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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest sposob otrzymywania pedéw Echinacea purpurea z fragmentow
blaszek lisciowych droga embriogenezy somatycznej w kulturach in vitro z przeznaczeniem do dalszej
uprawy szklarniowej, upraw ogrodniczych, produkcji ogrodniczej, produkcji metabolitow wtdrnych
lub hodowli twdrczej nowych odmian.

Echinacea purpurea jest zarowno rosling ozdobng jak i leczniczg. Moze byé rozmnazana trady-
cyjnie w warunkach in vivo, poprzez nasiona, podziat karpy czy sadzonkowanie, jednak rosliny rozmna-
zane z nasion czesto nie tworza kwiatow w drugim roku uprawy (Harbage 2001), a pozostate metody,
przeprowadzane w warunkach in vivo, sg mato wydajne.

Z tego wzgledu do celéw produkcyjnych konieczne jest opracowanie wydajnej metody multiplika-
cji w oparciu o techniki in vitro. Do najbardziej wydajnych metod nalezy embriogeneza somatyczna. Jest
to metoda mikrorozmnazania, w ktérej potencjalnie kazda zywa komérka somatyczna eksplantatu moze
zregenerowac zarodek somatyczny z ktérego rozwinie sie nowa roslina (ped).

Znane sa sposoby mikrorozmnazania Echinacea purpurea np.: ze zgtoszenia patentowego
CN103858772A, znane jest rozwigzanie pt. ,Metoda kultury tkankowej u Echinacea purpurea (L.) Mo-
ench odmiany Double Decker” (ang. Tissue culture method of Echinacea purpurea (L.) Moench ‘Double
Decker’) jednak rodzaj eksplantatu w postaci ogonka lisciowego, a takze uzyskane zregenerowane
struktury w postaci pedéw przybyszowych oraz dodatek do pozywki MS auksyny NAA (kwasu a-nafty-
looctowego) oprocz cytokininy BA (6-benzyloadeniny), podanych w tym rozwigzaniu rézni sie od istoty
rozwigzania w przedmiotowym zgtoszeniu wynalazku.

Ze zgtoszenia CN105052745A, znana jest metoda promowania wzrostu zregenerowanych pakow
u Echinacea purpurea (ang. ,Method for promoting growth of Echinacea purpurea regeneration buds”)
dotyczaca pobudzenia do wzrostu pakdéw przybyszowych w zaleznosci od ich dtugoséci, poprzez dodatek
do pozywki MS regulatora wzrostu DA-6 (diethylaminoethanol hexanoate), ktéra rozni sie istotnie
od celu rozwigzania w przedmiotowym zgtoszeniu wynalazku, ktéry dotyczy zregenerowania pedéw
droga embriogenezy somatycznej z fragmentéw blaszek lisciowych. Takze kompozycja regulatorow
wzrostu istotnie rézni sie od rozwigzania w przedmiotowym zgtoszeniu wynalazku.

Znana jest réwniez metoda mikrorozmnazania Echinacea purpurea L. Moench w warunkach in vi-
tro (ang. ,Process for micropropagation of Echinacea purpurea L. Moench in vitro”), w ktorych skftad
pozywki oraz dodatek do pozywki MS glikozydu steroidowego (Melongoside) uzyskanego z nasion So-
lanum melongena lub glikozydow steroidowych uzyskanych z korzeni Solanum melongena, rézni sie
istotnie od proponowanego rozwigzania.

Ponadto znana jest metoda uzyskiwania korzeni przybyszowych Echinacea purpurea w Kulturze
bioreaktora (ang. ,Method of bioreactor culture of Echinacea purpurea adventitious roots”) ze zgtoszenia
WO08100016A1. Metoda ta stuzy jednak do namnazania w bioreaktorze korzeni przybyszowych i pro-
dukcji z nich aktywnych sktadnikéw, co istotnie rézni ja od istoty proponowanego rozwigzania.

Istota rozwigzania wedtug wynalazku jest sposéb otrzymywania peddw Echinacea purpurea
ze sterylnych fragmentéw blaszek lisSciowych droga embriogenezy somatycznej w kulturach in vitro
z przeznaczeniem do ukorzeniania, dalszej uprawy szklarniowej, upraw ogrodniczych, produkcji
ogrodniczej lub hodowli twérczej nowych odmian tego gatunku, w ktéorym materiat roslinny w postaci
sterylnych fragmentéw blaszek lisciowych umieszcza sie na zmodyfikowanej poprzez zwiekszenie o za-
wartosci chelatu zelaza i chlorku wapnia, pozywce MS (1962). Kluczowym jest dodatek do pozywki
regulatorow wzrostu w postaci cytokininy BAP (6-benzyloaminopuryny) w stezeniu 0,5-1 mg/L oraz auk-
syny: IAA (kwas 3-indolilooctowy) w stezeniu 0,5-1 mg/ L.

