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(57) Rezumat:

Inventia se refera la un procedeu de biofortifiere protec-
tiva a culturilor de crucifere. Procedeul conform inven-
tiei consta in aplicarea prin stropire a 200 I/ha de mace-
rat fermentat de urzica diluat la 20%, la 20 zile de la
infiintarea culturilor de crucifere, prin transplantarea n
camp a rasadurilor de varza, conopida sau broccoli,

aplicarea prin stropire a 100 I/ha selenat de sodiu
0,005%, amestecat cu 100 | macerat fermentat de
urzica diluat la 20%, la 10 péna la 40 zile de la trata-
mentul initial cu macerat de urzica.
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PROCEDEU DE BIOFORTIFIERE PROTECTIVA CU SELENIU
A CULTURILOR DE CRUCIFERE

Oancea Anca Olguta, Petrus Viorica, Petrus Aurel, Petrus Adrian-Mihai,
Craciunescu Oana, Stefan Laura Mihaela, Seciu Ana-Maria, Coroiu Viorica

Prezenta inventie se refera la un procedeu de biofortifiere protectiva cu seleniu a
culturilor de crucifere, al carui scop este de asigura atat suplimentarea sigura si
eficientd a lantului alimentar cu seleniu, cat si protejarea plantelor de crucifere impotriva
stresurilor abiotice (lipsa apa, temperatun ridicate, radiatie solara excesiva) si biotice
(boli si daunatori).

Sunt cunoscute diferite procedee de biofortiere cu seleniu a difertelor culturi
agricole, prin aplicarea de tratamente cu diferite compozitii care includ compusi ai
seleniului, in diferite stadii de vegetatie, pentru cresterea nivelului de seleniu in recolta
utila. Biofortifierea pe lantul alimentar prin tratamente aplicate plantelor (biofortifierea
agronomica) prezinta avantajul unei suplimentari cu nivele controlate de seleno-compusi
cu o biodisponibilitate ridicata, larg accesibila diferitelor categorii de populatie expusa
riscurilor de boli cronice (Oancea et al., 2014, Studia Universitatis " Vasile Goldis" Arad,
Sena Stiintele Vietii, 24, 47-56). Procedeele / compozitile dezvoltate au ca scop
suplimentarea cu seleniu a lantului alimentar din zonele cu deficit de seleniu si sunt
destinate rezolvarii problemelor tehnice rezultate din necesitatea aplicarii foarte precise
si uniforme a unor doze mici de compusi foarte toxici.

Brevetul SUA 6058648 se referad la o compozitie pe baza de saruri solubile de
seleniu (de ex. selenat de sodiu) si polimeri hidrosolubili (de ex. amestec de poliacetat
de vinil/dextrina sau copolimer de acetat de vinil / etilend), destinata tratarii semintelor.
Aplicarea ca tratament al semintei permite de asemenea o distribuire uniforma a unor
doze mici de produs, iar selenatul aplicat radicular este translocat prin floem si se
acumuleaza sub forma de compusi organo-seleniati in bobul de grau format din plante
asftfel tratate.
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Brevetul RO RO127511 descrie un procedeu de biofortifiere cu seleniu a recoltei
de grau, care implica aplicarea unor doze mici de seleniu chelatat in plasmolizat de
drojdie, impreuna cu rizobacterii care stimuleaza dezvoltarea plantelor si preluarea
seleniului, ca tratament al brazdei in care se introduc semintele de grau.

Pentru a man biodisponibilitatea seleniului introdus in sol, brevetul CN 10126011
prezintd o compozitie pe baza de 40..60% acid humic, 5...20% selenit de sodiu si
20...40% bioxid de siliciu. Brevetul nu descrie procedee de aplicare uniforma a acestei
compozitii (in doze care sunt de ordinul kg per ha). Studiile recente (Chopin et al., 2009,
European Joumal of Soil Science, 60, 369-376) au demonstrat ca acizii humici cresc
gradul de adsorbtie a selenitului pe complecsii din sol, reducand nivelul de regasire a
acestuia in solutia solului (de unde este preluat de sistemul radicular al plantelor). Deci
acizii humici pot in unele tipuri de sol sa reduca biodisponibilitatea seleniului.

