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Inventia se refera la un nou material s&ditor, reprezentat de vitroplantule de dud
Morus sp. inoculate cu endomicorize de tip vezicular-arbuscular, si la un procedeu de obti-
nere a acestuia, prin metode biotehnologice, acesta urmand a fi utilizat pentru cultivare pe
solurile contaminate cu plumb, si pentru practicarea sericiculturii, respectiv, pentru obtinerea
gogosilor de matase de la specia Bombyx mori L., destinate industriei textile.

Plantele de dud apartinand genului Morus sunt considerate plante cu importanta
economica pentru sericicultura, frunza de dud constituind unica sursa de hrana a viermilor
de matase din specia Bombyx mori. Din punct de vedere botanic, plantele de dud apartin
diferitelor specii din genul Morus, fiind plante unisexuat dioice, inmultite pe cale vegetativa
sau sexuata.

Valorificand totipotenta celulelor si tesuturilor meristematice ale plantelor de dud in
scopul donérii in vitro, s-au obtinut rezultate pozitive, mentionate in lucrari internationale si
nationale.

Pentru imbunatatirea parametrilor bioproductivi ai vitroplantulelor de dud, s-a luatin
considerare biofertilizarea acestora cu endomicorize de tip vezicular-arbuscular, rezultatele
experimentale fiind extrem de incurajatoare pentru cultura dudului in Romania, si permitand
utilizarea pentru prima data in tara noastra a acestui tip de material saditor.

Asociatiile de tip vezicular-arbuscular sunt cele mai raspandite tipuri de micorize
prezente in sistemele agricole, ceea ce explica interesul crescut in manipularea lor pentru
a fi incorporate in practicile de productie.

Inocularea cu endomicorize vezicular-arbusculare constituie o metoda de cultivare
cu efecte benefice in scopul reducerii aplicarii de fertilizanti chimici si de pesticide, ca
element cheie in abordarile durabile din agricultura si horticultura; se stie ca micorizele sunt
capabile sa colonizeze diferite habitate, succesul lor ecologic reflectdnd un grad ridicat de
diversitate a capacitatilor genetice si fiziologice ale fungilor endofiti. Aproape 6000 de specii
de fungi dintre Zygo-, Asco- si Basidio-micete au fost identificate ca micorizale, iar odata cu
dezvoltarea tehnicilor moleculare, noi specii micorizale si noi tipuri de asociatii sunt descrise
pe baza amprentarii ADN.

Efectul major al simbiozelor micorizale asupra plantelor gazda consta in cresterea
aportului de elemente minerale, in special al celor care, in stare ionica, prezintd o mobilitate
redusa, ori care sunt prezente in concentratii suboptimale (fosfor, amoniu, zinc, cupru,
inclusiv contaminanti precum plumbul). Micorizele ajuta plantele gazda sa reziste la stresul
abiotic prin ameliorarea deficientei nutrientilor, contribuie la cresterea tolerantei la seceta,
salinitate si la poluare, inclusiv cu metale grele precum plumbul.

Marialchim & colab. in “Studies on translocation of lead contaminants and their
accumulation in morus plants”, The 39th International Session of Scientific
Communications of the Faculty of Animal Science, Bucharest, Nov. 2010, Scientific
papers, seria D, vol. LIl - ZOOTEHNIE, pp. 67-70, se refera la un model experimental
pentru obtinerea unui material biologic, respectiv, rasaduri de Morus sp. necesare evaluarii
gradului de translocare a contaminantilor de plumb, si acumularea acestora in plantele de
Morus sp.

EP 0911387 (A2) se refera la o ciuperca izolata si purificata, din genul Glomus, care
formeaza o retea arbusculard de micorize cu plante metalofite Viola calaminaria sau V.
guestphalica, silaremedierea pentru agricultura a solului contaminat, folosind noua ciuperca
sau sporii sai, care formeaza o simbioza micorizala cu o plantad metalofita.

Problema tehnica pe care o rezolva inventia de fatd consta in remedierea pe cale
biologica a solurilor contaminate cu plumb, pentru reintroducerea lor in circuitul agricol.



