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1

Inventia se referd la biotehnologie, in particular la
un procedeu de micropropagare a plantelor de
Echinacea purpurea 1. Moench in vitro.

Procedeul, conform inventiei, include germinarea
asepticd a semintelor, obtinerea explantelor, seg-
mentarea i cultivarea lor pe mediul nutritiv
Murashige-Skoog, ce contine suplimentar glicozide
steroidice obtinute din rddécini de pétlagele vinete
Solanum melongena 1. prin extractie cu apd la
fierbere, prelucrarea extractului obtinut cu butanol-1
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si concentrare, in concentratie de (3,0...3,5)-10’3%,
totodatd cultivarea se efectueazi la o temperaturd de
22...26°C, umiditatea relativa a aerului de 70%, cu
o fotoperioada de 16 si 8 ore noapte/zi si intensitatea
ilumindrii de 3000 Ix.

Rezultatul inventiei constd in sporirea embrio-
genezei somatice si regenerdrii plantelor.
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10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

MD 31Y 2009.06.30

Descriere:

Inventia se referd la biotehnologie, in particular la un procedeu de micropropagare a plantelor de
Echinacea purpurea 1. Moench in vitro.

Echinacea purpurea 1. Moench este o plantd decorativi si medicinald pretioasd, multianuala.
Acumuleazi si sintetizeazd substantele biologic active, este mult apreciatd pentru calitétile sale terapeutice,
posedi proprietdti imunostimulente §i antivirale. In componenta ridicinilor se contine substanta anginoli.
Preparatul din flori poseda proprietati hemostatice si de vindecare a ranilor. Toate partile componente ale
plantei contin glicozida steroidicd echinacozida si ulei volatil eteric pand la 1%.

Este cunoscut procedeul de micropropagare a plantelor de Rhodiola rosea L., ce constd in obtinerea si
activarea meristemoizilor de la care pornesc lastarii. Pentru activarea si cresterea intensivd a plantulelor,
explantele primare prelevate din plantule obtinute prin germinarea semintelor au fost cultivate pe mediul
nutritiv de baza ce contine saruri minerale dupd Murashige-Skoog (MS) (Murashige T., Skoog F. Revised
medium for rapid growth and bio-assays with tabaco tissue cultures. Physiology Plantarum, 1962, v. 15, N.
95, p. 473, suplimentat cu cirbune activat in cantitate de 1200 mg/l, valoarea pH-ului fiind ajustata la 6,5
pana la autoclavare [1].

Dezavantajele acestui procedeu sunt: coeficientul de micropropagare scizut, faptul ci nu toate
explantele asigurd initierea cresterii meristemoizilor de la baza cdrora pornesc lastarii.

Problema pe care o rezolvd inventia constd in sporirea coeficientului de multiplicare a plantelor de
Echinacea purpurea 1. Moench pe calea modificarii continutului mediului nutritiv utilizat pentru
micropropagare.

Esenta inventiei constd in aceea cd procedeul include germinarea aseptici a semintelor, obtinerea
explantelor, segmentarea si cultivarea lor pe mediul nutritiv Murashige-Skoog, ce contine suplimentar
glicozide steroidice obtinute din rdddcini de patlagele vinete Solanum melongena L. prin extractie cu apd
la fierbere, prelucrarea extractului obtinut cu butanol-1 si concentrare, in concentratie de (3,0...3 5) 10°%,
totodatd cultivarea se efectueazi la o temperaturd de 22...26°C, umiditatea relativa a aerului de 70%, cu
o fotoperioadd de 16 si 8 ore noapte/zi §i intensitatea ilumindrii de 3000 1x.

Preparatul Somelangozidd a fost obtinut din raddcini de patligele vinete prin extractie cu api la
fierbere, prelucrarea extractului obtinut cu butanol-1 si concentrare (SU 1473317 A 1988.12.15).

Rezultatul inventiei constd in sporirea embriogenezei somatice si regenerdrii plantelor.

Exemplu de realizare a inventiei

Plantulele de Echinacea purpurea L. Moench au fost obtinute prin germinarea asepticd a semintelor.
Pentru a asigura sterilitatea, semintele s-au tratat cu agent de indlbire pe baza de clor de 15%, timp de 20
min, spilandu-se de 4...5 ori cu apa distilati sterild. In continuare s-au inoculat pe mediul nutritiv de bazi
MS. Plantulele obtinute ajungind la marimea de 7...10 cm, s-au segmentat si cultivat in conditii aseptice la
hota cu flux de aer laminar steril.

in calitate de material initial pentru initierea micropropagirii de plantule au servit segmente de hipocotil
si frunze prelevate din pantulele germinate aseptic din seminte. in vasele de sticli de 50...100 ml s-au
repartizat cate 15...20 ml de mediu nutritiv. S-au sterilizat prin autoclavare, in faza de vapori 10 min aerisire
si 15 min sterilizare in conditiile de presiune (p=1 atm) si temperaturd (t=121°C, pH-ul fiind ajustat la
5,8...5,9).

