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O noui modalitate de solidificare a mediilor de culturi aseptice utilizate in
vitrocultura prin inlocuirea agar-agarului cu gel de poliacrilamida in

amestec cu tirite

Rezumat

Mediile de culturd solide sau semisolide, utilizate in procedurile de vitrocultura (de
exemplu a culturilor de organe, tesuturi si de celule vegetale sau de alge) au in compozitie un
agent gelificant. Potrivit inventiei de fati, aceasti gelificare a fost ficutdi de noi cu
poliacrilamidd in amestec cu fdrdfe, in loc s3 se utilizeze agar-agar, polizaharid extras din
algele rosii ce triiesc in Asia si care are un pret de cost ridicat. Tgrdfele pe langa o ,,afanare,,
a mediului de culturd, datoritd griuncioarelor de aleuroni aduc in substrat un supliment de
inozit fosfat de Ca si Mg si de proteine (din cristaloidul acestora); totodatl, fdrdfele au
aderente pe fata interioara a lor griuncioare de amidon, care impreuni cu apa, la autoclavare,
genereaza un gel ce consolideazd mediul de culturd. Aportul de tardfe (mai ales de grau), in
amestec cu poliacrilamida reduc pretul de cost al mediului de culturd. Atunci cind tdrdfele
depisesc concentratia de 15/20 g la litru de mediu din cauza sporirii vascozititii substratului,
acesta devine optim pentru a temporiza cresterea fitoinoculilor, metods utili in pistrarea

vitroculturilor vegetale intr-un regim de crestere lentd procedura utilizati in bancile de gene.

Biotehnologia vegetald reprezintd o ramuri modemai a biotehnologiilor, care se axeazi
nu numai pe studii teoretice, ci se referd si la o multitudine de bioindustrii, printre care cea a
micropropagirii plantelor, ce reprezintd -de citeva decenii- calea modema de producere a

materialului de plantat.

in astfel de unitati de vitroculturi de organe sau de explante vegetale, mai mult sau mai
pufin automatizate (si chiar robotizate), se lucreazd in regim aseptic, cu medii de culturid
complexe, costisitoare, in care — in mediile solide sau semisolide- se foloseste agar-agarul, un
polizaharid extras din algele rosii, produs din import ( mai ales din China), costisitor, ce ridicd

mult pretul rdsadurilor rezultate din fluxul tehnologic.

Prezenta inventie se referd la inlocuirea agar-agarului, utilizat in retetele de medii de

vitroculturd in concentratii de 7-10 g/l, in scopul gelificérii acestora, cu un amestec de
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poliacrilamida cu tdrdfe, de exemplu de griu, addugate in proportfii variate. Gelul de
poliacrilamida este cunoscut ca inlocuitor de agar-agar, dar el nu a mai fost utilizat in amestec
cu rardtele. De altfel, noutatea inventiei noastre consta in utilizarea tdrdtelor , in primul rind,
ca supliment in mediile de vitroculturd, solide sau semisolide. Ele sunt cunoscute ca avand
calititi multiple, atat ca aport de ,,fibre,, celulozice, cu rol de liant (datoritd tesutului ce
alcituieste pericarpul- finvelisul bobului de grdu, respectiv tdrdyd, care este fructul
gramineelor), cit si pentru faptul ci aceasta posedd un tesut special denumit stratul cu
aleuroni, care contine grauncioare de aleurond, un complex constituit din inozit fosfat de Ca
si Mg, plus un cristaloid care este de naturdi proteicd. Acest complex este cunoscut ca fiind
benefic pentru nutritia animalelor, si chiar a omului, fapt care ne-a determinat si introducem
tardtele in mediul de culturd al fitoinoculilor, ele aduciand un plus de valoare substratului
conceput pentru asigurarea nutritiei vitroculturilor de fesuturi §i celulele vegetale. Pe langa
cele arédtate, tdrdfele - avand aderente de ele griuncioare de amidon (popular fGind)- in urma
autoclavirii mediului, in momentul sterilizarii lui, acestea actioneazi ca un liant, amidonul -
fiert fiind cu api- dupa ricire, di nastere la o pastad numiti popular pap care in cazul de fata,
ajuti la consolidarea compozitiei mediului, ca inlocuitor de agar. Cu cét continutul in amidon
(chiar si in tardte) este mai mare in mediu, cu atat substratul respectiv devine mai viscos si

fitoinoculii cresc, dar li se imprima un regim de cregtere lentd.

Substratul solidificat cu tdrdge poate fi combinat si cu agar-agar, ca supliment nutritiv
ce poate fi utilizat in vitroculturile de explante vegetale, cel ce este mai vdrtos, cu mai multe
tardte poate fi folosit mai ales la subcultivarea tesuturilor in bdncile de gene prelungindu-se

astfel intervalul lor de subcultura.
in cele ce urmeaza prezentim exemple de realizare a inventiei.

