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ABSTRACT

It is believed that in vitro regeneration of the medicinal plants would be an
effective and future-proof solution over a short period of time for large-scale
pharmaceutical use. In vitro regeneration systems of medicinal plants that
have been proven to be highly reproducible and effective using a working
protocol are those using root crops and those using tuber cultures.
Micropropagation, regeneration using root explants and somatic
embryogenesis are the in vitro processes described in studies that have
allowed large-scale regeneration of curative plants. The methods have been
optimized by improving all the factors that influence cloning: culture medium,
phytohormones and pH, all in order to achieve the highest survival rate of the
new plants.

KEY WORDS in vitro regeneration, micropropagation,  somatic
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Exista foarte putine plante care nu au valoare medicinala. De
asemenea, exista o cerere tot mai sporita a obtinerii plantelor identificate ca
fiind benefice in farmacologie, homeopatie, medicina, fapt ce a dezvoltat o
mare nevoie pentru efectuarea studiilor prin care sa se identifice cele mai
eficiente metode de clonare a plantelor din tesuturile deja existente. Atata timp
cat cererea si nevoia de plante cu proprietati farmaceutice s-au marit, este
nevoie de metode optime de obiinere a unor cantitati cat mai mari prin
intermediul proceselor standardizate de clonare. Astfel, biotehnologia a
devenit principalul domeniu in vederea clonarii diferitelor plante medicinale din
tesuturi, precum si a pastrarii acestora in banca de tesuturi si gene, pentru
conservare (Chaturvedi et al. 2007; Grudnicki & lanovici, 2014). Pentru ca
procesele de clonare sa se desfasoare cat mai eficient, plantele medicinale au
nevoie de conditii de mediu uniforme si de un substrat de crestere cu caractere
genetice identice cu cele ale clonelor de mare randament.

O astfel de clonare, care tine cont de condifile de mediu este
micropropagarea, o metoda desfasurata in vitro. Metoda in vitro a asigurat un
numar mare de plante medicinale obtinute din diferite par{i vegetale, dar o
evaluare mai amanuntitd a demonstrat ca doar o parte s-a regenerat total si o
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mai mica parte a realizat cu succes transferul pe substrat (Chaturvedi et al.
2007).

Inceputurile micropropagérii au fost bazate pe descoperirea chinetinei
(Miller et al. 1955), un hormon vegetal care sporeste diviziunea celulara.
Astfel, procesele in vitro au fost axate pe regenerarea de tesut la Nicotiana
tabacum L. (tutun), atingdnd un nivel ridicat prin descoperirea capacitatii de a
controla procesul de diferentiere la tulpini si radacini, capacitate bazata pe
raportul chinetina-auxina (Skoog & Miller 1957). Au urmat studii privind
cultivarea de Daucus carota L. (morcov), precum si descoperirea totipotentei
celulare, care a dus la regenerarea unor indivizi complet formati din celulele
floemului in timpul infloririi (Steward et al. 1964). in ceea ce priveste
regenerarea plantelor medicinale, micropropagarea acestora a ramas neglijata
pana in momentul reusitei formarii unei plante intregi de Rauvolfia serpentina
(L.), obtinuta din calus somatic. Aceasta a fost crescuta si mentinuta in conditii
ex vitro, inflorind si fructificand normal.

In prezent, se cunosc numeroase studii privind diferentierea
organogenetica a calusului somatic apartinand plantelor medicinale. Studiile
privind cultivarea plantelor medicinale importante la scara larga sunt putine,
necunoscandu-se prea multe situatii de obtinere si multiplicare de plante
intregi in cantitati mari prin metoda in vitro (Chaturvedi et al. 2007).

