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(57) Inventia se refera la genetica, in
special la mutageneza experimentala si
poate fi utilizata in agricultura.

Esenta inventiei consta in faptul ca
metoda include tratarea semintelor inainte
de seménat cu mutagen, apoi cu agent
antimutagen. Noutatea consta in aceea ca
in calitate de mutagen se utilizeaza
erbicidul din clasa diazinelor 3-izopropil-
1H-2,1,3-benzotiadiazinul-4(3H)-on-2,2-
dioxid, in calitate de agent antimutagen se
utilizeaza extract apos de biomasa de
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alga Spirulina platensis (Nordst.) Geitl
CALU-835 cu concentratia de 0,5...5,0
mg/ml, cu care se trateaza semintele timp
de 6...18 ore, iar efectul antimutagen se
depisteaza peste 1,5...2 luni dupa tratarea
cu mutagen.

Rezultatul tehnic constd in sporirea
informativitatii metodei prin efectuarea
analizei in stadiul de meioza.
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Descriere: 98-0123

Metoda de depistare a efectului antimutagen

Prezenta inventie se referd la geneticd, in special la mutageneza
experimentald si poate fi utilizatd in agricultura.

Este cunoscutd metoda de depistare a efectului antimutagen al
extractului din fructe de Barcoace (Coteneaster melanocarpus
L.), care constd in tratarea boabelor de grdu cu acest extract,
germinarea lor si studierea nivelului de mutatii cromozomiale in
celulele meristematice din conul de crestere a radiculelor [1].

Dezavantajul acestei metode constd 1n irationalitatea economica
a obtinerii preparatelor cu efect antimutagen din fructele de
Barcoace, totodatd, studiind procesul de inductie a aberatiilor
cromozomiale de catre pesticidul Granozan si reducerea lor de
catre extractul de Barcoace, autorii nu au analizat concomitent si
alti indici care coreleazd intr-un mod sau altul cu nivelul de
mutatie.

Mai apropiatd de inventia propusd dupd esenta tehnicd si
rezultatul obtinut este metoda, care include aplicarea extractului
din microalga Spirulina platensis asupra semintelor de bob dupa
tratarea lor cu erbicidul Lasso si studierea nivelului de mutatii
cromozomiale in celulele meristemului radicular al semintelor
germinate [2].

Dezavantajul acestei metode constd in faptul cd efectul
citogenetic (mutagen sau antimutagen) se determind nemijlocit in
mitoza semintelor germinate dupa tratarea acestora cu preparatele
respective. Actiunea prolongatd a lor pe parcursul cresterii si
dezvoltarii individuale a plantelor rdméane necunoscutd. Actiunea
prolongata a pesticidelor are o mare importantd pentru generatiile
viitoare, si anume, in inducerea mutatiilor nocive la descendenti.

Problema pe care o rezolvd prezenta inventie constd 1n
utilizarea unei metode, care ar asigura concomitent atat
combaterea efectului primar al pesticidelor imediat dupd aplicarea
lor asupra semintelor Tnainte de semdnat, cat si depistarea actiunii
agentilor mutageni s$i antimutageni pe parcursul dezvoltarii
individuale a plantelor, indeosebi in perioada de butonizare si
inflorire a lor, cand se produc cele mai insemnate procese
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(gametogeneza si fecundarea) prin care se transmit consecintele
pozitive sau negative ale acestora urmatoarei generatii.

Esenta inventiei constd in faptul cd metoda include tratarea
semintelor Tnainte de semdnat cu mutagen, apoi cu agent
antimutagen. Noutatea constd in aceea cd 1n calitate de mutagen
se utilizeazd erbicidul din clasa diazinelor 3-izopropil-1H-2,1,3-
benzotiadiazin-4(3H)-on-2,2-dioxid, in calitate de agent
antimutagen se utilizeazd extract apos de biomasd de alga
Spirulina platensis (Nordst.) Geitl CALU-835 cu concentratia de
0,5...5,0 mg/ml, cu care se trateazd semintele timp de 6...18 ore,
lar efectul antimutagen se depisteazd peste 1,5...2 luni dupd
tratarea cu mutagen.

