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(57) Rezumat:

Prezenta inventie se referd la o metoda de realizare a
culturii in vitro la specia Arnica montana L., prin
dezvoltarea urméatoarelor procese: culturi de tesuturi
diferentiate (tesuturi meristematice) si nediferentiate
(calus si clustere celulare), in scopul realizarii unei
evaludri integrate a biosintezei compusilor biologici
activi. Acestea constau in: culturi de micropropagare
(explant - vérfuri tulpinale obtinuteprin germinarea
semintelor in conditii aseptice) utilizdnd mediul de
culturd Murashige si Skoog (1962) (MS), cu 25g/I
zaharoza, solidificat cu 8...8,5% agar si suplimentat cu
1,0 mg/l BAP, culturi de calus (explant - fragmente

foliare gi radiculare prelevate de la plante regenerate in
vitro, inflorescente imature) utilizand mediul de cultura
MS cu 30 g/l zaharoz3, solidificat cu 7,5% agar, in trei
variante de balante hormonale (0,5 mg/I BAP si1,5mg/|
2,4D, 0,5 mg/l kinetind si 1,5 mg/l 2,4 D, 1,0 mg/I
kinetind si 1,0 mg/l ANA), culturi submerse (inocul -
calus obtinut in conditiile mentionate mai sus), utilizand
mediu de culturd MS (lichid) cu 30 g/l zaharoza, fara
regulatori de crestere.
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DESCRIEREA INVENTIEI

Inventia se refera la o metoda eficienta pentru realizarea culturilor in vitro —
micropropagare. culturi de calus, culturi submerse la specia Arnica montana L. in scopul
realizarii unei evaluari integrate a biosintezei compusilor biologic activi.

Este cunoscut ca Arnica montana (familia Asteraceae) este o specie medicinala cu
utilizare traditionala in Europa si America de Nord. 4rnica montana este o planta erbacee
perena. cu tulpina aeriana de 20-50 cm inaltime, flori de culoare galbena sau galbena-portocalie
grupate in calatidii, fructul este achena paroasa. Este o specie hemicriptofita, cu areal european
montan. dc¢ plina lumina, cu raspandire in fanetele din zonele racoroase montane, pe soluri
moderat umede — reavane, cu pH acid. sarace in azot mineral. In scop fitoterapeutic se
utilizeaza rizomul si radacinile recoltate in luna septembrie, fructele si inflorescentele recoltate
inainte de supramaturare, care contin lactone sescviterpenice (helenalina si dihidrohelenalina) si
uleiuri volatine ¢cu monoterpene aromatice. Componentii identificati in rizomi si radacini sunt:
fructoza (2.5%), zaharoza (1.0%). inulina (9-12%), uleiuri volatile (0,05-0.12%). acizi alifatici
monobazici (acid angelic), taninuri catechinice (2,3%), acid lactic, acid izobutiric. acid
succinic, acid formic. acid fumaric, triterpene (taraxasterol) si mucilagii. Frunzele contin: esteri
ai lactonelor (arnicolid A-D) si lactone sescviterpenice (arnifolin, helenalin); florile contin:
fitosteroli. rasini, taninuri, acizi (acid malic), acizi fenolici (acid clorogenic. acid cafeic).
trimetilamina, ceruri si gume (Burzo er al., 2005).

[iste cunoscut ca extractele au proprietati stimulatoare pentru circulatia sangvina,
antiinflamatorii. analgezice. antiseptice, cicatrizante, coleretice, colagoge, si antihelmintice. Se
utilizeaza pentru tratarea hematoamelor, contuziilor si ranilor, furunculozei. bronsitei, cistitei,
accidentelor vasculare, reumatismului, acneei, a durerilor de cap, cancerului de piele, insomniilor,
palpitatitlor cardiace etc. Uleiul de arnica este utilizat ca aromatizant in industia bauturilor. Se

utilizeaza sub forma de pulbere obtinuta din florile uscate, sub forma de infuzii sau tincturi.
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Este cunoscut ca. datorita colectarii excesive, Intensificarii agriculturii si a
fragmentarii habitatelor. specia a devenit tot mai rara, fiind introdusa in Anexa D a EU
Council Regulation No. 338/97 si in Anexa V(b) a Directivei Habitate (92/43/CE — Directiva
de Conservare a Habitatelor Naturale si a Faunei si Florei Salbatice). Arnica montana este
inclusa in Lista Rosie a plantelor superioare din flora Romaniei. cu statutul de specie
vulnerabila si rara (Boscaiu ef al.. 1994).

