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Inventia se refera la o punte din hartie de filtru pentru sustinerea vitroculturilor
vegetale, micologice si algale, utilizata ca metoda alternativa la folosirea mediilor de cultura
agarizate, cu scopul scaderii costurilor de cercetare si productie a vitroculturilor si pentru
proliferarea vitroculturilor intr-un ritm mai ridicat, avand aplicatii in domeniul biotehnologiei
vegetale.

Pentru mentinerea la suprafata mediilor lichide a inoculilor, evitdnd in acest fel starea
de hipoxie a vitroculturilor vegetale, au inceput sa fie utilizate cu precadere cartuse/punti de
hartie de filtru (Gautheret, 1959; White, 1963), sau suporturi din poliuretan (Deliu si colab.,
1981), ori suporturi de tip lignoscheleton confectionat din burete vegetal (Cachita si colab.,
1995).

Sunt cunoscute, pentru sustinerea culturilor de t{esuturi vegetale in mediu lichid,
utilizand ca suport hartie de filtru, doua metode mai importante si practice: metoda Heller si
metoda White.

Conform metodei Heller, peste un tub de sticla vertical se pune o rondela de hartie
de filtru si peste acesta se pune un tub cu marginea ca un guleras cu un diametru usor
superior celui dintai tub de sticla; se coboara tubul superior, imprimandu-i-se o usoara
miscare rotationala ce indoaie in jos marginile rondelei; se retrage apoi tubul, antrenand in
el varful de hartie de filtru; se aplica deschizatura tubului extern peste o sticla de cultura si
cu ajutorul unui tub se impinge si se coboara suportul de hartie de filtru pana la cateva
centimetri peste suprafata libera a lichidului; se retrage tubul folosit pentru impingerea
suportului, si apoi se obtureaza cu folie de polietilena sterilizata in prealabil; Tn momentul
repicarii, se pune un explant pe fata plana a suportului si aceasta se scufunda in solutie in
asa maniera incat suprafata lui sa fie cu 1...2 mm sub cea a lichidului - aceasta operatiune
se realizeaza la toate tuburile, apoi se sterilizeaza la autoclav.

Conform metodei White, in tubul de cultura se introduce o foaie de hartie de filtru
pliata ca un acordeon peste care sunt depuse unul sau mai multe explante; solutia nutritiva
se gaseste la fundul tubului si hartia se impregneaza prin capilaritate; tuburile nu trebuie
puse vertical, ci plasate pe un suport care le mentine in pozitie oblica; este necesar ca hartia
de filtru sa fie manipulata cu precautie, pentru a evita caderea coloniei in solufie.

Aceste metode prezintd urmatoarele dezavantaje:

- la metoda Heller: lipsa contactului dintre circumferinta rondelei din hartie si fundul
tubului de sticla, conduce la imersarea vitroplantulelor atunci cand greutatea acestora apasa
suficient de puternic pe suprafata puntii din hartie de filtru, provocand instalarea starii de
hipoxie, respectiv posibilitatea inducerii necrozei;

- la metoda Heller: aplicarea metodei necesitd numeroase proceduri manuale, ceea
ce determina durata extensiva;

- la metoda Heller: radacina plantulei nu poate trece pe langa rondela de hértie, fiind
imposibil intre Tn contact direct cu mediul fluid, ceea ce determina cresterea numarului de
subcultivari intr-o perioada de timp determinata;

- la metoda Heller: inoculul poate sa ramana suspendat, fara a mai intra in contact
cu mediul fluid, din cauza consumarii mediului de cultura pana cand hartia de filtru nu mai
intra in contact direct cu mediul de cultura;

- metoda White: necesita utilizarea unui spatiu extins pe rafturile iluminate din
camerele de vegetatie, la un numar redus de recipiente cu vitroculturi;

- metoda White: impune utilizarea unor suporturi de sustinere pentru
eprubetele/tuburile cu vitroculturi, fiind ineficienta sub aspect economic din cauza costului
ridicat;
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- metoda White: distanta de la mediu pana la inoculul cel mai indepartat de mediul
de cultura poate provoca adsorbtia unor componente din mediul de cultura, acesta ajungand
la inocul in mod selectat;