1. Sistemul de regenerare in vitro care utilizeaza culturi de

radacini

Un sistem de regenerare rapida in conditii in vitro care s-a dovedit a fi
extrem de eficient a fost desfasurat utilizand ca planta medicinala Albizia
lebbeck. Aceastda metoda utilizeaza, pentru obtinerea de tulpini, culturi de
radacini excizate de la rasaduri care au fost tinute Tn conditii aseptice, pe o
perioada de 15 zile, intr-un mediu special de cultura Murashige si Skoog (MS),
suplimentat cu diferite concentratii de 6-benziladenina (BA), chinetina (Kn), 2-
izopentilin adenina (2-iP), sau un amestec al acestora suplimentat cu acid
acetic a-naftalenic. Ulterior s-au efectuat teste privind efectele mediului de
cultura MS, a pH-ului si a tipului de subcultura asupra procesului de formare a
tulpinilor si a evolutiei acestora. Rata de supravietuire a plantelor care au fost
trecute in ghivece cu pamant in cadrul serelor in urma acestui proces a fost de
80%.

Obiectivul principal devine optimizarea procesului in vitro, realizarea
unei metode eficiente cu ajutorul imbunatatirii mediului de cultura, a hormonilor
vegetali-citochinina si auxina, precum si a nivelului de pH din mediu, finalizand
procesul prin oferirea stabilitatii plantelor regenerate.
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Embriogeneza somatica este una dintre cele mai comune cai de
regenerare a speciilor care apartin familiei Fumariaceae (Kavathekar et al.
1977). Genul Corydalis beneficiaza de potential din punct de vedere
morfologic si genetic (lkuta et al. 1974). Astfel, bazele acestei metode au fost
puse prin aplicarea ei la C. yanhusuo si tuberculilor derivati din calus.
Embriogeneza somatica a fost indusa la aceasta specie de planta medicinala
prin subcultivarea calusului primar timp de 2 saptamani, pe un mediu
Murashige si Skoog (MS), cu adaugare de N-benziladenina, chinetina sau
zeatina, in conditii de lumina. Tuberculii acestei plante apartinand familiei
Fumariaceae au utilizari pentru tratarea ulcerului duodenal si gastric, a aritmiei
cardiace si a reumatismului (Sagare et al. 2000). Tuberculii contin substante
precum DL-tetrahidropalmitina, D-coridalina, alcaloizi cu o puternica activitate
anti-trombica, analgezica, anti-inflamatorie, anti-hipertensiva si anti-alergenica
(Huang 1993).

Fiind o specie predispusa unor boli (mucegaiul downey), este necesara
detinerea de material lipsit de patogeni in vederea regenerarii plantei (Gao et
al. 1991). Astfel, pentru a nu fi afectate productivitatea, homogenitatea si
calitatea tuberculilor, materialul cel mai potrivit in cazul acestei specii apariine
semintei. Un dezavantaj intalnit in cazul semintelor de C. yanhusuo este
capacitatea scazuta de germinare, mai ales in primul an, cand acest proces de
germinare se desfasoara extrem de lent datorita imaturitatii tuberculilor. Astfel,
semintelor le-a fost indusa germinatia cu ajutorul tratamentelor stratificate la
temperaturi scazute si ridicate (Hu & Liang 1996).

Sistemul de regenerare in vitro care utilizeaza culturi de radacini
excizate de la specia Albizia lebbeck in vederea obfinerii de noi tulpini este
constituit din mai multe etape, tindndu-se cont de mediul de cultura gi de
factorii care influenteaza procesul. Asadar, prima etapad o constituie
germinarea semintelor si stabilirea tratamentului de sterilizare.

Metoda de lucru a constat in indepartarea semintelor din fructele
mature de Albizia lebbeck si spalate sub jetul de apa 30 de minute. A urmat
trecerea lor timp de 15 minute printr-o solutie fungica Bavistin 1% (solutie
dezinfectanta). Acestea au fost tratate 20 de minute cu solutie Teepol 5%.
Semintele trec, mai apoi, prin procesul de sterilizare, realizat cu apa distilata
sterilizata si o solutie de HgCl sub flux laminar timp de 15 minute. Dupa
sterilizare, semintele au fost trecute pe mediul de cultura Murashige si Skoog
pentru a germina. Explantele obtinute reprezintd segmente ale radacinilor din
zona subapicala pana la regiunea bazala. Segmentarea radacinilor s-a realizat
pentru rasadurile in varsta de 15 zile.

