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PROCEDURI DE PREVENIRE SAU DE ANIHILARE A HIPERHIDRIEI LA
FITOINOCULI CU AJUTORUL APEI PI

DESCRIERE

Domeniul tehnic

Inventia se referd la doud proceduri: una de anihilare, cealaltd de prevenire a unui
fenomen neoplazic care apare la nivelul fitoinoculilor si anume hiperhidria, utilizind apa Pi.

Stadiul tehnicii

in industria de micropropagare exista importante pagube economice in urma aparitiei de
necontrolat a hiperhidriei, un fenomen neoplazic caracterizat prin modificdri de ordin morfo-
anatomic, fiziologic, biochimic si ultrastructural, mai ales la specii recalcitrante, precum cele ale
genului Beta, Asparagus, Petunia, Coleus si incd nu s-au putut descoperi solutii cu valoare
practica mondiala si mai ales cu caracter de generalizare.

Factorii care induc si sustin o astfel de stare, la nivelul vitroplantulelor sunt necunoscuti.
La actualul nivel al cunostintelor, sunt incriminate variate cauze, ca fiind producatoare de
hiperhidrie, la vitroculturile vegetale. Dintre cei mai des mentionati sunt: temperaturi prea
ridicate in camerele de crestere; atmosfera din recipientele de culturd; natura si concentratia
regulatorilor de crestere; sursa de carbon; umiditatea excesiva din vasele de culturd; starea fizica
a mediului de culturd si agentul solidificant; agentul chimic de dezinfectare a suprafetei
materialului vegetal; concentratia ionilor de amoniu; dar i o anumitd predispunere geneticd a
unor specii vegetale, la acest fenomen etc. (Cachita si colab., 2004).

Potrivit literaturii de specialitate - deosebit de bogatd in acest domeniu, ceea ce
demonstreaza interesul acordat de cercetdtori acestui fenomen - metodele de prevenire a
hiperhidriei sunt variate, printre acestea mentionam ventilarea recipientelor de culturd pentru
eliminarea excedentului de etilend nativa, suplimentarea concentratiei de agar-agar in substrat,
anihilarea productiei de etilend in vasele de culturd, prin addugarea in compozifia acestora de
siruri de azotat de argint sau de clorurd de cobalt s.a.m.d.. Procedurile de prevenire sau de
anihilare a hiperhidriei pot fi grupate in functie de factorii exogeni (ecofiziologici) sau endogeni
care produc fenomenul. In hiperhidrie, situatia generala este extrem de complexa si polifactoriala,
iar reactia fitoinoculilor — in conditiile create — este dependentd de modul de filtrare” a acestora

de catre factorii endogeni si de capacitatea adaptativa a fitovitroculturilor in regimul creat. Aceste
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proceduri deja cunoscute, de reducere a hiperhidriei, prezinta dezavantajul ¢ inhiba si procesul
de multiplicare desfasurat la nivelul inoculilor, atenueazd marcant cresterea, micsoreazi
randamentul intr-o unitate de productie, ridica costurile si scad calitatea rasadurilor. Industria
moderna este axata pe inmultirea plantelor de interes economic in bioreactoare, in regim submers,
sistem care favorizeaza, o data in plus, aparitia hiperhidriei.

Eficienta masurilor practicate pana in prezent, in eradicarea hiperhidriei este inca slaba,
iar reactia fitoinoculilor este — intr-o foarte mare méasurd — dependentd de genotipul vegetal
vitrocultivat. Dintre metodele practicate pand in prezent in scopul prevenirii hiperhidriei amintim
(dupa Cachitd si colab., 2009): evitarea suprapopuldrii recipientelor de culturd; cresterea
concentratiei de agar-agar; utilizarea unor punti de hartie sau de lignoscheleton in mediul lichid;
scaderea concentratiei de citochinine; eliminarea ionilor de amoniu din compozitia mediului de
culturd; cresterea concentratiei de Fe sau de Mg; aport suplimentar de Ca; inlocuirea agar-
agarului cu pectind sau cu agar hidrolizat; addugarea carbunelui activ in mediul de cultura;
utilizarea unui retardant de tipul acimidolului sau paclobutrazonei in mediul de culturd din
bioreactoare; addugarea in mediul de cultura a unor hidrolizate preparate din proteine din peste;
addugarea de manitol sau sorbitol mediului de culturd; addugarea de elemente rare (La, Ce sau
Nd) in compozitia mediului de culturd; racirea zonei superioare a recipientelor de culturd, timp de
28 de zile; cocultura fitoinoculilor cu tulpini ale bacteriei Pseudomonas.

