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Inventia se referd la o procedurd de inlocuire a agar-agarului din mediul de
vitrocultura la plante, cu un suport superabsorbat, cu scopul optimizarii microprogarii (fie ca
este vorba de vitroconservare, fie de stimulare a cresterii biomasei vegetale), cu costuri mici
de productie.

Stadiul tehnicii

Utilizarea unor agenti gelificanti este necesard pentru solidificarea mediilor de cultura
aseptice, destinate cresterii in vitro a variatelor tipurt de inoculi, sustinerea fiind
indispensabilad pentru anumite categorii de cormofitoinoculi, regimul de submersie —in unele
cazuri - cauzand nenumarate implicatii fiziologice negative, in ceea ce priveste aprovizionarea
tesuturilor cu oxigen. In industria de micropropagare si nu numai, agar — agarul se constituie
intr-un produs principal utilizat in solidificare mediului de culturd. Adeseori, evolutia
vitroculturilor, morfogeneza, cresterea si diferentierea, depind de calitatea agar-agarului, acest
ingredient influientdnd nu numai dezvoltarea fitoinoculilor, ci si pretul de productie, respectiv
de desfacere a materialului de plantat generat in vitro.

De-alungul anilor, la nivel mondial, cercetétorii au raportat numeroase incerciri, mai
mult sau mai putin reusite, de a inlocui acest ingredient din compozitia mediilor de cultura in
vitro la plante, nu numai din cauza faptului cd presupune costuri ridicate de achizitie sau
pentru a obtine temporizare cresterii inoculilor, dar existe suficiente studii care atestd faptul
ca, metoda de solidificare a mediului de cultura prin agarizare se poate constitui intr-o cauza
principald a aparitiei hiperhidriei (Boxus si Paques, 1987; Cachitd, 1987; Cachita si colab.,
2008; Constantinovici si Cachitd, 1999 a si b; Franck si colab., 1997; Leonhardt si Kandeler,
1987; Nairn si colab., 1995; Petrus — Vancea si colab., 2004; Petrus — Vancea si colab., 2008;
Petrus — Vancea, 2011; Radovet si Cachita, 2005; Zimmerman si Swartz, 1994), un proces
neoplazic specific vitroculturilor vegetale, unul dintre cele mai daunitoare fenomene care se
poate manifesta in industriile de micropropagare, conducand si la inregistrarea de pagube
uriase 1n randul producitorilor de material de plantat rezultat in inmultire vegetativa practicati
prin aceasta cale.

Dintre incercérile de inlocuirea agarului cu diferite substraturi artificiale, cu scopul

prevenirii aparitiei hiperhidriei, amintim utilizarea de: cuburi din spumd de plastic (Hussey,
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1980), tampoane din fibre de polietilend (Brochard, 1987), cuburi de vata hidrofild sau
materiale textile (Zatyko si Molnar, 1987), turbd (Zimmerman si colab., 1987; Nas si Read,
2003), filtre de tigara (Brochard, 1991), gelrite (Taji si Williams, 1991, 1996), lignoscheleton
de lufa (Cachita si colab., 2003), biogel in suport de lignoscheleton de lufa (Petrus — Vancea
si colab., 2004), amidon sau pectind, sau agar hidrolizat (dupa Cachiti si colab., 2009). De
asemenea, s-a incercat cresterea concentratiei de agent gelificant, sciderea temperaturii
ambientale si adaosul in mediul de culturd a unor concentratii sporite de B4 (Taji, 1994).

inlocuirea agarului din mediul de vitrocultura cu diferiti compusi comerciali, de
exemplu cu ,,Sorbarods” sau ,Florialite”, a condus la cresterea ratei de supraviefuire
postaclimatizare a exvitroplantulelor de Trochetiosis ebenus, o specie de arbori pe cale de
disparitie in Insula St. Elena si a carei micropropagare crea mari dificultiti de inrddacinare pe
mediu de cultura preparat cu agar (Sarasan, 2003).

