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(57) Rezumat:
1

Inventia se referd la biotehnologie, si
anume la un procedeu de micropropagare a
plantelor de Mentha gattefossei Maire in vitro.

Procedeul, conform inventiei, include
inocularea minibutasilor si cultivarea lastarilor
obtinuti din mugurii axilari cu inducerea
rizogenezel pe un mediu nutritiv, care contine
Y5 sdruri minerale fatd de mediul Murashige-

2

Skoog, totodatd cultivarea se efectucaza la
temperatura de 26°C, umiditatea relativd a
aerului de 70%, cu o fotoperioada de 16 ore
lumina, intensitatea iluminarii de 2000 1x si
pH-ul 5,8, timp de 4...5 sdptdmani.

Revendicari: 1

Figuri: 1




(54) Process for micropropagation of Mentha gattefossei Maire plants in vitro

(57) Abstract:
1

The invention relates to biotechnology,
particularly to a process for micropropagation
of Mentha gattefossei Maire plants in vitro.

The method, according to the invention,
comprises the inoculation of minicuttings and
cultivation of shoots obtained from axillary
buds with induction of rhizogenesis on a
nutrient medium, containing ? mineral salts in

2

relation to Murashige-Skoog medium, wherein
the cultivation is carried out at a temperature of
26°C, relative humidity of 70%, with a
photoperiod of 16 hours of light, light intensity
of 2000 Ix and pH 5.8, for 4...5 weeks.

Claims: 1

Fig.: 1

(54) Cnoco0d MUKPOKJIOHAJIBHOIO Pa3MHOKeHHUA pacTeHuii Mentha gattefossei

Maire ir vitro

(57) Pegepar:
1

Hzobperenue OTHOCHTCS K omo-
TEeXHOIOTHH, B YaCTHOCTH K  CIIOCOOY
MHKPOKIIOHATILHOTO Pa3MHOKCHHSA PaCTCHHH
Mentha gattefossei Maire in vitro.

Croco0, COITIaCHO H300pETEHUIO,
BKJIFOYAeT HHOKY/SIHME ~ MHHHYCPCHKOB H
BEIDANIUBaHUE IIOOCTOB  IMTONYYCHHBIX M3
[A3YIIHBIX TOYCK ¢ HHIYKITHEH pH3oreHesa Ha
MUTATENIPHOH  cpefie,  cojepkared 7
MHHEPAIbHBIX CONEH MO OTHOIICHHI) K CPEIe

2

Mypacure-Ckyra, IIpH 3TOM KyJIbTHBHPOBAHUE
OCYIIECTBIAIOT IIpu  TeMmieparype 26°C,
OTHOCHTEIIFHOH BIIaXKHOCTH BO3jyxa 70%, mpu
¢oronepuone 16 gacoB cBeTa, HHTCHCHBHOCTH
ocsenteHus 2000 moxc u pH 5,8, B TeucHue
4...5 Hezens.

I1. popmymsr: 1

Qur.: 1
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Descriere:

Inventia se referd la biotehnologie, $i anume la un procedeu de micropropagare
a plantelor de Mentha gattefossei Maire in vitro.

Mentha gattefossei Maire este o plantd medicinald rard din familia Lamiaceae,
endemicd din Maroc, cu un areal de raspandire foarte restrans, estimat la 2000
km”.

Partea aeriand a plantei sintetizeazd ulei volatil si alte clase de compusi
biologic activi (polifenoli, flavonoide) cu efect antioxidant pronuntat. Conform
studiului bibliografic de specialitate planta pand in prezent raméne a fi insuficient
cercetatd din punct de vedere fitochimic.

Specia este protejata la nivel international, fiind inclusd in Lista Rosie a IUCN
(International Union for the Conservation of Nature) la categoria plantelor Near
Threatened. Efectivul populatiilor naturale este in continud descrestere ca rezultat
al colectdrii intensive in scopuri medicinale §i ca sursd alimentara. Se exploateaza,
de asemenea, intensiv §i pentru extragerea uleiului volatil la nivel local si
international.

in Republica Moldova se mentine pe terenul experimental al Gradinii Botanice
(D a ASM, fiind obtinutd prin schimbul international de seminte cu Gradina
Botanicd din Coimbra, Portugalia. Numdrul redus de exemplare nu asigura
materialul initial de Inmultire pentru o eventuald extindere in culturd pe suprafete
mal mari, precum $i a materialului vegetal suficient pentru studii chimice
ulterioare. Acest fapt implicd necesitatea elaborarii metodei de multiplicare rapida
in cultura in vitro a plantelor de Mentha gattefossei Maire, fiind in acelasi timp o
masurd eficientd de conservare ex situ a acestui taxon puternic periclitat la nivel
mondial.

