-32 35-37
39-41 3941 35-36 40-41
45-48 4448 38-41 45-47
; 49-51 ; 44-47 49.51
Dlapazon 53.55 49-51 48-51 2
2 57-60 3.5 53-34
rfy 57-60 27100 53-54 760
63-65 63-66 56-60 ——
67-70 72-73 62-65 63-65
72-73 74-75 67-71 —
76-77 73-73 JZ73
26.88 7475 87-88
76-77
87-88

spectrele EF ale zeinei. In legitura cu aceasta apare intrebarea dacd este
posibil sd fie efectuata simplificarea metodologicda a procesului de
identificare a markerilor proteici, ce manifestd polimorfism bogat in
fractia zeinica de prolamina?

Pana in prezent, programul ,,FOREZ” a fost utilizat pentru modelarea
computerizatd, pentru stocare si pentru sinteza automata a spectrelor
electroforetice hibride din spectrele EF ale formelor parentale bazate pe
principiul codominarii [KOMAPOBA et al, 2012].

|

02/02 ++ su2/su2 +/+

Fig.2. Matricile profilului electroforetic al zeinel endospermului liniei

de porumb W64A cu genele 02, su2, wxl si analogul lor normal (+/+).
In lucrarea prezentatd, pentru prima dati a fost verificatd experimental
o noud propunere tehnicd din partea Dr. Galina Comarova (sectia
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,Blologie vegetala”, Departamentul Agronomie si Mediu), anume:
comparate ale liniilor de porumb mutante si normale pentru marcarea
rapidd a expresieil genelor structurii endospermului la nivelul markerilor
proteici.

Modelarea directa (D) Modelarea inversa (R)
1 2 3 4 3 2
02/02:+/+ 02/02 +/+ +/+02/02 +/+  02/02

Fig.3. Rezultatele marcarii EF a liniei C81 cu gena o2 si analogul ei
normal (+/+) la nivelul moleculelor proteice.

Astfel, de exemplu, in baza de date a programului ,,FOREZ” se includ
formulele de calcul pentru spectrele EF a doud genotipuri ale liniei C81 in
conformitate cu principiul modelarii directe (D) si modelarii inverse (R)
(fig. 3).

Modelarea directa (D):

- initial in baza de date este introdusa o formuld de calcul care
caracterizeaza spectrul EF a liniei cu gena 02/02 (fig. 3D — spectrul 2);

- dupa care in baza de date se introduce formula EF ale liniei normale
+/+ (fig. 3.D — spectrul 3);

- in rezultatul combinarii automate a formulelor acestor doud
genotipuri dupa principiul codominarii, pe panou este afisata matricea EF
(fig. 3.D — spectrul 1), pe care sunt notate (automat) markerii efectului
eliminarii FMZ ca urmare a actiunii genei 02 asupra fractiei de prolamina
a proteinei endospermei de porumb (zeina), adica, sunt indicate automat
markerii formelor moleculare de zeind (FMZ), care dispar din molecula de
proteina sub influenta genei 02.
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Modelarea inversa (R):

- in baza de date este introdusa o formula de calcul care caracterizeaza
spectrul EF aliniei normale +/+ (fig. 3.R — spectrul 3);

- in baza de date se introduce formula EF ale liniei cu gena 02/02 (fig.
3. R— gpectrul 2);

- ca rezultat de combinare automatad a formulelor acestor doua
genotipuri pe principiul codominarii, pe panou este afisatd matricea EF
(fig. 3.R — gpectrul 4), pe care sunt notate (automat) markerii efectului
imbogatirii FMZ ca urmare a actiunii genei 02 asupra fractiei de prolamina
a proteinei endospermului de porumb (zeina), adica, sunt indicate automat
acele FMZ, care pot aparea ca rezultatul a modificarilor structurale ale
formelor moleculare de zeina sub influenta genei o02.