- metoda White: suportul acordeonului este un corp opac care umbreste inoculul;

- metoda White: nutrirea si hidratarea sunt neuniforme, deoarece inoculul aflat mai
aproape de mediul de cultura beneficiaza de tot aportul de elemente nutritive din compozitia
mediului de cultura comparativ cu inoculul aflat mai departe de mediu, la care nutrirea poate
fi incompleta;

- metoda White: substantele eliminate de catre un inocul pot interactiona cu anumiti
nutrienti organici sau minerali din puntea de hartie de filtru, ceea ce poate provoca blocarea
nedorita a nutrientilor, provocand un deficit de nutritie ori chiar intoxicarea inoculilor mai
indepartati de mediul de culturg;

- metoda White: nu exista uniformitate de reactivitate a culturilor in vitro - astfel incat
metoda nu se preteaza la studii de cercetare.

Avantajul inventiei il constituie facilitarea germinarii in cazul vitroculturilor vegetale
si a celor micologice, precum si cresterea mai rapida a vitroculturilor vegetale, micologice ori
algale pentru scurtarea timpului de mentinere in vitro a acestora, in vederea optimizarii
eficientei economice a vitroculturilor.

Problema tehnica pe care o rezolva inventia consta in fabricarea unei punti de hartie
de filtru pentru sustinerea vitroculturilor vegetale, micologice si algale care sa nu permita
imersarea inoculilor sub propria greutate, in conditiile reducerii spatiului ocupat din camerele
de vegetatie, cu o economie proportionala de energie; utilizarea unei punti din hartie de filtru
trebuie sa reduca la maximum numarul procedurilor manuale necesare, sa faciliteze
contactul direct al zonei absorbante a fitoinoculului si/sau vitroculturilor cu suprafata puntii,
sa asigure uniformitatea nutririi si hidratarii culturilor in vitro si sa uniformizeze reactivitatea
acestora, sporind acuratetea cercetarilor.

Inventia inlatura dezavantajele solutiilor cunoscute, prin aceea ca, o punte pentru
sustinerea vitroculturilor vegetale, micologice si algale este confectionata din hartie de filtru,
avand forma unei prisme drepte cu inaltimea si forma bazei adaptate unui recipient de
cultura, astfel incat dupa introducerea prismei intr-un recipient de cultura, toate fetele laterale
ale prismei drepte se vor afla in imediata vecinatate a peretilor interiori ai recipientului de
cultura, iar baza superioara a prismei formeaza o platforma poligonala paralela cu suprafata
unui mediu de cultura lichid, platforma fiind situata la o inaltime de aproximativ 2...3 mm fata
de nivelul initial al mediului de cultura din recipientul de cultura.

Exemple de realizare si aplicare a inventiei:

Exemplul 1

O punte 1 de sustinere pentru un inocul vegetal este confectionata din hartie de filtru,
formand o prisma regulata; puntea 1 se introduce intr-un recipient de cultura 2 astfel incat
fetele laterale ale prismei care formeaza puntea 1 se vor afla in imediata vecinatate a pereti-
lor interiori ai recipientului; Tn recipientul de cultura 2 se introduce o cantitate de mediu nutri-
tiv lichid 3 care trebuie sa formeze o coloana de lichid cu tnal{imea initiala suficienta pentru
a hrani in bune conditii un inocul vegetal 4 si ulterior vitrocultura vegetala pornita de la nivelul
acestuia, pe intreaga perioada experimentald; baza superioara a prismei formeaza o
platforma paralela cu suprafata mediului de cultura lichid, si situata la o inaltime de 2...3 mm
fata de nivelul acestuia.
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Exemplul 2

La o punte de sustinere construita in conformitate cu exemplul 1, platforma poligonala
care formeaza baza superioara a prismei, prezinta - in zona centrului sau de greutate - un
orificiu n care se introduce un minibutas.