Metodele de anihilare a hiperhidriei deja instalate la nivelul fitoinoculilor mentionate de
literatura de specialitate sunt: subcultivarea de pe medii cu benziladenind, pe medii lipsite de
regulatori de crestere; altoirea lastarilor vitrificati pe altii nevitrificati; rdcirea bazei recipientelor
de culturd sau mentinerea culturilor la 5 OC, timp de 5 zile; subcultivarea lastarilor hiperhidrici
pe medii in care agar-agarul a fost inlocuit cu amestec de amidon de porumb si Gelrite; ventilarea
vaselor de culturd cu ajutorul unor capace speciale; utilizarea unui sistem de imersie si
suplimentarea CO, (dupa Cachita si colab., 2009).

Existd o metodd elaboratd de catre noi tot in scopul anihilarii (cu o eficienta ridicatd) a
hiperhidriei deja instalate la nivelul vitroplantulelor, prin culturi in dublu strat utilizdnd apa
saracitd in deuteriu (Cachitd si colab., in curs de brevetare). De asemenea, tot cu ajutorul apei
saricite in deuteriu, noi am reusit sd prevenim aparitia fenomenului neoplazic. Cele doud
proceduri pe care dorim sa le propunem acum pentru brevetare, fatd de cele amintite anterior -

care fac deja obiectul unei cereri de brevetare — prezinta avantajul ca utilizeaza apa Pi, care este
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de 20 ori mai ieftind, comparativ cu apa sarécitd in deuteriu, iar la specii precum Petunia a avut
un efect mai bun comparativ cu apa saracitd in deuteriu.

incepand de primele cercetari ale hiperhidrie, descrisa pentru prima data de Gautheret, in
anul 1977, cercetatorii au descris aspectele fiziologice, morfo-anatomice si ultrastrastructurale ale
fenomenului. Existd mai multe grade de hiperhidrie, in ceea ce priveste exteriorizarea {caracterele
fenotipice) fitoinoculilor, in marea lor majoritate, simptomele de anormalitate descrise sunt
ireversibile, factorul genetic actionand de manierd decisivd in amploarea destructiilor si a
malformatiilor provocate biostructurilor vegetale de catre conditiile ambientale in care evolueazi
fitoinoculii (George, 1996). Uneori, comparativ cu ldstarii normali, vitrotulpinitele cu simptome
slabe de hiperhidrie manifestd o crestere mult mai rapida (Aitken si colab., 1985), ele prezentand
o ratd mai ridicatd de regenerare de mugurasi axilari, insd, dacd conditiile de vitroculturd nu se
echilibreaza, unele dintre aceste avantaje pot si dispard, iar plantulele sa intre intr-un stadiu mai
avansat de hiperhidrie si sd piard. Pentru ca hiperhidria sd poatd fi valorificatd in tehnicile de
micropropagare, atunci cdnd se doreste cresterea masei vegetale aeriene, este recomandat
utilizarea unor metode de inlaturare a fenomenelor nedorite, manifeste la nivelul vitroplantulelor
vitrificate, astfel incit s se reuseascd aclimatizarea cu succes a exvitroplantulelor, in momentul
transferarii lor in mediu septic.

Procedeul conform inventiei noastre are la baza substituirea — totald sau partiala — a apei
bidistilate din compozitia mediilor de culturd, cu apa Pi. Principiile metodelor inventate de noi
consta fie in prevenirea, fie in anihilarea procesului de hiperhidrie, la nivelul variatelor tipuri de
fitoinoculi, cu ajutorul apei Pi.