Toate operatiile au fost efectuate in conditii strict aseptice la hota cu flux de aer laminar steril. In
camera de crestere s-a mentinut un regim controlat de crestere constant, caracterizat prin temperatura de
2442°C, umiditatea relativd a aerului de 70%, durata perioadei de iluminare 16 ore/zi si 8 ore/noapte,
intensitatea luminii 3000 Ix.

O parte de explante (varianta control) s-au inoculat pe mediul de culturd de baza Murashige-Skoog, ce
continea macroelemente (sdruri minerale, mg/l): NHNO; - 1650, KNO; - 1900, MgSO, - 7H,O - 370,
KH,PO, - 170, CaCl, - 7TH,O — 440; microelemente, mg/l: H;BO; - 6,2, MnSO, - 4H,0 - 22,3, COCl, -
6H,0 - 0,025, CuSOy - 5H,O - 0,025, ZnSO, - TH,O - 8,6, Na,MoO, - 2H,0O - 0,25, KJ - 0,83, FeSOy, -
7TH,0 - 27,8, Na,EDTA - 37,3, Inozitol - 100, solidificat cu agar-agar 0,7%, zaharozad 3%.

Altd parte de explante (cea mai apropiatd solutie), s-a utilizat pe mediul de baza Murashige-Skoog,
suplimentat cu carbune activat in cantitate de 1200 mg/l, valoarea pH-ului fiind ajustata la 6,5.

A treia parte de explante au fost utilizate pe mediul de culturd de bazd Murashige-Skoog, suplimentat
cu Somelangozida in concentratie de 3,0...3,5:10°,

Proliferarea explantelor in varianta martor s-a remarcat foarte slab, cresterea si dezvoltarea calusului
fira zone meristematice, ca rezultat explantele inoculate pe acest mediu s-au necrotizat.

In al doilea caz la utilizarea mediului Murashige-Skoog cdrbune activat - cea mai apropiatd solutie,
proliferarea explantelor s-a realizat dupa 10 zile de la inoculare, inducerea, cresterea si dezvoltarea
calusului s-au observat dupa 18 zile. Aparitia plantulelor — dupd 25 zile. Cresterea si dezvoltarea plantulelor
s-au observat dupi o luni de zle. In acest caz micropropagarea plantulelor a constituit 3-10* plante anual.
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Pe al treilea mediu, conform inventiei, proliferarea explantelor a evoluat la S zile de la cultivare, la 8
zile formarea §i dezvoltarea calusului embrionar cu zone meristematice de culoare roz. Aparitia plantulelor
regenerate s-a observat la 14 zile. Cresterea si dezvoltarea plantulelor s-a observat la 20 zile de la momentul
cultivarii explantelor pe mediul de culturda Murashige - Skoog, suplimentat cu substante furostanolice
Somelangozidi in concentratie de 3,0-10°. In aceastd varianti raportul optimal al ingredientilor prezenti in
mediul nutritiv de culturd artificial sporeste considerabil coeficientul de micropropagare a plantulelor de
Echinacea —cu 4-10° plante anual. Valoarea medie a masei celulare a calusului s-a caracterizat cu valori de
64,23...75,1%. Capacitatea embriogenezei somatice a constituit 77,5...83,6%, iar capacitatea de regenerare a
evoluat intre 74,2...76,4%. In general calusul embrionar a fost multiplicat in scopul variabilitatii genetice de
micropropagare a plantulelor obtinute in vitro.

(57) Revendiciri:

Procedeu de micropropagare a Echinacea purpurea L. Moench in vitro care include germinarea
asepticd a semintelor, obtinerea explantelor, segmentarea si cultivarea lor pe mediul nutritiv Murashige-
Skoog, ce contine suplimentar glicozide steroidice obtinute din rddacini de patlagele vinete Solanum
melongena L. prin extractie cu apa la fierbere, prelucrarea extractului obtinut cu butanol-1 si concentrare,
in concentratie de (3,0...3,5)~10'3%, totodatd cultivarea se efectucazd la o temperaturd de 22...26°C,

umiditatea relativd a aerului de 70%, cu o fotoperioadd de 16 si 8 ore noapte/zi si intensitatea iluminarii
de 3000 Ix.