Se cunoaste procedeul de micropropagare a plantelor de Mentha piperita, ce
constd in activarea mugurilor axilari, prezenti la nivelul internodurilor, respectiv la
subsuoara frunzelor. Pentru activarea si cresterea intensiva a mugurilor axilari,
explantele au fost cultivate pe mediul nutritiv de bazd cu un continut de saruri
minerale dupa Murashige-Skoog (Murashige T., Skoog F. A revised medium for
rapid growth and bio-assays with tobaco tissue cultures. Physiology Plantarum,
1962, v.15, N95, p.473), suplinit cu 6-benzilaminopurina — 0,6 mg/l, agar — 0,6%;
valoarea pH-1ui a fost ajustatd la 5,8 panad la autoclavare [1].

Insa acest procedeu are un dezavantaj, ce se manifestd prin perioada dubla de
micropropagare.

Dezavantajul mentionat poate fi inldturat cu ajutorul procedeului revendicat.

Problema pe care o rezolvd inventia constd in reducerea perioadei de
micropropagare, sporirea coeficientului de multiplicare a plantelor si, respectiv,
diminuarea cheltuielilor pentru a obtine o plantd noud de Mentha gattefossei
Maire.

Procedeul, conform inventiei, include inocularea minibutagilor si cultivarea
lastarilor obtinuti din mugurii axilari cu inducerea rizogenezei pe un mediu
nutritiv, care contine % saruri minerale fatd de mediul Murashige-Skoog, totodata
cultivarea se efectueazd la temperatura de 26°C, umiditatea relativd a aerului de
70%, cu o fotoperioada de 16 ore lumind, intensitatea iluminarii de 2000 1x si pH-
ul 5,8, timp de 4...5 sdptdmani.

Avantajele inventiei sunt:

e  posibilitatea de a obtine dintr-un explant (minibutas) in decurs de 4...5
saptamani, lastari cu lungimea de 8...9 cm a cate 7...9 internoduri (inventia), in
comparatie cu lastari de 2...3 cm a cate 4...5 internoduri dintr-un explant in
aceeasi perioadd de timp (cea mai apropiata solutie);

e  sporirea coeficientului de micropropagare de la aproximativ 4000 plante
in sase luni (cea mai apropiata solutie) pana la 150000 plante (inventia) in aceeasi
perioada de timp;

e 1n comparatie cu cea mai apropiatd solutie, procesul de micropropagare a
plantelor de Mentha gattefossei Maire prin procedeul revendicat se caracterizeazd
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prin reducerea timpului de mentinere in vitro si diminuarea numarului de explante
necesare pentru multiplicare cu ~50%.

Rezultatul inventiei constd in sporirea coeficientului de multiplicare de la
aproximativ 4000 plante in sase luni (cea mai apropiatd solutie) pand la 150000
plante (inventia) de Mentha gattefossei Maire in aceeasi perioadd de timp, datoritd
modificdrii continutului mediului nutritiv (% sdruri minerale dupa Murashige-
Skoog). Aceste modificari induc cresterea lastarilor cu majorarea numarului de
internoduri (ceea ce sporeste coeficientul potential de multiplicare).

Exemplu de realizare concreta a inventiei

Plantele de Mentha gattefossei Maire au fost obtinute din ldstarii plantelor
cultivate din seminte pe terenul experimental al Gradinii Botanice (I) a ASM.
Pentru a asigura sterilizarea, lastarii de Mentha gattefossei Maire au fost tratati cu
preparatul comercial ACE (agent de indlbire pe bazd de clor) de 20% pe parcursul
a 10 minute si spalati de trei ori cu apa sterila. Inducerea ldstarilor si cresterea
plantulelor a fost realizatd pe mediul nutritiv Murashige-Skoog (MS) cu pH-ul 5,8,
la regimul de temperaturd de 26°C, cu fotoperioada de 16 ore lumina (2000 1x) si 8
ore intuneric.

