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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest sposéb stymulacji kietkowania in vitro nasion cebuli zwyczajne;
z wykorzystaniem tlenku cynku lub nanoczastek tlenku cynku w suspensji wodnej, majacy zastosowanie
w mikrorozmnazaniu oraz hodowli tego gatunku.

Mikrorozmnazanie to proces polegajacy na szybkim i wydajnym wegetatywnym rozmnazaniu ro-
$lin na specjalnie przygotowanych pozywkach zawierajacych niezbedne sktadniki odzywcze, w steryl-
nych i $cisle kontrolowanych warunkach laboratoryjnych. Uzyskane w ten sposob rosliny charakteryzuja
sie wysoka jakoscia (sa juwenilne oraz wolne od choréb i szkodnikow).

Klonowanie ro$lin in vitro ma duze znaczenie w produkcji materiatu rozmnozeniowego, ktéry wy-
korzystywany jest do dalszej uprawy w warunkach naturalnych, jak i tez pod ostonami (szklarnie, tunele).

Kultury in vitro, jako narzedzie biotechnologii, petnig takze wazna role w hodowli zachowawcze;
i tworczej roslin. Jednym z kluczowych etapdw mikrorozmnazania jest inicjacja, czyli zapoczatkowanie
kultury z eksplantatéw w postaci nasion lub fragmentéw organdw, tkanek, komdérek pochodzacych z ro-
sliny wyjsciowej. Etap ten zwiazany jest z przeprowadzeniem dezynfekcji powierzchniowej eksplanta-
tow. Uzyskana pula sterylnych i wykazujacych prawidtowy wzrost roslin rzutuje na wynik ilosciowy dal-
Szego procesu namnazania.

Nasiona warzyw powinny prezentowa¢ odpowiednio wysoka energie i zdolno$¢ kietkowania. Osia-
ganie wysokich i szybkich wschodoéw zwiazane jest czesto z wykonywaniem specyficznych zabiegéw na
nasionach przed siewem w celu stymulacji ich kietkowania (moczenie, kondycjonowanie w roztworach
regulatoréw wzrostu, traktowanie promieniami lasera, dziatanie polem magnetycznym, stratyfikacja, ska-
ryfikacja) (Legarska i Balcerzak, 2000. Warzywnictwo. Hortpress Warszawa).

Cynk, jako pierwiastek chemiczny i mikroelement, petni wazna role we wzroscie i rozwoju roslin,
poniewaz bierze udziat w wielu réznorodnych procesach enzymatycznych i fizjologicznych. Oddziatuje
jako metaliczny komponent wielu enzyméw lub jako kofaktor enzymow zaangazowanych w biosynteze
biatek, weglowodandw, kwaséw nukleinowych, chlorofilu, a takze metabolizm biatek, weglowodanéw
i ttuszczéw (Eisvand et al. 2018. Chlorophyll fluorescence, yield and yield components of bread wheat
affected by phosphatebio-fertilizer, zinc and boron under late-season heat stress. Photosynthetica 56
(4), 1287-1296).

Opis patentowy PL 168691 przedstawia sposob zwiekszenia zdolnosci kietkowania nasion ogor-
kéw poprzez oddziatywanie promieniowaniem mikrofalowym o czestotliwo$ci od 37,88 do 39,04 GHz
i gestosci mocy od 1 mW/cm2 do 10 mW/cm2, przez okres 30—45 minut.

Z opisu patentowego PL 207240 znany jest sposob przyspieszania kietkowania nasion buraka
cukrowego, polegajacy na mieszaniu nasion z zeolitem naturalnym lub sztucznym, badZ mieszanina
zeolitéw i woda.

Przedmiotem wynalazku PL 229664 jest z kolei sposdb stymulaciji kietkowania nasion z zastoso-
waniem plazmy nietermicznej pod cisnieniem atmosferycznym, otrzymanej z uzyciem gazu proceso-
wego w postaci azotu, generowanej w reaktorze typu glidearc. Stymulacja kietkowania dotyczy nasion
gatunkéw roslin nalezacych do rodzin $lazowatych, jasnotowatych, szartatowatych, rézowatych, astro-
watych, dyniowatych, psiankowatych, kapustowatych, a takze konopiowatych.

Do stymulacji kietkowania nasion tychze gatunkéw odnosi sie opis patentowy PL 229665, przy
czym mowa jest w nim o uzyciu plazmy nietermicznej pod cisnieniem atmosferycznym, otrzymanej
Z uzyciem gazu procesowego w postaci helu z domieszka azotu, generowanej w reaktorze typu dysza
o czestotliwosci radiowej, a takze opis patentowy PL 229666, w ktérym jako sposob stymulacji kietko-
wania wskazane jest zastosowanie plazmy nietermicznej pod cisnieniem atmosferycznym, otrzymane;
Z uzyciem gazu procesowego w postaci helu z domieszka azotu, generowanej w reaktorze typu dysza
z wytadowaniem barierowym.