Eksplantaty w postaci prostokatow o boku 0,5—-1 cm umieszcza sie na pozywce w sposob hory-
zontalny, abaksjalnie. Przez pierwsze 2 tygodnie kultury in vitro konieczne jest zapewnienie ciemnosci,
nastepnie kultury rosng w pokoju wzrostowym o wilgotnosci wzglednej powietrza 60-80%, w Swietle
dziennym emitowanym przez lampy jarzeniowe TLD 54/36 W, natezenie napromienienia kwantowego
30-50 pM*m-2*s-1, fotoperiodzie 16/8 (dziern/noc), w temperaturze 24 + 2 stopni C, przez 8-10 tygodni.
Do pozywki dodaje sie agar w ilosci 6-12 g/L oraz sacharoze w ilosci 20—40 g/L o pH ustalonym
przed sterylizacjg pozywki w zakresie 5,5-6,2. Pedy po konwersji zarodkéw somatycznych uzyskuje sie
po 10-12 tygodniach od inicjacji kultury. W kolejnym etapie pedy mozna dalej namnaza¢ do uzyskania
pozadanej ilosci lub je ukorzenia¢ i aklimatyzowaé do warunkéw szklarniowych.
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Zaletg rozwigzania wedtug wynalazku jest uzyskanie duzej liczby pedéw Echinacea purpurea
po konwersji zarodkdow somatycznych z fragmentéw blaszek lisciowych w warunkach kultury in vitro
w ciggu zaledwie 10—12 tygodni. Proponowane rozwigzanie pozwala uzyskac pedy gotowe do dalszego
namnazania, ukorzeniania, aklimatyzacji i uprawy szklarniowej, upraw ogrodniczych, produkcji ogrodni-
czej, produkcji metabolitow wtérnych lub hodowli twérczej nowych odmian tego gatunku.

Sposob wedtug wynalazku przedstawiono blizej w przyktadach realizacji wynalazku.

Przyktad 1

Sposoéb otrzymywania pedow Echinacea purpurea z fragmentéw blaszek lisciowych droga em-
briogenezy somatycznej w kulturach in vitro wedtug wynalazku przebiega w kilku etapach:

Etap I.

Sterylne blaszki lisciowe pobrane z rosliny uprawianej w kulturze in vitro przy pomocy sterylnych
narzedzi, w komorze laminarnej, tnie sie na prostokaty (eksplantaty) o boku 0,5 cm x 0,5 cm.

Etap Il.

Nastepnie eksplantaty umieszcza sie na sterylnej, zmodyfikowanej pozywce MS (1962) z dodat-
kiem agaru w ilosci 8 g/L i sacharozy w ilosci 20 g/L; pH 5,6; z dodatkiem regulatoréw wzrostu: cytoki-
niny BAP (6-benzyloaminopuryny) w stezeniu 0,5 mg/L oraz auksyny IAA (kwas 3-indolilooctowy):
w stezeniu 0,5 mg/L.

Etap Il

Po inokulacji eksplantatéw na pozywkach, kultury in vitro umieszcza sie w pokoju wzrostowym
w temperaturze 24 stopnie C + 2 stopnie C, o wilgotnosci wzglednej powietrza 60% w ciemnosci
przez 14 dni.

Etap IV.

Nastepnie kultury in vitro ustawia sie na regatach w pokoju wzrostowym w temperaturze 24 stop-
nieC t 2 stopnie C, o wilgotnosci wzglednej powietrza 60% i natezeniu napromienienia kwanto-
wego 30 pM*m-2*s-1 emitowanego przez lampy jarzeniowe o swietle dziennym przez 16 godzin dziennie.

Etap V.

Po 3 tygodniach kultury na eksplantatach pojawiajg sie zarodki somatyczne, ktére rozwijajg sie
w kolejnych tygodniach kultury. Pedy po konwersji zarodkéw somatycznych uzyskuje sie po 10 tygo-
dniach od inicjacji kultury.

Etap VI.