Procedeele care implica aplicarea la sol au acest dezavantaj comun, reprezentat
de reducerea biodisponibilitatii seleniului datoritd interferentelor specifice in diferitele
soluri, care sunt sisteme heterogene complexe si extrem de diverse. Calea de aplicare
foliara este mult mai eficientd pentru biofortifierea agronomica cu seleniu (Winkel et al.
2015, Nutrients, 7(6), 4199-42309).

Cererea de brevet WO 1999029639 A2 protejeazd o compozitie lichida pentru
suplimentarea nutritiei plantelor cu seleniu $i azot prin combinarea selenitilor solubili in
apa cu carbamida / uree ca sursa de azot si aplicare foliara simultand. Pentru a reduce
fenomenele de fitotoxicitate asociate aplicarii foliare a formelor solubile de seleniu,
brevetul US 8246713 B2 revendica prepararea unei nanostructuri de fertilizant seleniat
cu eliberare controlata. Procedeul de preparare implica amestecul unei roci carbono-
silicioase, care contine 30...95% nanoparticule si in care continutul de seleniu este mai
mare de 0,5g/kg, cu un lichid cu pH 8 -10, obtinut din dizolvarea in apa a KOH, K,COs si
20% amoniac, in proportie de 10:1:2. Brevetul nu prezintd procedee prin care sa se
asigure aplicarea uniforma a acestui revendicat nano-fertilizant pe baza de seleniu si
metabolizarea optimé a acestuia de catre plante, cu punerea in valoare a actiunii
biostimulante a seleniului.

Desi nu este recunoscut ca un element esential pentru plante, s-a demonstrat ca
seleniul stimuleaza cresterea plantelor (Hartikainen si Xue, 1999, Joumal of
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Environmental Quality, 28, 1372-1375; Xue et al. 2001, Plant and Soil, 237, 55-61), are
rol in protectia plantelor fatd de agentii fitopatogeni (Hanson et al. 2003, New
Phytologist, 159, 461-4693), amelioreaza rezistenta plantelor la secet4, in care stresul
hidric este combinat cu cel oxidativ (Wang, 2011, Joumal of Plant Nutrition and Soil
Science, 174, 276-282). Toate aceste efecte, rezultate din actiunea seleniului asupra
fiziologiei plantelor, au determinat includerea seleniului in cadrul noi categorii de inputuri
tehnologice pentru culturile agricole, biostimulanti pentru plante (du Jardin, 2015,
Scientia Horticulturae, doi:10.1016/j.scienta.2015.09.021).

Se cunoaste un procedeu pentru stimularea cresterii plantelor si ameliorarea
rezistentei lor la stres, prin care se aplica la tomate o compozitie obtinuta din biomasa
de alge care include si seleniu. Compozitia este formata din hidrolizatul proteic obtinut
din biomasa de alge, suplimentat ulterior cu seleniu complexat, complexarea seleniului
facandu-se prin amestecarea unei portiuni din hidrolizatul proteic din biomasa de aige cu
un compus cu seleniu insolubil in ap3, ultrasonarea amestecului, separarea solutiei de
seleniu complexat cu aminoacizii prezenti in portiunea de hidrolizat proteic de reziduul
insolubil, $i amestecarea acesteia in anumite proportii cu hidrolizatul proteic obtinut din
biomasa de alge (Cerere de brevet EP2735232 A1).

In cazul cruciferelor dezavantajul procedeelor cunoscute de aplicare a seleniului
sunt in legaturd cu riscurile de reducere a valorii biologice de aliment functional al
cruciferelor biofortifiate cu seleniu. Avand in vedere c3 Se este analog al S, cu care are
aceleasi cai de preluare si asimilare in plante, au fost raportate interferente intre
metabolismul Se si S in cruciferele biofortifiate cu seleniu (trecute recent in revista de
Malagolie et al. 2015, Frontiers in Plant Science, 6. 280), care modificad acumularea de
fitonutrienti cu sulf, in special glucozinolati.