Pentru cunoasterea factorilor implicati in fenomenele de cancerizare a celulelor vegetale,
vitrocultivate, sub actiunea unor conditii exogene, care exercitd o stare de stres, noi am facut
multiple cercetéri privind cresterea fitoinoculilor in variate conditii, suplimenténd aceste studii cu
analize de enzimologie si cu examindri de microscopie electronicd. Am reusit s provocam
hiperhidria cu ajutorul tratamentelor cu Ethrel, un preparat comercial care are ca principiu de
baza acidul cloroetilfosfonic, ce — in timp — se descompune in etilena si in acid fosforic, etilena,
fiind unul dintre principalii factori cauzatori de hiperhidrie, in conditiile in care sunt depasite
anumite praguri de tolerantd; prin cresterea in recipientele de culturd a nivelului de etilend se

declanseaza, in tesuturi — aproape instantaneu — hiperhidria.
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Problema tehnicid pe care o rezolva inventia este realizarea a douad proceduri, prima
vizdnd prevenirea, iar cea de-a doua anihilarea hiperhidriei din vitroculturile vegetale, prin
inlocuirea din compozitia mediului de vitroculturd a apei distilate cu apa Pi, respectiv prin
realizarea unui sistem in dublu strat, in care, peste un strat de mediu de culturi solid, mineral, de
baza, Murashige — Skoog (1962), cu modificérile aduse de noi, s-a addugat un al doilea strat,
lichid, ca supernatant, cu continut de apa Pi.

in raport cu stadiul tehnicii, inventia prezintd urmatoarele avantaje: costuri mult mai
reduse de micropropagare; eficientd bund in producerea rezultatului scontat (inlaturarea
hiperhidriei); aplicabilitate facila, atat din punct de vedere al componentei utilizate (apa Pi), cat si
a realizarii procedurii.

Tehnicile - conform modelelor propuse de noi pentru prevenirea, respectiv pentru
anihilarea hiperhidriei - vizeaza fie substituirea totald a apei distilate din substratul de culturd a
fitoinoculilor cu apd Pi, fie efectuarea de culturi in dublu strat, in care peste mediul de cultura
agarizat, pe care se afla fitoinoculii, s3 se aplice un supernatant constand din apa Pi sau o solutie
— de exemplu de glucozi sau de zaharozi — preparata cu apa Pi. In primul caz, masura determina
prevenirea aparitiei fenomenului neoplazic, iar in cel de al doilea, prin aplicarea supernatantului
peste vitroplantulele deja aflate intr-un stadiu incipient de vitrificare, tehnica conduce la
anihilarea sau atenuarea fenomenului respectiv, efect descoperit de noi in urma cercetérilor
executate pe variate modele experimentale si la mai multe specii vegetale.

Se dd in continuare cate un exemplu de realizare a inventiei, respectiv a celor doud
proceduri, de prevenire si de anihilare a hiperhidriei din vitroculturi:

in scopul prevenirii hiperhidirei, la vitroculturile de sfecla de zahir (Beta vulgaris var.
Saccharifera) (predispuse, In foarte mare masurd, in mod nativ, la hiperhidirie), minibutasii
uninodali, apicali — proveniti de la vitroplantule rezultate in urma germinarii semintelor in
conditii aseptice, pe un mediu mineral Murashige-Skoog (MS) (1962), '%, lipsit de regulatori de
crestere, aportul de compusi organici fiind modificat de noi — in raport cu reteta originald — dupa
cum urmeazd: tiamind HCI, piridoxina HCI si acid nicotinic, cate 0,1 mg/l, in loc de 0,5 mg/l;
totodatd, mediul a fost lipsit de glicinad si a continut doar 20 g/l zaharoza, in loc de 30 g/,
concentratia stipulata in reteta originald; solidificarea mediului de cultura s-a facut cu 7 g/l agar-
agar, iar pH-ul mediului de cultura a fost ajustat la valoarea de 5,7, prealabil autoclavérii acestuia.

