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(57) Rezumat:

Prezenta inventie se referd la un procedeu de gelifi-
care i colorare a mediilor de culturd aseptice, destinate
cresteriiin vitro a fitoinoculilor, utilizand, ca Tnlocuitor de
agar-agar, particule sau sfere de poliacrilamidd variat
colorate, avand capacitatea de a se imbiba in prezenta
apei, crescand Tn volum. Acest material poate fi
sterilizat prin autoclavare la 120°C, Impreuna cu restul
componentelor din mediul de culturd, se gelificd prin

rdcire si poate fi inoculat cu explante vegetale ce pot fi
crescute Tn conditii de sterilitate. Gelurile colorate astfel
inoculate au un efect estetic deosebit si pot fi comer-
cializate cu succes la un pref mult mai mic decét cele
obtinute utilizand, ca mediu de culturd, agar-agar.

Revendicari: 1
Figuri: 3

Cu incepere de la data publicdrii cererii de brevet, cererea asigurd, in mod provizoriu, solicitantului, protecfia conferitd potrivit dispozifiilor
art.32 din Legea nr.64/1991, cu excepfia cazurior in care cererea de brevet de invenfie a fost respinsd, retrasd sau consideratd ca fiind retrasd.
Intinderea protecfiei conferite de cererea de brevet de invenjie este determinatd de revendicdrile confinute in cererea publicatd in conformitate

cu art.23 alin.(1) - (3).

RO 129137 A2



QFICI 0 2TAT PENTRY INVENTH 3) MARCH
Cerere de brevet de mventne

N ol c00 92

mBgnrmEsRANRECcAESG@SEEAAaREnER “sugn

Descrierea inventiei Data depozit 3000

Introducere- stadiul actual a cunostintelor

Fitoinoculii sunt cultivati in vitro pe medii aseptice, complexe, care sunt — de
regula- gelificate cu agar- agar, ori cu microcristale de celululoza, sau cu biogel ( Pierik,
1987, Cachita, 1987, Cachita si colab., 2007).

Biogelul este un compus organic de sinteza, respectiv o poliacrilamida, ce -in
practica- se utilizeazd ca agent de afinare si de structurare a solurilor ( mai ales la
plantele cultivate in ghivece), care se comercializeaza sub forma de granule, si care in
contact cu apa se hidrateaza puternic, gonflandu-se, marnindu-si foarte mult volumul.

In prezenta inventie am utilizat in prepararea mediilor de culturd destinate
inoculdrii si a cresterii pe medn aseptice a explantelor vegetale sferule sau glomerule de
poliacrilamida, ca inlocuitor de agar-agar, folosindu-le pentru solidificarea mediilor de
culturd aseptice, destinate cultivarii in vitro de fitoinoculi. Astfel de formatiuni sunt
comercializate sub forma incolord sau variat colorate, ele fiind recomandate pentru a fi
introduse in vazele in care se pun in apa florile taiate. Noi am considerat oportund
folosirea glomerulelor sau a sferulelor de poliacrilamidd pentru colorarea substraturilor
de culturd destinate vitrocultivarii fitoinoculilor, fapt realizabil prin addugarea acestui
produs in momentul preparirii acestor medii, intrucat, in acest mod, se ridicd valoarea
estetici a flacoanelor ce detin fitoinoculi. Avantajele utilizarii unui astfel de mediu
constau nu numai intr-un efect estetic, superior, c¢i $1 in faptul cid asemenea medii sunt
mult mai putin costisitoare decat cele gelificate cu agar- agar si care in multe tiri sunt
comercializate.