Majoritatea procedeelor de inlocuire a agar-garului au avut ca scop stimularea cresterii
inoculilor, ceea ce este remarcabil pentru micropropagare, dacid obiectivele sunt de aceastd
naturd. Astfel, produsul numit sago (amidonul comestibil prelucrat gelatinizat) a fost cu
succes utilizat de catre Naik si Sarkar (2001) ca agent de gelificare in mediul de cultura,
conducind la o crestere optima a 10 genotipuri de cartof (Solanum tuberosum 1..). Arregui si
colaboratorii (2003) au inlocuit agar-agarul cu produsul Phytagel, care induce mult mai rapid
microtuberizarea si stimuleazi formarea la nivelul vitroplantulelor de cartof a unui numar
mult mai mare de minituberculi, comparativ cu lotul martor, cultivat pe mediu solidificat cu
agar-agar. Cachitd si colaboratorii sdi (1997) au utilizat suport vegetal de lignoscheleton
(brevet de inventie roméanesc Nr. 110018 B1) sau diverse fibre sintetice de poliamida. Duong
Tan Nhut si colaboratorii (2006) au realizat un sistem hidroponic in vitro, in scopul producerii
minituberculilor de cartof - de pe sistemul hidroponic triplustrat, alcatuit din fibre de bumbac
fiind recoltati minituberculi cu dimensiuni mult mai mari, fati de sistemul triplu strat din
hartie de filtru. Mohamed si colaboratorii (2010) au experimentat producerea de vitroplantule
de cartof de calitate superioard pe mediu de culturi gelificat cu 0,1 sau 2 g/l agar in amestec
cu 40, 50 sau 60 g/l amidon de porumb sau cartof.

Un procedeu constdnd in 1nlocuirea agar-agarului din mediul de culturd destinat
culturilor in vitro vegetale, cu un agent gelificant de tip metilvinileter, cu scopul temporizarii
cresterii fitoinoculilor a fost descris de noi si face obiectul unei alte cereri de brevetare,
inregistrate la OSIM Bucuresti.

Problema tehnici pe care o rezolvd inventia este inlocuirea agar-agarului din

compozitia mediului de vitroculturd, cu un suport superabsorbant, practic pentru inoculii care
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nu tolereaza regimul de submersare in mediul de culturd lichid. Suportul este confectionat din
material inovator realizat din microfibre sintetice de poliester, orientate in straturi, unite intre
ele mecanic (conferindu-i capacitatea de inglobare a moleculelor de apa), care este un suport
excelent pentru fitoinoculi in perioada de vitroconservare, in conditii de temperaturd scizuti
sau poate induce o crestere normald a inoculilor, in regim normal de micropropagare.
Produsul este achizitionat din comert si este utilizat in practica ingrijirii plantelor de ghiveci,
cérora le asigurd protectia si dezvoltarea prin retinerea apei, pe care o elibereazi, ulterior,
treptat, in sol, favorizind o irigare optimd (mentindnd umezeala), reduce consumul de apa
zilnic, reduce drastic prezenta buruienilor, optimizeazd temperatura radicinilor, evitind
socurile termice. Produsul se comercializeazi in discuri cu diametrul cuprins intre 15 si 30
cm, din care se pot confectiona, usor, rondele de dimensiunea doritd. Discul comercializat
prezintid o fafa colorati in culoarea verde (aceasta nu-si modifica culoarea la sterilizarea prin
autoclavare), cealalti fati este alba si are capacitatea de a absorbi mediul de cultura lichid,
gonflandu-se si dublandu-si volumul. Indiferent de modalitatea de introducere a rondelei de
suport superabsorbant in recipientul de culturd (cu suprafata albi in sus sau in jos) au fost
obtinute aceleasi rezultate favorabile scopului de micropropagare, la toate speciile vegetale
testate.
In raport cu stadiul tehnicii, inventia prezinti urmatoarele avantaje:

» substratul s-a dovedit a fi util, fie in vitroconservare, in cazul micropropagdrii la
temperatura de 3-4 °C, in conditii de intuneric, in camere frigorifice (la cartorf), fie la
temperaturi de 23-25°C si intensitate luminoasa de 1700 lucsi, cu fotoperioadd de
16/24 luming, in camera de crestere (la sparanghel si roua cerului), prin oferirea unui
suport pentru sustinerea inoculilor si accesibilitatea acestora la componentele mediului
de cultura lichid;

» suportul superabsorbant nu efecteazid capacitatea regenerativi si nu are efecte
remanente de incetinire a cresterii la trecerea fitoinoculilor din conditii de
vitroconservare, in conditiile de iluminare si temperatura specifice ale unei camere de
crestere;

