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Abstract. The development and use of rapid methods to control the genetic purity of 
seed material contributes to ensuring the quality of hybrid maize seeds. The purpo-
se of the research was to systematize the main stages of preparation and modeling 
of electrophoretic passports for 65 local maize hybrids from different maturity groups 
and their 108 parental lines. The initial electrophoretic spectra of the storage protein 
of maize seeds (zein) were obtained by the electrophoresis method on polyacrylamide 
gels in acidic medium according to the national standard SM 233:2003. The analysis 
of the spectra and the obtaining of the passports was carried out in the „FOREZ-2” 
program. As a result, the main stages of biochemical preparation, digital creation and 
modeling of electrophoretic passports for 37 simple, 2 modified, 23 trilineal, 2 double 
and one multilineal hybrids, were experimentally argued and successively analyzed. 
The presented results will simplify the interpretation and efficiency of their use both 
for commercial purposes and in the research process. The proposed principles have a 
great potential for increasing the accuracy and expanding the possibility to expressly 
perform an objective diagnosis of the genetic purity and the level of hybridity of certi-
fied maize seed lots.
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Rezumat. Elaborarea și utilizarea metodelor rapide de control al purității genetice a 
materialului semincer contribuie la asigurarea calității semințelor de porumb hibrid. 
Scopul cercetării a constat în sistematizarea principalelor etape de pregătire și modela-
re a pașapoartelor electroforetice pentru 65 de hibrizi autohtoni de porumb din diferite 
grupe de maturitate și cele 108 linii parentale ale acestora. Spectrele electroforetice 
inițiale ale proteinei de rezervă a semințelor de porumb (zeina), au fost obținute prin 
metoda electroforezei pe geluri de poliacrilamidă în mediu acid conform standardului 
național SM 233:2003. Analiza spectrelor și obținerea pașapoartelor s-a realizat în pro-
gramul „FOREZ-2”. În rezultat, au fost argumentate experimental și analizate succesiv 
principalele etape de pregătire biochimică, crearea în format digital și modelare a pa-
șapoartelor electroforetice pentru 37 hibrizi simpli, 2 hibrizi simpli modificați, 23 hibrizi 
trilineali, 2 hibrizi dubli și un hibrid multilineal. Rezultatele prezentate vor simplifica 
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interpretarea și eficiența utilizării acestora atât în scopuri comerciale, cât și în procesul 
de cercetare. Principiile propuse au un mare potențial pentru sporirea exactității și ex-
tinderea posibilității de a efectua expres o diagnosticare obiectivă a purității genetice 
și nivelului de hibriditate a loturilor de semințe de porumb certificat.

Cuvinte-cheie: Porumb; Hibrizi; Electroforeza proteinelor; Pașapoarte electroforetice; 
Software. 

INTRODUCERE

Una dintre problemele actuale în producerea de semințe în Republica Moldova o 
reprezintă exportul la timp al semințelor de porumb hibrid și asigurarea calității aces-
tora (Spivacenco et al., 2024; Musteața, 2024).  Pentru a atinge performanța agronomică, 
a stimula investițiile și inovațiile în ameliorarea plantelor, precum și pentru a garanta 
că munca amelioratorilor ajunge la fermieri, este necesar să se mențină niveluri ridica-
te de puritate genetică a soiurilor (Smith & Register, 1998). 

Elaborarea și utilizarea metodelor standardizate și rapide de control al purității 
genetice a materialului semincer contribuie semnificativ la realizarea acestui obiectiv 
(Zheng et al., 2017; Kovincic et al., 2023). 

În prezent, verificarea purității genetice la diverse culturi se bazează pe polimor-
fismul generat de markeri moleculari proteici și ADN (ISTA, 2024). În acest context, cer-
cetările realizate în cadrul proiectului 20.80009.5107.21 din Programul de Stat 2020-2023, 
pentru elaborarea unui catalog de pașapoarte electroforetice (EP) de forme parentale 
și hibrizi de porumb omologați în Republica Moldova pentru export, s-au dovedit a fi 
necesare și oportune (Batîru et al., 2023). 

