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(54) Procedeu de obtinere a somaclonelor de varza

(57) Rezumat:
1
Inventia se referd la biotehnologie, in parti-
cular la un procedeu de obtinere a somaclo-

2
perioadd de 16 ore la iluminare de 2000 Ix si
temperatura de 27°C, transferarea calusurilor

nelor de varza. 5 morfogene pe medii nutritive proaspete cu
Procedeul include infectarea mecanici a obtinerea somaclonelor si inrdddcinarea ulte-
plantelor in faza de doud frunzulite cotile- rioard a lor pe mediul nutritiv Murashige si
donate cu virusul mozaicul conopidei, colec- Skoog, ce contine suplimentar acid naftilacetic
tarea explantelor de tesut mezofil din sec- 0,5 mg/l cu adaptarea ulterioara la conditii ex-
toarele invecinate zonelor clorotice, sterilizarea 10  vitro si plantarea in sol a somaclonelor.
lor, inocularea explantelor pe mediul nutritiv Rezultatul inventiei constd in sporirea
Murashige si Skoog, ce contine agar 7 g/l variabilitdfii somaclonale la varzd si in posi-
chinetind 0,01 mg/l si suplimentar 6-benzil- bilitatea selectiei somaclonelor care posedd
aminopurind 0,5 mg/l, acid naftilacetic 0,5 caractere cantitative, nespecifice pentru soiul
mg/l, cu incubarea ulterioard a lor la intuneric 15 initial.

la temperatura de 25°C pentru inifierea for-
marii calusului morfogen, apoi cu o foto-

Revendicari: 1




(54) Process for the production of cabbage somaclones

(57) Abstract:
1

The invention relates to biotechnology, in
particular to a process for the production of
cabbage somaclones.

The process includes the mechanical
infection of plants in the phase of two
cotyledonous leaves with the cauliflower
mosaic virus, selection of mesophilic tissue
explants from the chlorotic areas adjacent
sectors, their sterilization, inoculation of
explants in the Murashige-Skoog nutrient
medium, containing 7 g/l of agar, 0.01 mg/l of
kinetin and additionally 0.5 mg/l of 6-
benzylaminopurine, 0.5 mg/l of naphthalene-
acetic acid, followed by their incubation in the
dark at the temperature of 25°C to initiate the
formation of morphogenic callus, and then
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with a photoperiod of 16 hours at the light of
2000 Ix and the temperature of 27°C, transfer
of morphogenic calluses to fresh nutrient
media to obtain somaclones and their
subsequent establishment in the Murashige-
Skoog nutrient medium, containing additio-
nally 0.5 mg/l of naphthaleneacetic acid,
followed by adaptation to ex-vitro conditions
and planting in soil of somaclones.

The result of the invention is to increase the
somaclonal variation of cabbage and the
possibility of selecting somaclones with
quantitative traits, non-specific for the original
variety.

Claims: 1

(54) Cnocod moJiyueHHsi COMAKJIOHOB KANMYCThI

(57) Pedepar:
1

H300peTcHHE OTHOCHTCA K OHOTCXHOJO-
THH, B YACTHOCTH K CIIOCOOY MOJIYy4CHHI COMa-
KIJIOHOB KaITyCTBL.

Croco0 BKITFOYAeT MEXaHMYECKOE HH(PHIH-
poBaHme pacteHuil B (ha3e ABYX CEMATOIBHBIX
JIICTHEB BHPYCOM MO3AHMKH IIBETHOH KaIyCTBHI,
0TOOp SKCIUIAHTOB ME30(DHIBHOW TKAaHH M3
CEKTOPOB COCECOHHX XJIOPO3HBIM 30HAM, HX
CTCPIJIM3ALHIO, HHOKYJIHPOBAHHUE SKCIUIAHTOB
HA TUTATCIBHYK cpeay Mypacure-Ckyra,
coaepxanyro 7 r/x arapa, 0,01 Mr/m kuHCTHHA
H JOnOJHHTEIBHO 0,5 Mr/m 6-OcH3UIAMHHO-
mypuHa, 0,5 M/ HaQTHIYKCYCHOM KHCIIOTSI, C
MOCTEAYIOIMM WX  HHKYOHpPOBAaHHEM B
TeMHOTE Tpu Temmeparype 25°C mis uHuIH-
upoBaHus (PopMUPOBAHHI MOP(POTCHHOTO KaJI-
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myca, a 3ateM ¢ (oromepuoxoM 16 1acoB mpu
oceemennn 2000 mxk w Temmeparype 27°C,
MEPEHOC MOP(OTCHHBIX KAJUTYCOB HA CBEXKUC
MHTATCIBHBIC CPEAbl C TMONYUCHHEM COMa-
KJIOHOB M TMOCICAYIOLIEE HX YKOPCHCHHE Ha
mUTaTeIbHON cpeae Mypacure-Ckyra, coaep-
Jkamed gonmonmuTenbHO 0,5 Mr/m HAQTHO-
VKCYCHOH KHCIOTBI € TOCTCAyIOmCH anmam-
Tamued K YCIOBHAM ex-Vifro M TOCAAKY B
MOYBY COMAKJIOHOB.

