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(57) Rezumat:

Prezenta inventie se referd la un procedeu de micro-
propagare in vitro, prin culturi de tesuturi, a speciei
Veronica officinalis L., cu obtinerea, in timp scurt, a unui
numar mare de regeneranii cu ratd mare de
supravietuire, pe un mediu de culturd Murashige i
Skoog (1962) (MS), cu 25 mg/l zaharoza, 7,5...8,0%
agar, fara regulatori de cregtere pentru initierea culturii
Si suplimentat cu 1,0 mg/l BAP (B10), 2,0 mg/| BAP

(B20), respectiv, 1,0 mg/l BAP si 0,3 mg/l ANA pentru
multiplicarea si cregterea tulpinilor neoformate, pentru
inducerea rizogenezei utilizandu-se mediu MS fara
regulatori de crestere, respectiv, mediu MS suplimentat
cu 0,5 mg/l ANA.
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Inventia se refera la utilizarea biotehnologiilor cu aplicatie eficienta in micropropagarea
plantelor medicinale de interes economic. Prezenta inventie se constituie ca procedeu de
multiplicare in vitro a plantelor de de Veronica officinalis - pe variante ale mediului de cultura
MS (Murashige si Skoog, 1962), prin utilizarea meristemelor (raceme si tulpini) ca explante de
initiere a culturii. Procedeul asigura un randament crescut de obtinere, in timp scurt, a unui

numar mare de regeneranti.

Este cunoscut ca exista preocupari pentru introducerea in cultura la V. officinalis.,
datorita importantei si potentialului de valorificare industriala a acesteia. Cererea de materie
prima vegetala se bazeaza — in practica recenta, pe colectarea din mediul natural si pe producerea

ex-situ in agro-ecosisteme (Németh, 2000).

Este cunoscut ca la V. officinalis, specie traditional medicinala, valorificarea surselor
vegetale pentru compusi fenolici si iridoid glicozide — compusii polifunctionali cu spectru larg de
actiune asupra organismelor vii, este de actualitate datorita activitati biologice a acestora, ce le
face valoroase pentru industriile farmaceutica, cosmetica si alimentara (Crisan et al., 2007,
Tundis et al., 2008; Valyova et al., 2009). La plantele de V. officinalis din populatii naturale,
diferentele fenotipice constand in variatii ale continutului in principii active, se pot datora
autoecologiei fiecarui ecotip sau populatii, ce consta in diferente ale compozitiei organelor

vegetative in micro- si macroelemente si efectului morfologic al radiatiilor luminoase din habitat

(DALE et CAUSTON, 1992).

Este cunoscut faptul ca desi, cultivarea plantelor ofera avantajul standardizarii materiei
prime vegetale, introducerea in cultura a speciilor provenite din habitatele naturale (heterogene

morfo-fenologic si fitochimic), este un proces de durata ce poate fi accelerat prin selectie
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corespunzatoare (Franke,1999, citat de Németh, 2000). Cultura de tesuturi la V. officinalis, poate
constituii o tehnica complementara in ameliorarea si selectia - intr-o perioada mai scurta de timp
a bioformelor cu cresterea lastarilor preponderent verticala, aspect important in realizarea

culturilor conventionale si recoltarea materialului vegetal (herba).

Este cunoscut ca utilizarea micropropagarii confera, comparativ cu metodele
conventionale de cultura, avantajul obtinerii unui material vegetal uniform, liber de

viroze/bacterioze, precum si a unui numar relativ mare de indivizi intr-un interval scurt de timp.

Este cunoscut, din literatura de specialitate, ca au fost dezvoltate diferite procedee de
multiplicare in vitro la alte specii ale genului Veronica in studii de transformare genetica,
conservarea germoplasmei, propagarea formelor horticole. La V. montana L., pentru care s-a
folosit ca sursa de explant apexurile caulinare s-a realizat o multiplicare moderata (Klavina et al.,
2004). Holobiuc et al. (2008), au elaborat un protocol de multiplicare in scopul conservarii ex situ
a speciei rare V. multifida ssp. capsellicarpa (Dubrovik) A. Jelen, utilizand ca surse de explant
fragmente de tulpini uninodale si inflorescente tinere. Pentru V. anagallis-aquatica L., a fost
elaborat un protocol de multiplicare, utilizand ca sursa de explant segmente nodale cultivate pe
mediu de cultura lichid - fara agar, protocol adecvat pentru a fi utilizat si in tehnicile de
transformare (Shahzad et al., 2011). Prin tehnica culturii de tesuturi, se propaga plante de V.
spicata (soiul decorativ "Red Fox"), pentru asigurarea descendentilor cu caracteristici horticole

identice (Stapfer et al., 1985).

Problema pe care o rezolva inventia noastra consta in realizarea unei metode eficiente de
de multiplicare in vitro a plantelor de Veronica officinalis, prin care se asigura un randament
crescut de obtinere, in timp scurt, a unui numar mare de regeneranti. Procedeul de
micropropagare asigura obtinerea de regeneranti plecand de la plante donor cu caracteristici
fitochimice cunoscute si are aplicabilitate in ameliorare, selectie si obtinerea materiei vegetale

standardizate, la specia mentionata, prin culturi conventionale.