Pentru pregătirea publicării Catalogului EF de pașapoarte pentru 65 de hibrizi au-
tohtoni de porumb de generație nouă și 108 linii parentale aferente acestora, autorii 
proiectului au avut în vedere cerințele unei game variate de specialiști în domeniul 
culturilor agricole, pentru care acest Catalog este destinat.

În plus, pentru utilizarea eficientă și profesională a acestor pașapoarte de către 
specialiștii agronomi contemporani, este esențială familiarizarea cu metodologia utili-
zată în pregătirea acestora. Astfel, scopul principal al lucrării prezentate constă în dez-
voltarea și sistematizarea etapelor moderne de pregătire și modelare a pașapoartelor 
electroforetice ale hibrizilor autohtoni de porumb, simplificând interpretarea și utiliza-
rea lor atât în scopuri comerciale, cât și în activități de cercetare.

MATERIALE ŞI METODE

În perioada 2021-2023 în cadrul implementării proiectului și în colaborare cu IP 
„Laboratorul Central Fitosanitar”, s-a efectuat analiza calității semințelor de porumb, 
utilizând markeri proteici ai zeinei. Analiza a vizat 650 de loturi semincere, reprezentând 
un număr mare de hibrizi omologați de generație nouă și formele lor parentale, primite 
de la întreprinderile producătoare de semințe și beneficiarii-originatori din Republica 
Moldova. 

Din acest eșantion, au fost selectați 65 de hibrizi de porumb și 108 linii parentale. 
care au fost analizați în funcție de categoriile de hibrizi utilizate în producție. Pașaporti-
zarea electroforetică a fost realizată pentru 37 hibrizi simpli, 2 hibrizi simpli modificați, 23 
hibrizi trilineali, 2 hibrizi dubli și un hibrid multilineal. Aceste caracteristici joacă un rol 
important în specificul pașaportizării electroforetice a fiecărei categorii de hibrizi studiați. 
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Pentru obținerea spectrelor electroforetice (EF) inițiale ale proteinei de rezervă din 
semințele de porumb (zeina) pentru liniile parentale ale hibrizilor selectați, s-a utilizat 
metoda electroforezei zeinei pe geluri de poliacrilamidă în mediu acid, conform standar-
dului național SM 233:2003. Procedura a fost efectuată utilizând echipamente, instrumen-
te și materiale auxiliare aliniate cerințelor actuale pentru lucrările de laborator.

Principiile utilizate pentru crearea formulelor spectrelor EF ale zeinei s-au bazat 
pe cercetările realizate de V. Konarev și colaboratorii săi (1987), care au studiat spectrele 
electroforetice ale proteinelor de rezervă ale porumbului. Programul „FOREZ-2” a fost 
dezvoltat pornind de la programul inițial „Forez,” creat în 2003 (Комарова et al., 2003), 
și utilizat pentru generarea pașapoartelor EF până în anul 2020.

REZULTATE ŞI DISCUŢII

Etapa 1. Specificitatea tehnicilor metodologice în procesul de pregătire a unei pro-
be medii de boabe de porumb și procedurile de obținere a spectrelor EF originale pe 
gelul de acrilamidă

Pentru elaborarea cu succes a unui pașaport electroforetic, clientul (fie benefici-
arul-originator al hibrizilor exportați din Republica Moldova sau reprezentantul între-
prinderii producătoare de semințe de porumb) trebuie să furnizeze: 1) formula comple-
tă a hibridului de porumb, cu indicarea exactă a denumirii hibridului și a formelor lui 
parentale, cu specificarea corectă a formelor maternă și paternă; 2) pachete cu semințe 
dintr-o probă medie pentru fiecare genotip de forme parentale, necesare creării pașa-
portului EF.