O parte din minibutasi (controlul) a fost cultivatd pe mediul nutritiv
Murashige-Skoog, cu urmdtorul continut de sdruri minerale (mg/l): NH,NO; —
1650, KNO; - 1900, MgSO,-7H,0O -370, KH,PO, -170, CaCl,-2H,0 — 440,
H;BO; — 6,2, MnSO4-4H,O - 22,3, CoCl,-6H,0-0,025, CuSO, -5H,0 - 0,025,
ZnSO,7 HO - 8,6, Na,MoO,-2H,O - 0,25, KI - 0,83, FeSO,-7H,O - 27,8,
Na,EDTA - 37,3; agar — 0,6%. Alta parte a fost cultivatd pe acelasi mediu, dar
suplimentat cu regulatorul de crestere 6-benzilaminopurind, valoarea pH-lui fiind
ajustata Tnainte de autoclavare pand la 5,8 (cea mai apropiata solutie). A treia parte
de minibutasi a fost cultivatd pe mediul nutritiv Murashige-Skoog ce continea ?
saruri minerale indicate in control, pH-ul fiind 5,8, fira fitohormoni (inventia). in
asa fel mediile de cultivare se deosebeau dupd concentratia §i continutul unor
componenti. Minibutasii celor trei variante au fost cultivati la temperatura 26°C,
cu fotoperioada de 16 ore lumind (2000 1x) si 8 ore intuneric. Umiditatea relativa a
aerului a fost de 70%.

Cresterea si dezvoltarea ldstarilor de la baza mugurilor axilari si a radicinilor,
pe mediul nutritiv conform inventiei, a fost observata dupd 3 zile de la momentul
inocularii, iar dupa 4...5 sdptdmani ldstarii au atins indltimea de 7...9 cm. Dupd
4...5 saptdméni de la momentul inoculdrii, fiecare plantd a fost sectionatd in
internoduri, care ulterior au fost inoculati pentru urmatorul ciclu de dezvoltare pe
acelasi mediu nutritiv. In asa fel, pe acelasi mediu nutritiv este posibila initierea
culturii in vitro i cultivarea minibutagilor pentru a obtine plantule, care sunt
pregitite pentru cultivarea in conditii ex vitro. In cazul celei mai apropiate solutii,
lastarii cultivati dupd 4...5 saptamani au atins indltimea de numai 2,5...3 cm.

Spre deosebire de cea mai apropiatd solutie, procedeul revendicat contribuie la
micsorarea de doud ori a cheltuielilor pentru reagentii utilizati la cultivarea in
vitro; diminuarea duratei de cultivare in vitro pentru obtinerea unei noi generatii de
plantule in decurs de 4...5 saptamani; sporirea coeficientului de micropropagare
de la 4 la 8. Pe parcursul a 3 cicluri s-au obtinut aproximativ 500 de plante
(inventia), fata de cele 60 plante (cea mai apropiatd solutie), ludnd in consideratie
faptul cd in conformitate cu inventia propusé se obtin pand la unsprezece cicluri pe
parcursul unui an, fatd de cele cinci cicluri (cea mai apropiatd solutie), pe parcursul
a jumdtate de an se pot obtine cel putin 150000 plante.

Prin urmare, procedeul revendicat permite de a diminua de doud ori cheltuielile
pentru reagenti, durata mentinerii in vitro pentru a obtine o noud generatie
pregatitd pentru transferul ex vitro; de a spori de 35 ori numérul de plantule
multiplicate pe parcursul unui an, utilizdnd aceeasi suprafatd a camerei de
cultivare.
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(57) Revendicari:

Procedeu de micropropagare a plantelor de Mentha gattefossei Maire in vitro,
care include inocularea minibutasilor si cultivarea ldstarilor obtinuti din mugurii
axilari cu inducerea rizogenezei pe un mediu nutritiv, care contine Y2 saruri
minerale fatd de mediul Murashige-Skoog, totodatd cultivarea se efectueaza la
temperatura de 26°C, umiditatea relativa a aerului de 70%, cu o fotoperioada de 16
ore lumind, intensitatea iluminarii de 2000 I1x si pH-ul 5,8, timp de 4...5
saptamani.
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