Intr-o lucrare publicati de citre Vancea si Cachitd (2002) au fost prezentate noi
formuldri de substraturi de aclimatizare a exvitroplantulelor, utilizabile in momentul
transferarii acestora la regimul de viatd din mediul septic, substraturi care, contineau in
ele particule de poliacrilamidd insd, nu erau aseptice. Rolul poliacrilamidei in acele
substraturi a fost cu totul diferit de cel propus de noi in prezenta inventie, cu atat mai
mult cu céat in procedurile elaborate de noi in aceastd propunere de inventie impun ca
particulele de poliacrilamida, obligatoriu, sa treaca printr-un procedeu de asepsizare, prin
autoclavare. Utilizarea particulelor colorate de poliacrilamidd ca agent gelificant a

mediilor de culturd destinate cresterii in vitro a fitoinoculilor, ne-a fost inspirat de la
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faptul ca; o serie de vitoculturi vegetale- cu substrat incolor agarizat- sunt comercializate
in Italia, Belgia, Olanda, Austria, etc., nu numai ca material de plantat, ci si atare,
flacoanele cu fitoinoculi fiind valorificate din punct de vedere omamental, ele fiind
achizitionate de cdtre cumpdrdtori datoriti aspectului lor interesant si1 estetic.
Vitroplantulele din interiorul vaselor de culturi miniaturizate fiind, pentru publicul
neavizat, stimesc interes. in plus, un efect estetic este oferit si de modelele de recipiente
utilizate ca vase de culturd detinitoare de fitoinoculi. In consecinti, am considerat
oportuna addugarea la acest efect si a unei modalititi de colorare a substraturilor de
culturd din recipiente, in acest mod ridicandu-se valoarea omamentald a flacoanelor cu
fitoinoculi, destinate comercializarii acestora ( Fig. 1-3).

Astfel de flacoane cu fitoinoculi, obligatoriu sunt pastrate fira a fi deschise, ceea
ce le face ca ele sd se mentind ca atare mult timp, fara a necesita operatiuni de intretinere,
ele pastrandu-si valoarea estetica timp de citeva luni, fard ca vitroculturile si fie udate;
cand se doreste scoaterea vitroplantulelor si amplasarea lor in sol se va proceda la
indepartarea mediului gelozat de la nivelul ridacinitelor acestora si introducerea zonei
radiculare a acestora intr-un substrat de compozitie s1 consistentd variatd, care si le
sustind cresterea, temporar, dupd transferarea ex vifro a plantulelor, trebuie luate mésuri
de impiedicare a deshidratarii exvitroplantulelor, prin acoperirea ghivecelor cu cutii din
material plastic, incolor. In cazul plantulelor de ,, roua cerului” ( Drosera rotundifolia ) (
Fig. 2A-D) vitroculturile pot fi mentinute claustrate mult timp, de exemplu cca. un an, ele
inflorind in vitro fiind. De altfel, pot fi practicate si culturi de butoni florali, acestia
inflorind in vitro , pe substrat colorat, ceea ce mareste si mai mult efectul estetic al unor
astfel de vitroculturi.

Efectul estetic al flacoanelor cu fitoinoculi sporeste in cazul in care in mediul de
cultura se fac combinatii de variate sfere de poliacrilamida, diferit colorate.

In Fig. 1Aa este ilustrat aspectul sferulelor de poliacrilamidda neimbibate, iar in
aceeasi figurd, in pozitia b sunt prezentate sferulele respective dupa ce au fost imbibate,
de exemplu timp de 4 ore, in apa de robinet. Formatiunile de poliacrilamida se gasesc in
comert fie in stare uscatd, fie imbibatd, sub formid de sfere, sau ca s1 corpuri mici de

forme variate- dreptunghiulare sau patrate- cu dimensiuni de aproximativ 1 ¢cm diametru,
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transparente; ele pot fi incolore sau colorate si sunt comercializate sub diferite denumiri:
Plant balls, Pamdnt artificial, etc.

Exemple de realizare a inventiei

Pentru prepararea mediilor de culturd — potrivit prezentei propuneri de inventie-
ce sunt destinate inocularii si cresterii fitoinoculilor, se respectd intr-un totul compozitia
mediilor de culturd $1 modul de esalonare a introducerii variatilor compusi chimici in
acestea (indiferent de retetele folosite), doar ci in loc de agar- agar, in solutia finald, ca
agent gelificant, se adaugd sferurele sau granulele incolore sau colorate de
poliacrilamidd, de regula prealabil gonflate in apa distilata, timp de 1-24 de ore, dupa cat
de mult se doreste sd se solidifice mediul, dupa autoclavarea acestuia. Dupd preparare,
mediul acesta se repartizeazd in flacoane, care obturate fiind, se asepsizezd potrivit
metodologiilor clasice de autoclavare, practicate in mod curent, respectiv temperatura de
121°C ( presiunea 1 atm.), timp de actiune 25 de minute.

