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(57) Rezumat:
1

Inventia s¢ referd la biotehnologie, in
special la un procedeu de determinare a sexului
la plantele de Actinidia arguta cultivate in
vitro.

Procedeul, conform inventiei, constd in
determinarea  spectrului  electroforetic  al
peroxidazelor in frunzele plantei, obtinute la
inocularea mugurilor laterali ai minibutasilor si
cultivarea lastarilor obtinuti cu inducerea
rizogenezei pe un mediu nutritiv, prin
maceratia frunzelor plantei in solutie tampon

2

0,05 M Tris-HCl, agitarea ulterioard si
separarea extractului prin centrifugare, disc-
electroforeza extractului in tuburi cu gel de
poliacrilamida cu obtinerea spectrului
electroforetic al peroxidazelor si developarea
benzilor, totodatd dacd spectrul obtinut contine
8 peroxidaze, planta este de gen feminin, iar
dacd contine 4 peroxidaze — de gen masculin.

Revendicdri: 1

Figuri: 1



(54) Method for determining the sex of Actinidia arguta plants cultivated in vitro

(57) Abstract:
1

The invention relates to biotechnology,
particularly to a method for determining the
sex of Actinidia arguta plants cultivated in
vitro.

The method, according to the invention,
consists in determining the electrophoretic
peroxidase spectrum in the plant leaves,
obtained by inoculation of lateral buds of
minicuttings and cultivation of the obtained
shoots with rhizogenesis induction on a
nutrient medium, by maceration of plant leaves
in 0.05 M Tris-HC1 buffer solution, subsequent

2

mixing and separation of the extract by
centrifugation, disc electrophoresis of the
extract in tubes with polyacrylamide gel to
obtain the electrophoretic peroxidase spectrum
and staining of bands, at the same time if the
obtained spectrum contains 8 peroxidases, the
plant is of feminine gender, and if it contains 4
peroxidases — of masculine gender.

Claims: 1

Fig.: 1

(54) Cnoco0 onpenesiennsi nosay pacrenmii Actinidia arguta

KYJbTHBHPOBAHHBIX iR Vilro

(57) Pedepar:

Hzobperenue OTHOCUTCS K
OMOTEXHOJIOTHH, B HYAaCTHOCTH K CIOCO0Y
OUpEJCICHUsl Mola y pacTeHud Actinidia
arguta KyJIbTUBHUPOBAHHBIX in Vilro.

C10c00, COIacHO H300PETEHUIO, COCTOUT
B OOPEIACHCHHH  3JIEKTPO(POPETHIECKOrO
CIIEKTpa IIEPOKCHJIa3 B JIUCTAX PACTCHUL,
[OIYYEHHOTO TIPH HHOKYISAIMH  OOKOBBIX
IMOYeK  MHHUYEPEHKOB U BBIPAIUBAHUU
ITOTy4EHHBIX moOeroB c HHITYKITHEH
pU30TCHE3a Ha IHTATENBHOM Cpefe, IIyTeM
Mallepalil JIHCTheB pacTeHua B OydepHOM

2

pactBope 0,05 M Tris-HCI, mocienyrommero
IIEPEMEITHBAHNSA H OTJICIICHHS DKCTPAaKTa IPH
IIEHTPUQYTHPOBAHHY,  JTHCK-3IEKTpodopesa
9KCTpPaKTa B TPYOKax ¢ MOTHAKPHIAMETHBIM
rejleM ¢ TOMYYEHHEM ANIEKTPOPOPETHIECKOrO
CIIEKTpa IIEPOKCHJIa3 W OKPAITUBaHUA IIOJIOC,
IIPU ATOM €CIIH ITOTYIEHHBIH CIIEKTP COACPIKUT
8 mepoxcuyias, pacTeHHE MXCHCKOTO poja, a
€CITH COJIEPKHUT 4 MEPOKCHIA3El - MYKCKOTO
poza.

I1. popmymsr: 1

Qur.: 1
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Descriere:

Inventia se refera la biotehnologie, in special la un procedeu de determinare a
sexului la plantele de Actinidia arguta cultivate in vitro.

In literatura de specialitate sexul plantelor la Actinidia arguta poate fi identificat
numai dupa morfologia florilor, adicd la momentul primului an de inflorire, care are loc
la4...6ani.