Este necesar deci un procedeu prin care sa se realizeze biofortifierea cu seleniu
a cruciferelor, cu acumularea la nivele sigure si efective a seleniului, fara a se reduce
continutul in fitonutrienti valorosi cu sulf din aceste plante, sau farda a se stimula
supraformarea potential periculoasa a acestora.

Problema tehnica pe care o rezolva inventia este de a dezvolta un procedeu prin
care sa se realizeze biofortifierea cu seleniu a cruciferelor, cu reducerea impactului

e
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seleniului aplicat asupra metabolismului sulfului si formarii de fitonutrienti cu sulf in
respectivele crucifere tratate.

Un alt obiect al acestei inventii este de a realiza un procedeu prin care sa se
asigure exprimarea optima a actiunii biostimulante a seleniului asupra cruciferelor, in
special in ceea ce priveste toleranta plantelor la stresul hidric.

Procedeul, conform inventiei, este alcatuit din urméatoarele etape:

- Aplicarea prin stropire a 200 litri/iha de macerat fermentat de urzica diluat la

20%, la 20 zile de la infiintarea culturilor de crucifere, prin transplantarea in
camp a rasadurilor de varza, conopida sau broccoli;

- Aplicarea prin stropire a 100 litriha solutie selenat de sodiu 0,005%,
amestecate cu 100 litri macerat fermentat de urzica, diluat la 20%, la 10 si 40
zile de la tratamentul initial cu macerat de urzica.

Maceratul fermentat de urzica utilizat in procedeul de mai sus este un produs
obtinut prin macerarea in apa de ploaie a urzicilor tocate, in raport de 1 kg organe
aeriene, tulpini si frunze, de urzici tocate la 10 kg apa de ploaie, i fermentarea timp de
4...5 zile la temperatura de 18...20°C, si care contine cel putin 0,1 mg/l poliamine totale,
cel putin 75 mg/l acid ortosilicic si minim 10 mg/l betaina.

Procedeul, conform inventiei, prezintd urmatoarele avantaje:

- Activeazd metabolismul secundar din plante, datoritéd tratamentului initial cu
macerat de wurzica, biostimulant traditional pentru plante, inaintea
tratamentului cu seleniu;

- Asigura o metabolizarea optima a seleniului in plante, datoritd aportului de
poliamine si betaina, care reechilibreaza rezervorul metabolic de S-adenozil -
metionind (SAM), suprasolicitat de metabolizarea selenatului la seleno-
aminoacizi

- Favorizeaza penetrarea selenatului de sodiu prin cuticula hidrofoba a
plantelor, datoritd efectului de plasticizare a acesteia ca rezultat a actiunii
surfactantilor produsi in timpul fermentarii extractului de urzica;

- Sinergizeaza actiunea protectivéd si biostimulanta a seleniului cu cea a
maceratului de urzica;
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- Amelioreaza raspunsul plantelor la stres datorita biostimularii graduale si

repetate cu doze reduse de seleniu si macerat fermentat de urzica.

In continuare, se prezinta exemple de realizare a inventiei, care o ilustreaza fara
a o limita.

Exemplul 1. Se infiinteaza o cultura de varza de vara (Brassica oleracea var.
capitata). Dupa recoltarea culturii timpurii premergatoare verzei, se executa o aratura
superficiald, la 18-20 cm adancime, si ingrasarea cu 30-40 de tone la hectar de compost
de mranitd, bine descompus, dupa care terenul se grdpeaza. Inainte cu 5-6 zile de
plantarea rasadurilor, se administreaza ingrasaminte complexe conform recomandarilor
agrochimice, care se incorporeaza in sol la 6-8 cm adancime. Rasadurile nerepicate de
varza se scot cu grija, se fasoneaza si se mocirlesc, si se planteaza pe teren modelat, in
straturi inaltate, 2 randuri pe strat, la distantd de 70 x 30 cm. Plantarea se face in
perioada 15 aprilie — 10 mai.