Rezultatul ~ tehnic constd in sporirea informativititii
metodei prin efectuarea analizei 1n stadiul de meioza.

In plus, metoda propusi asigurd analizarea paralel cu celulele
meristematice (mitotice), in care se determind efectul nemijlocit
(initial) al factorilor mutageni si antimutageni dupd aplicarea lor, si
a celulelor meiotice (microsporocitele), care se formeaza mult mai
tarziu (peste 1,5-2 luni) pe parcursul ontogenezei plantelor, deci
dad posibilitate de a depista efectul prolongat (rezultatul final) al
acestor factori. Paralel cu aceasta, extractul de Spirulina platensis
(Nordst.) Geitl CALU-835 sporeste activitatea mitotica a celulelor
de 1,26 ori si reduce efectul mutagen al erbicidului Bazagran in
meiozd de 2,1 ori, micsordnd astfel actiunea genotoxicd a
erbicidelor in perioada dezvoltarii individuale a plantelor.

Rezultatul tehnic obtinut se datoreste faptului cd in metoda
propusa are loc tratarea semintelor de bob cu solutie de erbicid
Bazagran, apoi cu extractul apos de biomasa Spirulina platensis
(Nordst.) Geitl CALU-835, care contine un complex de substante
biologic active (fitohormoni, proteine, glucide, vitamine,
prostoglaudine, etc.), ce activeaza procesele fiziologo-biochimice
in celule, stimuleazad potentialul lor mitotic si concomitent initiaza
(activeazd) mecanismele molecular-genetice de reparatie a
mutatiilor de erbicide. Ca urmare, se declind in mod esential
efectul lor primar si se inlaturd consecintele negative asupra
ereditatii urmatoarei generatii, ceea ce este foarte important pentru
protectia fondului genetic al plantelor agricole.

Exemplu de realizare a inventiel
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Semintele de bob (Vicia faba L., var. minor) in numar de 40-50
se scufundd ntr-un pahar de 150 ml, in care se toarnd 50 ml
extract apos de Spirulina platensis cu concentratia de 2,5 mg/ml
si se lasd timp de 6 ore in conditii de laborator. Paralel se
efectueaza si varianta cu agent mutagen, utilizdnd in acest scop
erbicidul Bazagran in concentratie de 2,5 mg/ml. In varianta
combinatd Bazagran-Spirulina platensis, semintele dupd tratarea
cu Bazagran (6 ore) se usucd la aer pe hartie de filtru timp de 6
ore, apoi se trateaza cu Spirulina platensis timp de 6 ore. In toate
variantele dupd tratare semintele se spald timp de 5 min cu apd
distilatd si se seamand in sol la adancimea de 6-8 cm, la o
distantd de 20 cm pe rand, iar intre randuri de 40 cm. Cand
plantele crescute din aceste seminte ating in dezvoltarea lor faza
de butonizare, in calitate de material experimental se folosesc
butonii floriferi de diferite dimensiuni in care se pot observa
microsporocite la stadiul I sau II al diviziunii meiotice. Butonii
recoltati se fixeazd in solutie Carnua timp de 24-28 ore, apoi
fixatorul se inldturd si materialul poate fi pastrat in frigider intr-o
solutie de alcool cu taria de 70%, in vase de sticld ermetic
inchise. Pentru pregdtirea preparatelor din butoni se scot
staminele, se separd anterele lor si se pun pe o lamad de
microscopie intr-o picaturd de colorant - solutie carmin - sau
orcein-acetici de 1%. Cu ajutorul unor ace de disectie se
sectioneaza fiecare anterd si se apasd cu un ac spatulat in asa fel
incat sa se elibereze celulele-mame ale grauncioarelor de polen.
Sacii polenici goliti de polen se Inldturd. Peste material se asazd o
lameld de microscopie. Preparatul se trece peste flacira unui bec
de gaz pentru intensificarea  hidrolizei i colorarii
microsporocitelor. Se pregitesc preparatele utilizdnd procedeul
rapid prin presare (squash), in care se analizeazd anafazele si
telofazele primei (A-T 1) si celei de-a doua diviziuni ale meiozei
(A-T II).