Este cunoscut procedeul de determinare a sexului in baza spectrului electroforetic
al peroxidazelor (PO) in tesuturile calusului, lastarilor si radacinilor de Actinidia
deliciosa in vitro feminine §i masculine. Pentru obtinerea extractelor enzimatice s-a
folosit solutia tampon de 0,15 M Tris-HCI, suplimentatd cu 6 mM acid ascorbic, 6 mM
hipoclorit de cisteind si 0,5 M zaharozd, pH=8,3. Extractele omogenizate au fost
centrifugate timp de 5 min la 12 000 g si temperatura de -4°C. Supernatantul a fost
folosit in analizele enzimatice. Spectrele PO au fost obfinute prin efectuarea
electroforezei in tuburi cu gel de poliacrilamida 7%, pH=8,9. Vizualizarea benzilor
corespunzatoare ale PO s-a efectuat cu utilizarea 0,1% benzidind in 0,1 M acetat de
sodiu, pH=5,5, cu adaos de 0,1% de H,O.. insd metoda mentionatd, comparativ cu
metoda propusd, are unele deosebiri si neajunsuri.

Deosebirea dintre specii. In procedeul cunoscut s-a studiat Actinidia deliciosa, iar in
procedeul propus s-a studiat Actinidia arguta. Speciile respective se deosebesc dupa mai
multe caractere morfo-fiziologice.

Fazele de dezvoltare a inoculilor cultivati in vitro, precum si continutul mediilor de
cultivare. Pentru activarea si obtinerca fesuturilor feminine si masculine de Actinidia
deliciosa s-a aplicat procedeul de cultivare constituit din doud etape, cu o perioadd
lunga de propagare, fiind folosite doud tipuri de medii de cultivare. In procedeul propus,
obtinerea minibutasilor feminini §i masculini in vitro este posibild intr-o singurd etapa,
cu utilizarea unui singur mediu de cultivare (Brevet MD 605 7 2013.10.31).

Spre deosebire de spectrele electroforetice ale PO studiate la  Actinidia deliciosa
din celulele calusului nediferentiat, lastarilor (2,5...3 cm) si radédcinilor la etapele
incipiente de dezvoltare, in procedeul propus, pentru obtinerea spectrelor electroforetice
ale PO s-au folosit frunze de Actinidia arguta ale minibutasilor feminini si masculini,
cultivati in vitro, cu toate organele vegetative dezvoltate. Fiecare minibutas de
Actinidia arguta avea naltimea de aproximativ 10 cm si 7...8 perechi de frunze, fiind
la etapa finald de dezvoltare in vitro, cu transferul ulterior in conditii ex vitro.

Spre deosebire de componenta solutiei tampon folositd In cea mai apropiata solutie
pentru obfinerea extractelor enzimatice, in procedeul propus a fost utilizata solutia
tampon de 0,05 M Tris HCl, fard adaosuri, cu pH=6,8. Acesta ¢ste un efort mai putin
costisitor fatd de cea mai apropiatd solutie.

Neajunsurile procedeului cunoscut mentionat diminucazd exactitatea si
productivitatea, sporesc eforturile financiare si cele umane, depuse pentru obtinerea
rezultatelor.

Problema pe care o rezolva inventia constd in determinarea sexului la plante de
Actinidia arguta la etapa de dezvoltare completd a organogenezei in vitro, ce permite de
a identifica plantele feminine cu 4...5 ani inaintea infloririi lor, ceea ce asigurd
accelerarea procesului de selectie la aceastd specie cu cel putin 4 ani.

Inventia solutioneaza problema prin aceea cé se propune un procedeu de determinare
a sexului la plantele de Actinidia arguta cultivate in vitro, care constd in determinarea
spectrului electroforetic al peroxidazelor in frunzele plantei, obfinute la inocularea
mugurilor laterali ai minibutasilor si cultivarea ldstarilor obtinuti cu inducerca
rizogenezel pe un mediu nutritiv, prin macerafia frunzelor plantei in solufie tampon
0,05 M Tris-HCl, in raport de 1:2 respectiv, la un pH=6,8, agitarea ulterioard in decurs
de 20 min §i separarea extractului prin centrifugare la 15000 g timp de 15 min la
temperatura de -4°C, disc-electroforeza extractului in tuburi cu gel de poliacrilamida de
7,5%, in decurs de 3 ore la 2,5 mA/tub si 300 V cu obtinerca spectrului ¢lectroforetic al
peroxidazelor, developarea benzilor cu solutie de 0,1% de benzidind in 0,2 M acetat de
sodiu, la un pH=4,8, suplimentatd cu 0,1% H»O,, totodatd dacad spectrul obtinut contine
8 peroxidaze, planta este de gen feminin, iar dacd confine 4 peroxidaze — de gen
masculin.
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Rezultatul inventiei constd in posibilitatea de a determina sexul minibutasilor de
Actinidia arguta la etapa completd de dezvoltare a organogenezei in vitro, cu transferul
ulterior in conditii ex vitro, identificarea plantelor feminine cu 4...5 ani inaintea
infloririi lor, ceea ce asigurd accelerarea procesului de selectic la aceastd specie cu cel
putin 4 ani.