Pe3ynbraT M300peTCHHA COCTOMT B ITOBBI-
IICHHH COMAKJIOHAJIBHON H3MEHYHBOCTH Ka-
MyCTHl M BO3MOXKHOCTH OTOOpa COMAKJIOHOB,
00IaJAFONIHX KOJHYCCTBCHHBIME MPH3HAKAMH,
HECTICHH(DHUCCKUMH [ITIs1 HCXOTHOTO COPTA.

IT. popmymer: 1



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

MD 461 Y 2012.01.31

Descriere:

Inventia se referd la biotehnologie, in particular la un procedeu de obtinere a soma-
clonelor de varza.

Este cunoscut procedeul traditional de generare a diversititii genetice prin tehnici de
culturi de tesuturi ce are la baza variabilitatea somaclonala [1].

Conform procedeului dat cultivarea in vitro a tesuturilor poate genera variatii soma-
clonale, rata cirora pentru acelasi genotip depinde de mai mulfi factori. Procedeul prevede
selectarea minutioasa a explantelor. Pentru culturile leguminoase, inclusiv cele din specia
Brassica, sunt propuse diverse pdrti de organe, inclusiv frunzele tinere. Ulterior se prevede
realizarea etapelor de regenerare si reconstructie integrald a plantelor prin inducerea
embriogenezei somatice (cultivarea pe medii nutritive in conditii in vitro). Variabilitatea
geneticd 1In sistemele in vitro este intAmpldtoare si limitatd. Totodatd, In aceste conditii se
constatd sporirea procentului de monstruozititi, ceea ce diminueazd avantajul aplicdrii
procedeului de inducere a variabilititii somaclonale in scopul credrii de genotipuri cu noi
caractere agronomic valoroase.

Problema pe care o rezolvad inventia constd in obtinerea si sporirea ratei de regeneranti
de varza cu caractere noi, valoroase ce ar putea servi drept material initial in ameliorarea
soiurilor prin tehnici netraditionale.

Procedeul de obtinere a somaclonelor de varzd, conform inventiei, include infectarea
mecanica a plantelor in faza de doud frunzulite cotiledonate cu virusul mozaicul conopidei,
colectarea explantelor de tesut mezofil din sectoarele invecinate zonelor clorotice, sterili-
zarea lor, inocularea explantelor pe mediul nutritiv Murashige si Skoog, ce contine agar 7
g/1, chinetind 0,01 mg/1 si suplimentar 6-benzilaminopurind 0,5 mg/l, acid naftilacetic 0,5
mg/l, cu incubarea ulterioard a lor la intuneric la temperatura de 25°C pentru initierea
formirii calusului morfogen, apoi cu o fotoperioadd de 16 ore la iluminare de 2000 Ix si
temperatura de 27°C, transferarea calusurilor morfogene pe medii nutritive proaspete cu
obtinerea somaclonelor si inrddicinarea ulterioard a lor pe mediul nutritiv Murashige si
Skoog, ce contine suplimentar acid naftilacetic 0,5 mg/l cu adaptarea ulterioard la conditii
ex-vitro §i plantarea in sol a somaclonelor.

Noutatea inventiei constd in utilizarea in calitate de explant pentru obfinerea soma-
clonelor de varza a pieselor de tesut mezofilian derivate de la plante de varza infectate cu
virusul mozaicul conopidei, ceea ce permite sporirea diversititii generate de culturile in
vitro.

Rezultatul inventiei constd in sporirea variabilitdtii somaclonale la varza si in posibili-
tatea selectiei somaclonelor care posedd caractere cantitative, nespecifice pentru soiul
inifial.

