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DESCRIERE

Domeniul tehnic

Inventia se refera la doud proceduri: una de intensificare a cresterii calitdtii i cantititii
biomasei vegetale obtinutd prin culturi in vitro si cealalti de conservare in vitro a
biodiversititii vegetale.

Procedurile propuse de noi consti in inlocuirea zaharozei din mediul de culturs, cu
miere de albine, respectiv de inlocuire a apei distilate, cu apa sdracitd in deuteriu (D) (cu 25
ppm D) si utilizarea celor doud modificiri ale mediului de culturd fie individual, fie
concomitent, in sistem de simplu strat sau in sistem de dublu strat.

Stadiul tehnicii

fn industria de micropropagare existi un deosebit interes in directia identificirii de noi
tehnici de culturd care sd permitd imbundtitirea calitatii si uneori a cantitatii de biomasa
vegetald, fara ridicarea pretului de productie. Pe de altd parte, in cazul in care se doreste
mentinerea in vitroculturd a biomasei vegetale, pe o perioadd mai lunga de timp, cu costuri cat
mai mici, se incearcd identificarea unor metode de temporizare a cresterii, implicit de
prelungire a intervalelor de subcultura.

Potrivit literaturii de specialitate - deosebit de bogati in acest domeniu, ceea ce
demonstreaza interesul acordat de cercetitori acestui fenomen — metodele semnalate in acest
sens, pand in prezent, sunt diverse. Ele fac referire la fiecare dintre etapele unei
micropropagdri, pornind de la alegerea tipului de inocul, a momentului prelevarii acestuia, a
alegerii recipientelor de cultura, la imbunitatiri ale tehnicilor de inoculare, la identificarea
conditiilor optime de incubare si crestere si pand la optimizarea mediilor de cultura, in acest
ultim domeniu amintit incadridndu-se si procedurile care fac obiectul prezentei cereri de
brevetare.

Metode de optimizare a micropropagdrii prin cresterea biomasei vegetale

incd de la inceputurile cultivirii in vitro a speciilor vegetale optimizarea acestor
tehnici a fost vizatd de citre cercetitori. MURASHIGE (1974) si-a adus o contributie
insemnatd in dezvoitarea tehnologiilor micropropagdrii plantelor prin descrierea stadiilor ce
trebuie parcurse pentru desdvérgirea acesteia, precum si a constituentilor importanti care nu

pot lipsi din compozitia mediului de cultura.
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Existi diferite retete de medii de cultura, unele avand un continut ridicat de saruri, asa
cum este mediul Murashige — Skoog (1962); alte retete prevad o concentratie moderatd de
compusi anorganici, precum mediul Nitsch — Nistch (1969), sau cu mai putine sdruri - mediul
White (1963); dar, toate retetele de medii detin componentele esentiale, organice si
anorganice de care au dispus celulele explantului atit timp cat s-a aflat in planta donoare
intacta (CACHITA, 1987). Alituri de componenta minerald, mediile de culturd trebuie si
contind si compusi organici, dintre care vitaminele, facultativ aminoacizi, hidrati de carbon
(cu exceptia culturilor fotoautotrofe, care se cultivd pe medii lipsite de o sursd de carbon,
precum zaharoza, glucoza, fructoza), agar - agar (cand se doreste solidificarea mediului) i,
adeseori, regulatori de crestere.

Lipsa sursei glucidice din mediu, poate conduce la o necrozare treptatd a tesuturilor
fitoinoculiulor si la moartea acestora (CACHITA, 1987). De-alungul anilor au fost numeroase
studii de identificare a naturii sau concentratiei sursei de carbon, in functie de scopul dorit sau
de specia de interes. Astfel, a fost demonstrat faptul ca cresterea concentratiei de zaharozd in
mediul de culturd, de la concentratia prevazuti in reteta MS (1962), la 120 mM, a imbunatatit
capacitatea de aclimatizare a culturilor de trandafir, ceea ce a condus la atingerea unui procent
de supravietuire al exvitroplantulelor, postaclimatizare, de 100% (TAJI si WILLIAMS,
1990).

VAN HUYLENBROECH si DEBERGH (1996) au studiat impactul diferitelor
concentratii de zahar (3% si 6%) prezente in mediul de vitroculturd asupra fotosintezei si a
metabolismului carbonului in decursul perioadei de aclimatizare a exvitroplantulelor de
Spathiphyllum. Vitroplantulele cultivate pe mediu cu concentratie scizutd de zaharozi, de
exemplu de 3%, au prezentat - la finele perioadei de vitroculturd — o activitate fotosintetica,
fatd de cele cultivate pe medii bogate in zaharozi (6%), care aveau un regim mixotrof si un
continut scizut de clorofild. Suplimentarea mediului cu zahidr a confirmat, incid o dati,
inhibarea fotosintezei (din cauza existentei acestui glucid in substratul de culturi, ficand
nefunctionali centrii de reactie fotosintetici), un regim mixotrofic de nutritie si cresterea
cantititii de amidon si a rezervelor de zaharoza, la finele perioadei de vitroculturd. Nivelul
F./Fn si o reducere puternica a proceselor fotochimice la nivelul vitroplantulelor cultivate pe
mediu cu concentratie ridicatd de zaharoza releva un aparat fotosintetic nefunctional cu o ratd
scazuti de oxidare a acceptorului primar (KRAUSE si WEIS, 1991). in primele zile de
aclimatizare, fotosinteza netd si activitatea adenozin difosfoglucozo pirofosforilaza (ADPG)
scad, atdt in cazul utilizdrii iIn mediu a 3% zaharoza, cat si a 6% din acest glucid (VAN