Pentru vitrocultivarea de explante vegetale am prelevat apexuri caulinare de Sedum
telephium ssp. maximum de la vitroplantulele crecute pe mediu de bazd Murashige- Skoog
(1962) (MS), lipsit de regulatori de cregtere, care a constat din macroelemente gi Fe EDTA,
microelemente Heller, amestec mineral la care au fost adiugate vitaminele: piridoxind HCI,
tiamind HCI si acid nicotinic (cdte 1 ml/l fiecare), m — inozitol 100 mg/l, zaharoza 30 g/l si
agar-agar 7 g/; pH-ul fiind reglat la valoarea de 5,8, prealabil asepsizirii acestuia prin
autoclavare. in cadrul cercetrilor noastre, acest tip de mediu a fost considerat ca fiind
varianta experimentald martor (Vo); tot pe un astfel de mediu de culturd Murashige-Skoog

(MS), lipsit de regulatori de crestere am inlocuit agar-agarul cu granule fine de poliacrilamiddi
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§i tdrdfe, in proportic de 20 g poliacrilamida $i 15 g de tdrdte la'1 | mediu de culturd (
varianta V).

La 7, 14 si la 30 de zile de la inocularea fitoinoculilor (acestia fiind cultivati in
recipente amplasate in camera de cregtere in regim de 16 ore lumind/ 24 ore si o intensitate
luminoasa de 1200 lucsi, la o temperatura de 24 °C), s-au ficut biometrizari privind: lungimea
medie a intregii plantule, numdrul mediu de frunzulife, ldfimea medie a celei mai mari
Srunzilite, numdrul mediu de ramificatii ale tulpinitei, lungimea medie a ramificatiei, numdrul

mediu de raddcinite, lungimea medie a rdddcinitei embrionare (Fig. 1 A-G).

Datele medii obtinute la varianta V, cu substitut de agar, au fost raportate la valorile
parametrilor similari determinati la explantele de tip apex inoculate si vitrocultivate pe mediu
Vy solidificat cu agar-agar, lotu martor, valori considerate de referintd, respectiv ca 100%
(Fig.1, pozitiile A-G).

Cu exceptia cresterii in 1afime a frunzulitelor vitroplantulelor de Sedum telephium ssp.
maximum, regenerate din explantele de tip apex caulinar, tofi parametrii urmériti au depasit cu
mult valorile inregistrate la parametrii similari biometrizati la lotul martor, respectiv mediu de
bazi identic cu cel de la variante cu cresterea si organogeneza mult stimulati, cu diferenta ca
la lotul martor (100%), notat cu V,, solidificareca acestuia s-a ficut cu agar-agar si nu cu

poliacrilamida in amestec cu tdrdte, in raport de 20/15 g/l.
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Revendicare

Mediile de vitroculturd optime pentru cresterea in vitro a diferitelor tipuri de explante
sau de fitoinoculi sunt complexe, confindnd co i anorganici si organici, la care -potrivit
invenfiei noastre- in mediu am substituit agag-dgarul, ca agent gelificant, cu poliacrilamida in
amestec cu tdrdfe, de exemplu de grau, ceéa ce datoritd compozitiei acestora (multd celulozi,
inozit de fosfat Ca si Mg, proteine si griluncioare de amidon) asigurd o imbunétitire a calitifii
mediului, aportul de amidon servind si la o crestere a viscozititii substratului realizat dupa
autoclavarea mediului.
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Revendicare

Mediile de vitroculturd optime pentru cresterea in vitro a diferitelor tipuri de explante
sau de fitoinoculi sunt complexe, contindnd compusi anorganici si organici, la care -potrivit
inventiei noastre- in mediu am substituit agar-agarul, ca agent gelificant, cu poliacrilamida in
amestec cu fdrdfe, de exemplu de grau, ceea ce datoritd compozitiei acestora (multi celulozi,
inozit de fosfat Ca si Mg, proteine si grauncioare de amidon) asigurd o imbunatatire a calitatii
mediului, aportul de amidon servind si 1a o crestere a vascozititii substratului realizat dupa
autoclavarea mediului.
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Fig. 1- Prezentarea graficii a valorilor medii corespuazitoare parametrilor biometrizati ka nivelul vitroculturilor Sedum telephium

ssp. maximum, Va 7, 14 si 30 de zZile, de 1a inocularea de apexuri caulinare pe variantele de mediu de culturdi: V, - (lot control) mediu
gelificat cu agar-agar, lipsit de regulatori de crestere; V, — mediu similar celui de Ia varianta precedentdi, dar lipsit de agar-agar si
gelificat cu 20 g/1 polinerilamid3 gi 15 g/1 tirite; datele biometrice sunt exprimate in valori procentuale (unde: A-tungimea medie a
intregil plantuie; B-numiir mediu de frunzulite; C-ltitimea medie a celei mal mari frunzulite; D-numér mediu de ramificatii; E-
lungimen medie a ramificatiei; F-numiirn! de ridicinite; G-lungimea medie a riidicinitei), 100% fiind valori considerate de
referintfi, inregistrate la milsoriitorile biometrice ficute la vitroculturile de la varianta martor V0.
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