Dupa ce au fost optimizate mediul si conditile de culturd, s-a putut
realiza inducerea si multiplicarea tulpinilor adventive.
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Conditiile de cultura: mediu de cultura de tip MS, suplimentat cu 3%
sucroza si 0,8% agar. Deoarece influenteaza procesul, pH-ul a fost ajustat cu
ajutorul solutiilor de NaOH sau HCI. Dupa sterilizarea solului prin autoclavare,
culturile au fost incubate la 251+2°C si o fotoperioada de 16/8 h (alternanta
lumina-intuneric), la o umiditate relativa de 55-60%.

Pentru a stabili mediul optim si pH-ul favorabil producerii si multiplicarii
a cat mai multor tulpini s-au testat mai multe medii de cultura de baza: MS, 72
MS, Woodz Plant (WPM), Y2 WPM, B5 si V2 B5 (Gamborg et al. 1968). Valorile
pH-ului difera intre 5.0, 5.4, 5.8, 6.2 si 6,6. Influente au avut si regulatorii de
crestere adaugati fiecarui mediu de baza incercat.

A urmat inradacinarea in vitro a tulpinilor si transferul plantulelor
obtinute pe subtrat. De la nivelul radacinii explantelor s-au excizat tulpinile cu
frunze deja bine dezvoltate, de pe care se spala agarul. Acestea s-au
transferat pe jumatate din mediul MS suplimentat cu NAA sau cu acid indol 3-
butiric, in recipienti din plastic steril. A urmat incubarea lor in conditii de lumina
difuza si acoperirea acestora pentru pastrarea umiditati optime. Dupa 4
saptamani s-au facut observatii referitoare la procentul inradacinarilor si la
aspectul acestora, plantele fiind aclimatizate si transferate in sere, la conditii
normale de luminozitate.

Datele obtinute in urma repetarii de 3 ori a fiecarui experiment (10
replicate) au fost interpretate statistic utilizand ANOVA (One Way Analzsis of
Variance). Rata de supraviefuire a fost de 80%, fara sesizarea vreunei
diferente fata de aplicarea metodei de regenerare pe cale naturala.

In ceea ce priveste sistemul de regenerare utilizand rad&cinile excizate
ale Albiziei lebbeck, datele finale au fost prelucrate statistic utilizand ANOVA si
testul Duncan (Duncan 1955). Dupa finalizarea regenerarii s-au exprimat
rezultate cu privire la:

e numarul radacinilor explantelor care au produs tulpinile,
e numarul mediu de tulpini regenerate,

e lungimea tulpinilor regenerate,

e procentul tulpinilor regenerate.

Cel mai mare procent obtinut (74,6%) in regenerarea si multiplicarea
radacinilor s-a produs in mediul de cultura MS care continea 7,5 uyM 6-
benziladenina (BA). Se considera ca BA nu are o influenta semnificativa
deoarece procesul este influentat si de alti factori precum: genotipul, nivelul
endogen al fitohormonilor, pH-ul, sau carbohidratii asimilati (Ovecka et al.
2000). O crestere a cantitatii de BA a determinat scaderea tuturor rezultatelor,
dimensiuni si procente.
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In urma unor studii, s-a remarcat o crestere a numarului de tulpini
regenerate dintr-un singur explant in urma unei combinari eficiente a
citochininelor si a auxinelor in mediul de cultura al plantelor. O astfel de
combinatie reusita s-a demonstrat a fi mediul MS suplimentat cu BA si NAA, in
urma unui experiment realizat de Mamun et al. (2004)

Mediul de cultura a influentat rata de reusita a regenerarii, deoarece au
fost puse la dispozitie 3 medii de baza, atat in cantitati initiale totale, cat si
injumatatite, eficienta sporita realizadndu-se la nivelul cantitatilor Thjumatatite.
Mediul MS s-a dovedit a fi cel mai propice datorita continutului ridicat de
amoniu si nitrati, ioni de potasiu si vitamine.