RO 128587 B1

Potentialul biosintetic al radacinilor de la dud este putin studiat, fapt care evidentiaza
importanta cercetarilor privind stabilirea de clone in conditii in vitro, si experimentarea
biofertilizarii cu endorize vezicular-arbusculare a vitroplantulelor si a plantulelor de dud.

Combinarea efectului fungilor de micorize privind ecosistemul planta-sol la vitro-
plantele de dud creeaza premisa utilizarii cu succes a acestora in fitoremediere, adica in
procesul de detoxifiere a mediului poluat cu ajutorul acestor plante, abordare biotehnologica
de mare perspectiva.

Principalul obiectiv al inventiei a constat in obtinerea unui nou material saditor de
dud, printr-un procedeu biotehnologic, sub forma de vitroplantule de dud inoculate cu
endomicorize de tip vezicular arbuscular, destinate solurilor contaminate cu plumb.

Materialul saditor, conform inventiei, consta in vitroplantulele de dud Morus sp.
inoculate cu endomicorize de tip vezicular-arbuscular la un minim de 15% din biomasa
radiculara, endomicorize provenite din inocul brut de biomasa radiculara de porumb Zea
mays sau ceapa Allium cepa, sau inocul comercial care contine linii ale fungilor Glomus
mosseae, G. fasciculatum si Sclerocystis sp., si care au caracteristici genetice identice cu
ale formelor parentale, un continut de proteina de 28,5% si toleranta fiziologica de 100% pe
soluri contaminate cu plumb.

Procedeul de obtinere a vitroplantulelor, conform inventiei, consta in multiplicarea in
vitro a explantelor nodale rezultate din Iastarii lignifiati, stimulati ai mugurilor dorminzi,
utilizand mediul de culturd MS, hormonii de multiplicare BAP in doza de 1 mg/l si KIN in doza
de 1...2 mg/l, hormonul de inradacinare IBA in doza de 1 mg/l, inocularea vitoplantulelor cu
inocul brut de biomasa radiculara de porumb Zea mays sau ceapa Allium cepa, in doza de
50 g/1000 g substrat, sau inocul comercial, care contine linii ale fungilor Glomus mosseae,
G. fasciculatum si Sclerocystis sp. in doza de 30 mg/1000 g substrat, controlul inocularii prin
metoda Trypan blue si selectia vitroplantulelorinoculate prin control randomizat pe diagonala
campului de repicare la un numar minim de 10 plante/1000 vitroplantule, céat si
suprainocularea repetata de cel mult 3 ori; la sfarsitul perioadei de vegetatie, existenta unui
numar de 10% de plante de dud necolonizate va fi considerata in limite normale.

Inventia prezinta urmatoarele avantaje:

- noul tip de material saditor de dud prezinta o rezistenta sporita la agentii patogeni
specifici;

- sistemul radicular al acestui material s&ditor permite o mobilizare si o absorbtie mai
buna a macro- si microelementelor din sol, inclusiv a unor metale grele imobilizate in
particulele de sol, realizand astfel si decontaminarea solurilor la nivele optime de continut;

- noul tip de material saditor de dud permite valorificarea terenurilor contaminate cu
metale grele (zinc, cupru, plumb) necesare agriculturii, respectiv, sericiculturii;

- cercetarile recente au abordat aspecte privind infiintarea unor plantatii de dud cu
destinatie sericicola pe terenurile contaminate cu plumb, ce permit valorificarea economica
a acestora prin includerea in circuitul agricol;

- cercetarile efectuate de catre autorii inventiei au condus la obtinerea unui material
saditor de dud cu toleranta fiziologica totala pe solurile contaminate cu plumb.

Se d3, in continuare, un exemplu concret de realizare a inventiei.

Realizarea inventiei consta in parcurgerea urmatoarelor etape de executie:

- realizarea vitroplantulelor de dud;

- obtinerea inoculului endomicorizal de tip vezicular-arbuscular, sub forma de inocul
brut, provenit din biomasa radiculara a plantelor de Zea mays sau Allium cepa, sau sub
forma de inocul comercial;
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- realizarea de vitroplantule de dud inoculate cu endomicorize de tip vezicular
arbuscular si repicarea acestora;

- controlul colonizarii prin metoda de colorare cu Trypan blue, selectia vitroplantulelor
de dud inoculate cu endomicorize vezicular-arbusculare din campul de repicare, si
suprainocularea materialului saditor de dud necolonizat.