Este cunoscul ca. pentru specia Arnica montana, au fost claborate tehnici de
micropropagare - Conchou ef a./ (1992), C. L. L¢ (1998), iar la nivel national Butiuc-Keul si
Deliu (2001), precum si tehnici de culturi de calus (Petrova ef al., 2010).

[:ste cunoscut ca utilizarea culturilor in vitro confera, comparativ cu metodele
conventionale de cultura. avantajul obtinerii unui material vegetal uniform - cu caracteristici
bioproductive superioare. liber de viroze/bacterioze, precum si a unui numar relativ mare de
indivizi intr-un interval scurt de timp.

Este cunoscut ca multiplicarea in vitro la Arnica montana are caracter clonal, prin
utilizarea culturilor in vitro obtinandu-se material vegetal uniform din punct de vedere
genetic (Butiuc-Keul si Deliu, 2001).

Problema pe care o rezolva inventia noastra consta in realizarea unei metode eficiente
de culturi in vitro — culturi pentru micropropagare, culturi de calus. culturi submerse, cu
aplicabilitate in evaluarea biosintezei compusilor biologic activi si in producerea de material
vegetal cu caracteristici bioproductive optime, respectiv standardizare.

Metoda pentru realizarea culturilor in vitro conform inventiei consta in utilizarea
plantulelor obtinute in urma germinarii in conditii aseptice ca sursa de explant pentru
micropropagare (1); utilizarea fragmentelor foliare si radiculare prelevate de la plante regenerate
in vitro. si a inflorescentelor imature ca sursa de explant pentru culturile de calus (2): utilizarea
calusului obtinut prin procedeul mentionat anterior ca inocul pentru culturile submerse (3). Astfel
se reduce riscul de contaminare a culturilor, de necrozare a tesuturilor prin utilizarea agentilor de
sterilizare. fiind necesara doar sterilizarea semintelor si a inflorescentelor imature. Pentru
realizarca culturilor in vifro a fost utilizat mediul bazal MS (Murashige si Skoog. 1962).
suplimentat cu diferite tipuri si cantitati de regulatori de crestere — auxine si citochinine.

Pentru analiza fitochimica a materialului vegetal de Arnica montana, au fost utilizate
metodele CSS (Cromatografie in Strat Subtire) si RP-HPLC-UV (Cromatogratie de Lichide de
Inalta Performanta. cu Faza Inversa si detector UV - Agilent Technologies 1200 Series) pentru
extracte metanolice epuizate — compusi polifenolici si flavonoidici; extractele diclormetanice

au fost analizate prin CSS (calitativ) pentru compusii terpenici. Probele analizate au constat in
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material vegetal prelevat de la plantele donor colectate din populatii naturale si material vegetal
obtinut prin metoda culturilor i vitro (regeneranti, calus, culturi submerse).

Conform cu standardele utilizate, extractele plantelor donor contin: compusi
polifenolici si derivati (apigenina, apigenol, luteolina, acid clorogenic), triterpene si compusi
sterolici (p-sittosterol. acid oleanolic, acid ursolic). Apigenolul. identificat si dozat in acestea,
este cuprins intre 3.33 si 10.38 mg/100g material vegetal proaspat. La toate probele de culturi
in vitro. s-a identiticat acidul clorogenic. La regeneranti s-a dozat valoarea cea mai mare
cuprinsa intre 4,61 ~ 18,44 mg/100g extract vegetal. Pentru acizii polifenolici (exprimati in
echivalenti de acid clorogenic), valorile au fost cuprinse intre 2,75 — 8.67 la calus si de 93.41
— 257.24 la regeneranti. S-a evidentiat mentinerea potentialului biosintetic pentru compusii
polifenolici si terpenici, in probele obtinute in vifro, corelat cu tipul de explant/inocul si
conditiile de cultura.