PH-ul influenteaza, la randul lui, obtinerea de tulpini prin procesul in
vitro. Oscilatiile pH-ului culturilor se datoreaza asimilarii de amoniu (scade) si
de nitrat (creste). Lipsa unui pH la valori favorabile duce la ionizarea acizilor si
a bazelor, ceea ce duce la modificari majore asupra structurilor studiate
(Sakano 1990). n urma supunerii explantelor la diferite valori ale pH-ului, cel
care a asigurat cea mai buna performanta a fost cel de 5,8. Karim et al. (2007)
a documentat faptul ca o crestere sau scadere a acestei valori optime are un
efect direct asupra elongatiei tulpinilor. De asemenea, pH-ul are rol in
imbunatatirea activitatii enzimelor dependente de el (Scholten & Pierik 1998).
Agarul este si el sub influenta pH-ului, solidificandu-se la valori scazute.

2. Sistemul de regenerare in vitro care utilizeaza culturi de

tuberculi

Un studiu finalizat cu succes in urma regenerarii prin micropropagare
este cel de clonare rapida al speciei de planta medicinala Dactyladenia
floribunda (Chaturvedi 1975). Acest procedeu a reusit formarea unei culturi de
plante ramificate, pornind doar de la un meristem lateral, intr-un interval de
incubare de 60 de zile. Din fiecare ramificatie se pot obtine prin Tnradacinare,
in urma taierii acesteia, 40 de plantule. Plantulele se individualizeaza in urma
aclimatizarii ex vitro intr-o solutie salina anorganica timp de 15 zile. Succesul
procesului fiind de 100%, in urma micropropagarii unei culturi initiale, rezulta,
intr-un an, 2.560.000 de plante.

Metoda micropropagarii reprezinta o metoda mult mai eficienta si
rapidad decéat cea naturala. Dintr-un singur mugure axilar de Dactyladenia
floribunda se obtin 2.560.000 de explante in intervalul a 12 luni, in timp ce
propagarea pe cale naturald, avand ca proces segmentarea tuberculilor plantei
poate asigura maximul de 10 plante dintr-una singura, dupa o crestere in teren
de aproximativ 3 ani.

Multiplicarea anumitor plante medicinale folosind procedeul
micropropagarii a fost testata pe scara medie si larga. Plantele medicinale
realizeaza procesul cu randament ridicat in cazul cantitatilor reduse de
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material, dar prepararea lor necesita o cantitate foarte mare de material
vegetal de prelucrat. De exemplu, in cazul speciei Catharantus roseus (L.),
este nevoie de 2 tone de frunze pentru a asigura obtinerea doar a unui gram
de alcaloid extras pentru tratarea leucemiei, proces ce dureaza timp de 6
saptamani (Wickens 2001).

Micropropagarea mai este folosita si in cazul speciilor vulnerabile sau
periclitate. Planta medicinala Dioscorea deltoidea contine un procent ridicat de
diosgenina, un fitosteroid din care se sintetizeaza cortizon. Micropropagarea,
desi este 0 metoda rapida, aici se desfasoara lent, {indnd cont de faptul ca
regenerarea acestei plante in condiii naturale poate sa ajunga la o perioada
de 10 ani (Martin & Gaskins 1968).

Cele mai importante plante medicinale clonate in vitro si crescute ex
vitro sunt: Allium sativum L. (Ayabe & Sumi, 1998), Aloe vera L. (Cavallini et al
1991), Atropa belladona L. (Zenkter 1971, Chaturvedi et al 1982), Carina
papaya (Agnihotri et al 2004), Cassia fistula L. (Bajaj et al 1988),
Chlorophytum borivilianum Sant. et Fernand (Dave et al 2003), Cinchona
ledgeriana Moens ex Trimen (Koblity et al 1983, Hunter 1988), Digitalis lanata
Ehrh. (Erdei et al 1981), D. deltoidea Wall. ex Kunth (Mascarenhas et al 1976),
Hyocyamus niger L. (Cheng & Raghwan 1985), M. peperita (Rech & Pires
1986), Papaver somniferum (L.) (Nessler 1982), Rosmarinus officinallis L.
(Chaturvedi 1979), Tylophora indica (Burm. F.) Merrill (Sharma & Chandel
1992) etc.