Realizarea vitroplantulelor de dud cuprinde parcurgerea unui procedeu de lucru
laborios.

Biotehnologiile de multiplicare a plantelor de dud fac referire la obtinerea de vitroplantule
prin culturi de tesuturi, meristeme si, in ultima perioada de timp, prin culturi de celule. Formule
nutritive pentru mediile de cultura au fost standardizate, fiind stabilite pe baza unor testari
privind tipul si concentratiile diferitelor substante constitutive, in functie de procesul morfogenetic
ce urmeaza sa fie indus.

Pentru multiplicare in vitro a plantelor de dud este utilizat mediul bazal Murashige -Skoog
(1962), bogat in azot, care s-a dovedit a asigura la nivel optim elementele nutritive pentru
dezvoltarea explantelor cultivate. Acest mediu bazal constituie formula nutritiva optima pentru
initierea culturilor de meristeme si de apexuri.

Multiplicarea in vitro a plantelor de dud se face avand drept sursa de explante |astari
vegetativi obtinuti din muguri dorminzi de iarna, stimulati sa intre in vegetatie.

Procedeul de lucru parcurge urmatoarele etape:

Obtinerea sursei de explante se realizeaza prin fortarea lastarilor lignificati, recoltati
din colectia sau plantatia de dud, in perioada noiembrie-decembrie, perioada de repaus
vegetativ. Stimularea se realizeaza prin simularea conditiilor de dezmugurire, prin amplasarea
acestor lastariin vase cu apa de robinet si asigurarea unei temperaturi ambientale de 24...25°C.
Dupa 60 de zile, din mugurii dorminzi se vor dezvolta apical |astarii erbacei care vor constitui
sursa de explante.

Sterilizarea materialului vegetal consta intr-o operatie de spalare cu apa normala de
robinet (presterilizare) a lastarilor, necesara pentru eliminarea mecanica a unor contaminanti.
Lastarii erbacei sunt taiati in bucéti de circa 1,5...2,0 cm, fiecare contindnd un mugure axilar
care va deveni un explant nodal, rezultéand totodata si explante apicale. Sterilizarea efectiva
se realizeaza cu HgClI, in concentratie de 0,03% timp de 30 de min, explantele nodale fiind
amestecate in continuu in aceasta solutie, dupa care sunt spalate cu apa distilata timp de
10 min, in 3 reprize. Sterilizarea poate fi realizata si prin utilizarea unei solutii de 3...5% de
hipoclorit de potasiu (produsul comercial Domestos).

Initierea culturii primare (inocularea) are loc in conditii aseptice la hota de flux laminat.
Mediul de cultura utilizat este de tip Murashige-Skoog cu 0,8% agar, distribuitin vase de cultura
tip "baby food", mediul de culturd fiind suplimentat cu hormoni de multiplicare
(benzinaminopurina BAP si kinetina KIN) in urmé&toarea combinatie de dozaj:

- 1 mg/l BAP + 1 mg/l KIN, pentru soiurile de dud ce emit usor radacini adventive;

-1 mg/l BAP + 2 mg/l KIN, pentru soiurile de dud reticente.

Vasele de cultura, precum si mediul de cultura sunt sterilizate prin autoclavare realizata
la 121°C si la o presiune de 1,1...1,2 atm.

Inainte de autoclavare, mediului bazal trebuie sa i se corecteze pH-ul la valori de
56...5,8.

Dupainoculare (agsezarea explantelor nodale in vasele de cultura sterilizate pe mediul
de cultura se face cu respectarea polaritatii normale), vasele de cultura sunt sterilizate prin
flacara si obturate cu rola parafilm, fiind trecute in camera de crestere.

Incubatia culturii initiale si multiplicarea constau in transferarea in camera de
incubare (de crestere) a vaselor de cultura pentru o perioada de 15 zile, la o temperatura de
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25...28°C, iluminata artificial, cu o fotoperioada de 16:8, la o intensitate de 3000 lux, utilizand
un temporizator. Incubatia culturii dureaza 15...21 zile.