Dupa racirea si solidificarea mediilor de culturd, ce au fost autoclavate odata cu
flacoanele, in hota sterila, in regim aseptic, se procedeaza la introducerea pe substratul
gelificat cu poliacrilamida a vanatilor fitoinoculi. Sferulele sau granulele de
poliacrilamida- incolore sau colorate, preferabil transparente- procurate din comert se
introduc ca atare in mediile de culturd; dacd se doreste ca substratul de culturd sa fie
colorat uniform, se va proceda la zdrobirea sferulelor — uscate fiind- cu un aparat de
mdcinat piper sau cafea, ori la maruntirea lor- imbibate fiind, in prealabil, in apa sau in
mediul de culturi- cu ajutorul unui blender. in cele ce urmeazi prezentim cateva exemple
de realizare a inventiet:

1. In mediul de culturi, bazi Murashige-Skoog (1962), care constd din
macroelemente, microelemente $s1 Fe EDTA (amestec mineral conform cu reteta
originald) plus vitamine: piriddoxind HCI, tiamind HCI g1 acid nicotinic, mezo-inozitol si
cu adaos de 30 g/l zaharoza si de variati regulatori de crestere, ce se gelificd cu
poliacrilamida- varniat coloratd- in loc de agar-agar. Pentru gelificare, recomandim
introducerea in mediu, prealabil repartizarii acestuia in recipientele de cultura, fie a 2,5
¢/l de particule de poliacrilamida, aflate in stare uscati, fie a cate 50g/1 de particule dupa
ce ele au fost imbibate, in prealabil, 4-24 ore in apa. Apoi, mediul de culturd se

portioneaza in recipiente, dupa care acestea sunt autoclavate la temperatura de 121°C,
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timp de 25 de minute. Dupa racirea recipientelor cu medii, granulele si-au pastrat forma
si culoarea (Fig.1C-E). In cazul utilizarii de sferule nefragmentate acestea se evalueazi ca
numdr in raport cu greutatea lor aproximativd, astfel incat sid nu se supraincarce
recipientul si sa nu se suprasolidifice mediul de culturd dupa autoclavarea si solidificarea
acestora in substrat. In continuare, dupa ricirea mediilor se procedeazi la inocularea
fitoinoculilor pe mediul de cultura astfel constituit (Fig.1A-C).

2) Sferulele sau granulele hidratate de poliacrilamida, pot fi addugate ca inlocuitor
de agar-agar, in mediul de culturi si1 dupd maruntirea lor cu ajutorul unui blender
(Fig.2A-E), situatie in care ele solidifici si coloreaza mediul de culturd dupi
autoclavarea, dar isi pierd forma sferica, diminuandu-se efectul estetic.

3) Daci se doreste ca substratul de culturd sa fie colorat uniform, se va proceda la o
zdrobire a sferulelor sau granulelor prin mécinare — uscate fiind- cu un aparat de maruntit
piper sau cafea, adaugandu-le astfel in mediile de cultura ca inlocuitor de agar-agar,
poliacrilamida fiind pulverulenta, sau fin granulati (Fig.3 A si B).

Important este faptul cd, sferulele din poliacrilamida colorate (probabil, cu
coloranti vitali de tipul violetului de gentiana, a portocaliului de acridind, a albastrului de
metilen, etc. folositi in dilutii mari), nu prezintd efecte fitotoxice, majoritatea
fitoinoculilor evoludnd excelent pe astfel de substrat de cultura.