La 20 zile infiintarea culturii se aplicad prin stropire 200 litriha de macerat
fermentat de urzica diluat la 20%.

Maceratul de urzici utilizat se realizeazd conform urmétorului procedeu. Intr-un
butoi de plastic de 80 litri de introduc 5 kg de frunze si tulpini de urzici (Urtica dioica)
tocate la dimensiuni mai mici de 0,5 cm. Se adauga 50 litri de apa de ploaie (sau de apa
dedurizatd). Se mentine timp de 4...5 zile la temperatura de 18...20°C, pana la formarea
mirosului caracteristic de poliamine. Maceratul de urzica fermentat se filtreaza prin strat
multipiu de tifon pentru retinerea particulelor grosiere de planta.

Maceratul fermentat de urzica utilizat contine cel putin 0,1 mg/l poliamine totale,
cel putin 75 mg/l acid ortosilicic si minim 10 mg/l betaind. Aceste ingrediente active au
fost puse in evidentd in maceratul fermentat de urzica (Petrus et al., 2015, The 2™
World Congress on the Use of Biostimulants in Agriculture, Florenta, 16-19 noiembrie
2015, pg. 81-82), biostimulant pentru plante utilizat traditional in agricultura ecologica
(Li, 1994, Journal of Herbs, Spices & Medicinal Plants, 2, 93-98). Determinarea nivelului
minim implicat de procedeul conform inventie din aceste ingrediente active se face
conform unor metode cunoscute: poliamine, prin cromatografie de inaltd presiune, cu
detector de fluorescenta (Bouchereau et al., 2000, Joumal of Chromatography B, 747,
49-67), acidul silicic, prin tehnica colorimetrica robustd descrisd de Kraska si
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Breitenbeck, 2010, Communications in Soil Science and Plant Analysis, 41, 2075-
20850, betaina, prin cromatografie de inalta presiune izocratica — Bessieres et al., 1999,
Journal of Agricultural and Food Chemistry, 47(9), 3718-3722.

La 10 zile de la tratamentul initial cu macerat de urzica, se aplica prin stropire 100
litri/ha solutie selenat de sodiu 0,005%, amestecat cu 100 liti macerat fermentat de
urzica, diluat la 20%. Tratamentul se repeta dupé 40 zile de la tratamentul initial cu
macerat de urzica, respectiv 60 zile de la infiintarea cultuni din rasaduri.

Exemplul 2. Se procedeaza la fel ca in exemplu 1, numai ca se cultivé conopida,
Brassica oleracea var. cauliflora.

Exemplul 3. Se procedeazé la fel ca in exemplu 1, numai ca se cultiva broccaoli,
Brassica oleracea var. italica.

Exemplul 4. Procedeu de biofortifiere protectiva cu seleniu a culturilor de crucifere
a fost testat intr-un experiment de camp, pe varza. S-a procedat conform exemplu 1, pe
teren modelat, in straturi inaltate, 2 randuri pe strat, la distantd de 70 x 30 cm , in data
de 5 mai. Experimentul a fost organizat folosind un design de split-split complet, avand
in vedere si conditile de udare. La 20 zile de la infiintarea culturi s-au aplicat prin
stropire 200 litrivha de macerat fermentat de urzicad diluat la 20%. La 10 zile de la
tratamentul initial cu macerat de urzica, s-au aplicat prin stropire 100 litri/ha solutie
selenat de sodiu 0,005%, amestecat cu 100 litri macerat fermentat de urzica, diluat la
20%. Tratamentul s-a repetat dupa 40 zile de la tratamentul initial cu macerat de urzic3,

La 2 saptamani dupa cel de-al doilea tratament, au fost recoltate probe de plante
in care s-a analizat prin HPLC S-Adenozil-Homocisteind (SAH, produsul de
metabolizare al SAM), seleniul total (spectrofotometrie de absorbtie atomica cu generare
de hidruri) si sulforafanul, metabolit secundar, indicator al metabolismului sulfului.