Embriogeneza somatica-studiul are scopul de a prezenta metoda de
productie utilizand calusul tuberculilor de Corydalis yanhusuo. Primul pas al
acestui proces este inducerea embrionilor somatici. Tuberculii maturi de C.
yanhusuo sunt curatafi sub jet de apa, mai apoi dezinfectati cu ajutorul unei
solutii de etanol 70% timp de 1 minut si a unei solutji de hipoclorit de Na 0,5%.
Tuberculii sunt supusi unei vibratii de tip ultrasonic timp de 10 minute si
sterilizati prin 5 clatiri cu apa distilata sterilda. Urmeaza sectionarea tuberculilor
in fragmente de dimensiuni 5x5x2 mm. Fragmentele s-au cultivat in tuburi de
sticla ce contin mediul de cultura de baza MS (contine saruri anorganice si
vitamine) (Murashige & Skoog 1962), 3% sucroza si 0,9% agar. Timp de 4
saptamani, fragmentele au fost incubate la 25+1°C, in intuneric. Dupa
subcultivarea timp de 20 de zile a calusului primar, acesta a fost transferat pe
un mediu de cultura MS asemanator cu primul, dar suplimentat cu chinetina
sau zeatina. Recipientii utilizati au fost acoperiti cu 2 straturi de folie de Al si
sigilati cu 3 straturi de parafina. PH-ul a fost ajustat la 5,7+0,1 cu solutii de
NaOH sau HCI, urmand procesul de autoclavare in conditii specifice. Timp de
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5 saptamani, culturile au fost incubate sub o lumina fluorescent alba, cu o
fotoperioada de 16 h pe zi.

Urmatoarele etape, adica obtinerea embrionilor somatici si dezvoltarea
plantulelor au avut loc cu ajutorul ajustarii pH-ului la 5,2+0,1 si a trecerii
embrionilor somatici cu cotiledoane pe mediu lichid MS in vase Erlenmeyer.
Baloanele au fost trecute in agitator la 100 rotatii/minut. Urmeaza incubarea lor
timp de 2 saptamani, in conditiile anterioare de incubare.

Au rezultat embrioni somatici cu tulpini si radacini foarte bine
dezvoltate. Acestia au fost trecuti individual prin tuburi de sticla intr-un nou
mediu MS suplimentat cu 6% sucroza si 0,9% agar. Dupa autoclavare s-au
adaugat la mediul de cultura solutii de ancimidol, ABA si paclobutrazol. S-au
obtinut 5 embrioni in urma fiecarui tratament.

Evaluarea numarului de tulpini si radacini produse de plantulele
dezvoltate din embrioni s-a realizat dupa o luna. Au fost realizate si observatii
asupra lungimii medii si a diametrului tuberculilor si embrionilor somatici.

Procesul de embriogeneza somatica s-a finalizat prin dezvoltarea ex
vitro a plantulelor. Se spala 60 de plante a caror organe s-au dezvoltat din
embrionii somatici, pentru a indeparta agarul. A urmat plantarea lor in vase de
plastic inalte de 6 cm, pe un strat format din nisip autoclavat si muschi de
turba. S-a asigurat pastrarea umiditatii prin acoperirea vaselor si udarea
saptamanala a acestora timp de 15 saptamani. Dupa 2 luni s-a calculat rata de
supraviefuire a plantelor.