In consecints, inventia este aplicabila la nivel industrial si contribuie ih mod semni-
ficativ la dezvoltarea practica a bioeconomiei, la scaderea gradului de poluare si a efectelor
nefaste pe care aceasta le aduce asupra biosferei, fiind cunoscut ca o mare parte din
energia electrica utilizata azi, provine din centrale electrice care utilizeaza combustibili fosili.

Prin aplicarea inventiei se obtin urmatoarele avantaje:

- evitarea imersarii inoculilor si a vitroculturilor sub propria greutate;

- reducerea spatiului din camerele de vegetatie comparativ cu solutiile de tip punte
din hartie de filtru existente pana in prezent;

- aclimatizarea mai facila a vitroplantulelor la mediul septic de viata;

- germinare mai rapida si crestere mai rapida a vitroculturilor comparativ cu mediile
de cultura clasice (agarizate);

- reducerea perioadei de timp pana la care vitroplantele ajung la dimensiune optima
pentru subcultivare ori pentru aclimatizare;

- posibilitatea initierii de vitroculturi calusale, calusul format fiind intr-o cantitate mai
mare fata de mediul de cultura clasic, de tip agarizat, calusul fiind predominant de tip friabil;

- pastrarea pe o perioada de timp mai indelungata a viabilitatii culturilor, procesele
de senescenta si chiar necroza instaldndu-se mult mai tarziu decat in cazul mediilor de
cultura agarizate;

- asigurarea unei nutritii mai eficiente a vitroculturilor, comparativ cu cea inregistrata
in cazul mediilor de cultura de tip hidrogel;

- pretul de cost mai redus al substratului de cultura, n raport cu mediile agarizate;
dupa scoaterea radacinilor din substratul nutritiv, indepartarea hartiei se realizeaza mult mai
usor, evitand considerabil leziunile de la nivel radicular, care sunt inerente in cazul mediilor
¢ cultura clasice, de tip agarizat;

- radacinile vitroplantulelor pot fi plasate in substratul de aclimatizare la mediul septic
de viata, impreuna cu hartia de filtru, care nu influenteaza in mod negativ evolutia culturii;

- inventia poate fi aplicata - in functie de scopul urmarit - in diferite tipuri de vitroculturi
utilizand variate tipuri de fitoinoculi, precum si pentru anumite specii de culturi algale care
suporta contactul direct cu aerul, sau chiar culturi micologice;

- scade consumul de energie electrica, rezultdnd scaderea gradului de poluare si a
efectelor nocive pe care poluarea le provoaca asupra biosferei;

- simplitatea constructiva determina o fiabilitate sporita.
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Revendicari

1. Punte din hartie de filtru pentru vitroculturi vegetale, micologice si algale,
caracterizata prin aceea ca, are forma unei prisme drepte, cu inaltimea si forma bazei
adaptate unui recipient de cultura, astfel incat dupa introducerea prismei in recipientul de
cultura, toate fetele laterale ale prismei drepte se vor afla in imediata vecinatate a peretilor
interiori ai recipientului de cultura, iar baza superioara a prismei formeaza o platforma
poligonala avand cel putin 5 laturi, paralela cu suprafata unui mediu de cultura lichid,
platforma fiind situata la o Tnal{ime de aproximativ 2...3 mm fata de nivelul initial al mediului
de cultura din recipientul de cultura care formeaza o coloana de lichid cu Tnaltimea initiala
suficienta pentru a hrani in bune conditii un inocul vegetal si ulterior vitrocultura vegetala
pornita de la nivelul acestuia, pe Intreaga perioada experimentala.

2. Punte din héartie de filtru conform revendicarii 1, caracterizata prin aceea ca,
platforma poligonala care formeaza baza superioara a prismei, prezinta in zona centrului sau
de greutate un orificiu in care se introduce un minibutas ca inocul.

Editare si tehnoredactare computerizata - OSIM
Tiparit la Oficiul de Stat pentru Inventii si Marci
sub comanda nr. 246/2021
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