Ca posibile utilizari practice imediate, mentionam producerca de material
vegetal/material saditor uniform, in flux continuu - indiferent de factorii climatici, cu
caracteristici bioproductive/biosintetice superioare (prin selectia si perpetuarea ecotipurilor
valoroase) — standardizarea materialului vegetal; producerea la scara larga a principiilor
biologic active. Calusul, precum si clusterele de celule obtinute prin culturi submerse pot fi
procesate sub forma de pulberi. si utilizare direct in prepararea de fitopreparate. Din aceste
considerente. abordarea biotehnologica este o alternativa la propagarea si conservarea

resursei vegetale. dar si de valorificare a principiilor biologic active.

Inventia prezinta urmatoarele avantaje:

- Are utilizari practice imediate in producerea de material vegetal standardizat.
utilizabil si in strategiile de conservare a speciei. producerea de principii biologic active prin
biotehnologii:

- Are utilitate in studii fundamentale privind biosinteza compusilor biologic activi, in
intitierea culturii in vitro — de micropropagare utilizandu-se ca explant, apexul tulpinal

provenit dintr-o plantula provenita din seminte germinate aseptic;

- Se obtine o cantitate mare de material vegetal, plecand de la un explant/inocul
minimal (prin tehnica multiplicarii in vitro se obtin circa 40-60 indivizi/flacon de initiere in
12 - 15 saptamani de cultura);

- Metoda are un numar redus de faze;
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Exemplu de realizare a inventiei

Se da in continuare un exemplu de realizare a inventiei:

Materialul vegetal — explantele constau in inflorescente imature si varfuri tulpinale
excizate de la plantule obtinute in urma germinarii semintelor in conditii aseptice — pe hartie
de filtru umectata cu apa distilata suplimentata cu 0.02 mg/I kinetina si 2 mg/l acid giberelic.
Pentru izolarca aseptica a materialului vegetal se utilizeaza clorura mercurica 0,1%. timp de
10, 15, respectiv 20 de minute — in functie de tipul de explant si gradul de contaminarc a
acestora.

Mediile de cultura utilizate pentru culturile in vifro constau in variante ale mediului
bazal MS (Murashige Skoog, 1962). pentru micropropagare variante ale mediului MS
suplimentat cu 25 ¢/l zaharoza si solidificat cu 8 — 8,5 % agar: mediul MS fara regulatori de
cresterc pentru initierea culturii si inradacinare, respectiv mediul MS suplimentat cu 1 mg/I
BAP' (B)) pentru multiplicare; pentru culturile de calus mediul MS suplimentat cu 30 g/I
zaharoza solidifiat cu 7.5 % agar, suplimentat cu 0,5 mg/l BAP si 1.5 mg/l 2.4D* (BD). 0.5
mg/l kinetina si 1.5 mg/l 2.4 D (KD), respectiv 1 mg/l kinetina si 1 mg/I ANA® (KN): pentru
culturile submerse se utilizeaza mediul MS lichid suplimentat cu 30 g/l zaharoza, fara
regulatori de crestere. Variantele de mediu de cultura agarizat este repartizat in flacoane
Erlenmeyer de 100 ml (25 ml mediu/flacon), iar mediul lichid in flacoane Erlenmeyer de 250
ml (100 ml mediu/flacon), si apoi autoclavat la 120°C (15 minute). Regulatorii de crestere

sunt adaugati in mediu (acolo unde a fost cazul) anterior autoclavarii.

Conditiile de cultura. pentru toate variantele de culturi in virro sunt: fotoperioada de
16 ore lumina si 8 ore intuneric, la o temperatura 22 + 1°C. Culturile submerse sunt
mentinute in conditii de agitatie continua, pe un shaker.

