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Inventia se refera la biotehnologie, in 5 Skoog si suplimentar carbune activat 1200

particular la un procedeu de micropropagare a mg/L., totodatd cultivarea se efectueazd la
plantelor de Actinidia arguta in vitro. temperatura de 26°C, umiditatea relativd a
Procedeul, conform inventiei, include 10 aerului de 70%, cu o fotoperioada de 16 ore
inocularea mugurilor laterali ai minibutasilor lumina, intensitatea ilumindrii de 1000 Ix si
si cultivarea ldstarilor obtinuti cu inducerea pH-ul 5,8.
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(54) Process for microclonal propagation of Actinidia arguta plants in vitro

(57) Abstract:
1
The invention relates to biotechnology, in

particular to a process for microclonal
propagation of Actinidia arguta plants in vitro.

The process, according to the invention,
includes inoculation of lateral buds of
minicuttings and cultivation of the obtained
shoots with rhizogenesis induction on a
nutrient medium containing ? of mineral salts

with respect to the Murashige-Skoog medium
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2
and additionally activated coal 1200 mg/L, at

the same time cultivation is carried out at a
temperature of 26°C, air relative humidity of
70%, with a photoperiod of 16 hours of light,
light intensity of 1000 lux and pH 5.8.

Claims: 1

(54) Cnocod MMUKPOKJIOHAJILHOIO PAa3MHOKeHUs pacTeHui Actinidia arguta in

Vitro

(57) Pegepar:
1

H300peTeHe OTHOCHTCI K OHOTEXHO-
JIOTUH, B YAaCTHOCTH K CIIOCO0Y Pa3MHOKCHHUS
pactenuit Actinidia arguta in vitro.

Crroco0, COrTacHO H300pPETECHHIO, BKIIIO-
YaeT HHOKYIIAIHIO OOKOBBIX IIOYEK MHHH-
YEPCHKOB U BEIPAI[UBAHUE IIOMYyICHHBIX
MOOETOB ¢ WHIYKIMEH PHU30TeHE3a Ha IUTa-

TeNBHOH Cpefie, CoMepKaIei 7 MHHepaTbHBIX
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2
Colell 10 OTHOIICHHIO K cpeae Mypacure-

Cxkyra U JONOIHHUTEIBHO aKTHBHPOBAHHBIN
yronb 1200 MI/71, IpH 9TOM KYIFTHBUPOBAHUE
OCYIIECTBIAIOT IIpH TeMIrepartype 26° C, oTHO-
CUTEIHHOM BIaKHOCTH Bo3myxa 70%, mpu
¢oronepuone 16 gacoB cBeTa, HHTCHCUBHOCTH
ocsentenus 1000 mroke u pH 5,8.

I1. popmymsr: 1
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Descriere:

Inventia se referd la biotehnologie, in particular la un procedeu de micropropagare a
plantelor de Actinidia arguta in vitro.

Actinidia arguta este o plantd liand, apartine familiei Actinidaceae, care cuprinde mai
mult de 60 specii. In naturd specia se intalneste in sudul Siberiei, Manciuria, Nordul Chinei,
Coreea, Japonia pand la altitudini de 600 metri. Plantele de Actinidia arguta cresc in
general in padurile de conifere, mixte sau la marginea acestora. Actinidia arguta atinge in
lungime 25 m, iar in grosime 15...18 cm. Durata vietii acestei plante poate depdsi vérsta de
100 ani.

Actinidia arguta este o specie care se cultiva ca plantd ornamentald si pentru obtinerea
fructelor. Deoarece plantele sunt heterozigote, marimea si calitatea fructelor la plantele
obtinute din seminte pot varia foarte mult, de aceea este necesard multiplicarea vegetativa a
genotipurilor valoroase. Dintre aceste genotipuri a fost aleasd linia Tatiana. Fructele acestei
linii au o aromd similara cu cea de kiwi, care a fost descrisd ¢d fiind o combinare a
aromelor de cdpsune, pepene galben, banane, smochine §i coacdzd, avand totodatd si
particularitati distincte. Gustul lor variaza de la astringent, in timpul coacerii devreme, pana
la dulce la maturare deplina.