Analiza HPLC a SAM si a sulforafanului a fost realizatd cu un sistem HPLC
Agilent 1200, cu detector DAD. Separarea lor a fost efectuatd in coloand XDB C18
Zorbax (150 x 4,6 mm diametru interior), la debite de 0,6 mL/min si, respectiv, la 0,2
mbL/min, si elutiei in conditii izocratica, folosind gradient apa/acetonitril ca faza mobiia
(Struys et al., 2000, Clinical Chemistry, 46, 1650-1656). Detectarea lor s-a efectuat la
202 nm si respectiv 258 nm si timpii de retentie lor ale picurilor au fost comparate cu
cele obtinute pentru standarde externe de SAM si sulforafan (Sigma Aldrich). Curbele de
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etalonare au fost construite in intervalul de 5-100 ug/mL pentru sulforafan si 2.5-50

Hg/mL pentru SAM si au fost utilizate pentru a cuantifica nivelele lor in probele analizate.

In final s-au recoltat variantele, s-a cantarit productia realizata si s-a exprimat in

t/ha. Rezultatele obtinute sunt prezentate in tabelul 1.

Tabelul 1. Influenta tratamentelor aplicate foliar la varza, folosind procedeul de

biofortifiere protectiva conform inventiei.

Sulfo-
Se Total SAH
Variants i tal (g rafan (g Productie
arianta experimentala
P HO'S (Mg/g HI'S totala (t/ha)
s.u.) s.u.)
s.u.)
Martor, irigare zilnica prin picurare, 80% | 0.942 + (21825 |3.72 t 328 43.9
1 t 1
capacitate camp 0.15 +862 [0.18
Martor, stresat hidric, irigare prin picurare | 0.984 +|279.37 |(6.74 218429
la doua zile, 80% capacitate camp 0.18 +892 |0.27 B
Tratament conform Ex.1 + irigare zilnica | 2.340 +|203.54 |3.84 332 42 1
prin picurare, 80% capacitate cAmp 0.23 +887 |0.16 B
Tratament conform Ex. 3, + stresat hidric,
. o L 2456 +|251.41 (463
irigare prin picurare la doua zile, 80% 298 13,5
i ) 0.28 +943 |0.18
capacitate camp

Datele din tabelul 1 demonstreaza faptul ca prin aplicarea tratamentului conform

Exemplul 1 se realizeaza concomitent biofortifierea cu seleniu si de protectie fatd de

stresul hidric, prin biostimulare / activarea mecanismelor de aparare ale plantelor.
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REVENDICARI

1. Procedeul, conform inventiei, caracterizat prin aceea ca este alcatuit din
urmatoarele etape: aplicarea prin stropire a 200 litrivha de macerat fermentat de urzica
diluat la 20%, la 20 zile de la infiintarea culturilor de crucifere, prin transplantarea in
camp a rasadurilor de varza, conopida sau broccoli; aplicarea prin stropire a 100 litri/ha
solutie selenat de sodiu 0,005%, amestecate cu 100 litri macerat fermentat de urzica,
diluat la 20%, la 10 si 40 zile de la tratamentul initial cu macerat de urzica.

2. Procedeul, conform revendicarii 1, caracterizat prin aceea ca maceratul fermentat
de urzica utilizat este un produs obtinut prin macerarea in apa de ploaie a urzicilor
tocate, in raport de 1 kg organe aeriene, tulpini si frunze, de urzici tocate la 10 kg apa de
ploaie, si fermentarea timp de 4...5 zile la temperatura de 18...20°C, si care contine cel
putin 0,1 mg/l poliamine totale, cel putin 75 mg/l acid ortosilicic si minim 10 mg/! betaina.
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