Subcultivarea este necesara pentru obtinerea clonelor de la acelagi apex, in conditiile
utilizarii apexurilor caulinare, si consta in transferarea de la cultura initiala a unor explante
in vase de cultura cu mediu proaspat.

inradacinarea si regenerarea plantelor autonome se realizeaza atunci cand |&starii
dezvoltati in vasele de culturd ating lungimea de 2,5...3,0 cm, si are drept scop obtinerea
radicelelor prin schimbarea mediului de cultura la care formula rdmane neschimbata (cu
exceptia agarului care nu se mai adauga), mediul de culturd fiind lichid. Mentinerea
vitroplantulelor in mediul de cultura lichid se realizeaza prin utilizarea unor punti mici de
hartie de filtru, inradacinarea fiind asiguratd prin suplimentarea mediului de culturad cu
hormonul IBA (acidul indolilbutiric) in concentratie de 1 mg/l. Conditile de mediu, de
temperatura si lumina se pastreaza la aceiasi parametri. Primele proimordii radiculare apar
la un interval de 10...15 zile de la trecerea pe mediul de cultura lichid.

Aclimatizarea este stadiul in care plantele sunt transferate in vase de cultura cu apa
de robinet, dupa ce in prealabil au fost bine spalate de resturile mediului de cultura. Acest
stadiu ex situ este necesar pentru fortificarea sistemului radicular si adaptarea sistemului
foliar al plantulelor la un continut de umiditate scazut al mediului ambiant, pentru depéasirea
asa-numitului "soc de aclimatizare”. Dupa o perioada de 15 zile, plantulele sunt transferate
in ghivece care contin un substrat de cultura solid, format din pamant de telina, mranita si
nisip in proportie de 1:1:1, cu un pH de 5,8. Substratul solid folosit pentru transferul vitro-
plantulelor trebuie autoclavat (tratament profilactic). in conditii de microclimat optim, vitro-
plantulele de dud se vor lignifica, in vederea repicarii, dupa o perioada minima de 90 de zile.

Obtinerea inoculilor endomicorizali de tip vezicular-arbuscular se realizeaza
procedand astfel, pentru obtinerea inoculului brut:

Din parcelele cultivate cu porumb sau ceapa, se recolteaza biomasa radiculara a
plantelor, de la 0 adancime a solului de 20...30 cm, urmand a fi conditionata prin maruntirea
materialului vegetal, cu ajutorul unei mori cu ciocanele, inclusiv a particulelor de sol
aderente, urmata de omogenizarea cu ajutorul unui melc transportor. Perioada optima pentru
recoltarea biomasei radiculare este in fenofaza de postrecoltare a productiei principale.
Inoculul brut astfel obtinut se pastreaza in conditii de depozitare cu umiditate relativa a
aerului de maximum 60%, fara pericol de mucegai sau de rozatoare. Forma de prezentare
poate fi vrac sau in saci de 50 kg.

Utilizarea biomasei radiculare de porumb sau ceapa asigura un inocul brut de
endomicorize de tip vezicular-arbuscular sigur, dar, pentru sigurantd, inainte de utilizare, se
procedeaza la controlul acestuia, prin metoda de colorare Trypan blue.

Biofertilizarea vitroplantulelor de dud cu endomicorize se poate realiza si prin
folosirea unor biofertilizanti comerciali, specializati pentru tipul vezicular-arbuscular.

Realizarea vitroplantulelor de dud inoculate cu endomicorize de tip vezicular-
arbuscular, si repicarea acestora cuprind lucrérile de obtinere a substratului de repicare
format din pamant de telinda, mranita si nisip, in proportii egale, ce se sterilizeaza prin
autoclavare la temperatura de 110°C, timp de 60 min. Dupa racire, substratul de repicare
este amestecat cu inoculul brut in doza de 50 g/1000 g amestec de substrat, sau in doza de
30 mg inocul comercial/1000 g de substrat. Biofertilizantii comerciali contin flora activa si linii
selectate ale fungilor de Glomus mosseae, G. fasciculatum si Sclerocystis sp.