Metodologia descrisa a fost utilizata pentru a realiza marcarea rapida a
tuturor celor 26 de genotipuri de porumb studiate la nivelul markerilor de
zeind. Ca urmare, a fost obfinutd posibilitatea efectuarii analizelor
cantitative a efectului de eliminare si/sau imbogatire al actiunii genelor
structurii endospermului. Conform datelor din tabelul 6, cota—parte de
variabilitate in actiunea

Tabelul 6.Analiza comparativa a caracteristicilor cantitative ale
markerilor proteici care caracterizeaza efectul genel endospermale
opaque? (02) asupra fractiei de prolamina din bobul de porumb

Numarul markerilor % markeri proteici
Nr. Genotipul _ Efectul Efecftul _ Efectul Efec';ul
d/o eliminator a | imbogatitor al | eliminator al | imbogatitor al

genel 02 genel 02 genel 02 genel 02
1 |C81 18 6 58 19
2 MK 131 5 6 20 24
3 |SL343 13 2 46 7
4 | W64A ) ) 19 19
5 |MKO1 11 6 25 30
6 |WI153R 13 ) 48 19
7 P502 P 12 4 o5 18
8 |P346 P 7 2 37 11
9 P346 K 7 2 33 10
min 5 2 19 7
max 18 6 58 30

variabilitate in actiunea de eliminare a genei 02 (de la 19 la 58%)
depaseste semnificativ nivelul modificarilor de marker care caracterizeaza
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efectul Tmbogatitor al genei 02 (de la 7 la 30%). Trebuie mentionat ca
aceastd legitate se observa pentru majoritatea liniilor studiate. Singura
exceptie prezintd linia MK 131.

Conform tabelului 7, expresia genei wx1 dupa markerii proteici a
zeinei este pur specificd pentru fiecare genotip studiat.

Tabelul 7.Analiza comparativa a caracteristicilor cantitative ale
markerilor proteici care caracterizeaza efectul genei waxyl (wx1) asupra
fractiei de prolamina in bobul de porumb

Numarul de markeri % markeri proteici
NI _ _ Efectul Efect.ul _ Efectul Efecth
4o Genotipul | elimi nator al imboge“_mtor al elimi n_ator a imbogépt_or
genel wx1 geneal wx1 genel wx1 a genel
wx1l
1 WG64A 6 1 29 5
2 AB32 2 4 10 19
3 MKO1 7 7 35 35
4 B73 5 5 28 28
min 2 1 10 5
max 7 7 35 35

Tabelul 8.Analiza comparativa a caracteristicilor cantitative ale
markerilor proteici care caracterizeaza efectul genel sugary?2 (su2) asupra
fractiei de prolamina in bobul de porumb

Numarul de markeri % markeri proteici

Nr. Genotipul Efectul Efectul Efectul Efectul
d/o eliminator al | imbogatitor | eliminator al | imbogatitor
genei su2 a genel su2 genei su2 a genel su2

1 WG64A 3 10 10 32

2 A632 7 9 28 36

In acelasi timp, rezultatele prezentate in tabelul 8 demonstreaza clar
predominanta efectului imbogatitor al genei SU2 asupra fractiei de
prolamina a endospermului mutant (diapazonul de variatie a markerilor
proteici este de 32-36%, care prezintd aproape de 2 ori mai mare decat
efectul eliminator al acestel gene).

Concluzii
1. Markerii biochimici din grupul metabolitilor din categoria de calitate
a boabelor asigura o marcare semnificativa mai precisa, deoarece reflecta
efectul biochimic al genelor structurii endospermului: o crestere
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semnificativa a confinutului de lizina in proteind a fost constatata la toate
cele 9 linii de porumb cu gena 02 (in comparatie cu analogii lor normali)
— in medie cu 41,8%; efectul biochimic al genei su2 este exprimat printr-0
crestere accentuatd a continutului de zaharuri totale (in medie, de peste 4
ori); gena wx1 determina cresterea continutului de amilopectina in amidon
(22% mai mult decat analogul normal), iar cota-parte de amilopectind din
molecula structurala de amidon se ridica semnificativ.

2. Utilizarea markerilor proteici ai zeinel de porumb pe baza
automatizarii computerizate a procesarii datelor electroforetice, este cel mai
sensibil nivel de marcare (dintre nivelurile studiate) si ne permite sa
identificam atat efectele de eliminare, cat si efectele de imbogatire ale
genelor structurii endospermului bobului de porumb.

3. Pentru sporirea eficienfei ameliorarii la calitate a culturii Zea
mays L., paralel cu utilizarea markerilor morfologici (in conformitate
cu cerintele UPOV), se recomanda folosirea markerilor proteici care
Sporesc exactitatea metodologica si reduc timpul experimental in procesul
aprecierii si selectarii materialului initial de ameliorare.
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