HUYLENBROECH si DEBERGH, 1996). Dupa o siptimani de la transferarea ex vitro a
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vitroplantulelor s-a remarcat o crestere treptati a capacititii fotosintetizatoare, iar dupa doua
siptimani de aclimatizare nu au mai fost inregistrate diferente in ceea ce priveste fotosinteza,
intre exvitroplantulele provenite de pe medii de vitroculturd cu 3% sau cu 6% zaharoza.

KEUL si colaboratorii (1999) au arédtat ca natura sursei de carbon glucidic, in decursul
multiplicdrii in vitro a plantelor de Leontopodium alpinum, joacd un rol important. Autorii
citati au testat efectele zaharozei, ale glucozei si ale fructozei, in concentratii de 10, 20 si 30
g/l, asupra capacititii de inrddacinare in vitro a neoplantulelor. Din acest punct de vedere,
fructoza, in concentratie de 20 g/l s-a dovedit a fi cea mai eficientd sursi glucidica. insa, pe
medii cu glucoza, KEUL si colaboratorii (1999) au constatat neoformarea unui sistem
radicular mai bine dezvoltat decat pe mediile cu zaharoza (glucid care este utilizat in mod
obignuit ca sursd energetici in compozitia mediilor de baza pe care sunt vitrocultivati
fitoinoculii). Dacd numarul de ridicinite a diferit in functie de natura glucidului prezent in
mediul de culturd, cresterea lor a fost mai putin influentatd de concentratia acestora, insd,
autorii au observat ci, cu cat concentratia de fructoza a crescut in mediu, cu atit s-a inregistrat
o reducere a taliei radicinitelor. in ceea ce priveste glucoza, rezultatul a fost invers, lungimea
rddicinitelor a fost direct proportionald cu concentratia glucozei in mediul de cultura,
respectiv lungimea maxima a acestora a fost inregistrati la concentratia de 30 g/l. Si in cazul
zaharozei, cele mai bune rezultate - in ceea ce priveste rizogeneza - au fost obtinute pe mediul
care a confinut acest glucid in concentratie de 20 g/1.

DANESH si TAJI (2002) au procedat la diminuarea concentratiei de zaharozd din
mediu §i reducerea gradatd a umidititii relative din incintele vaselor de culturd. Efectele
acestei metode s-au materializat prin cresterea cantitifii de ceard epicuticulara pe suprafata
epidermelor foliare si a nivelului de clorofild, realizindu-se si o diminuare a densititii
stomatelor pe unitatea de suprafatd a frunzelor. Procedura a necesitat 3 sdptiméani de
preaclimatizare, dupa care aclimatizarea ex vitro a vitroplantulelor s-a realizat in 10 zile,
reducandu-se, astfel, costurile de productic in unititile de micropropagare in vitro a
trandafirului. Tot prin scdderea concentratiei de glucoza, din mediul WPM %%, de la 30 g/1, la
20 g/l, concomitent cu adaugarea de 10 mg.L™' AIB, SEDIVA (2009) a reusit o inredicinare
maximd, de 63% a vitroplantulelor de Acer platanoides ‘Jirka’ si ulterior, aclimatizarea
acestora cu succes. ZAVATTIERI si colaboratorii (2009), la Pinus pinea L. au incercat
stimularea rizogenezei, in vederea aclimatizérii vitroplantulelor, incd din perioada de
vitroculturd, prin utilizarea diferitelor combinatii de glucozd i zaharozd, in diferite
concentratii, in diferite conditii de temperaturd si iluminare aplicate in faza de inductie si

expresie a rizogenezei. Rezultatele au ardtat o crestere a numarului de radicini la lotul de
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vitroplantule regenerate pe mediu de cultura cu adaos de 0.117 M glucoza, iar culturile au fost
mentinute (in aceea perioadd)la intuneric, la 19 °C. Astfel autorii au concluzionat faptul ci, in
timpul fazei de inductie a procesului de rizogeneza, conditiile optime de vitroculturd presupun
lipsa luminii, continut scazut de zahar, si temperaturi medii, toate acestea conducand la
alungirea radacinitelor.