> costuri mai reduse de vitroculturd si cu eficientd buni in producerea rezultatului
scontat, si anume oferirea unui suport adecvat pentru fitoinoculi, ca inlocuitor al
agentului gelificant; suportul fiind ferm pentru sustinerea materialului vegetal,

impiedicand scufundarea acestuia in mediul de cultura;
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» produsul testat de noi si care face obiectul prezentei cereri de brevetare prezinti
aplicabilitate facild, atit din punct de vedere al prezentarii lui, cat si al realizarii
procedurii, fiind usor manevrabil; se achizitioneazi din comert;
» produsul testat nu produce modificarea compozitiei chimice a mediului de cultura sau
schimbiri de pH, fiind inert din punct de vedere chimic.

Asigurarea unui suport nou, adecvat pentru inocularea explantului, ieftin si la
indeména, precum si eficienta lui prin accesibilitatea mai ridicata a fitoinocului la elementele
nutritive din mediul de culturd lichid, fard afectarea vitalitatii acestora si a capacitétii
regenerative in subculturd a fost demonstrat de noi in urma cercetérilor executate pe variate
modele experimentale si la trei specii vegetale (ierboase, de interes alimentar sau ecologic),
respectiv cartof (doud varietati), sparanghel si roua cerului.

Utilizarea produsului care face obiectul prezentei cereri de brevetare, denumit de noi
suport superbasorbant, s-a efectuat cu scopul identificirii unui nou component de inlocuire a
agar-agarului din mediul de culturé, fie in sistem de crestere lenta (la temperatura scdzuta), fie
in conditiile specifice unei camere de crestere. Nu am identificat in literatura de specialitate
date referitoarea la folosirea acestui tip de suport in vitrocultura.

Se dau in continuare citeva exemple de realizare a inventiei, respectiv a procedurii de
inlocuire a agar-agarului cu suport superabsorbat, fie in regim de temperatura scdzuta
(procedura conducdnd la temporizarea cresterii fitoinoculilor, la cartof), fie la temperaturi
ridicate, de 23-25°C (conducdnd la stimularea cresterii biomasei, la sparanghel si roua
cerului).

in cazul experimentelor proprii, de utilizare a produsului pentru cultivare plantelor in
conditii in vifro, am procedat la urmitoarele manevre comune celor trei specii:

- Mediul de culturd Murashige — Skoog (MS) (1962), lichid, modificat de noi astfel:
lipsit de regulatori de crestere si de glicind, cu adaos de vitamine (tiamind HCI,
piridoxina HCI si acid nicotinic, cdte 1 mg/l), cu mezo-inozitol 100 mg/l, zaharozi 30
g/1), iar in loc de 7 g/l Difco Bacto Agar — cum indica reteta originald, am utilizat
suportul superabsorbat, céte o rondeld cu diametrul de 2 cm/recipient de culturi, peste
care a fost repartizat cite 5 ml.

- Sterilizarea mediului de culturd, impreuna cu rondela s-a efectuat prin autoclavare la
121 °C. Nu s-au constat modificéri ale pH-ului mediului de culturd, a culorii acestuia
sau a consistentei; dupa sterilizarea recipientelor s-a constatat faptul ca o parte din

mediul de culturd a fost absorbit in rondeld, rezultind o platforma poroasi, care a
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asigurat un suport ferm, excelent pentru inocularea explantelor, fard ca acestea si se
scufunde in mediul de culturi lichid.

- In vederea testarii reactiei diferitelor tipuri de fitoinoculi, pe astfel de medii de cultura
au fost inoculate trei specii vegetale, pentru a releva generalitatea metodei, si anume:

minituberculi de cartof (Solanum tuberosum var. Galanesti -14369 si Solanum

tuberosum var. Gersa - 14381) — doua varietati valoroase din punct de vedere
ecosanogen, datoritd continutului ridicat de antociani (au fost utilizati minituberculi
pentru ca se preteazi la stocarea la temperaturd scazuti, in vederea vitroconservirii),

precum si propaguli de sparanghel (4sparagus officinalis 1..), specie de interes agricol

si propaguli de roua cerului (Drosera rotundifolia), specie din flora spontani, toti

fitoinoculii necesitdnd, in mod obisnuit, mediu de cultura agarizat

- Dupid inoculare recipientele cu minituberculi de cartof au fost introduse in camera
frigorifica, la temperatura de 3-4 °C, in conditii de intuneric, in vederea
vitroconservirii acestora in conditii aseptice, totodatd urmairind evitarea incoltirii
acestora, iar recipientele cu sparanghel si roua cerului au fost amplasate in camera de
crestere, la temperatura de 23-25°C, iluminate fiind cu tuburi fluorescente (emitente de
lumind albd), cu o intensitate luminoasd de 1700 lucsi si fotoperioada de 16 h
lumind/24h. Pentru incubare si crestere, culturile au fost mentinute in aceste conditii
timp de 24 de saptamani (6 luni).