Minibutasii au fost subcultivati tot pe mediu de culturd descris anterior, dar cu componentele
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minerale ale mediului neinjumatétite si cu adaos de 2,5 mg/l BA. Componentele chimice au fost
dizolvate fie in apd distilatd, la lotul control (de referintd), mediul fiind lipsit de regulatori de
crestere (varianta V), fie — intr-o varianta secundarad (V;) — mediul a continut si citochinini de
sinteza; benziladenind (BA) inductoare de hiperhidrie, fie — la varianta V, —toate substantele au
fost solvite in apa Pi, in substrat fiind prezentd si BA in concentratie de 2,5 mg/l, similari cu cea
folosita la varianta V), utilizatd pentru provocarea hiperhidriei.

Dupa inocularea minibutasilor, recipientele de cultura au fost amplasate timp de 30 de zile
in camera de crestere, la temperatura de 23-25° C, iluminate fiind cu tuburi fluorescente (emitente
de lumina alba), cu o intensitate luminoasd de 1700 lucsi si fotoperioada de 16 h lumina/24h.

Daci la lotul martor (cu continut de BA si preparat cu AD), la care din totalul mediu de 9
frunzulite, in medie de 3,5 (cca 1/3 sau 38% hiperhidrie din totalul de frunzulite) exemplare
sufereau de un avansat stadiu de transparentizare (hiperhidrie), la lotul de vitroplantule cultivat pe
medii de culturd preparate cu apd Pi (cu adaos de 2,5 mg/l BA), procentul de frunzulite
hiperhidrice a fost mult mai scdzut decat la varianta martor cu 85,7%. Altfel spus, din totalul de 7
frunzulite/inocul, in medie doar 0,5 exemplare sufercau de hiperhidrie (adica incidenta
hiperhidriei per lot experimental a fost de 7%). Deci, apa Pi a avut o contributie majora in
prevenirea producerii hiperhidriei la sfecla de zah&r. Rezultatele privind indicii de crestere au fost
asigurate statistic, iar aspectele privind starea de normalitate/anormalitate a frunzelor au fost
evaluate structural, ultrastructural si biochimic.

in scopul anihilirii efectelor nedorite provocate de hiperhidrie, produse la nivelul
vitroplantulelor de Coleus si de Petunia, am realizat un sistem de vitroculturd in dublu strat, caz
in care peste materialul vegetal hiperhidric s-a aplicat un supernatant. Mediul de culturd utilizat
ca substrat agarizat a fost cel folosit de noi anterior (Bazd MS, 1962), lipsit de regulatori de
crestere; conditiile de vitroculturd au fost identice cu cele amintite mai sus. Dupé 60 de zile de
vitroculturd, hiperhidria a fost manifesta fie din cauza mentinerii culturilor la temperaturi de 40°C
(la Coleus), fie ca urmare a inlocuirii agentului de solidificare agar-agar, cu biogel, in fragmente
de lignoscheleton de lufa (la Petunia). Pentru a anihila hiperhidria, in conditii sterile, peste
vitroculturi s-a aplicat al doilea strat, ca supernatant, care a constat din:

& la Coleus: V - apa distilata (AD) (martor);
V. —apa Pi (APi);
V; - solutie de glucoza 1,5 %, preparatd in apd distilatd (G);
V3 - solutie de glucoza 1,5 %, preparatd in apa Pi (G — APi).

6
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+ la Petunia: V, - apa distilatd (AD) (martor);
V. —apa Pi (APi).

La 30 zile de la administrarea celui de al doilea strat, cu continut de apa Pi sau/si glucoza,
reactia vitroplantulelor de Coleus rezultate in subculturd din vitroculturi hiperhidrice tratate cu
diferite ape, a fost in dependentd de tipul de supernatant administrat - cel de al doilea strat din
sistemul de culturd dublu strat. Astfel, vitroculturile potrivit variantelor Vo - AD (martor), V,; —
APi, V3 - G (solutie de glucozd 1,5 %) au rdmas intr-o stare avansatad de hiperhidrie, neputand fi
aclimatizate (s-au ofilit in procent de 100%). La Coleus unica variantd, si anume V3 - G-APi
(adica solutie de glucozda 1,5 %, preparatd in apa Pi) a condus la neoformarea — la nivel apical —a
doud noduri care prezentau tulpinita si frunzulitele cu un aspect foarte apropiat de cel normal —
fiind lipsite de hiperhidrie