E posibil ca beneficiarii-originatori să fie îngrijorați de încălcarea dreptului de au-
tor vizând hibridul prezentat pentru pașaportizare, din cauza utilizării incorecte a cotei 
din semințe a liniilor parentale în alte scopuri. Totodată, orice reprezentant al clientu-
lui poate participa sau poate fi prezent personal la procedura de obținere a „șrotului” 
de semințe din fiecare dintre liniile parentale ale hibridului studiat. Pentru o analiză 
electroforetică de succes, este necesar să se folosească doar endospermul boabelor, cu 
condiția ca embrionul zdrobit să fie îndepărtat complet.

 Principiile de eșantionare a probelor elementare din câmp, din semințele de po-
rumb în știuleți și din boabele în vrac sunt prezentate detaliat în Standardul Moldovean 
SM-2003. Proba medie de semințe se formează manual prin metoda împărțirii după 
diagonale (Gheorghiev & Starodub, 2010) până la 0.2-0.3 kg. Din această masă de se-
mințe sunt luate 20-50 de boabe în pachet pentru pregătirea probei medii de șrot din 
endosperm cu scopul obținerii fracției prolaminice a proteinelor (zeina) pentru analiza 
electroforetică (EF).

Metoda de electroforeză a zeinei, utilizată pentru obținerea spectrelor EF origi-
nale destinate prelucrării în pașapoarte electroforetice digitale, respectă procedurile 
experimentale specificate în Standardul Moldovean SM-2003, utilizând echipamente, 
instrumente și materiale conform cerințelor actuale. Etapele metodei includ:

(1) întocmirea documentației pentru efectuarea metodei de electroforeză;  (2) pre-
gătirea probei din boabe de porumb pentru EF; (3) pregătirea proteinei de zeină pentru 
analiza electroforetică; (4) pregătirea aparatului de electroforeză pentru lucru; (5) pre-
gătirea gelului de poliacrilamidă; (6) depunerea soluției de proteină în alveola plasti-
nei; (7) efectuarea electroforezei; (8) scoaterea plăcilor de gel, fixarea și colorarea lor; 
(9) documentarea electroforegramelor. 

Scopul principal al acestei metode este de a furniza informații beneficiarilor – 
originatori ai hibrizilor de porumb și reprezentanților întreprinderilor producătoare de 
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semințe – privind nivelul actual de aplicare a metodei de electroforeză a zeinei, uti-
lizată ca instrument fundamental în procesul complex de elaborare a pașapoartelor 
electroforetice.

Etapa 2. Crearea formulelor pentru spectrele EF ale zeinei în format digital
După obținerea gelurilor colorate cu spectre EF inițiale ale profilurilor de zeină 

ale genotipurilor de porumb studiate, este necesară transformarea acestora în format 
digital. 

Pentru a unifica crearea de formule pentru spectrele EF ale zeinei, se utilizează va-
loarea „mobilitatea electroforetică relativă” (rf). Această valoare trebuie să fie caracte-
rizată ca raportul dintre mobilitatea (migrarea) subunității peptidice a zeinei (SPZ), care 
este evaluată în raport cu mobilitatea (migrarea) „standardului intern”. Cercetările lui V. 
Konarev și colaboratorii săi (1987), pe baza specificului analizei spectrelor EF ale zeinei, 
la peste 100 de genotipuri de porumb, au arătat o prezență stabilă a subunității pepti-
dice a zeinei cu rf = 60. Prin urmare, această valoare a rfst = 60 este utilizată ca „standard 
intern” cu scopul calculării formulelor pentru spectrele EF ale zeinei. Astfel, mobilitatea 
fiecărei subunități peptidice a zeinei pe spectrul EF analizat este determinată folosind 
un „standard intern” conform următoarei formule:

unde: rf – mobilitatea electroforetică relativă a componentului indicat (SPZ) din 
spectrul EF analizat; rfst = 60; Lst – distanța migrației componentului standardului intern 
(rf = 60) de la start până la plasarea standardului intern pe placa de gel analizată; Lx – 
distanța migrației componentului indicat (SPZ) de la start până la plasarea lui în spec-
trul EF pe placa de gel analizată.

