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1

Inventia se referd la biotehnologie, in particular

la un procedeu de micropropagare a plantelor de
Stevia rebaudiana Bertoni in vitro.

Procedeul, conform inventiei, include obti-
nerea explantelor, sterilizarea, segmentarea si culti-
varea lor pe mediul nutritiv Murashige-Skoog, ce
contine suplimentar glicozide steroidice obtinute
din radacini de patlagele vinete Solanum melon-
gena L.prin extractie cu apd la fierbere, prelucrarea
extractului obtinut cu butanol-1 si concentrare, in
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concentratie de (2,5....3,0)'10’3%, totodata culti-
varea se efectueazi la o temperatura de 22...26°C,
umiditatea relativd a aerului de 70%, cu o foto-
perioadd de 16 si 8 ore zi si noapte i intensitatea
ilumindrii de 3000 Ix.

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

Revendicari: 1
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Descriere:

Inventia se referd la biotehnologie, in particular la un procedeu de micropropagare a plantelor de
Stevia rebaudiana Bertoni in vitro.

Stevia rebaudiana Bertoni este o specie noud pentru flora Europei si a Moldovei in particular.
Aceastd specie in prezent este in faza de introducere in cultura in vifro in mai multe tiri ale lumii
(SUA, Japonia, Coreia, Brazilia, Italia). Ea provine din America Latind, din Paraguay, unde populatia
bastinasa o foloseste in calitate de ,,jarba mierii” si plantd medicinald deja de cateva secole. Principala
calitate a Steviei rebaudiana este aceea de a furniza substante dulci cu un continut de calorii foarte
scazut. Natura substantelor dulci este cunoscutd - frunzele contin glicozide diterpene ,.stevozid”,
dulceata carora depaseste dulceata zaharozei de circa 300 ori. Datorita calitatii de ,,superdulceatd” si
unor proprietiti curative ea este recomandata pentru nutritia bolnavilor de diabet. Deoarece la Stevia
rebaudiana existd o sterilitate completd a semintelor, pentru sterilizarea materialului initial - seg-
mentele explantelor (de tulpind, frunze, noduri, internoduri), prelevate din plantele donatoare de
explante, s-a utilizat agent de inalbire pe baza de clor de 10%, timp de 20 minute.

Este cunoscut procedeul de obtinere a rdsadului de Stevia rebaudiana Bertoni, ce constd in
multiplicarea plantelor de stevie prin culturi in vitro, sectionarea plantelor multiplicate in butasi cu
4...6 frunzulite, inrddacinarea si adaptarea lor la conditiile mediului inconjurdtor pe mediul nutritiv
Knop timp de 14...15 zile si plantarea ulterioard in sol deschis [1].

Neajunsurile acestui procedeu sunt: coeficientul de micropropagare scazut, faptul ca nu toate
explantele asigurd initierea cresterii meristemoizilor, de la baza cdrora pornesc lastarii si care au un
procent foarte scdzut de inradddcinare.

Problema pe care o rezolva inventia constd in sporirea coeficientului de multiplicare a plantelor
de Stevia rebaudiana Bertoni pe calea modificdrii continutului mediului nutritiv utilizat pentru
micropropagare.

Procedeul, conform inventiei, include obtinerea explantelor, sterilizarea, segmentarea si cultivarea
lor pe mediul nutritiv Murashige-Skoog, ce contine suplimentar glicozide steroidice obtinute din
radacini de patlagele vinete Solanum melongena L.prin extractie cu apa la fierbere, prelucrarea
extractului obtinut cu butanol-1 si concentrare, in concentratie de (2,5...3,0)'10'3%, totodata culti-
varea se efectueazd la o temperaturd de 22...26°C, umiditatea relativi a aerului de 70%, cu o foto-
perioadd de 16 si 8 ore zi si noapte i intensitatea ilumindrii de 3000 Ix.

Rezultatul inventiei constd in sporirea embriogenezei somatice i regenerarii plantelor.

Glicozidele steroidice au fost obtinute din rddécini de patligele vinete Solanum melongena L.
prin extractie cu apd la fierbere, prelucrarea extractului obtinut cu butanol-1 si concentrare (SU
1473317 Al 1988.12.15).