Uneori, suplimentarea concentratiei de glucide din mediul de cultura este obligatorie.
SHIMASAKI si colaboratorii (2009) au ardtat ca introducerea in mediul de culturd la
Gloriosa superba a unor concentratii ridicate de zaharozi, de 80 g L', combinat cu 3 pM
TDZ (thidiazuron) sau inlocuirea glucozei cu 40 g L™ trehaloza au fost deosebit de eficiente
in sporirea formarii de tuberculi la nivelul tulpinitelor.

Inlocuirea zaharozei 3% cu manitol, la culturile in vitro de garoafe, a condus la
inlaturarea fenomenului de vitrificare (ZIV si HALEVY, 1983). in contrast cu aceste
concluzii, DEBERGH si colaboratorii (1981) au constatat faptul ca, la culturile de anghinare
(Cynara scolymus) vitrificarea nu a fost afectatd de cresterea nivelului de zaharoza in mediul
de cultura si nici prin substituirea acesteia cu manitol, ceea ce a condus la concluzia ca, intre
specii se inregistreaza diferente de reactie in ceea ce priveste raspunsul acestora la cresterea
nivelului de carbohidrati in mediul de cultura.

Efectele amidonului, ca inlocuitor al zaharozei in mediul de culturi a fost studiat de
SLABECKA — SZWEYKOWSA (1955). Autoarea a demonstrat faptul c, la vitroculturile de
vitd — de — vie, adaosul de hidrolizat enzimatic de amidon a determinat o crestere de trei ori
mai mare a taliei vitroplantulelor, comparativ cu martorul. De asemenea, la Cymbidium,
utilizarea amidonului de porumb in mediul de vitrocultura, ca atare sau in combinatie de 2:1
cu zaharoza, ca inlocuitor a zaharozei (30 g/l), a condus la obtinerea de sporuri in ceea ce
priveste cresterea biomasei protocormilor (BLIDAR si colab., 2004).

Asupra culturilor in vitro vegetale efectul diferitelor surse de carbon a fost mult
studiat, dar inlocuirea zaharozei cu miere de albine este un subiect mai putin studiat
(PETRUS-VANCEA si colab., 2007). La noi in tar, cercetiiri in acest sens au fost realizate de
citre CACHITA si PATRU, in perioada 2000 — 2003 (PATRU si CACHITA, 2003) asupra
culturilor de crizanteme, garoafe si Cymbidium, dar in system de simplu strat si fara adaos de
apéd sdracitd in deuteriu. Mierea de albine a fost utilizata cu succes in prepararea mediilor de
vitroculturd, in scopul imbunétitirii aclimatizirii exvitroplantulelor de orhidee (VANCEA si
colab., 2002) sau de crizanteme si violete africane (PETRUS - VANCEA si colab., 2007) la
mediul septic de viati. In aceste studii, au fost semnalate usoare inhibari ale organogenezei in

vitro la protocormii de Cymbidium (VANCEA si colab., 2002) sau la plantule de crizanteme
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si violete africane (PETRUS-VANCEA si colab., 2007) cultivate pe medii de cultura in care
zaharoza a fost inlocuita cu miere de albine, de salcdm 20g/l, dar in momentul transferarii
plantulelor, indiferent de specie, in mediul septic de viati, supravietuirea lotului crescut in
vitro pe miere a fost superioard celui provenit de pe mediu a cérui sursa de carbon a fost
zaharoza.

La protocormii de Cymbidium (VANCEA si PATRU, 2002) sau la plantule de
crizanteme si violete africane (PETRUS-VANCEA si colab., 2007) au fost semnalate ugoare
inhibdri ale organogenezei in vitro cultivati fiind pe medii de cultura in care zaharoza a fost
inlocuita cu miere de albine, de salcAm 20g/l, dar in momentul transferdrii plantulelor,
indiferent de specie, in mediul septic de viata, supravietuirea lotului crescut in vitro pe miere a
fost superioara celui provenit de pe mediu a cérui sursa de carbon a fost zaharoza.

Culturile traditionale, dar mai ales cele moderne vor fi in viitor esentiale pentru
asigurarea securititii alimentelor si furajelor, in conditiile noii politici europene (BOGDAN si
colab., 2010; IPATE si colab., 2010) in relatie cu conservarea biodiversitatii si a schimbdrii
climatice (ANTOFIE si colab., 2010).

Alte metode de optimizare a cresterii biomasei vegetale:

- ventilarea recipientelor: BLAZCOVA si colaboratorii (1989) la Chenopodium
rubrum, COURNAC si colaboratorii (1991) la Solanum tuberosum, SHIM si PAEK (2003) au
descoperit ci ridicarea ratei de ventilatie a accelerat cresterea vitroplantulelor, indiferent dacd
zaharoza a fost sau nu prezentd in substratul de culturs. in cazul aplicarii aceleiasi rate de
schimb a aerului, cresterea vitroplantulelor si fotosinteza au fost mai intense la loturile de pe
mediu cu zaharoza, comparativ cu parametrii respectivi masurati la vitroculturile executate pe
mediu lipsit de zaharoza.