- Pentru toate experimentele, lotul martor a fost cultivat pe mediu de cultura MS
agarizat, lipsit de regulatori de crestere, iar conditiile de vitroculturd au fost identice cu
acelea in care au fost mentinute loturile testate.

- La fiecare 4 sidptimini au fost efectuate masurdtori biometrice care si reflecte
cresterea si dezvoltarea fiecarui lot experimental de plantule.

- La 6 luni de vitrocultura a fost testatd capacitatea de regenerare a fitoinoculilor de
cartof prin transferarea lor in cmera de crestere, iar la sparanghel si roua cerului am
procedat la subcultivarea lor pe mediul MS clasic, agarizat, lipsit de regulatori de
crestere, pentru a evidentia capacitatea nativd de crestere, fara stimulare fortatd a
acestora.

Rezultate inregistrate la fitoinoculii de cartof violet (Solanum tuberosum var.
Gdlanesti -14369):

La 6 luni de vitroconservare la temperatura scazuti de 3-4 °C, in conditii de intuneric,
lotul amplasat pe substrat superabsorbat nu a prezentat mugurasi, nici schimbare a culorii sau

vreun semn de necrozi, comparativ cu lotul martor — minitubercululi inoculati pe mediul de
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cultura agarizat — la nivelul cdrora, incepand cu luna a 5-a am semnalat procese morfogenetice
de formare de mugurasi, iar in luna a 6-a de vitroconservare s-a remarcat regenerarea unui
numér mediu de 1,27+0,14 tulpinite/minitubercul cu lungimea medie de 5,4+0,003 cm.

Dupa cele 6 luni de vitroconservare, minibutasii inoculati pe mediu de cultura lichid,
in care a fost introdus suportul superabsorbant, au fost transferati in camera de crestere, la
temperatura de 23-25°C, iluminate fiind cu tuburi fluorescente (emitente de lumini alba), cu o
intensitate luminoasd de 1700 lucsi si fotoperioada de 16 h lumind/24h, pentru a testa
capacitatea regenerativa. Dupd primele 2 siptimani de la transferarea culturilor in camera de
crestere s-a observat formarea de mugurasi, la nivelul ochiurilor minituberculilor, iar la 4
sdptimani de la transfer, acestia prezentau un numidr mediu de 0,9+0,37
tulpinite/minitubercul, avand lungimea medie de 1,8+0,001 cm, ceea ce demonstreazi faptul
cid minituberculii mentinuti la rece, pe suport superabsorbat si-au pastrat capacitatea
regenerativi de-a lungul perioadei de vitroconservare, datoritd faptului cd acest suport a
inglobat partial mediul de culturd lichid — acesta fiindu-i disponibil inoculului la nivelul de
contact a minituberculului cu suportul.

Rezultate inregistrate la fitoinoculii de cartof albastru (Solanum tuberosum var.
Gersa - 14381):

Timp de 6 luni si minituberculii acestei varietati de cartof, la fel ca si cei descrisi
anterior, inoculati fiind in mediu de culturd lichid, pe suport superabsorbant, si-au pastrat
aspectul din momentul inoculdrii, nu au prezentat mugurasi sau fenomenul de necrozi, in
timp ce la lotul martor — amplasat pe mediu de culturd agarizat — dupa primele 5 luni de la
initierea experimentului, minituberculii au prezentat mugurasi, iar la 6 luni de la startarea
experimentului, el au prezentat un numir mediu de 1,77+0,18 lastari/minitubercul, cu
lungimea medie de 3,04+0,01 cm.