Deoarece partea bazald a vitroplantulelor astfel tratate si-au mentinut starea de
hiperhidrie, nodurile apicale, neoformate, nehiperhidrice, dezvoltate peste supernatant, au fost
excizate si subcultivate pe medii de culturd proaspete MB — MS (1962), lipsite de regulatori de
crestere si de apd Pi. Dupd alte 4 saptdmani, din apexurile subcultivate au rezultat si vitroplantule
normale, apte de a fi transferate in mediul septic de viatd, intr-un amestec de tip turbd cu perlita,
in raport de 3:1, in incubatoare de 5/22/35 cm, acestea supravietuind in procent de 88% (Petrus si
colab., 2008). Reusita aclimatizarii acestor vitroplantule de Coleus indicd faptul ca a avut loc o
normalizare a functiilor celulare, a proceselor proliferative si a proceselor metabolice, cele mai
ridicate procente de supravietuire fiind inregistrate la plantulele provenite din culturile cu
supernatant constand din amestec de G si APi.

Plantulele hiperhidrice de Petunia au fost regenerate pe medii de cultura MS — MB
solidificate cu biogel, pe suport de lignoscheleton de lufa avand un aspect firav, tulpinitele fiind
usor contorsionate, frunzulitele mici, translucide, rdsucite, unele fiind chiar necrozate (Petrus -
Vancea si colab., 2008).

Dupd 30 de zile de la administrarea celui de al doilea strat de apd, peste mediu solid,
bazal, la loturile ale caror vitroplantule hiperhidrice au fost tratate cu APi, comparativ cu lotul
martor, submersat in apd distilatd, la care procentul de hiperhidrie era 130%, cu 30% mai ridicat,
fata de situatia prealabild aplicarii celui de al doilea strat, s-a observat regenerarea in medie a trei
noduri pe tulpinita principald, iar fenomenul de hiperhidrie nu a mai fost pus in evidentd. Aceste

vitroplantule, in intregimea lor, au revenit la starea de normalitate, iar partea vegetald aeriana
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neoformatd dupd aplicarea supernatantului constand din APi, care s-a inéiltat deasupra acestuia, a
prezentat aspecte morfologice normale, tulpinitele si frunzulitele dobandindu-si opacitatea,
hiperhidria fiind anihilatd considerabil in regim de culturd ,,dublu strat” cu APi - lipsit de alte
adaosuri — in calitate de supernatant.

Dacé la Coleus, apa Pi a avut efecte benefice numai in amestec cu glucoza, la Petunia,
acest tip de ap4, aplicat individual, a condus la eradicarea 100% a hiperhidriei, de mentionat fiind
faptul cé vitroplantulele de Coleus se aflau intr-o stare mai avansata de hiperhidrie decét cele de
Petunia.

La 30 de zile de la transferarea ex vitro a plantulelor de Perunia sp. tratate de hiperhidrie,
mentinute in regim de dublu strat, sub un supernatant constdnd din apd Pi, procentul de
supravietuire a exvitroplantulelor a fost de 95%, in timp ce vitroplantulele de pe mediu martor,

submersate partial in apa distilata s-au ofilit, in totalitate.
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REVENDICARI

Procedura de prevenire a aparitiei hiperhidriei la nivelul fitoinoculilor, caracterizata
prin aceea ci utilizeazd apa Pi, In prepararea mediul de culturd destinat cresterii
culturilor in vitro vegetale.

Procedurd de anihilare a hiperhidriei deja instalate la nivelul fitoinoculilor, respectiv
de salvare a vitroculturilor suferinde de hiperhidrie, caracterizati prin aceea ca
utilizeazd un sistem de culturi in dublu strat, cel bazal solidificat cu un agent
solidificant, iar cel de al doilea strat, lichid, aplicat ca si supernatant, continidnd in

compozitia sa apd Pi sau glucoza.
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