Astfel, pe baza electroferogramelor obținute pentru fiecare spectru EF al genoti-
pului studiat, limitele benzilor (subunități peptidice ale zeinei - SPZ) sunt determinate 
manual prin valoarea „mobilitatea electroforetică relativă” (rf): rfin și rffin. În continuare, 
toate datele obținute sunt procesate pe baza programului de calculator „FOREZ-2”. 

Etapa 3. Programul „FOREZ-2” și algoritmul creării pașapoartelor electroforetice 
ale hibrizilor de porumb

Toate formulele obținute ale spectrelor electroforetice a zeinei în format digital sunt 
procesate pe baza unei versiuni noi a programului de calculator „FOREZ-2”, care prevede 
următoarea succesiune de acțiuni: 1) binarizarea de intensitate a spectrului EF analizat: 
banda prezentă (1) sau banda lipsă (0); 2) determinarea limitelor fiecărei benzi a spectru-
lui EF (subunități peptidice ale zeinei - SPZ): rfin și rffin; 3) formarea unui fișier text cu o listă 
a lățimilor benzilor SPZ determinate [rfin – rffin] pentru fiecare genotip analizat.

 Ca urmare a manipulărilor prezentate mai sus, a fost instalat și configurat mediul 
de dezvoltare software Visual Studio 2019 cu scopul de a crea o nouă versiune a progra-
mului „FOREZ-2” proiectat să funcționeze în sistemul de operare Windows 10 atât în ver-
siunile pe 32 de biți, cât și pe 64 de biți. Versiunea dezvoltată a software-ului „FOREZ-2” 
și testarea sa de verificare pe 100 de genotipuri de porumb au demonstrat capacitatea 
de a procesa spectre electroforetice binare de rezoluție joasă (1-0,5 mm) și rezoluție 
înaltă (precizie de detectare a benzii de 0,1 mm) conform următorului algoritm :

Pasul 1. Introducerea secvențială a denumirilor liniilor parentale inițiale de po-
rumb, corespunzătoare hibridului care se certifică, în secțiunea „Formele parentale”, cu 
posibilitatea ulterioară de editare și ștergere (dacă este cazul).
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Etapa 2. Introducerea gamei de indicatori „mobilitate electroforetică relativă – 
(rf)” a fiecăreia dintre subunitățile polipeptidice care alcătuiesc spectrul electroforetic 
al liniei parentale de porumb. Este prevăzută pentru posibilitatea de editare sau, dacă 
este necesar, de ștergere a informațiilor eronate.

Pasul 3. Introducerea denumirii hibridului de porumb și a formulei acestuia, folo-
sind formele sale parentale introduse anterior, în secțiunea „Hibrizi”.

Pasul 4. Sinteza spectrelor electroforetice de hibrizi interliniari simpli, simpli mo-
dificați, tripli, dubli din spectrele liniilor disponibile în baza de date sau hibrizi paren-
tali simpli (asamblare automată).

Pasul 5. Crearea matricelor digitale finale, sub formă grafică și tabelară, care carac-
terizează hibridul certificat și formele parentale ale acestuia, indicând markerii proteici 
de hibriditate.

Astfel, execuția pas cu pas a algoritmului prezentat face posibilă identificarea au-
tomată pe matricele digitale obținute: a) specificul cantitativ al polimorfismului zeinei 
pentru fiecare genotip studiat utilizat în ameliorarea porumbului la heterozis; b) spe-
cificul cantitativ al marcării prin intensitate binară a formelor moleculare de zeină a 
hibrizilor de porumb certificate prin electroforeză proteică.

 Pentru a extinde eficacitatea utilizării software-ului „FOREZ-2”, a fost introdus și 
algoritmul de generare a pașapoartelor electroforetice ale hibrizilor certificați pentru a 
determina automat un nou element de procesare pentru baza de date creată conform 
programului „FOREZ-2” și anume: un indicator digital al ariei/lățimii fiecăreia dintre zo-
nele subunităților peptidice ale zeinei (SPZ) obținute pe electroforegrame.