La 6 luni de vitroconservare a fost testatd viabilitatea fitoinoculior, prin transferarea
lor in camera de crestere, in conditiile descrise anterior. Dupd primele 3 sdptimini de la
transfer a fost remarcata regenerarea de numerosi mugurasi la nivelul minituberculilor, iar la 5
sdptamani s-au biometrizat un numir mediu de 0,82+0,25 lastari/ minitubercul, acestia avand
lungimea medie de 1,81+0,003 cm.

Rezultate inregistrate la fitoinoculii de roua cerului (Drosera rotundifolia) — planta
carnivord, Intilnitd in flora spontani din Romania):

La 6 luni de vitrocultivare, la lotul martor (amplasat pe mediu de cultura agarizat) au
fost biometrizate, in medie 36,04+0,14 rozete/recipient, acestea avand diametrul cuprins intre

0,50 — 2,2 cm, in timp ce la lotul cultivat in mediu de cultura lichid, pe suport superabsorbant
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s-a remarcat un numdr mediu de 68+0,09 rozete/recipient (0 medie de 1,89 de ori mai mare
decat la lotul martor), avand diametrul de 0,50 — 2,2 cm, la ambele variante, rozetele aveau
culoarea verde intens — dovada a vitalititii lor. La nivelul lotului martor, dupa 6 luni de
vitrocultivare s-a constat un numar de 6 tije florale, in timp ce la inoculii cultivati pe suport
superabsorbant au format in medie cite 8 tije florale — dovada a influentei pozitive a metodei
de micropropagare, asupra cresterii inoculilor de Drosera.

Rezultate inregistrate la fitoinoculii de sparanghel (Asparagus officinalis) — planta de
interes alimentar:

La 6 luni de micropropagare inoculii lotului martor (cultivati pe mediu agarizat) au
prezentat calus verde-masliniu si in medie céite 12,04+0,33 lastari de culoare verde intens, cu
lungimea cuprinsa intre 1-5,5 cm, avand o greutate proaspitd medie a inoculului de 1,9531 g,
in timp ce inoculii cultivati in mediul de culturd lichid, amplasati fiind pe suport
superabsorbant, au prezentat in medie cite 15,86+0,12 lastari/inocul, avind o lungime
cuprinsi intre 1-5,5 cm, avand o greutate proaspatid medie a inoculului de 2,4815 g.

Procedura de temporizare a cresterii — sau de micropropagare in sistem de crestere
lentd la temperaturd scazutd — poate fi deosebit de utila tuturor béncilor de gene sau centrelor
de cercetare care urmdresc pastrarea germoplasmei in vitroculturd, prin prelungirea
subculturilor, reducandu-se astfel costurile micropropagirii; totodata este imperativ necesar ca
in momentul in care este nevoie ca acel material vegetal sa fie rapid multiplicat, sd nu existe
efecte remanente de inhibare a cresterii in subculturd, ambele cerinte fiind asigurate de
suportul superabsorbat testat de noi.

Eficientizarea micropropagdrii prin utilizarea produsului superabsorbant, care asigurd
un suport de sustinere a fitoinoculilor in mediul de cultura lichid, inlocuind traditionalul agar-
agar, este o tehnica noud, care poate fi utilizatd de producitorii din domeniu.

Concluzie: Suportul superabsorbat poate fi utilizat ca inlocuitor al agar-agarului, in
mediile de vitroculturd, fie in conditii de crestere lentd, la temperaturi scdzute, in camere
frigorifice (exemplu la cartof), cu pastrarea capacitiitii regenerative a fitoinoculilor, fie in
conditii normale de temperaturd, in camera de crestere si incubare a culturilor in vitro,
conducand la stimularea cresterii biomasei vegetale (exemplu la sparanghel si roua cerului).
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REVENDICARI

e Procedurd de inlocuire a agentului gelificant din mediile de culturd in vitro la
plante, cu un suport superabsorbat, alcatuit din microfibre sintetice de poliester,
caracterizatd prin aceea ci se preteazid la utilizarea in vitroconservare, prin
incubarea si cresterea fitoinoculilor pe astfel de medii, in camere frigorifice, la
temperaturi scizute.

e Procedurd de inlocuire a agentului gelificant din mediile de cultura in vitro la
plante, cu un suport superabsorbat, alcatuit din microfibre sintetice de poliester,
caracterizatd prin aceea ci se preteazi la incubarea si cresterea fitoinoculilor pe
astfel de medii, in camere de crestere a culturilor, la temperaturi de pana la 25

grade Celsius.
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