- dimensiunea recipientelor de culturda: PETRUS — VANCEA si colaboratorii (2004)

- utilizarea unor concentratii mai mari sau mai reduse de saruri minerale in mediile
de cultura: WILIAMS (1993) la cultura de Ptilotas exaltatus a observat ca, prin sciderea
concentratiei de Ca®* din medijul de vitroculturd umiditatea relativi in vasul de culturd s-a
ridicat la 100%. Pe de alti parte, in ultimii ani s-a vehiculat tot mai mult idea conform cireia,
mediile de culturd bogate in nutrimente, precum este mediul MURASHIGE — SKOOg (1962)
nu este un unul propice cresterii vitroplantulelor (DESJARDINS si colab., 2009). In acest
sens, HWANG (2009) concluziona ca, elongarea lastarilor de Trichosanthes kirilowii, a fost
optima pe mediu MS, 1%, lipsit de regulatori de crestere.

- reducerea hiperhidriei: in acest sens am avut contributii originale, brevetate

(CACHITA si colab., 2010) sau in cursul de brevetare (CACHITA si colab., in curs de
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evaluare) privind prevenirea, respective anihilare hiperhidriei prin inlocuirea apei distillate din
mediile de culturd cu api sardcitd in deuteriu, respectiv cu apd Pi.

- culturile in dublu strat. MAENE si DEBERGH (1985) au propus addugarea la
mediul solid, a unui mediu lichid, la sfarsitul stadiului de proliferare, realizand astfel o culturd
in dublu strat, pentru a obtine o alungire a radicinitelor. Tot o culturd in dublu strat a fost
realizati de ciatre CANO-CASTILLO si colaboratorii (2009) la vitroculturd de Astragalus
nitidiflorus. Dupa o perioadd de mentinere a fitoinoculilor pe mediu solid MS cu adaos de BA
si K, peste acesta a fost aplicat un al doilea strat, constind din solutic de glucozd 50%,
conducand la cresterea numarului de lastari si de frunze, precum si la stimularea rizogenezei.

- utilizarea regulatorilor de crestere: CACHITA si colaboratorii (1985 - 1986) au
testat reactia diferitelor tipuri de explante la culturd in vitro, pe medii agarizate, cu adaos de
acid 2 — cloroetilfosfonic (ACEP), un generator de etilend. Rezultatele obtinute au fost
comparate cu evolutia unor explante similare, crescute pe medii in care unicul regulator de
crestere prezent in mediul de culturi a fost fie AIA, fie BA; explante similare au fost cultivate
pe medii complet lipsite de aportul vreunui regulator de crestere, lot martor. in general, ACEP
a stimulat puternic procesele de morfogeneza la garoafe, orhidee, crizanteme, gerbera, cartof.
Concentratia de ACEP nu a modificat natura organogenezei, ci numai amploarea acesteia.

MAENE si DEBERGH (1987) au fost de p#rere céd, alegerea concentratiei de
citochinind si a compozitiei mediului de alungire (stadiul III) este o etapa deosebit de
importantd. BA inhibd elongarea uniformd a tulpinitelor si apoi, formarea radicinitelor.
Chinetina, insi, folositd in concentratii optime, poate inhiba dominanta apicala exercitata de
citre mugurele terminal, facilitdnd cresterea lastarasilor laterali.

La orhideea Epidendrum radicans s-a studiat (PATELI si colab., 2003) germinarea
semintelor si cresterea vitroplantulelor pe medii de cultura lichide sau agarizate, imbogatite
cu ANA si BA, cate 1 mg I'' si cu lapte de cocos 15%. Mediul lichid, comparativ cu cel solid,
a permis regenerarea de vitroplantule cu talia mult mai mare, precum si neogeneza unui
numar mai mare de protocormi.

LEAL si colaboratorii (2009) au mentionat ci minibutasii de Isatis tinctoria L. s-au
multiplicat optim pe mediu Gamborg (BS) suplimentat cu 1,0 mg/l BA si nu pe mediu MS-
MB, cu acelasi adaos de regulator de crestere, iar adaosul de auxind nu a stimulat cresterea
vitroplantulelor, in schimb adaosul de carbune active in mediul MS-MB a condus la alungirea
tulpinitelor, direct proportional cu cresterea numarului de noduri la nivelul acestora, ating cele

mai ridicate valori cAnd mediul a fost si cu adaos de 1,0 mg/l BA.
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- realizarea de coculturi: in urma efectudrii unor experimente de coculturd, a fost
semnalat faptul ca, infectarea vitroculturilor cu diferite tulpini de microorganisme a stimulat
cresterea plantulelor regenerate din fragmente caulinare care contineau mugurele apical.
Experimentele de biotizare si micorizare in vitro sunt multiple (CACHITA si ARDELEAN,
2009).