Erbicidul Bazagran in concentratia datd micsoreaza activitatea
mitoticd (AM) a celulelor meristematice de 1,34 ori fatd de acest
indice observat in varianta cu Spirulina platensis (13,4 si 18,0%
respectiv), iar Spirulina platensis la randul sau stimuleazd AM in
varianta combinata de 1,26 ori fatd de Bazagran (16,8 si 13,4%).
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Aceste date sunt similare cu cele prezentate la cel mai apropiat
analog la indicele respectiv. In ceea ce priveste rezultatele ce
caracterizeazd nivelul de mutatii cromozomiale (NM) indus de
catre Spirulina platensis, Lasso si Bazagran in mitoza si meioza,
ele sunt mult mai distincte, desi legitatea corelativa intre ele se
mentine. Astfel NM induse de Spirulina platensis in meioza este
numai de 1,9% fatd de 11,4% in mitoza. Erbicidul Bazagran a
indus mutatii cromozomiale in 16,4% de ana-telofaze (A-T) ale
meiozei, ceea ce este de circa 2 ori mai putin In comparatie cu
NM induse de Lasso in A-T mitozei. Totodatd extractul de
Spirulina platensis a redus efectul citogenetic al Bazagranului de
2,1 ori (7,9 si 16,4% respectiv), ceea ce coreleazd pozitiv cu
datele obtinute la analogul cel mai apropiat in mitoza, insa la un
nivel mai scazut. Deci, substantele biologic active (SBA) din
extractul de Spirulina platensis reduc semnificativ nivelul de
mutatii indus atit de erbicidul Lasso Tn mitoza, cit si de Bazagran
in meioza. De aici rezultd cd SBA din extractul de Spirulina
platensis initiazd si activeaza procesele de reparatie a mutatiilor
cromozomiale induse de Lasso si Bazagran, totodata stimuleaza si
potentialul mitotic al celulelor inhibate de cétre aceste preparate.
Putem concluziona cd extractele apoase din Spirulina platensis
pot servi in calitate de agenti antimutageni ce reduc semnificativ
efectul genotoxic al pesticidelor.

Asadar, procedeul propus asigurd posibilitatea de a depista atat
efectul mutagen mult mai intarziat (prolongat) al pesticidelor, cat
si efectul antimutagen al SBA extrase din Spirulina platensis,
reducand astfel consecintele negative conditionate de utilizarea
pesticidelor in agriculturd si, concomitent, asigurand protectia
fondului genetic al plantelor de cultura.

(57) (57) Revendicare (ari): Metodd de depistare a efectului antimutagen
care include tratarea semintelor Thainte de semanat cu mutagen, apoi cu agent
antimutagen pe bazad de biomasa de alga Spirulina platensis (Nordst.) Geitl
CALU-835 caracterizatéd prin aceea ca in calitate de mutagen se utilizeaza
erbicidul din clasa diazinelor 3-izopropil-1H-2,1,3-benzotiadiazinul-4(3H)-on-2,2-
dioxid, in calitate de agent antimutagen se utilizeaza extract apos de biomasa de
alga Spirulina platensis (Nordst.) Geitl CALU-835 cu concentratia de 0,5...5,0
mg/ml, cu care se trateaza semintele timp de 6...18 ore, iar efectul antimutagen
se depisteaza peste 1,5...2 luni dupa tratarea cu mutagen.
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