Raportul vitaminei C in fructul de mini-kiwi este acelas ca la kiwi, si anume de 37...85
mg/100 g in produsul proaspit. in medicina traditionald, fructele de Actinidia arguta sunt
utilizate pentru tratarea bronsitei, tuberculozei, tusei convulsive, scorbutului, cariei,
stomatitei etc. Actinidia arguta este numitd fructul sanatatii

Doar consumarea a 2...3 fructe poate satisface necesitatea zilnica de vitamina C. Sucul
din fructele de mini-kiwi dilatd vasele sangvine, reduce tensiunea arteriald, stimuleaza
activitatea inimii.

Inmultirea Actinidia arguta se realizeazi vegetativ, cu dificultiti mai pronuntate decat
vita de vie. Din aceastd cauzd am elaborat un procedeu de micropropagare a plantelor in
conditiile in vitro. Micropropagarea a fost realizatd la linia de mini-kiwi Tatiana, dar ea este
aplicabila pentru specia de Actinidia arguta in general.

Este cunoscut procedeul de micropropagare a plantelor de Actinidia arguta, ce constd in
activarea mugurilor laterali. Pentru activarea si cresterea intensivd a mugurilor laterali,
explantii primari au fost cultivati pe un mediu nutritiv de bazd cu continut de saruri
minerale dupa Murashige-Skoog (Murashige T., Skoog F. A revised medium for rapid
growth and bio- assays with tabaco tissue cultures Physiology Plantarum, 1962, v.15, N 95,
p-473) si suplimentat cu 6-benzilaminopurind — 1,0 mg/l, agar — 0,6%; valoarea pH-lui a
fost ajustatd la 5,8 pana la autoclavare [1].

insi acest procedeu are un dezavantaj, ce se manifestd prin perioada lungi de
micropropagare, realizata in doud etape:

1) proliferarea lastarilor din mugurii laterali;

2) inducerea rizogenezei.

Dezavantajele mentionate pot fi inldturate cu ajutorul procedeului revendicat.

Problema pe care o rezolvd inventia propusd constd in micsorarea perioadei de
micropropagare, sporirea coeficientului de multiplicare a plantelor si, respectiv, diminuarea
cheltuielilor pentru a obtine o plantd noud de Actinidia arguta.

Procedeul de micropropagare a plantelor de Actinidia arguta in vitro include inocularea
mugurilor laterali ai minibutasilor si cultivarea lastarilor obtinuti cu inducerea rizogenezei
pe un mediu nutritiv, care contine % saruri minerale fatd de mediul Murashige-Skoog si
suplimentar carbune activat 1200 mg/L, totodatd cultivarea se efectueazd la temperatura de
26°C, umiditatea relativa a aerului de 70%, cu o fotoperioada de 16 ore lumind, intensitatea
iluminarii de 1000 Ix si pH-ul 5,8.

Avantajele inventiei sunt:

— posibilitatea de a obtine in decurs de 10...12 sdptamani dintr-un explant 7...9 lastari
(inventia), in comparatie cu 6...7 lastari dintr-un explant in 14...16 sdptdméani (cea mai
apropiatd solutie);

— sporirea coeficientului de micropropagare anuala de la aproximativ 300 plante anual
(cea mai apropiatd solutie) pand la 8000 plante ( conform inventiei);

— In comparatie cu cea mai apropiata solutie, procesul de micropropagare a plantelor de
Actinidia arguta prin procedeul propus se caracterizeazd prin reducerea timpului de
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mentinere in vitro din contul timpului consumat pentru inducerea rizogenezei cu
aproximativ 25% si diminuarea numarului de explanti necesari pentru multiplicare cu 20%.

Rezultatul inventiei constd in sporirea coeficientului de multiplicare de la 300 plante
anual (cea mai apropiata solutie) pana la 8000 (inventia propusd) plante de Actinidia
arguta, datoritd modificarii continutului mediului nutritiv (%4 séruri minerale dupa
Murashige-Skoog si suplimentarea cu carbune activat). Aceste modificari provoacd
cresterea lastarilor cu majorarea numarului de internoduri (ceia ce sporeste coeficientul
potential de multiplicare) si paralel, inducerea rizogenezei, cu formarea unui sistem
radicular bine dezvoltat.

Exemplu de realizare a inventiei

Plantele de Actinidia arguta au fost obtinute din butasii plantelor in varsta de 8 ani,
colectati din lizimetrele IGFP al ASM. Pentru a asigura sterilizarea, ele au fost tratate cu
agent de ndlbire pe bazd de clor de 20% pe parcursul a 15 min §i spélate de trei ori cu apd
sterild. Inocularea lastarilor §i cresterea plantulelor a fost realizatd pe mediul nutritiv
Murashige-Skoog (MS), la o temperatura de 26°C, cu o fotoperioadd de 16 ore/zi si 8
ore/noapte, iar intensitatea ilumindrii de 1000 lux.