Metode de conservare in vitro prin temporizarea cresterii biomasei vegetale

Culturile de tesuturi s-au dovedit a fi nu numai o alternativa in propagarea speciilor
vegetale, dar si o procedurd eficientd de risc minor in stocarea germoplasmei. Vitroculturile
fiind practicate in flacoane de mici dimensiuni, pot fi depozitate in spatii restrnse, in variate
conditii ecologice, cum ar fi: temperaturi coboréte, intuneric continuu ori semiintuneric,
utilizarea de medii de culturd menite sd temporizeze cresterea cormofitoinoculilor, imprimand
acestora o crestere lentdi, marind, astfel, intervalul de subcultura, de la 1 — 2 luni la 1-2 ani.

in cazul in care se doreste pastrarea vitroculturilor pe o durati cit mai lungi de timp,
cu mdrirea intervalelor de subculturd, a resurselor genetice recalcitrante la inmultirea
vegetativd a speciei respective, a produselor biotehnologiece, cum ar fi de genotipuri de elita,
a unor unor plante rare si specii aflate pe cale de disparitie, se pot practica modificari in
regimul ecofizilogic de crestere a fitoinoculilor, folosind diferite metode de reducere a
intensitatii proceselor vitale, fie prin hipoxie (diminuind aportul de oxigen in incintele de
crestere), fie prin cobordrea presiunii atmosferice, ori prin cresterea presiunii osmotice a
substratului de culturd, deshidratind menajat celulele materialului vegetal vitrocultivat, fie
prin mentinerea culturilor la temperaturi joase, de 4 - 7 °C, in conditii de iluminare scizuta,
fie chiar prin pastrarea acestora in azot lichid, la — 196 °C (criostocare).

Pe termen mediu, se realizeazd si o conservare in vitro, prin diferite metode de
temporizare a cresterii in vitroculturd, ceea ce conduce la cresterea intervalelor intre
subculturi, dar, conservarea pe termen lung, se realizeaza prin crioprezervare in azot lichid la
-196 °C.

Existd numeroase metode de stocare in vitro a germoplasmei constind din
vitroplantule, minibutasi, propaguli, muguri axilari, bulbi florali, calusuri, suspensii celulare,
embrioni somatice, a diferitelor specii vegetale avand ca obiectiv reducerea costului de
productie (WILLIAMS si TAJI, 1987).

PETRUS si colaboratorii (2004) la protocormi de Cymbidium inoculati direct intr-un
mediu MB-MS fie lichid, fie solid, dar intr-un singur strat, lipsit de regulatori de crestere, in
care apa distilatd a fost inlocuitd cu apa saricitd in deuteriu, in diferite concentratii de

deuterium, si anume: 25 ppm D si 87,5 ppm D. Autorii au concluzionat ci, la culturile de
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protocormi de Cymbidium in mediile de culturd lichide, prezenta apei saricite in deuteriu (cu
numai 25 ppm D) a condus la diminuarea drasticd a ratei de multiplicare si de crestere a
concentratie de 25 ppm D, fie de 87,5 ppm D, s-au necrozat in totalitate. Aceeasi autori au
mentionat ca, la vitroplantule de Perunia rizogeneza si caulogeneza au fost evident inhibate de
prezenta in compozitia mediilor de cultura MB-MS agarizate a apei sdrdcitd in deuteriu, atht
la concentratia de 25 ppm D, cit si la cea de 87,5 ppm D, ca inlocuitoare a apei distilate.

Problema tehnicd pe care o rezolvd inventia este realizarea a doud proceduri, prima
vizand cresterea biomasei vegetale, iar cea de-a doua temporizarea cresterii fitoinoculilor, prin
inlocuirea din compozitia mediului de vitroculturd a zaharozei cu miere de labine si/sau a apei
distilate cu apa saracita in deuteriu (D) (cu 25 ppm D), respectiv prin realizarea unui sistem in
dublu strat, in care, peste un strat de mediu de culturd solid, mineral, de baza, Murashige —
Skoog (1962), cu modificdrile aduse de noi, s-a addugat un al doilea strat, lichid, ca
supernatant.

in raport cu stadiul tehnicii, inventia prezinti urmitoarele avantaje: eficientd buni in
producerea rezultatului scontat (cresterea calititii si cantitdtii biomasei vegetale); in functie de
scopul dorit, costuri mult mai mici de micropropagare prin reducerea numarului de repicéri;
aplicabilitate facild, atat din punct de vedere al componentelor utilizate (mierea de albine si
apa siracitd in deuteriu), cat si a realizarii procedurii.

Tehnicile - conform modelelor propuse de noi - vizeazd fie substituirea totala sau
partiald a zaharozei din mediul de culturd cu miere de albine, respectiv a apei distilate din
substratul de cultura a fitoinoculilor cu apa siricitd in deuteriu, fie prin efectuarea de culturi
in simplu strat, fie in dublu strat, in care peste mediul de culturd agarizat, pe care se afld
fitoinoculii, si se aplice un supernatant constind din api sdriciti in deuteriu si/sau miere de
albine.