Wynalazek zaprezentowany w patencie PL/EP 2002702 dotyczy wstepnego sposobu kietkowania
materiatu siewnego, w ktorym pokryte masa otoczkowa nasiona suszy sie i nastepnie przechowuje do
zainicjowania procesu kietkowania lub wstepnego kietkowania.

Opis patentowy PL/EP 2161978 przedstawia sposdb przyspieszenia kietkowania lub zwiekszenia
plondw canoli lub rzepaku poprzez nanoszenie na nasiona gibereliny 4/7 w stezeniu 5 + 10% ppm do
50 £ 10% ppm, przy czym gibereline mozna aplikowa¢ tacznie z innymi $rodkami agrochemicznymi.

W opisie patentowym PL 216317 mowa jest o doglebowym, mikroelementowym nawozie cynko-
wym w formie zawiesiny zawierajacej tlenek cynku oraz rozpuszczalne w wodzie zwiazki cynku i sub-
stancje pomocnicze oraz jego zastosowaniu w uprawie roslin, zwtaszcza kukurydzy (korzystnie w fazie
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rozwojowej roslin do 2 lisci) i ziemniakow (korzystnie w fazie krzewienia, przed przykryciem redlin).
Nawdz ten zawiera organiczne sktadniki cynkowe, ktére stanowia produkt wspétkompleksowania cynku
z tlenku cynku przynajmniej jedna sola kwasu EDTA, kwasem EDTA i kwasem cytrynowym w roztworze
wodnym nieorganicznej soli cynku, najlepiej siarczanu, przy czym nawéz zawiera takze substancje po-
mocnicze, w tym organiczne emulgatory i stabilizatory, chlorek magnezu i mocznik.

Nie jest znany w dostepnym stanie techniki sposéb stymulacji kietkowania in vitro nasion cebuli
zwyczajnej z wykorzystaniem tlenku cynku lub nanoczastek tlenu cynku w suspensji wodnej, bedacy
analogicznym do przedstawionego przedmiotu wynalazku.

Istotg rozwiazania wedtug wynalazku jest sposob stymulacji kietkowania in vitro nasion cebuli
zwyczajnej z wykorzystaniem tlenku cynku lub nanoczastek tlenku cynku w suspensji wodnej polegajacy
na tym, Zze najpierw nasiona ptucze sie pod biezaca woda, a nastepnie w komorze laminarnej inkubuje
w 70% roztworze alkoholu etylowego przez 30—60 sekund, po czym umieszcza na czas 10-12 min
w preparacie dezynfekujacym w postaci podchlorynu sodu o stezeniu 1-1,5%, kolejno ptucze 2 razy po
5-10 min w sterylnej wodzie bidestylowanej, po czym osusza na sterylnej bibule i nastepnie wyktada na
sterylna standardowa pozywke MS (Murashige i Skoog, 1962. A revised medium for rapid growth and
bioassays with tobacco tissue cultures. Physiol. Plant. 15, 473—-497).

Na przygotowane w ten sposob nasiona aplikuje sie, w objetosci 0,2 ml na kazde nasiono, z wy-
korzystaniem pipety automatycznej, przygotowana zawiesing wodng o stezeniu 50-800 mg-dm-3 tlenku
cynku o $rednim rozmiarze 240 + 30 nm (rozmiar wyznaczono poprzez przeliczenie gestosci i po-
wierzchni wtasciwej), p = 5,59 + 0,03 g - cm-3, SSA (BET) =4,5 £ 0,5 m2 - g-1 lub nanoczastek tlenku
cynku o $rednim rozmiarze 30 = 2 nm (rozmiar wyznaczono poprzez przeliczenie gestosci i powierzchni
wilasciwej), p =5,24 £ 0,05 g - cm-3, SSA (BET) =39+ 1,0 m2 - g-1.

Zawiesiny przygotowuje sie bezposrednio przed uzyciem rozpuszczajac tlenek cynku lub nano-
czastki tlenku cynku przez okres 30 minut w myjce ultradzwiekowej o czestotliwosci ultradzwiekéw
37 kHz i ultradzwiekowej wydajnosci skutecznej 150 W. Nastepnie kultury in vitro przenosi sie do pokoju
wzrostowego o temperaturze 24 + 2°C i utrzymuje przez 1 tydzierh w ciemnosci, a przez kolejne 2 tygo-
dnie w warunkach 16-godzinnego dnia z natezeniem napromienienia kwantowego swiatta na poziomie
35 umol - m-2 - s-1.