Pentru realizarea micropropagarii sunt inoculate 2 varfuri tulpinale/flacon. Dupa 4
saptamani. explantele sunt transferate pe mediul de multiplicare B,y; subcultivarile se
realizeaza la 3 — 4 saptamani. Pentru inducerea rizogenezei, tulpinile se separa, si se
inoculeaza, cate una. in flacoane cu mediu MS (fara regulatori de crestere). aceasta
definitivandu-se in 3 — 4 saptamani (randament de 90 — 95%). Reducerea densitatii lastarilor
si cresterea concentratiei de agar din mediu, asigura obtinerea lastarilor cu aspect caracteristic
si reduc viscul de vitrificare a tesuturilor. Pentru aclimatizarea ex vifro, regenerantii ce
prezinta un sistem radicular viguros sunt transferati in ghivece cu sol steril, fiind acoperiti cu
pahare transparente — ulterior indepartate progresiv, pentrua asigura o atmosfera constanta.

saturata in vapori. Aclimatizarea se mai poate realiza in sistem hidroponic. Dupa 4 - 5
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saptamani de acomodare. regenerantii pot fi transferati in jardiniere cu un amestec de sol —
sol de gradina si sol prelevat de la situl de colectare al materialului vegetal (rata de
supravictuire de 85 — 90%). Prin tehnica multiplicarii in vifro se obtin circa 40-60
indivizi/fTacon de initiere in 12-15 saptamani de cultura.

In vederea realizarii culturilor de calus, fragmentele foliare si radiculare prelevate de
la plante regenerate in vitro, si inflorescentele imature sunt inoculate in flacoane cu mediu de
cultura. fiind aterior supuse unui stres mecanic — pentru stimularea calusogenezei. Calusarea
devine vizibila pe suprafata tesutului dupa 3 — 4 saptamani. Subcultivarile se realizeaza la
intervale de circa 4 — 5 saptamani. Calusul este friabil, de culoare galben-verzuie.

Pentru realizarea culturilor submerse, inoculul — variante de calus obtinute prin
procedeul mentionat anterior, este transferat in mediu MS lichid, fara regulatori de crestere
(100 ml mediu/flacon). Flacoanele se mentin in conditii de agitare continua, pe un shaker.
Subcultivarile se realizeaza la 7 zile — celulele si clusterele de celule sunt preluate cu o sita si
transferate in flacoane cu mediu proaspat.

Inocularca culturilor si subcultivarile se realizeaza in conditii aseptice, la o lampa cu

flux laminar.
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REVENDICARI

1. Metoda culturilor in vitro la specia Arnica montana caracterizata prin aceea ca,
este realizata integrat prin succesiunea culturilor de tesuturi: diferentiate (explante
florifere si vegetative) si dediferentiate (calus si clustere celulare), obtinerea de

extracte vegetale si evaluarea fitochimica a compusilor polifenolici si terpenici.

)

provenit dintr-o plantula provenita din seminte germinate aseptic.

Lo

ca este constituita din urmatoarele procedee: culturi pentru micropropagare, culturi
de calus si culturi submerse, materialul vegetal obtinut prin o metoda reprezentand
explant/inocul pentru urmatorul procedeu. Astfel se reduce riscul de contaminare a
culturilor si de necrozare a tesuturilor prin utilizarea agentilor de sterilizare, fiind
necesara doar sterilizarea materialului vegetal initial. Deasemenea, materialul

vegetal este are origine comuna din punct de vedere genotipic.

4. Metoda definita in revendicarea 1 este caracterizata prin aceea ca mediul utilizat
pentru multiplicarea in vitro este reprezentat de mediul bazal Murashige Skoog

(MS. 25 g/l zaharoza, 8-8.5 % agar) suplimentat cu 1 mg/l BAP'.

5. Metoda definita in revendicarea 1 este caracterizata prin aceea ca mediile utilizate
pentru realizarea culturilor de de calus sunt reprezentate de variante ale mediului bazal
MS (30 g/l zaharoza, 7.5 % agar), suplimentat 0,5 mg/l BAP si 1,5 mg/l 2,4D% 0.5

mg/l kinetina si 1,5 mg/l 2.4 D, respectiv 1 mg/l kinetina si 1 mg/l ANA’.

6. Metoda definita in revendicarea 1 este caracterizata prin aceea ca mediul utilizat
pentru realizarea culturilor submerse este reprezentat de mediul bazal MS lichid

(30 g/l zaharoza), fara regulatori de crestere.

Metoda definita in revendicarea 1 este caracterizata prin aceea ca pentru initicrea
culturii in vitro — de micropropagare am utilizat ca explant, apexul tulpinal

Metoda de cultivare in vitro definita in revendicarea 1 caracterizata prin aceea

)
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