Noutatea absoluta a cercetarilor noastre consta in ipoteza de la care am plecat si care s-
a dovedit a fi adevaratii, si anume aceea ca mierea de albine, in sistem de dublu strat, in
amestec cu apa saracita in deuteriu (ASD) stimuleaza cresterea masei vegetale, in timp ce
utilizarea individuala a celor doi compusi conduce la temporizarea cresterii vitroplantulelor,
metoda utila cand se doreste conservarea in vitro a germoplasmei de exemplu prin infintarea
unor “’living collections”.

Se da in continuare un exemplu de realizare a inventiei, respectiv a celor doui

proceduri, de optimizare a micropropagarii:

by
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Pentru a demonstra caracterul de generalitate a procedurilor initiate de noi, am ales
demonstrarea eficientei acestora asupra patru specii vegetale, cu cerinte eco-fiziologice
diferite, atdt monocotiledonate, cét si dicotiledonate, $i anume:

Minibutasi uninodali, apicali de sfecld de zahdr (Beta vulgaris var. Saccharifera)
obtinuti dintr-o culturd primard de la vitroplantulelor generate de la nivelul embrionilor
zigotici, pe medii de culturd MS (1962) Y2;

Propaguli de sparanghel (Asparagus officinalisy si de roua cerului (Drosera
rotundifolia), cultivati pe mediu MS (1962), solid, lipsit de regulatori de crestere;

Protocormi de orhidee (Cymbidium hybridum) cultivati pe mediu MS (1962), solid,
lipsit de regulatori de crestere.

Mediul de culturd utilizat a fost cel MURASHIGE-SKOOG (MS) (1962), céruia i se
aduc unele modificari, si anume: vitaminele tiamind HCI, piridoxind HCI si acid nicotinic, in
loc de 0,1 mg/l sau 0,5 mg/l, cit este previzut in reteta originald, sunt adaugate cate 1 mg/l si
se scot aminoacizii si se adaugad 7 g/l agar-agar, in loc de 10 g/l; pH-ul mediului de culturd
este intotdeauna ajustat la valoarea de 5,7, prealabil autoclavirii acestuia.

in experimentele in care apa distilatd (AD) a fost inlocuiti cu apa sdrdcitd in deuteriu
(ASD), cu 25 ppm deuteriu (D) se respectd toate celelalte ingrediente mengtionate anterior, in
concentratiile mengionate, precum si regulile generale de preparare a mediului de culturi.
Aceeasi reguld este respectatd si in cazul inlocuirii zaharozei cu miere de albine.

Prepararea de medii de culturi s-a realizat la toate cele 4 specii, conform urméitoarelor
variante experimentale:

Sistem unic strat:

Vo - MB-MS solid, preparat cu AD si zaharoza 30 g/l (martor)

V1 - MB-MS preparat cu ASD si zaharoza 30g/]

V3 - MB-MS preparat cu AD si miere 30 g/l

V3 - MB-MS preparat cu ASD si miere 30 g/l

Sistem in dublu strat:

V4 - MB-MS, preparat cu AD si 30g/l+supernatant ASD

Vs -MB-MS, preparat cu AD si zaharoza 15g/1+ supernatant miere 15g/1, in amestec

cu AD

V¢ - MB-MS, preparat cu AD si zaharoza 15g/l+supernatant miere 15 g/l in amestec
cu ASD
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S-a avut in vedere ca, la fiecare variantd experimentald, continutul de glucid
(indiferent de natura acestuia) sa fie, in total, de 30 g/, atat la culturile practicate in unic strat,
cat si in dublu strat. Experimentele s-au repetat de patru ori.

Recipientele de vitroculturd au constat din borcane din sticla, de 200 ml, cu inil{imea
de 8 cm si cu un diametru de 4 cm, cu cite 20 ml mediu solid (primul strat), pentru subcultura
de sfecld de zahar, sparanghel si roua cerului si recipiente din sticla incolora, cu indltime de 7
cm si cu un diametrul de 2 cm, continand cite 5 ml de mediu solid (primul strat), pentru
protocormii de orhidee.

Supernatantul a fost de 5 ml in recipientele in borcane si de 2,5 in recipientele de
dimensiuni mai mici (pentru orhidee).

Incubarea §i cresterea s-a realizat in camera de crestere la 22 °C + 2 °C, iluminare cu
tuburi fluorescente de culoare albi, fotoperioadd de 16h lumind din 24 h, intensitate
luminoasd de 1 700 Ix. La 30, 60 si 90 de zile au fost realizate biometriziri ale indicilor de
crestere. La 90 de zile de la inoculare s-a cantdrit i greutate proaspdti si greutate
uscatid/varianta, la toate cele patru specii.