W kolejnym etapie pedy przeznacza sie do: nhamnazania, ukorzeniania, aklimatyzacji i uprawy
szklarniowej, upraw ogrodniczych, produkcji ogrodniczej, produkcji metabolitow wtdrnych lub hodowli
tworczej nowych odmian tego gatunku.

Przyktad 2

Sposoéb otrzymywania pedow Echinacea purpurea z fragmentéw blaszek lisciowych droga em-
briogenezy somatycznej w kulturach in vitro wedtug wynalazku przebiega w kilku etapach:

Etap I.

Uprzednio wysterylizowane i wyptukane (wysterylizowane przy pomocy 0,4% podchlorynu sodu
przez 10 minut; wyptukane 3-krotnie po 10 minut w sterylnej wodzie destylowanej) blaszki lisciowe po-
brane z rosliny uprawianej w warunkach in vivo przy pomocy sterylnych narzedzi, w komorze laminarnej,
tnie sie na prostokaty, eksplantaty o boku 1 cm x 1 cm.

Etap Il.

Nastepnie eksplantaty umieszcza sie na sterylnej, zmodyfikowanej pozywce MS (1962) z dodatkiem
agaru w ilosci 10 g/L i sacharozy w ilosci 40 g/L; pH 6,0; z dodatkiem regulatoréw wzrostu: cytokininy BAP
(6-benzyloaminopuryny) w stezeniu 1 mg/L oraz auksyny: IAA (kwas 3-indolilooctowy) w stezeniu 1 mg/L.

Etap lll.

Po inokulacji eksplantatéw na pozywkach, kultury in vitro umieszcza sie w pokoju wzrostowym w tem-
peraturze 24 stopni C + 2 stopnie C, o wilgotnosci wzglednej powietrza 60% w ciemnosci przez 14 dni.

Etap IV.

Nastepnie kultury in vitro ustawia sie na regatach w pokoju wzrostowym w temperaturze
24 stopnie C + 2 stopnie C, o wilgotnosci wzglednej powietrza 80% i natezeniu napromienienia
kwantowego 50 pM*m-2*s-1 emitowanego przez lampy jarzeniowe o swietle dziennym przez 16 go-
dzin dziennie.



PL 239 922 B1

Etap V.

Po 3 tygodniach kultury na eksplantatach pojawiajg sie zarodki somatyczne, ktére rozwijajg sie
w kolejnych tygodniach kultury. Pedy po konwersji zarodkéw somatycznych uzyskuje sie po 12 tygo-
dniach od inicjacji kultury.

Etap VI.

W kolejnym etapie pedy przeznacza sie do: nhamnazania, ukorzeniania, aklimatyzacji i uprawy
szklarniowej, upraw ogrodniczych, produkcji ogrodniczej, produkcji metabolitow wtdrnych lub hodowli
tworczej nowych odmian tego gatunku.

1.

Zastrzezenia patentowe

Sposoéb otrzymywania pedoéw Echinacea purpurea z fragmentow blaszek lisciowych droga
embriogenezy somatycznej w kulturach in vitro znamienny tym, ze materiat roslinny w postaci
sterylnych blaszek lisciowych tnie sie skalpelem w komorze laminarnej na prostokaty
o boku 0,5 x 1 cm i umieszcza w sposéb horyzontalny (abaksjalnie) na zmodyfikowane;
pozywce MS z dodatkiem agaru w ilosci 6-12 g/L oraz sacharozy w ilosci 20—-40 g/L
o pH 5,5-6,2, nastepnie kultury in vitro utrzymuje sie w ciemnosci przez 14 dni w tempera-
turze 24 stopni C + 2 stopni C i wilgotnos¢ wzglednej powietrza 60-80%, a nastepnie ustawia sie
w pokoju wzrostowym przy natezeniu napromienienia kwantowego 30-50 pM*m-2*s-1 emitowa-
nego przez lampy jarzeniowe o $wietle dziennym, przez 16 godzin dziennie przez 8—10 tygodni.
Sposdéb wedtug zastrz.1, znamienny tym, ze pozywke MS (1962) modyfikuje sie po-
przez zwiekszenie o 1/2 zawartosci chelatu zelaza i chlorku wapnia, oraz dodanie do pozywki
regulatorow wzrostu w postaci cytokininy BAP (6-benzyloaminopuryny) w stezeniu 0,5-1 mg/L
oraz auksyny IAA (kwas 3-indolilooctowy) w stezeniu 0,5—-1 mg/L.