Dupa cum am mai mentionat, avantajele utilizarii unor astfel de medii de culturd
de valorificare prin comercializare a unor astfel de fitoinoculi (in special a celor constind
din boboci), ci si in faptul c& asemenea medii sunt mult mai putin costisitoare decat cele
gelificate cu agar- agar, intrucat dacad comparam costul agar-agarului de tip Difco Bacto
Agar, utilizat de reguld in solidificarea mediilor de culturd, costd 28 Roni per un litru de
mediu, 1ar costul acestor granule de poliacrilamida, folosite cu succes in acelasi scop, la
un litru de mediu este de 1 Ron; deci, utilizdnd poliacrilamida ca agent gelificant,

costurile de producere a substratului de culturi a fitoinoculilor se reduc foarte mult.
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Revendicare
Poliacrilamida colorata ( de regula cu coloranti vitali, lipsjtt de fitotoxicitate), sub
forma de particule sau de sferule, poate fi utilizatd in gelificarea mediilor aseptice de

culturd- variate ca §i compozitie- destinate cultivarii fn vitro a diferitelor tipur1 de

fitoinoculi; acest compus avand capacitatea sa se yfibibe in prezenta apei, crescand in
volum, la temperatura de autoclavare (1200C) sg’gelifica s1 dupa racirea mediilor in care
ea este prezentd conferd soliditate. Acest Substrat, dupa racire poate fi inoculat cu
conditii de sterilitate. Gelurile realizate fiind
colorate au un efect estetic deosebit gi fitoinoculii cultivati pe astfel de medii de culturd
pot fi comercializati cu succes, prétul de cost al mediilor cu poliacrilamida, coloratd sau
nu, fiind mult mai scizut decitA acelora gelificate cu agar-agar.

Inventatorii,

Prof.univ.dr. Cachitd Dorina,
Asist. cerc. drd. Ardelean Mirela,
Confuniv.dr. Turcug Violeta
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Revendicare

Poliacrilamida coloratd ( de regula cu coloranti vitali, lipsiti de fitotoxicitate), sub

forma de particule sau de sferule, poate fi utilizatd in gelificarea mediilor aseptice de

culturd- variate ca i compozitie- destinate cultivarii in vitro a diferitelor tipur: de

fitoinoculi; acest compus avind capacitatea si se imbibe in prezenta apei, crescind in
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volum, ia temperatura de autoclavare (12U C) se gelirica §1 dupa racirea mediilor in care

ea este prezentd conferd soliditate. Acest substrat, dupa ricire poate fi inoculat cu

explante vegetale ce pot fi crescute in conditii de sterilitate. Gelurile realizate fiind

colorate au un efect estetic deosebit si fitoinoculii cultivati pe astfel de medii de culturd

pot fi comercializati cu succes, pretul de cost al mediilor cu poliacrilamidd, colorata sau

nu, fiind mult mai scazut decat a acelora gelificate cu agar-agar.
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Fig. 1A-F - Sferule fine de poliacrilamidi (Aa- sferule de poliacrilamida colorate
neimbibatc; Ab- sferule de poliacrilamidi colorate dupé 4h de imbibare in
apa; B- sferule dc poliacrilamida incolore dupa 4h de imbibarc in apa; C-D-
fitoinoculi de orhidee inoculati si crescuti pe mediu solidificat cu sferule de
poliacrilamida colorate imbibate timp de 4 h in apa distilata; E- vasul de
culturd viizut in zona bazali; F- colonic de plantule de Sedum relephium
ssp.maxinum crescutd pe mediu de culturd gelificat cu sferule incolore,

6 transparente de poliacrilamida).




X=2012-00092 - -
13 -82-210

A B

Fig. 2A-D Fitoinoculi crescuti pe medii solidificate cu sferulele de poltacriiamida
hidratate 51 maruntite (A §i B- plantule de Drossera rotundifolia
inflorite; C si D- zona bazala a flacoanelor in care se vede textura

mediului i formarea sistemului radicular

Fig. 3 Asi B- Substrat de culturi colorat uniform cu sferule de poliacrilamida uscate care au
fost zdrobite cu un aparat de méruntit piper sau cafea si adaugte astfel in
mediul de cultur ca inlocuitor de agar-agar.
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