Datele obtinute in urma observatiilor si a masuritorilor din diferite etape
experimentale sunt interpretate statistic prin analiza variantei si prelucrate cu ajutorul
programului pentru calculator Microsoft Excel, 2007, iar semnificatia statistica a fost stabilita
cu ajutorul testului t din programul pentru calculator de prelucrare statistici SPSS for
Windows.

La sfecla, la 90 de zile de la inoculare, rizogeneza la nivelul vitroplantulelor a fost
redusi [a vitroplantulele cultivate pe medii control (V) si pe cele in simplu strat, in care AD a
fost inlocuitd cu ASD. Mai mult decat atat, fitoinoculii submersati in supernatant constiand din
ASD (V5s) nu au prezentat procese de regenerare in vitro.

Acelasi efect inhibitor al rizogenezei exercitat de ASD a fost semnalat de citre noi
[PETRUS-VANCEA si CACHITA (2008 si 2009)] in cazul udérii cu acest tip de apa a bazei
plantulelor de crizanteme sau de violete africane, pe tot parcursul perioadei de aclimatizare la
mediul septic de viati. La culturile de Cymbidium hybridum si Petunia, amplasate pe mediu
MS (1962), in sistem de simplu strat, solid, lipsit de regulatori de crestere, ASD a avut efect
de temporizare a cresterii fitoinoculilor, cu rol important in conservarea culturilor in vitro
(PETRUS si colab., 2004).

in demonstrarea eficientei procedurilor care fac obiectul prezentei cereri de brevetare,
tot amestecul de miere si ASD, dar ca supernatant a fost benefic si in stimularea caulogenezei,

cele mai lungi tulpinite, in medie de 2,11 cm, dar $i un numar mare de frunzulite, putine dintre
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ele necrozate fiind inregistrate la vitroplantulele cultivate pe varianta experimentald notata cu
Ve. Mediile cu continut de miere si ASD au generat vitroplantule cu greutatea proaspita,
respectiv uscatd cea mai ridicatd, in cazul lotului cultivat pe medii in care amestecul
mentionat era in stratul solid, de la baza (V3), rizogeneza fiind stimulatd, iar la vitroplantulele
regenerate in supernatant constand din cele doud component (Vg), caulogeneza fiind
intensificatd, in timp ce utilizarea separatd a celor doi compusi naturali a generat chiar
inhibarea totald a regenerdrii in vitro, precum in cazul ASD utilizati, individual, ca
supernatant (V4). Cel mai optim mediu de culturd pentru sfecld s-a dovedit a fi cel preparat cu
miere, in care AD a fost inlocuiti cu ASD (V3).

La sparanghel, la 90 de zile de la inoculare, rizogeneza la nivelul vitroplantulelor de
sparanghel a fost absenti la vitroplantulele cultivate pe medii cu amestec de miere si ASD, fie
in simplu strat (V3), fie ca supernatant (Ve). Valorile indicilor de crestere inregistrate la lotul
notat cu V; au fost nesemnificative din punct de vedere statistic deoarece acest lot a inregistrat
pierderi foarte mari prin lipsa regenerérii la nivelul fitoinoculilor, apa saricité in deuterium, ca
inlocuitoare a AD din stratul solid, exercitidnd un puternic efect inhibitor al organogenezei.

in schimb, caulogeneza, exprimati prin numirul total de propaguli a fost foarte
ridicatd pe mediile de culturd practicate in sistem de dublu strat (V4 — Vi), in special la nivelul
vitroplantulelor cultivate pe mediu de cultura preparat cu AD si 30g/l zaharoz3, ca prim strat,
peste care s-a aplicat ASD ca supernatant (V4). Tot la nivelul loturilor crescute in sistem de
dublu strat (V4-Ve) au fost semnalati si propagulii cu dimensiunile cele mai mari, de pana la
3,4 cm.

Direct proportional cu organogeneza - pusd in evidentd la nivelul fitoinoculilor - au
fost valorile greutdtilor proaspete ale vitroplantulelor, la nivelul variantelor experimentale
testate. in schimb, greutatea uscata a vitroplantulelor crescute pe mediul preparat cu AD si
zaharoza 15g/l, plus supernatant miere 15g/l, in amestec cu AD (Vs) (a cdrui greutate
proaspétd a fost cea mai ridicatd) a marcat valori aseménitoare cu cele inregistrate la celelalte
doua loturi cultivate pe medii cu supernatant (V4 si V).

La roua cerului, la 90 de zile de la inoculare, indicii de crestere - atit in ceea ce
priveste rizogeneza, cat si caulogeneza - cei mai ridicati au fost identificati la loturile de
vitroplantule cultivate in regim de dublu strat (V4 — V), in schimb procentul de supravietuire
in vitro si de regenerare de neoplantule a fost maxim doar la varianta experimentala codata

Vi, constidnd din mediu MB-MS preparat cu ASD si zaharoza 30g/1.

11
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La orhidea Cymbidium, la 90 de zile de la inoculare, loturile cultivate pe medii in
dublu strat se disting clar de lotul martor, atdt din punct de vedere cantitativ, cat si calitativ,
implicit ca procent de supravietuire in vitro.