Procedeul utilizat pentru realizarea culturilor in vitro conform inventiei consta in initierea
culturii in vitro, prin utilizarea explantelor meristematice prelevate de la plante donor de
Veronica officinalis — provenite din populatii naturale. Au fost inoculate explante ce au constat in

muguri apicali si axilari (tulpini, raceme). Pentru realizarea culturilor in vitro a fost utilizat mediul
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bazal MS (Murashige si Skoog, 1962), suplimentat cu diferite tipuri si cantitati de regulatori de

crestere — auxine si citochinine.

Evaluarea fitochimica a fitocomplexului si a claselor de principii active analizate
(compusi polifenolici, terpenici si iridoid glicozide, s-a realizat prin metodele CSS (Cromatografie
in Strat Subtire) si RP-HPLC-UV (Cromatografie de Lichide de Inalta Performanta, cu Faza Inversa
si detector UV - Agilent Technologies 1200 Series) pentru extracte metanolice epuizate — compusi
polifenolici si derivati ai acizilor polifenolici; extractele diclormetanice au fost analizate prin CSS
(calitativ) pentru compusii terpenici. Totalul compusilor iridoidici s-a dozat spectrofotometric,

fiind exprimat in 8 acetil harpagida (g% s.u.).

Probele analizate au constat in material vegetal (herba) prelevat de la plantele donor
colectate din populatii naturale si material vegetal provenit de la regenerantii obtinuti prin

micropropagare.

La probele analizate (proba medie) s-a inregistrat un total al compusilor iridoidici

comparabil pentru plantele donor (0,154g% s.u.) si cele regenerate in vitro (0,154 g% s.u.).

Conform cu standardele utilizate, analiza HPLC a identificat si cuantificat in extractele
plantelor analizate (proba medie) prezenta unor derivati de apigenina, luteolina (2,3483 g% s.u.
la plantele donor, respectiv 2,3080 g% s.u. la plantele regenerate) si acid cafeic (4,0156 g% s.u.

la plantele donor, respectiv 3,7831 g% s.u. la plantele regenerate).

Ca posibile utilizari practice imediate, mentionam producerea 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 materiei vegetale obtinuta in agrosisteme prin culturi in camp;
procedeul poate fi aplicat ca parte integrata in strategiile de conservare in situ si ex situ pentru
valorificarea sustenabila a acestei specii; reducerea perioadei de ameliorare si selectie a
bioformelor cu cresterea lastarilor preponderent verticala, aspect important in realizarea

culturilor conventionale si recoltarea materialului vegetal (herba).

Din aceste considerente, abordarea biotehnologica este o alternativa la propagarea si

conservarea resursei vegetale, dar si de valorificare a principiilor biologic active.
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Inventia prezinta urmatoarele avantaje:

- Are utilizari practice imediate prin producerea de material saditor cu caracteristici
fitochimice cunoscute, pentru realizarea si standardizarea - in agrosisteme a materiei vegetale

obtinute prin cultura in camp la Veronica officinalis;

- Procedeul poate fi aplicat ca parte integrata in strategiile de conservare in situ si ex situ

pentru valorificarea sustenabila a acestei specii;

- Are utilitate in studii fundamentale privind biosinteza compusilor biologic activi si in

studii teoretice si aplicative de chemotaxonomie;

- Se obtine un numar mare de indivizi regenerati, intr-un intervalde timp relativ scurt,
circa 50-60 indivizi/flacon de initiere/in 12-14 saptamani de cultura, cu rata de supravietuire de

85-90% la transferul in camp.
- Procedeul are un numar redus de etape;

- Procedeul poate contribuii la reducerea perioadei de ameliorare si selectie a bioformelor
cu cresterea lastarilor preponderent verticala, aspect important in realizarea culturilor

conventionale si recoltarea materialului vegetal (herba).

Exemplu de realizare a inventiei
Se da in continuare un exemplu de realizare a inventiei:

Materialul vegetal utilizat pentru initierea culturii in vitro, este reprezentat de plante
donor de Veronica officinalis — prelevate din populatii naturale. Au fost inoculate explante ce au
constat in muguri apicali si axilari (tulpini, raceme).

Mediile de cultura consta in variante ale mediului bazal MS (25 g/l zaharoza, 7.5 — 8.0%
agar), repartizat in flacoane Erlenmeyer de 100 ml (25 ml mediw/flacon) si apoi sterilizat
(autoclavat la 120°C timp de 15 minute. Regulatorii de crestere sunt adaugati in mediu (acolo
unde a fost cazul) anterior autoclavarii.Pentru initierea culturii se foloseste mediul MS fara
regulatori de crestere; variantele utilizate pentru multiplicarea si cresterea lastarilor regenerati
sunt suplimentate cu 1,0 mg/l BAP' (B1o), 2,0 mg/LL BAP (Bg), respectiv 1,0 mg/l BAP si 0,3
mg/L ANA? (BN); pentru inducerea rizogenezei se utilizeaza mediul MS fara regulatori de

crestere, respectiv mediul MS suplimentat cu 0,5 mg/l ANA (MSN).

