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calusului embriogen pe mediu nutritiv Murashige-

pentru obtinerea plantelor regenerante de porumb 5 Skooge ce contine acid 2,4-diclorfenoxiacetic in
numai cu organe de reproducere feminine. concentratie de 1,0...2,0 mg/L.
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Descriere:
Inventia se referd la agriculturd, in particular la selectia si genetica plantelor si poate fi utilizatd pentru
obtinerea plantelor regenerante de porumb numai cu organe de reproducere feminine.

Este cunoscut un procedeu de obtinere a plantelor regenerante de porumb, care include separarea embrionilor
imaturi la 10...12 zile dupd polenizare, cultivarea lor timp de 14 zile pe mediu nutritiv Murashige-Skooge [1],
ce contine acid 2,4-diclorfenoxiacetic (2,4-D) in concentratie de 2 mg/L pand la formarea calusului, recultivarea
calusului obtinut pe acelasi mediu nutritiv pand la obtinerea calusului embriogen si cultivarea calusului embriogen
pe mediu nutritiv Murashige-Skooge ce contine 2,4-D in concentratie de 0,2 mg/L pana la obtinere a plantelor
regenerante. Plantele regenerante de porumb obtinute sunt plantate in sol [2].

Dezavantajul acestui procedeu constd in faptul cd prin intermediul lui se obtine un numir mic de plante
(numai plante solitare) regenerante de porumb ce posedd numai organe de reproducere feminine.

Problema pe care o rezolva prezenta inventie constd in mdrirea frecventei de obtinere a plantelor regenerante
de porumb numai cu organe de reproducere feminine.

Procedeul, conform inventiei, include separarea embrionilor imaturi de porumb la 10-12 zile dupa polenizare,
cultivarea lor pani la formarea calusului in decurs de 14 zile pe mediu nutritiv Murashige-Skooge, ce contine
acid 2,4-Diclorfenoxiacetic, recultivarea calusului obtinut pe acelasi mediu nutritiv pand la obtinerea calusului
embriogen, iar plante regenerante de porumb se obtin prin cultivarea calusului embriogen pe mediu nutritiv
Murashige-Skooge, ce contine 2,4-D in concentratie de 1,0...2,0 mg/L.

Rezultatele obtinute au permis de a stabili cd anume aceastd concentratie a 2,4-D este optimd la etapa de
germinare a embrioizilor somatici in plante regenerante si determind cresterea procentului (98,9%...99,9%) de
plante regenerante cu organe de reproducere feminine.

Rezultatul inventiei constd in mdrirea frecventei de obtinere a plantelor regenerante de porumb numai cu
organe de reproducere feminine.

Exemplu de realizare

1. In calitate de material initial pentru obtinerea plantelor regenerante s-au utilizat urmétoarele genotipuri de
porumb: hibridul “Pioneer 3978” si formele lui parentale - liniile inbrede 346 si 502, cét si analogii lor cerosi.

2. Plantele s-au cultivat in conditii de lumind §i temperaturd optime.

3. Embrionii imaturi s-au separat din boabe la 10-12 zile dupa polenizare.

4. Pentru separarea embrionilor s-a efectuat sterilizarea stiuletilor in solutie de 10% de hipoclorurd de calciu
timp de 25 min.

5. Embrionii separati s-au cultivat in conditii aseptice in boxd laminard pe mediu nutritiv Murashige-
Skooge steril agarizat pand la obtinerea calusului.

Mediul nutritiv Murashige-Skooge pentru cultivarea embrionilor imaturi are urmétorul continut:

mg
Azotat de amoniu 1640,0...1645,0
Clorura de calciu dehidratat 430,0...435,0
Etilendiaminotetraacetat de sodiu 37,2...37.3
Sulfat de fier heptahidrat 27,7..27.8
Azotat de potasiu 1890,0...1990,0
Sulfat de magneziu heptahidrat 365,0...370,0
Fosfat de potasiu bisubstituit 165,0..170,0
Sulfat de zinc heptahidrat 8,6...8,7
Acid boric 6,0...6,1
Sulfat de mangan tetrahidrat 22,1...22.3
Sulfat de cupru pentahidrat 0,024...0,025
Clorura de cobalt hexahidrat 0,024...0,025
Molibdat de sodiu bihidrat 0,24...0,25
Iodura de potasiu 0,81...0,82
Mezoinozitd 100,0...105,0
Glicind 1,99...2,00
Acid nicotinic 0,49...0,50
Hidroclorurd de piridoxind 0,49...0,50
Hidroclorura de tiamina 0,07...0,08
Zaharoza 29000,0...30000,0
Agar 7900,0...8000,0
Apa pandla 1L
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6. Calusul obtinut din embrionii imaturi s-a recultivat pe mediul nutritiv Murashige- Skooge (MS) pani la
obtinerea calusului embriogen.