(56) Referinte bibliografice:
1. MD 3375 G2 2007.08.31

Sef Sectie: COLESNIC Ineasa
Examinator: GORDIENCO Maria

Redactor: CANTER Svetlana



736 /FC/05.0/A/4/1/
RAPORT DE DOCUMENTARE
pentru cerere de brevet de inventie de scurtd duratd conform art.52(2) a Legii nr. 50/2008

(21) Nr. depozit: s 2009 0037 (85) Data fazei nationale PCT:

(22) Data depozit: 2009.02.23 (86) Cerere internationala PCT:

Prioritatea invocata:

(31) nr.: 32) data: 33) tara:
(51) IPC: 1Int. Cl.: AOIH 4/00 (2006.01)
CI2N 1/38 (2006.01)
AOIN 45/00 (2006.01)
A6IK 36/28 (2006.01)

Alti indici de clasificare:
Titlal: Procedeu de micropropagare a Echinacea purpurea L. Moench in vitro
(71) Solicitantul: INSTITUTUL DE GENETICA SI FIZIOLOGIE A PLANTELOR AL
ACADEMIEI DE STIINTE A MOLDOVEI, MD

I. Conditia de unitate a inventiei [] satisface [] nu satisface. Noti:

II. Minimul de documente consultate: MD, EA

III. Domeniul de documentare:
Indicii IPC (ultima redactie): Int. CL.: AOIH 4/00 (2006.01)
CI2N 1/38 (2006.01)
AOIN 45/00 (2006.01)
a) AGIK 36/28 (2006.01)
Termeni caracteristici, cuvinte-cheie, sinonime: a) limba roméana: micropropagare,mediu nutritiv
Murashige Scooge, explantare
b) limba engleza: micropropagation, nutrient medium Murashige Scooge, explantation
¢) limba rusd :MukpopazMHOKEeHHE, MUTaTeNbHas cpesia Murashige Scooge , SkCruIanTaIus

IV. Documente considerate a fi relevante

Categoria Date de identificare ale documentelor citate si, unde Relevant fata de
este cazul, indicarea pasajelor pertinente revendicarea nr.

1.UmmyparoBa M.M. PacTurensHbIC pECypCHI.
A KrnonansHoe Mukpopasmuokenue Rhodiola rosea L. u | 1
R. iremelica Boriss. in vitro. T.34, 1998, e 1,. p. 12-
23

RU 2324338 C1 2008.05.20
RU 2222933 C2 2004.02.10
RU 2286053 C2 2006.10.27
RU 2279212 C2 2006.07.10
SU 169585 Al 1991.12.07
RU 2180165 C2 2002.10.03
EP 0244211 A 1987.11.04
RU 2324338 C1 2002.05.20
RU 2080780 C1 1997.06.10
RU2039427 C1 1995.07.20
US 4338745 A 1982.07.13
RU 2273987 C2 2004.02.24
RU 2123256 C1 1998.12.20
SU 1473317 Al (1987.08.14)
MD 3375 G2 2007.08.31
MD 5963 F1 2009.03.16
MD1262 G2 1999.07.31

bl e i e e i i g A e




736 /FC/05.0/A/4/1/

Categorii de documente citate

A - document care defineste stadiul anterior n
general

O - document referitor la o divulgare orala, un act de
folosire, la o expunere etc.

X - document de relevantd deosebita: inventia
revendicatd nu poate fi consideratd noud sau
implicand activitate inventiva

P - document publicat inainte de data de depozit dar dupa
data prioritétii invocate

Y - document de relevantd deosebita: inventia
revendicatd nu poate fi consideratd ca
implicand activitate inventiva cand
documentul este asociat cu unul sau mai
multe alte documente de aceiasi naturad

T - document publicat dupa data de depozit sau a
prioritdtii invocate, citat pentru a pune in evidenta
principiul sau teoria care fundamenteaza inventia

E - document anterior dar publicat la data de
depozit national reglementar sau dupa aceasta
datd

D — Document mentionat in descrierea cererii de brevet

Data finalizarii documentarii 2009.04.06

Examinatorul , GORDIENCO Maria




	Page 1 - ABSTRACT/BIBLIOGRAPHY
	Page 2 - DESCRIPTION
	Page 3 - DESCRIPTION
	Page 4 - SEARCH_REPORT
	Page 5 - SEARCH_REPORT