1 . . . 2 . .
Benzil-amino-purina, “Acid naftalen acetic.

S



('-2011-00860- -
01 -09- 2011

Conditiile de cultura sunt: fotoperioada de 16 ore lumina si 8 ore intuneric, la o

temperatura 22 + 1°C.

Initierea culturii. [zolarea aseptica a explantelor se realizeaza cu clorura mercurica 0,1%,
timp de 10, respective 15 minute — in functie de gradul de contaminare a plantelor donor. Se

inoculeaza 3 — 4 explante/flacon.

Multiplicarea si cresterea tulpinilor regenerate. Dupa 4 saptamani de la initierea
culturii, explantele sunt transferate pe mediile de multiplicare By, B2y si BN. Se obtin

aproximativ 4 — 5 lastari/explant; subcultivarile se realizeaza la 2 — 3 saptamani.

Inducerea rizogenezei. Pentru inducerea rizogenezei, se repica tulpinile, si se inoculeaza
1 tulpina/flacon (mediile MS fara regulatori de crestere, respectiv MSN). Dupa 3 — 4 saptamani
rizogeneza se definitiveaza (randament de 90 — 95%). Reducerea densitatii lastarilor si cresterea
concentratiei de agar din mediu, asigura obtinerea lastarilor cu aspect caracteristic si reduc riscul

de vitrificare a tesuturilor.

Aclimatizarea si transferul in camp al regenerantilor. Aclimatizarea la conditiile ex
vitro se realizeaza in doua etape: in sistem hidroponic timp de 2 saptamani, ulterior acestia fiind
transferati in ghivece cu sol steril. fiind acoperiti cu pahare transparente — ulterior indepartate
progresiv, pentrua asigura o atmosfera constanta, saturata in vapori. 4 — 5 saptamani de
acomodare, regenerantii pot fi transferati in camp, unde se aplica lucrari de mentinere
caracteristice speciei. Aclimatizarea regenerantilor la conditiile ex vitro se realizeaza in conditii
optime in lunile Martie — Aprilie, iar transferul in camp trebuie sa coincida cu inceputul

perioadei de vegetatie a speciei.

Prin tehnica multiplicarii in vitro se obtin circa 50-60 indivizi/flacon de initiere/in 12-14

saptamani de cultura.
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REVENDICARI

1. Procedeul de micropropagare este caracterizat prin aceea ca asigura multiplicarea
plantelor de Veronica officinalis, prin culturi de tesuturi initiate din explante
meristematice, pe variante ale mediului bazal MS (Murashige si Skoog, 1962), si
obtinerea de regeneranti plecand de la plante donor cu caracteristici fitochimice
cunoscute cu aplicabilitate in ameliorare, selectie si obtinerea materiei vegetale
standardizate, la specia mentionata, prin culturi conventionale.

2. Procedeul definit in revendicarea 1 este caracterizat prin aceea ca pentru initierea
culturii in vitro — de micropropagare am utilizat ca explant, meristeme din muguri
apicali si axilari (tulpini si raceme) provenite de la plante donor cu caracteristici
fitochimice cunoscute.

3. Procedeul de cultivare in vitro definit in revendicarea 1 este caracterizat prin aceea
ca este constituit din urmatoarele etape: izolarea aseptica a explantelor si initierea
culturii; multiplicarea si cresterea tulpinilor neoformate; rizogeneza la nivelul
lastarilor; aclimatizarea si transferul in camp.

4. Procedeul conform cu revendicarea 3 este caracterizat prin aceea ca mediul utilizat
pentru multiplicarea in vitro este reprezentat de mediul bazal Murashige Skoog (MS,
25 g/l zaharoza, 7,5-8,0 % agar): fara regulatori de crestere pentru initierea culturii;
suplimentat cu 1,0 mg/l BAP! (B1o), 2,0 mg/LL BAP (By), respectiv 1,0 mg/l BAP si
0,3 mg/L ANA? (BN) pentru multiplicarea si cresterea tulpinilor neoformate; pentru
inducerea rizogenezei se utilizeaza mediul MS fara regulatori de crestere, respectiv
mediul MS suplimentat cu 0,5 mg/l ANA (MSN).

5. Procedeul definit, conform cu revendicarea 4 este caracterizat prin aceea ca adaosul
optim de regulatori de crestere pentru multiplicarea si cresterea lastarilor neoformati
este de 1,0 mg/l BAP si 0,3 mg/L ANAZ.

6. Procedeul definit, conform cu revendicarea 4 este caracterizat prin aceea ca
rizogenezala nivelul lastarilor neoformati se realizeaza, cu randament superior, pe
varianta de mediu MS suplimentat cu 0,5 mg/1 ANA (MSN).

'Benzil-amino-purina, “Acid naftalen acetic.
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