O parte din minibutagi (varianta de control) a fost cultivatd pe mediul nutritiv
Murashige-Skoog, cu urmadtorul continut de microelemente si sdruri minerale, mg/l:
NH4NO; — 1650, KNO; — 1900, MgSO, - 7TH,0 — 370, KH,PO, — 170, CaCl, - 2H,0 - 440,
H;BO; — 6,2, MnSO, - 4H,0 - 22,3, Co(Cl, - 6H,O — 0,025, CuSO4 - 5H,O - 0,025,
7ZnS0; - TH,0 - 8,6, Na,MoO, - 2H,0 - 0,25, KI - 0,83, FeSO,4 - 7H,0O - 27,8, Na,EDTA
- 2H,0 -37,3.

Altd parte a fost cultivatd pe mediul nutritiv Murashige-Skoog supliment cu 6-
benzilaminopurind, valoarea pH-lui a fost ajustatd Inainte de autoclavare pana la 5,8 (cea
mai apropiatd solutie).

A treia parte de minibutasi a fost cultivatd pe mediul nutritiv Murashige-Skoog, ce
continea Y5 saruri minerale indicate in varianta de control, suplimentat cu carbune activat
1200 mg/l, pH-ul fiind 5,8, fard fitohormoni (conform inventiei). in asa fel mediile de
cultivare s¢ deosebeau dupa continutul unor componenti. Minibutasii din cele trei variante
au fost cultivati la temperatura de 26°C, umiditatea relativd a aerului de 70%, cu o
fotoperioadd de 16 ore/zi si 8 ore/noapte, intensitatea iluminarii de 1000 lux.

Cresterea si dezvoltarca ldstarilor de la baza mugurilor laterali §i a radéacinilor la
cultivarea explantelor pe mediul nutritiv Murashige-Skoog conform inventiei s-a observat
la 7...10 zile de la momentul inocularii, iar dupa 30 zile lastarii au atins in inaltime 3...5
cm. Dupd 10...12 saptaméni de la momentul inoculdrii fiecare plantd a fost sectionatd in
minibutasi, care ulterior au fost inoculati pentru urmatorul ciclu de dezvoltare pe acelasi
mediu nutritiv. In asa fel, pe acelasi mediu nutritiv a fost posibild atat initierea culturii in
vitro, c¢at si cultivarea minibutasilor pentru a obtine plantule, care sunt pregatite pentru
cultivarea in conditiile ex vitro. in cazul celei mai apropiate solutii, lastarii cultivati dupa 30
zile atingeau indltimea de numai 1,5...2 cm.

Spre deosebire de cea mai apropiatd solutie, care prevedea introducerea si cultivarea
initiald a minibutasilor pe un mediu nutritiv, iar rizogeneza pe alt mediu nutritiv (doud ctape
de cultivare in vitro), procedeul revendicat prevede cultivarea in vitro pe un singur mediu
nutritiv, intr-o singurd etapi. In asa fel procedeul revendicat face posibili micsorarea de
doua ori a cheltuiclilor de reagenti pentru cultivarea in vitro (dupd metoda cunoscuta si cea
propusd), diminuarea duratei de cultivare in vitro pentru obtinerea unei noi generatii de
plantule de la 14...16 sdaptdimani péana la 10...12 sdptamani; sporirea coeficientului de
micropropagare de la 6 la 8 sdaptdmani. Pe parcursul a trei cicluri s-au obtinut aproximativ
700 de plante (conform inventiei), fatd de cele 300 plante din cea mai apropiatd solutie,
luand in consideratie ca in conformitate cu inventia propusa se obtin pand la patru cicluri si
jumadtate pe parcursul unui an, fata de cele trei cicluri din cea mai apropiatd solutie.

Prin urmare, procedeul revendicat permite de a diminua de doua ori cheltuielile pentru
reagenti si de 1,77 ori durata mentinerii in vitro pentru a obtine o noud generatie pregatitd
pentru transferul ex vitro; de a spori de 26 ori numdrul de plantule multiplicate pe parcursul
unui an utilizdnd aceeasi suprafatd de cultivare.
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