In cazul embriogenezei somatice, initierea formarii calusurilor obtinute
din parti de tuber matur s-a produs la amplasarea explantelor pe mediul de
cultura MS tratat cu 2,0 mg/L 6-benziladenina si 0,5 mg/L NAA. Calusul, odata
indepartat de explant si transferat pe un mediu proaspat, s-a dezvoltat normal,
permitand subcultivarea la 20 de zile.

Citochininele stimuleaza formarea embrionilor somatici, actionand ca
regulatoare de crestere, fara a fi nevoie de actiunea auxinelor in completarea
procesului (Rangaswamy 1986). Mediul de cultura suplimentat cu 4,0 mg/L de
chinetina sau 0,5 mg/L zeatina a favorizat obtinerea celui mai mare numar de
embrioni somatici (Sagare et al. 2000).

Pe mediul de baza MS lichid, la cantitate injumatatita si suplimentat cu
ribosid-zeatina s-a realizat cel mai usor transferul de calusuri si formarea
embrionilor. Datorita starii lichide a mediului de cultura, embrionii au putut fi
separati fara a fi deteriorati. Astfel, procesul de transformare al embrionilor in
radacini si tulpini a avut un randament de 96% (Sagare et al. 2000).

ABA, paclobutrazolul si ancimidolul au influentat, de asemenea, rata de
succes a procesului de regenerare. Mediul lichid suplimentat cu ribosid-zeatina
nu a permis supravietuirea embrionilor la mutarea in nisip si muschi de turba.
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Adaugarea de sucroza, ABA, paclobutrazol si ancimidol (inhibitori de crestere)
a dus la inducerea rapida a dezvoltarii tulpinilor, radacinilor si tuberculilor in
vitro. Embrionii primari cultivati pe mediul lipsit de regulatori de crestere nu au
realizat formarea de embrioni somatici nici la nivelul tuberculului, nici Tn zona
bazala a cotiledoanelor.

Beneficiind de conditii optime, atent combinate, rata de aclimatizare a
plantelor pentru dezvoltarea ex vitro a fost de 80% dupa 2 luni petrecute in
camerele de crestere.

In cazul acestei proceduri de embriogenezd somaticd prin care s-au
obtinut plante din embrionii speciei Corydalis yanhusuo se pot enumera
conditiile care au condus la eficienta si optimizarea ei:

-pastrarea timp de 3 luni a fragmentelor de tuberculi in mediu MS suplimentat
cu 2,0 mg/L BA si 0,5 mg/L NAA, in intuneric, ceea ce a dus la obtinerea
culturilor primare;

-cultivarea calusului primar, obtinut anterior, in mediu MS cu 0,1 mg/L zeanina,
in conditii de luminozitate, avand ca finalitate inducerea embrionilor somatici;
-plasarea in mediul 2 MS lichid tratat cu ribosid-zeatina a embrionilor somatici,
care au fost convertiti in proportie de 96%;

-Tnainte de translocarea pe substrat, plantele au fost cultivate pe Y2 MS cu 2%
sucroza, pe un interval de 3 saptamani.

Asadar, dupa translocarea pe substratul de nisip si muschi de turba,
80% dintre plante au supravietuit. Procesul dureaza, in mod normal, 8 luni, dar
perioada poate fi diminuata la 5 luni, in functie de obtinerea culturilor de calus
primar. Dupa ce a avut loc aclimatizarea, se poate afirma finalitatea procesului,
adica obtinerea a 25 de exemplare dintr-un singur gram de calus primar
derivat din fragmentele tuberculilor de C. yanhusuo (Sagare et al. 2000).

In acest material au fost scoase in evidentd cateva metode referitoare
la procesele de clonare si regenerare ale unor plante medicinale, precum si
factorii care influenteaza evolutia si eficienfa proceselor. Metodele de
regenerare au nevoie de o continua dezvoltare, documentare asupra lor si
realizarea a cat mai multe studii. Importanta farmaceutica pe care unele plante
o detin, trebuie sa constituie o preocupare la nivel stiintific, pentru a realiza
regenerarea lor la scara larga, folosind cele mai bune metode.
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