Substratul de repicare inoculat se pune in cutii de repicare sau se modeleaza in brazde
derepicare, cu o inaltime minima de 40 cm. Plantulele de dud se repica in substratul biofertilizat,
asigurand o densitate de 100 plantule/m?, perioada de inoculare fiind de 45...50 zile. Lucrarile
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de ingrijire executate in aceasta perioada sunt plivitul, respectiv, prasitul si udarea sau
irigarea. Perioada de repicare poate fi prelungita pentru intreaga perioada de vegetatie, daca
se utilizeaza inoculul comercial.

Controlul colonizarii si selectia vitroplantulelor de dud inoculate se realizeaza prin
aplicarea metodei de colorare cu Trypan blue.

Controlul si selectia vitroplantulelor de dud inoculate prin aceastd metoda se face prin
control randomizat pe diagonala campului de repicare la un numar minim de 10 plante/1000
vitroplantule.

Vitroplantulele de dud necolonizate se vor suprainocula prin administrarea inoculului
brut sau comercial in dozele mentionate, in zona radiculara a fiecarei plantule, toate plantele
urmand a fi udate zilnic, timp de 7 zile, apoi udarile urmatoare devenind saptamanale.
Suprainocularea se poate repeta de cel mult 3 ori; la sfarsitul perioadei de vegetatie,
existenta unui numar de 10% de plante de dud necolonizate este consideratd in limite
normale.

Caracteristicile genetice ale plantulelor de dud colonizate sunt identice cu formele
parentale, iar continutul de proteina a crescut, fiind de peste 28,5%, comparativ cu o medie
de 26,5% la vitroplantulele fara endomicorize. Vitroplantulele de dud colonizate cu endomi-
corize au prezentat o rata de supravietuire de 100% pe substrat contaminat cu plumb,
manifestand o toleranta fiziologica totala.

Biotehnologiile utilizate pot fi aplicate in toate laboratoarele si centrele de
biotehnologii, la scara industriald. Rezultatele cercetarilor care au permis obtinerea noului
tip de material saditor de dud s-au testat in conditii de productie industriald, obtindndu-se un
numar de peste 10000 vitroplantule de dud inoculate cu endomicorize de tip vezicular-arbus-
cular, pe durata unei luni normale de lucru. Toate terenurile contaminate cu plumb pot fi
cultivate cu noul tip de material saditor de dud, pentru practicarea sericiculturii, activitate
agricola nealimentara.



RO 128587 B1

Revendicari

1. Vitroplantule de dud Morus sp. inoculate cu endomicorize de tip vezicular-
arbuscular la un minim de 15% din biomasa radiculara, endomicorize provenite din inocul
brut de biomasa radiculard de porumb Zea mays sau ceapa Allium cepa, sau inocul
comercial care contine linii ale fungilor Glomus mosseae, G. fasciculatum i Sclerocystis sp.,
si care au caracteristici genetice identice cu ale formelor parentale, un continut de proteina
de 28,5% si toleranta fiziologica de 100% pe soluri contaminate cu plumb.

2. Procedeu de obtinere a vitroplantulelor de dud Morus sp. definite la
revendicarea 1, care consta in multiplicarea in vitro a explantelor nodale rezultate din lastarii
lignifiati, stimulati ai mugurilor dorminzi, utilizdnd mediul de culturd MS, hormonii de
multiplicare BAP in doza de 1 mg/l si KIN in doza de 1...2 mg/l, hormonul de inradacinare
IBA in doza de 1 mg/l, inocularea vitoplantulelor cu inocul brut de biomasa radiculara de
porumb Zea mays sau ceapa Allium cepa, in doza de 50 g/1000 g substrat, sau inocul
comercial, care contine linii ale fungilor Glomus mosseae, G. fasciculatum si Sclerocystis sp.
in doza de 30 mg/1000 g substrat, controlul inocularii prin metoda Trypan blue si selectia
vitroplantulelor inoculate prin control randomizat pe diagonala cdmpului de repicare, la un
numar minim de 10 plante/1000 vitroplantule, cat si suprainocularea repetata de cel mult
3 ori; la sféarsitul perioadei de vegetatie, existenta unui numar de 10% plante de dud necolo-
nizate este considerata in limite normale.

Editare si tehnoredactare computerizatd - OSIM
Tiparit la: Oficiul de Stat pentru Inventii gi Marci
sub comanda nr. 96/2016
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