Concluziile care se pot formula sunt urmatoarele: 1). Sistemul in dublu strat prin
combinarea apei siricite in deuteriu (cu 25 ppm D) cu miere de albine a condus la cresterea
calitdtii si cantititii biomasei vegetale, atit la sfecla de zahar si sparanghel, cat si la roua
cerului si cimbidium, metoda putdndu-se considera cu caracter de generalitate; 2). Prin
utilizarea individuald a apei sdrdcite in deuteriu (cu 25 ppm D) ca inlocuitoare a apei distilate
din mediile de vitroculturd se obtine temporizarea cresterii biomasei vegetale, metoda utila in
vitroconservare. Acelasi efect inhibitor al cresterii il prezinti si mierea de albine, ca
inlocuitoare a zaharozei din mediile de cultura.

Implicatiile economice ale procedeelor identificate in prezentele cercetdiri sunt
importante, deoarece am reusit si rezolvim doud dintre cele mai delicate probleme ale culturii
in vitro, in special la specii recalcitrante la astfel de proceduri, precum sfecla si sparanghelul,
respectiv hiperhidria si cantitatea de biomasd vegetald, gratie combinatiei reusite dintre apa
sdracitd in deuteriu si mierea de albine. Amestecind mierea de albine cu apa sdricitd in
deuteriu (cu 25 ppm D) am reusit sd atingem doud obiective de importan{i majord in
micropropagare, si anume cresterea biomasei in vitroculturd si prevenirea instaldrii
hiperhidriei la speciile predispuse acestui fenomen, elimindndu-se astfel pierderile de
productie si reducdndu-se costurile obtinerii de material vegetal sdnitos, impactul bio-
economic fiind unul cert.

Dupi identificarea celor doud proceduri noi de cultivare in vitro cu rezultate pozitive
in ceea ce priveste scopul propus, si anume cresterea calitdtii si cantititii masei vegetale,
respectiv temporizarea cresterii fitoinoculilor, cu prevenirea fenomenului de hiperhidrie si
fara ridicarea pretului de productie, ne-am propus sd continudm testele asupra materialului
vegetal rezultat prin aceste noi proceduri, prin testarea viabilitatii ulterioare a acestuia, fie in
vederea subcultivirii lui, fie in scopul transferarii in conditii naturale de viati. Astfel c&, la 90
de zile de cultivare conform variantelor experimentale descrise anterior, s-a procedat fie la
subcultivarea minibutasilor, uninodali apicali de sfecld, sau a propagulilor de sparanghel si
roua cerului pe medii MS proaspete, solide, lipsite de regulatori de crestere, fie aclimatizarea
vitroplantulelor la mediul septic de viatd, iar in cazul orhideei, protocormii regenerati in vitro
au fost subcultivati pe medii proaspete, solide, tot lipsite de regulatori de crestere. La 30 de
zile de la initierea experimentelor de testare a viabilititii fitoinoculilor obtinuti prin tehnicile

noi de micropropagare care fac obiectul prezentei cereri de brevetare, am concluzionat ci, in
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functie de scopul dorit putem stabili care dintre variantele experimentale nou identificate
pentru stimularea calitéitii si cantitatii materialului vegetal produs prin micropopagare poate fi
utilizatd. Tehnicile care presupun simplu, respectiv dublu strat, cu adaos de miere de albine ca
inlocuitoare partiald sau totald a zaharozei sau cu adaos de apa séricitd in deuteriu sunt viabile
si ele pot fi utilizate cu certitudine fiard a exista riscul pierderii in timp a viabilitatii
materialului vegetal. Toate cele patru specii de plante s-au pretat tehnicilor noi de
micropopagare, acestea conduciand nu numai la cresterea calititii si cantititii masei vegetale,
ci si ulterior la continuarea etapelor micropropagdrii, fie prin subculturd, fie prin aclimatizare,
motiv pentru care reconfirmam caracterul de generalitate a tehnicilor noi de micropropagare
testate. Neoplantulele si protocormii regenerati in vitro pe medii de culturd ca au indus
temporizarea cresterii au fost la fel de viabili ca si cei la care crestere a fost stimulata.
Rezultatea cercetarilor vor fi utile bioindustriei, in producerea de biomasid prin
biotehnologii vegetale, domeniu de baza al productiei de alimente in anii ce vor urma.
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REVENDICARI
Proceduri de crestere a biomasei vegetale in vitroculturd, caracterizata prin aceea ci
utilizeazd mierea de albine §i apa sdricitd in deuteriu, in prepararea mediul de cultura destinat
cresterii culturilor in vitro vegetale.
Procedurd de temporizare a cresterii fitoinoculilor, caracterizati prin aceea ci
utilizeazd mierea de albine sau apa sdrdcitd in deuteriu, in prepararea mediul de culturd

destinat cresterii culturilor in vitro vegetale
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