In calitate de inductor al proceselor de formare a calusului embriogen, in mediul nutritiv Murashige-Skooge
(MS) a fost introdus acidul 2,4-diclorfenoxiacetic. Au fost pregitite 4 variante de medii nutritive ce se
deosebesc dupid cantitatea inductorului 2,4-D, si anume: MS1 - 0.5 mg/L; MS2 - 1.0 mg/L; MS3 - 2.0 mg/L;
MS3 - 3.0 mg/L.

7. Calusul embriogen obtinut s-a cultivat pe mediile MS1, MS2, MS3, MS4 péand la obtinerea plantelor
regenerante de porumb.

8. Dupd formarea radacinutelor, tulpinii si a 3-4 frunzulite plantele regenerante de porumb au fost plantate in
sol, unde s-a urmadrit in continuare aparitia organelor de reproducere feminine.

Datele prezentate in tabelul ce urmeaza demonstreaza ca recultivarea calusului embriogen pe mediul nutritiv
MS3, ce contine 2,4-D in concentratie de 2 mg/L, spre deosebire de celelalte variante de mediu nutritiv, a produs
aparitia plantelor regenerante de porumb numai cu organe de reproducere feminine, la toate genotipurile
examinate.

Astfel, procedeul propus permite de a obtine plante regenerante numai cu organe de reproducere feminine,
adicd cu stiuleti, fapt care contribuie la selectarea unor noi genotipuri de porumb, intensificand astfel procesul de
ameliorare.

Influenta concentratiei 2,4-D asupra frecventei formdrii plantelor regenerante de porumb numai cu organe
reproductive feminine

Genotipul de Plante regenerante de porumb cu stiuleti, %
porumb MS MS1 MS2 MS3 MS4
Linia 346 0 15,2¢14 | 68,1+£2,6 98,4+1,1 1,240,5
Linia 346wx1 0 7,409 59,642,1 98,2+1,4 0,9+40,1
Linia 502 0 10,3+1,2 | 54,8+1,9 97,8+1,7 0,5+0,7
Linia 502wx1 0 6,1+0,5 47422 98,5+1,1 0,340,2
Hibridul “Pioneer 3978 0 20,5+¢1,6 [ 729425 98,6+1,0 1,540,8
Hibridul “Pioneer 3978 wx1 0 16,7+¢1,3 | 64,3+1,8 98,1+1,5 1,9+0,4

(57) Revendicare:

Procedeu de obtinere a plantelor regenerante de porumb care include separarea embrionilor imaturi la
10...12 zile dupa polenizare, cultivarea lor in decurs de 14 zile pana la formarea calusului pe mediu nutritiv
Murashige-Skooge, ce contine acid 2,4-diclorfenoxiacetic, recultivarea calusului obtinut pe acelasi mediu nutritiv
pana la obtinerea calusului embriogen si cultivarea lui pe mediu nutritiv Murashige-Skooge, ce contine acid 2,4-
diclorfenoxiacetic, pand la obtinerea plantelor regenerante, caracterizat prin aceea ci cultivarea calusului
embriogen se efectueazd pe mediu nutritiv. Murashige-Skooge, ce contine acid 2,4-diclorfenoxiacetic in
concentratie de 1,0...2,0 mg/L.

(56) Referinte bibliografice:
1. Murashige T., Skooge F. A revised medium for rapid drowth and bioassays with tobacco tissue
cultures. Physiol. Plant. 1962, 15, p. 473-497
2. Suprasanna P., Rao K. V., Reddy G.M. Embryogenic callus in maize: genotypic and aminoacid effects.
Cereal Res. Comm. 1994, 22, p. 79-82
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