Specificul expresiei digitale a acestui indicator este că fiecare spectru electrofo-
retic analizat este binarizat; de-a lungul axei comune a spectrului EF analizat (notat în 
mod convențional prin lungimea totală rf de 100 mm și intensitatea oricărei benzi egală 
cu unitatea), sunt zone de subunități peptidice (ZSP), care reprezintă un număr diferit 
de benzi (forme moleculare ale zeinei - FMZ). Prin urmare, indicele de suprafață (Srf) 
coincide cu intervalul rf (lățime) specific pentru zona respectivă evaluată, notat prin 
diferența dintre rfin (limita superioară a ZSP) și rffin (limita inferioară a ZSP). Astfel, aria 
fiecărei zone ZSP analizate (Srf) poate fi exprimată în mm: Srf = [(rfin – rffin) în mm].

Noua versiune a programului „FOREZ-2” a făcut posibilă utilizarea eficientă a in-
dicatorului discutat pentru a determina automat: a) aria totală a întregului set de zone 
electroforetice care caracterizează profilul proteic al probei studiate; b) ariile fiecărei 
zone marker discutate și setul lor total pentru spectrul EF corespunzător studiat; c) 
procentul suprafeței formelor moleculare marker ale zeinei (FMZ) din suprafața totală 
a FMZ a profilului de proteine hibride electroforetice, ceea ce extinde posibilitățile de 
efectuare a diagnosticului expres obiectiv al nivelului de hibriditate a loturilor certifi-
cate ale semințelor hibride de porumb.

Figura 1 prezintă un exemplu documentat al implementării algoritmului elaborat. 
Sub formă de colaj, sunt sintetizate rezultatele prelucrării computerizate a electrofo-
regramelor liniilor parentale ale hibridului simplu Porumbeni 220. Aceste rezultate in-
clud matricele EF ale profilurilor proteice corespunzătoare liniilor parentale, precum și 
matricea EF a hibridului Porumbeni 220, generată automat prin combinarea matricelor 
formelor parentale, respectând principiul codominanței.

Astfel, algoritmul dezvoltat pentru crearea pașapoartelor electroforetice, bazat pe 
versiunea modificată a programului „FOREZ-2”, a fost utilizat ca instrument experimen-
tal în modelarea pașapoartelor electroforetice ale proteinelor de rezervă la hibrizii de 
porumb și formele parentale ale acestora.
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Figura 1. Electroforegramele spectrelor zeinice ale formelor parentale ale hibridului  
de porumb semi-timpuriu Porumbeni 220, matricea EF a lor, precum și rezultatele  

prelucrării computerizate a spectrului hibrid (nr.3 - F1) conform  
algoritmului programului „FOREZ-2”.

Etapa 4. Modele folosite pentru crearea pașapoartelor electroforetice ale hibrizilor 
studiați și formelor lor parentale

Pentru pașaportizarea electroforetică, au fost selectați 65 de hibrizi omologați de 
porumb, caracterizați în funcție de categoriile utilizate în producție. Procesul de pa-
șaportizare electroforetică a inclus: 38 de hibrizi simpli, 2 hibrizi simpli modificați, 23 
de hibrizi triliniari, 2 hibrizi dubli și un hibrid multilineal. Astfel, s-a impus necesitatea 
elaborării a cinci tipuri de modele corespunzătoare celor cinci categorii de hibrizi.

Indiferent de tipul hibridului, fiecare pașaport electroforetic (EF) trebuie să inclu-
dă următoarele informații: formula hibridului cu indicarea denumirilor formelor paren-
tale; matricele electroforetice ale profilurilor proteice ale formelor parentale în forma 
digitală și spectrul EF al hibridului lor sintetizat automat pe baza principiului codomi-
nării; semnele convenționale utilizate pentru identificarea vizuală a markerilor proteici 
a gradului de hibriditate; caracteristicile cantitative ale spectrului EF la forma hibridă.

