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Inventia se referd la biotehnologie, in particular 5 la o temperaturd de 22...26°C, umiditatea relativa
la un procedeu de micropropagare a plantelor de a aerului de 70%, cu o fotoperioada de 16 si 8 ore
Echinacea purpurea 1. Moench in vitro. noapte/zi si intensitatea iluminarii de 3000 1x.

Procedeul, conform inventiei, include germi- Rezultatul inventiei consta in sporirea embrio-
narea asepticd a semintelor, obtinerea explantelor, genezei somatice §i regenerdrii plantelor.
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Descriere:

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

Echinacea purpurea 1. Moench este o plantd decorativd si medicinald pretioasd, multianuala.
Acumuleazd §i sintetizeazd substantele biologic active, fiind mult apreciatid pentru calititile sale
terapeutice, precum si proprietitile imunostimulente si antivirale. fn componenta ridicinilor se contine
substanta anginoli. Preparatul din flori poseda capacitate hemostaticad si de vindecare a rdnilor. Toate
partile componente ale plantei contin glicozida steroidicd echimacozida si ulei volatil eteric pand la 1%.

Este cunoscut procedeul de micropropagare a plantelor de Rhodiola rosea L., ce include obtinerea si
activarea meristemoizilor, de la baza carora pornesc lastarii. Pentru activarea si cresterea intensiva 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 (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 carbune activat in cantitate de 1200 mg/1, valoarea
pH-ului fiind ajustati la 6,5 pana la autoclavare [1].

Neajunsurile acestui procedeu sunt: coeficientul de micropropagare scazut, nu toate explantele asigura
initierea cresterii meristemoizilor, de la baza cirora pornesc lastarii.

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

Esenta inventiei constd in aceea cd procedeul include germinarea asepticd a semintelor, obtinerea
explantelor, segmentarea si cultivarea lor pe mediul nutritiv Murashige-Skoog, ce contine suplimentar
glicozida steroidicd  3-O-{[?-D-galactopiranozil(1—4)-?-D-glucopiranozil(1—2)]-[?-D-ramnopirano-
zil(1—3)]-?-D-glucopiranozil }-[(25R)-furost-5-en-3?,22 ¢,26-triol ]-26-O-?-D-glucopiranozidd (Melongo-
zidd), obtinutd din seminte de patlagele vinete Solanum melongena L. prin extractie cu apd la incilzire,
in concentratie de (3,5...4,0)~10’3%, totodatd cultivarea se efectueaza 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 ilumindrii
de 3000 Ix.

Preparatul Melongozidd a fost obtinut din seminte de patligele vinete Solanum melongena (SU
1162203 1985.02.15).

Rezultatul inventiei constd in sporirea embriogenezei somatice si regenerdrii plantelor.

Exemplu de realizare a inveniei

Plantulele de Echinacea purpurea 1.. Moench au fost obtinute prin germinarea aseptica a semintelor.
Pentru a asigura sterilitatea, semintele s-au tratat cu agent de indlbire pe bazid de clor de 15%, timp de 20
min, spdlandu-se de 4...5 ori cu apa distilata sterild, in continuare inoculandu-se pe mediul nutritiv de
bazd MS. Plantulele obtinute ajungind la mirimea de 7...10 cm, s-au segmentat si cultivat in conditii
aseptice la hota cu flux de aer laminar steril in vase de sticld de 50...100 ml, in fiecare vas fiind
repartizati 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 1 atm si temperatura 121°C, pH-ul a fost ajustat la
58...59.

fn calitate de material initial pentru initierea micropropagirii de plantule au servit segmente de
hipocotil si frunze prelevate de la plantulele germinate aseptic din seminte. In vasele de sticld de 50...100
ml s-au repartizat, in fiecare vas, cate 15...20 ml de mediu nutritiv. S-au sterilizat prin autoclavare, in
faza de vapori 10 min aerisire $i 15 min sterilizare in conditiile de presiune 1 atm §i temperatura 121°C,
pH-ul a fost ajustat 1a 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
24+42°C, umiditatea relativa a aerului de 70%, durata perioadei de iluminare 16 ore/zi si 8 ore/noapte,
intensitatea luminii 3000 lucsi.