Exemplu de realizare a inventiei

In cercetare au fost antrenate soiurile tardive de varzi albi (Brasica oleracea L. var.
capitata), sensibile fatd de virusul mozaicul conopidei (CaMV - virus ADNds, reprezentant
al genului Caulimovirus): Zavadovscaia, Moldovanca si Amager.

Din fiecare genotip au fost sadite cate 30 plante. Jumitate din cle in faza de 2 frunze
cotiledonate au fost infectate mecanic cu inocul al CaMV, care a fost izolat din Datura
stramonium $i identificat prin analiza imunosorbentd (ELISA). Plantulele neinfectate au
servit in calitate de martor, iar cele infectate au format varianta experimentald.

Pentru cultura in vitro au fost utilizate explantele de tesut mezofilian, invecinat zonelor
clorotice, recoltate dupa 20 zile de la infectare de la plante ce au prezentat simptome
externe de boald. Fragmentele de mezofil au fost tinute timp de 3 min in apd cu cateva
picaturi de Tween-20 (0,1%), apoi cldtite in apd curgitoare timp de 10 min. Piesele
recoltate au fost sterilizate timp de 15 min in solutie de hipoclorit de sodiu (dilutie 1:1 a
preparatului comercial ,,ACE” — apd distilatd). Dupa aseptizare, piesele au fost trecute prin
3 bdi de apa sterild, a cate 5 min in fiecare, pentru inliturarea totald a clorului. Toate
operatiunile de sterilizare a explantelor, precum si de inoculare pe medii de culturd, s-au
desfasurat in conditii aseptice, in interiorul hotei cu flux laminar de aer steril. Vitrocultura a
fost initiatd in eprubete, confinand cite 2 ml de mediu de culturd Murashige si Skoog ce
contine 20 g/l zaharoza si 7 g/ agar, suplimentat cu 6-benzilaminopurina (BAP) — 0,5 mg/l,
acid naftil-acetic (ANA) — 0,5 mg/l, chinetind — 0,01 mg/l, care s-a dovedit optim pentru
toate trei genotipuri de varzd analizate. Valoarea pH-ului mediului nutritiv a fost ajustata
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inainte de autoclavare pand la 5,7. Pentru inducerea calusogenezei eprubetele au fost
incubate la intuneric la temperatura de 25°C. Pe mediul respectiv la a 7..9-a zi dupd
inoculare se observau initieri de proliferare, dupd care explantele cu raspuns de calusare au
fost transferate in conditii constante de temperaturd cu o fotoperioadi de 16 ore, T 27°C si
iluminare de 2000 Ix. La fiecare 2...3 sdptdmani se efectuau pasaje, respectand normele
aseptice. Calusurile ce au prezentat zone morfogene au fost transferate in flacoane Magenta
ce contineau 5 ml mediu de culturd proaspit. In urma a 4-5 pasaje se dezvoltau regeneranti,
care in faza de 2-3 frunzulite adevarate erau transferati pe mediul de rizogenezd Murashige
si Skoog suplimentat cu ANA (0,5 mg/l). La 6...7 zile dupad pasaj pe acest mediu
regenerantii prezentau un sistem radicular cu perisori absorbanti bine dezvoltati. Dupa care
plantulele erau transferate in vase de plastic de 500 ml cu amestec de sol:turbd (1:3). Vasele
cu plantule se acopereau cu peliculd de polietilend si se transferau in camera de culturd la
25..27°C si cu o fotoperioadd de 16 ore pentru adaptare ex-vitro. La aparitia primei
frunzulite noi regenerantii erau plantati in sol conform tehnicilor standard.

Schema experimentului a cuprins doud variante: 1—- regeneranti ob{inuti din fragmente
de tesut mezofilian recoltate de la plante martor; 2 — regeneranti obtinuti din fragmente de
tesut mezofilian aldturat sectoarelor invecinate zonelor clorotice colectate de la plante
infectate cu CaMV.

Conform rezultatelor prezentate in tabelul 1 se constatd, cd efectul indus de infectia
virald nu genereazd reducerea semnificativd a frecventei regenerdrii, ceea ce permite
obtinerea unui numadr esential de regeneranti.