Exemplu de realizare a inventiei

Explantele de Stevia rebaudiana Bertoni, obtinute in conditii sterile, s-au tratat cu agent de
indlbire pe bazi de clor de 15%, timp de 15 minute, spalandu-se de 4...5 ori cu apa distilata sterila.
Explantele obtinute ajungind la mdrimea 7...10 cm, s-au segmentat si cultivat in conditii aseptice la
hota cu flux de aer laminar steril. in vasele de sticl de 50...100 ml s-au repartizat cate 15...20 ml de
mediu nutritiv in fiecare vas. S-au sterilizat prin autoclavare, in faza de vapori 10 minute aerisire si 15
minute sterilizare in conditiile de presiune p = 1 atm si temperaturd t = 121°C, pH-ul a fost ajustat la
5.8...59.

in calitate de material initial pentru initierea micropropagirii explantelor au servit segmentele de
hipocotil si frunze prelevate din plantule, care au fost sterilizate. In vasele de sticld de 50...100 ml
s-au repartizat cate 15...20 ml de mediu nutritiv in fiecare vas. S-au sterilizat prin autoclavare, in faza
de vapori 10 minute aerisire §i 15 minute sterilizare in conditiile de presiune p = 1 atm si temperatura
t=121°C, pH-ul a fost ajustatla 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 22...26°C, umiditatea relativd a aerului de 70%, cu o fotoperioadd de 16 si 8 ore zi si noapte si
intensitatea ilumindrii de 3000 Ix.

O parte de explante (varianta control) s-au inoculat pe mediul de culturd de bazi Murashige-
Skoog, ce continea macroelemente (sdruri minerale, mg/1): NH,NO; - 1650, KNO; - 1900, MgSO; -
7H,0 - 370, KH,PO, - 170, CaCl, -7H,O — 440; microelemente, mg/l: Hs;BO; - 6,2, MnSO, - 4HO -
223, CoCl, - 6H,0 -0,025, CuSO, - SH,0 - 0,025, ZnSO, - TH,0 - 8,6, Na,Mo0, - 2H,0 - 0,25, KJ -
0,83, FeSO, - TH,0 - 27,8, Na,EDTA - 37,3, Inozitol - 100, solidificat cu agar-agar 0,7%, zaharozi
3%.

Altd parte de explante (cea mai apropiatd solutie) s-a utilizat pe mediul Knop - MgSO, - TH,0 -
0,2 g/l, KH,PO, - 0,2 g/l si Ca(NO3), - 4H,0 - 0,9 g/l.

A treia parte de explante au fost utilizate pe mediul de culturd de bazid Murashige-Skoog,
suplimentat cu Somelongozidi in concentratie de 2,5...3,0-10°%.

Proliferarea explantelor in varianta martor a fost foarte slaba, cresterea si dezvoltarea calusului
fara zone meristematice, ca rezultat explantele inoculate pe acest mediu s-au necrotizat.
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Utilizarea mediului MgSOy - 7TH,0 - 0,2 g/1, KH,PO, - 0,2 g/l si Ca(NO3), - 4H,0 - 0,8 g/l - cea
mai apropiatd solutie, proliferarea explantelor s-a evaluat dupa 12 zile de la inoculare, la 20 zile s-a
observat formarea si dezvoltarea calusului. Aparitia plantulelor dupd 25 zile. Cresterea si dezvoltarea
plantulelor s-a observat dupi 30 zile. In acest caz micropropagarea plantulelor a constituit 2:10°
plante anual.

Pe al treilea mediu, conform inventiei, proliferarea explantelor s-a evaluat la 5 zile de la cultivare,
la 8 zile formarea si 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 cultivérii explantelor pe mediul de culturd Murashige-Skoog, suplimentat cu
glicozide steroidice, obtinute din riddcini de patldgele vinete Solanum melongena L. prin extractie
cu apd la fierbere, prelucrarea extractului obtinut cu butanol-1 §i concentrare, in concentratie de
(2,5...3,0):10%%. In aceastd varianti raportul optimal al ingredientelor prezentate in mediul nutritiv
de culturd artificial sporeste considerabil coeficientul de micropropagare a plantulelor de Stevia
rebaudiana Bertoni - cu 4-10° plante anual. in aceasti varianti s-a manifestat formarea structurilor
calusale cu un potential stimulator de 112,1% (38,6 mg/expl.), masa medie a unui explant regenerant
a constituit 41,9...49,7 mg/expl. mugure, in raport procentual cu valori de 117,3...138,8%. In functie
de variabilitatea geneticd de micropropagare a plantulelor in vitro capacitatea de regenerare este de
95,3...98,1%.

(57) Revendicari:

Procedeu de micropropagare a Stevia rebaudiana Bertoni in vitro care include obtinerea explan-

telor, sterilizarea, segmentarea si cultivarea lor pe mediul nutritiv Murashige-Skoog, ce contine supli-
mentar glicozide steroidice obtinute din radicini de patligele vinete Solanum melongena L. prin
extractie cu apd la fierbere, prelucrarea extractului obtinut cu butanol-1 si concentrare, in concentratie
de (25 .3,0:107%, totodatd cultivarea se efectueazi la o temperatura de 22...26°C, umiditatea
relativd a aerului de 70%, cu o fotoperioadd de 16 si 8 ore zi si noapte si intensitatea ilumindrii de
3000 Ix.
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