O parte de explante (varianta control) s-au inoculat pe mediul de culturd de bazd Murashige-Skoog,
ce continea macroelemente (saruri minerale, mg/1): NH,NO; — 1650, KNO; — 1900, MgSO,-7H,0 — 370,
KH,PO, — 170, CaCl,-7TH,O — 440, microelemente, mg/1: H;BO; — 6,2, MnSO,-4H,0 — 22,3, CoCl,-6H,0
— 0,025, CuSO45H,0 — 0,025, ZnSO47H,0 — 8,6, Na,MoO42H,0 — 0,25, KI — 0,83, FeSO,7H,O -
27,8, Na,EDTA — 37,3, Inozitol — 100, solidificat cu agar-agar 0,7%, zaharoza 3%.

Alta parte de explante (cea mai apropiatd solutie) — s-a utilizat pe mediul de bazd Murashige-Skoog,
suplimentat cu cdrbune activat in cantitate de 1200 mg/1, pH-ul fiind ajustat pana la 6,5.

A treia parte de explante au fost utilizate pe mediul de culturd de bazd Murashige-Skoog, suplimentat
cu Melongozidi in concentratie de 3,5...4,0-107,

Proliferarea explantelor in varianta martor s-a remarcat foarte slab, cresterea si dezvoltarea calusului
fird zone meristematice, ca rezultat explantele inoculate pe acest mediu s-au necrotizat.
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In al doilea caz, la utilizarea mediului MS + céarbune activat — cea mai apropiata solutie, proliferarea
explantelor s-a realizat dupd 10 zile de la inoculare, inducerea, cresterea si dezvoltarea calusului s-a
observat dupd 18 zile. Aparitia plantulelor s-a realizat dupa 25 zile. Cresterea si dezvoltarea plantulelor s-
a observat dupi o luni de zile. In acest caz micropropagarea plantulelor a constituit 3-10° plante anual.

Pe al treilea mediu, prin urmare, proliferarea explantelor a evoluat 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 cultivirii explantelor pe mediul de cultura Murashige-Skoog, suplimentat cu melongozida in
concentratie de (3,5...4,0)10°%. Mentiondm c in aceasti variant3 raportul optimal al ingredientilor
prezenti in mediul nutritiv de culturd artificial sporeste considerabil coeficientul de micropropagare a
plantulelor de Echinacea —cu 5,0-10° plante anual. Includerea in ciclul de culturi in vitro a unei faze de
calus sub actiunea glicozidei steroidice méreste considerabil frecventa somaclonelor. Valoarea maximala
a masei celulare a calusului s-a caracterizat cu valori variate, in medie 80,3...85,4%. Capacitatea
embriogenezei somatice a constituit 70,5...73,6%, iar capacitatea de regenerare a evoluat intre
75,2...78,4%. In general calusul embrionar a fost multiplicat in scopul variabilititii genetice de micro-
propagare 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 glicozida steroidicd 3-O-{[?-D-galactopiranozil(1—4)-?-D-glucopirano-
zil(1—2)]-[?-D-ramnopiranozil(1—3)]-?-D-glucopiranozil }-[(25R)-furost-5-en-3?,22 ¢,26-triol ]-26-O-2-
D-glucopiranozida, obtinutd din seminte de patlagele vinete Solanum melongena L. prin extractie cu apa
la incalzire, in concentratie de (3,5...4,0)'10’3%, totodatd cultivarea se efectucazi la o temperaturd de
22...26°C, umiditatea relativa a aerului de 70%, cu o fotoperioada de 16 si 8 ore noapte/zi §i intensitatea
iluminarii de 3000 Ix.
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