Tabelul 1

Frecventa regenerdrii in vitro la soiurile de varzi alba (Brasica oleracea L. var. capitata)
infectate cu virusul mozaicul conopidei (CaMV)

Genotipul analizat Varianta Frecventa regenerarii
Amager 1 69,84+1,58
2 56,67+3,33
Moldovanca 1 54,62+2 91
2 46,63x1,71
Zavadovscaia 1 59.16+2,86
2 55,83+4,06

Variabilitatea morfologica a regenerantilor a fost evaluatd dupd un sir de caractere mor-
fologice: latimea si lungimea frunzei, precum si coraportul acestor doi indici; numarul de
frunzulite; lungimea rd3cinii si tulpinii; confinutul de substante uscate.

Deosebiri statistic confirmate intre valorile medii ale indicilor morfologici analizati au
fost estimate pentru valorile statistice ale frunzulitelor, in timp ce coraportul dintre acesti
indici a ramas fard modificare (tabelul 2).
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Tabelul 2

Valorile medii ale unor caractere morfologice la regenerantii de varza
derivati prin cultivare in vitro

5

Indicii morfologici Soiul Amager Soiul Moldovanca Soiul Zavadovscaia

1 2 1 2 1 2
Lungimea unei frun-
zulite (mm) 37,73+2,04 | 29,91+2,23 | 38,36+2,02 | 30,36+2,09 | 37,544+2,08 | 32,09+2,03
Litimea unei frun-
zulite (mm) 29,64+1,77 | 24,45+1,59 | 29,82+1,59 | 24,09+1,55 | 28,81+1,63 | 24,82+1,45
Coraportul
ldtime/lungime 0,78+0,02 | 0,83+0,01 | 0,78+0,02 | 0,80+0,24 | 0,77+0,03 | 0,78+0,02
Frunzulite per rege-
nerant (numar) 4,09+0,25 | 4,18+0,23 | 4,27+0,195 | 4,45+0,25 | 4,36+0,27 | 4,8240,33
Lungimea radacinii
(mm) 14,32+1,16 | 13,81+1,39 | 14,77+1,15 | 13,82+1,40 | 14,65+1,14 | 14,03+1,40
Lungimea tulpinii
(mm) 1,93+0,14 | 2,67+0,19 | 1,9840,13 | 2,64+0,19 | 1,98+0,15 | 2,65+0,19
Continutul substan-
telor uscate (%) 12,02+0,81 | 13,93+1,77 | 11,99+0,76 | 14,10+2,24 | 12,26+0,47 | 13,97+1,84
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Variabilitatea sporitd a unor caractere denotd inducerea unor clase noi de indivizi cu
valori netipice soiului inifial, precum si celor obtinuti pe cale biotehnologica tradifionala.

Destabilizarea valorilor coeficientului de variatie a unor caractere cantitative si indu-
cerea unor noi clase fenotipice in cadrul soiurilor analizate de varza albd in urma aplicarii
procedeului propus denotd posibilitatea utilizdrii infectiei produse de virusul mozaicul
conopidei in calitate de inductor al variabilitatii somaclonale.

(56) Referinte bibliografice citate in descriere:
1. In vitro technology for mutation breeding. A technical document issued by the
International Atomic Energy Agency, IAEA-TECDOC 392, Vienna, 1986, p. 9-10,
12-14, 34, 47

(57) Revendicari:

Procedeu de obtinere a somaclonelor de varza care include infectarea mecanicd a
plantelor in faza de doud frunzulite cotiledonate cu virusul mozaicul conopidei, colectarea
explantelor de tesut mezofil din sectoarele invecinate zonelor clorotice, sterilizarea lor, ino-
cularea explantelor pe mediul nutritiv Murashige si Skoog, ce confine agar 7 g/l, chinetind
0,01 mg/l si suplimentar 6-benzilaminopurini 0,5 mg/l, acid naftilacetic 0,5 mg/l, cu incu-
barea ulterioard a lor la intuneric la temperatura de 25°C pentru initierea formarii calusului
morfogen, apoi cu o fotoperioadd de 16 ore la iluminare de 2000 1x si temperatura de 27°C,
transferarea calusurilor morfogene pe medii nutritive proaspete cu obtinerea somaclonelor si
inrddicinarea ulterioard a lor pe mediul nutritiv Murashige si Skoog, ce contine suplimentar
acid naftilacetic 0,5 mg/l cu adaptarea ulterioard la conditii ex-vitro si plantarea in sol a
somaclonelor.

Sef Sectie: COLESNIC Inesa
Examinator: BANTAS Valentina
Redactor: LOZOVANU Maria
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