Caracteristicile cantitative ale spectrului EF pentru forma hibridă sunt extrase din 
fișierul de text elaborat pentru pașaportul EF corespunzător, în baza următorilor 7 in-
dici: a) Nr. SPZ total – cantitatea grupelor de „subunități peptidice ale zeinei”, totalitatea 
cărora vizual, sub formă de benzi, caracterizează spectrul EF general al hibridului; b) 
Nr.mkFMZ total – cantitatea markerilor de hibriditate ale FMZ totală – suma caracterelor 
cantitative ale „markerilor de hibriditate a formelor moleculare ale zeinei” (mkFMZ) 
identificate în benzile EF ale „subunităților peptidice ale zeinei”(SPZ) din spectrul EF al 
hibridului dat; c) Aria SPZ totală – „aria (suprafața) totală” a întregului set de zone EF 
(grupele de SPZ), care caracterizează profilul proteic al matricei hibridului corespunză-
tor; este identic cu lățimea de bandă a spectrului EF(mm); d) Aria mkFMZ totală – „aria 
(suprafața) totală” a întregului set de „markeri de hibriditate a formelor moleculare ale 
zeinei” pentru profilul proteic corespunzător hibridului studiat; e) Caracteristicile zone-
lor de marcare (ZMk) a gradului de hibriditate după rf (mobilitate EF relative: rfin ; rffin; 
∆[rfin – rffin] ); f) % ZMk din aria SPZ totală – procentul zonei de marcare din „aria totală” 
a întregului set de zone SPZ, care caracterizează profilul proteic al matricei hibridului 
corespunzător; g) %ZMk din aria mkFMZ totală – procentul zonei de marcare din „aria 
totală” a întregului set de „markeri de hibriditate a FMZ” pentru profilul proteic cores-
punzător hibridului studiat. 
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Prezentarea rezultatelor prelucrării computerizate conform noii versiuni a pro-
gramului „FOREZ-2” prevăzută în modelele pașapoartelor EF va permite utilizatorului 
acestor pașapoarte, să interpreteze gradul de hibriditate al hibridului corespunzător pe 
baza următorilor indicatori: a) numărul markerilor de hibriditate ai FMZ în fiecare zonă 
de marcare în SPZ; b) suma markerilor de hibriditate ai FMZ totală – Nr. mkFMZ total; 
c) „aria” fiecărui marker de hibriditate a formelor moleculare ale zeinei pentru profilul 
proteic corespunzător hibridului studiat – indicatorul cel mai reprezentativ pentru dia-
gnosticarea rapidă a markerilor proteici de hibriditate a hibrizilor pașaportizați.

Principiile propuse pentru modelarea pașapoartelor electroforetice ale hibrizilor 
de porumb și formelor lor parentale au un mare potențial de sporire a exactității și ex-
tindere a posibilităților de diagnosticare rapidă și obiectivă a nivelului de hibriditate în 
loturile de semințe hibride de porumb certificate.

CONCLUZII

Pentru crearea catalogului de pașapoarte electroforetice ale hibrizilor de porumb 
autohtoni de generație nouă și formele lor parentale ca un produs final al activității 
intelectuale a proiectului instituțional 20.80009.5107.21 din cadrul Programului de Stat 
pentru anii 2020-2023, au fost elaborate, selectate și sistematizate criteriile, principiile 
și metodele de creare și interpretare a pașapoartelor electroforetice la nivelul molecu-
lelor proteice: 

1)	 A fost adaptată procedura de pregătire a probei inițiale pentru pașaportizarea 
electroforetică a hibrizilor de porumb analizați și a liniilor parentale ale acesto-
ra pentru beneficiarii-originatori ai hibrizilor omologați cu scopul de a proteja 
drepturile de autor; 

2)	A fost creată o nouă versiune a programului de calculator „FOREZ-2”; 
3)	A fost dezvoltat și testat în practică un algoritm de creare a pașapoartelor elec-

troforetice în format digital; 
4)	Au fost elaborate modele de pașapoarte EF pentru care s-a programat prezen-

tarea rezultatelor prelucrării computerizate pe 7 parametri, permițând sporirea 
exactității și extinderea posibilității de a efectua expres diagnosticarea obiecti-
vă a nivelului de hibriditate a loturilor de semințe hibride de porumb certificat.
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