Exemplu de realizare a inventiei

Pentru obtinerea extractelor enzimatice s-au utilizat frunze de plantule masculine si
feminine, obtinute la inocularca mugurilor laterali ai minibutasilor si cultivarca
lastarilor obtinufi cu inducerea rizogenezei pe un mediu nutritiv. Materialul vegetal a
fost macerat cu sticld pisatad in prezenta solutiei tampon 0,05 M Tris HCl, pH=6,8, in
raport 1:2. Apoi extractele omogenizate au fost agitate 20 min §i centrifugate 15 min la
15000 g, la temperatura de -4°C. Supernatantul a servit drept extract enzimatic pentru
etapele ulterioare ale experientelor.

Studiul spectrului electroforetic al PO s-a realizat prin utilizarea disc-electroforezei
n tuburi cu gel de poliacrilamidd de 7,5%, in conditii native, in conformitate cu metoda
(Davis B.J.: Disc electrophoresis. II. Method and application to human serum proteins. -
Ann. New York Aead. Sei., 1964, vol. 121, p. 404-427). In fiecare tub s-au introdus cate
0,1 ml extract enzimatic. Electroforeza a fost efectuata in frigider la temperatura +6°C
pe parcursul a 3 ore, la 300 V si 2,5 mA/tub. Developarea benzilor s-a realizat cu
solutie de 0,1% benzidind in 0,2 M acetat de sodiu, pH= 4,8, cu adaos de 0,1% H,O-.
Fotografierea s-a realizat cu utilizarea sistemului de documentare - Vilber Lourmat.
Rezultatele obtinute sunt prezentate in figurd. Pe spectrul electroforetic al PO din figurd
sunt identificate noud peroxidaze (PO1, PO2, PO3, PO4, PO5, PO6, PO7, POS, POY),
dintre care cinci sunt specifice numai plantelor feminine, una este specificd plantelor
masculine, iar trei sunt comune, ce¢ ne permite sd tragem concluzia ¢d dacd spectrul
obtinut contine 8 peroxidaze, planta este de gen feminin, iar dacd contine 4 peroxidaze —
de gen masculin.

(56) Referinte bibliografice citate in descriere:

1. Auxtova O., Samaj J.,, Cholvadova B., Khandlova E. Isoperoxidase and
1sopolyphenol oxidase spectra in male and female tissues of Actinidia deliciosa in vitro.
Biologia Plantarum, 1994, vol. 94(4), p. 535-541

(57) Revendicari:

Procedeu de determinare a sexului la plantele de Actinidia arguta cultivate in vitro,
care constd In determinarea spectrului electroforetic al peroxidazelor in frunzele plantei,
obtinute la inocularea mugurilor laterali ai minibutasilor si cultivarea ldstarilor obtinuti
cu inducerea rizogenezei pe un mediu nutritiv, prin maceratia frunzelor plantei in
solutie tampon 0,05 M Tris-HCI, in raport de 1:2 respectiv, la un pH=6,8, agitarea
ulterioard in decurs de 20 min si separarea extractului prin centrifugare la 15000 g timp
de 15 min la temperatura de -4°C, disc-electroforeza extractului in tuburi cu gel de
poliacrilamida de 7,5%, in decurs de 3 ore la 2,5 mA/tub si 300 V cu obtinerca
spectrului electroforetic al peroxidazelor, developarea benzilor cu solutie de 0,1% de
benzidind in 0,2 M acetat de sodiu, la un pH=4,8, suplimentata cu 0,1% H»O,, totodata
dacd spectrul obtinut contine 8 peroxidaze, planta este de gen feminin, iar dacd contine
4 peroxidaze — de gen masculin.
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