Zaletami rozwiazania wg wynalazku sa:

— wzrost zdolno$ci kietkowania nasion cebuli zwyczajnej do okoto 20% w poréwnaniu do nasion

nie traktowanych suspensja wodna tlenku cynku lub nanoczastek tlenku cynku;

— brak negatywnego wptywu aplikacji tlenku cynku lub nanoczastek tlenku cynku na dalszy

wzrost | rozwdj czesci pedowej oraz korzeni siewek cebuli zwyczajnej;

— mozliwosc¢ przyspieszenia i zintensyfikowania technologii mikrorozmnazania i programéw ho-

dowlanych cebuli zwyczajne;j.

Sposéb wedtug wynalazku przedstawiono blizej w przyktadach realizaciji.

Przyktad 1
Sposdb stymulacii kietkowania in vitro nasion cebuli zwyczajnej przebiega w kilku nastepujacych
po sobie etapach:

1. Nasiona oczyszcza sie wstepnie poprzez ptukanie pod biezaca woda.

2. W sterylnych warunkach, w komorze z laminarnym przeptywem sterylnego powietrza, na-
siona inkubuje sie w 70% roztworze alkoholu etylowego przez 30 sekund, a nastepnie moczy
w dezynfekujacym roztworze 1% podchlorynu sodu przez 10 minut i kolejno ptucze 2 razy po
5 minut w sterylnej wodzie bidestylowanej, po czym osusza na sterylnej bibule i nastepnie
wyktada na sterylna standardowa pozywke MS.

3. Na kazde nasiono nanosi sie, uzywajac pipety automatycznej, po 0,2 ml zawiesiny wodne;
tienku cynku o $rednim rozmiarze 240 nm (rozmiar wyznaczono poprzez przeliczenie gestosci
i powierzchni wtasciwej), p = 5,59 £ 0,03 g - cm-3, SSA (BET) =4,5+ 0,5 m2 - g-1i o stezeniu
50 mg - dm-3.

4. Przygotowane kultury in vitro przenosi sie do pokoju wzrostowego o temperaturze 24°C i utrzy-
muje przez 1 tydzierh w ciemnosci, a przez kolejne 2 tygodnie w warunkach 16-godzinnego
dnia z natezeniem napromienienia kwantowego $wiatta na poziomie 35 pmol-m-2-s-1.

Przyktad 2

Sposoéb stymulacii kietkowania in vitro nasion cebuli zwyczajnej przebiega w kilku nastepujacych
po sobie etapach:

1. Nasiona oczyszcza sie wstepnie poprzez ptukanie pod biezaca woda.
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W sterylnych warunkach, w komorze z laminarnym przeptywem sterylnego powietrza, na-
siona inkubuje sie w 70% roztworze alkoholu etylowego przez 30 sekund, a nastepnie moczy
w dezynfekujacym roztworze 1,5% podchlorynu sodu przez 10 minut i kolejno ptucze 2 razy
po 5 minut w sterylnej wodzie bidestylowanej, po czym osusza na sterylnej bibule i nastepnie
wyktada na sterylna standardowa pozywke MS.

Na kazde nasiono nanosi sie, uzywajac pipety automatycznej, po 0,2 ml zawiesiny wodne;
tienku cynku o $rednim rozmiarze 270 nm (rozmiar wyznaczono poprzez przeliczenie gestosci
i powierzchni wtasciwej), p = 5,59 + 0,03 g-cm-3, SSA (BET) =4,5 + 0,5 m2-g-1 i o stezeniu
800 mg - dm-3.

Przygotowane kultury in vitro przenosi sie do pokoju wzrostowego o temperaturze 26°C
i utrzymuje przez 1 tydzierh w ciemnosci, a przez kolejne 2 tygodnie w warunkach 16-godzin-
nego dnia z natezeniem napromienienia kwantowego swiatta na poziomie 35 pmol-m-2 -s-1.

Przyktad 3
Sposdb stymulacii kietkowania in vitro nasion cebuli zwyczajnej przebiega w kilku nastepujacych
po sobie etapach:

1.
2.

Nasiona oczyszcza sie wstepnie poprzez ptukanie pod biezaca woda,

W sterylnych warunkach, w komorze z laminarnym przeptywem sterylnego powietrza, na-
siona inkubuje sie w 70% roztworze alkoholu etylowego przez 60 sekund, a nastepnie moczy
w dezynfekujacym roztworze 1% podchlorynu sodu przez 12 minut i kolejno ptucze 2 razy po
10 minut w sterylnej wodzie bidestylowanej, po czym osusza na sterylnej bibule i nastepnie
wyktada na sterylna standardowa pozywke MS.

Na kazde nasiono nanosi sie, uzywajac pipety automatycznej, po 0,2 ml zawiesiny wodnej na-
noczastek tlenku cynku o $srednim rozmiarze 30 nm (rozmiar wyznaczono poprzez przeliczenie
gestosci i powierzchni wtasciwej), p = 5,24 + 0,05 g- cm-3, SSA (BET) =39 + 1,0 m2 - g-1
i o stezeniu 50 mg - dm-3.

Przygotowane kultury in vitro przenosi sie do pokoju wzrostowego o temperaturze 24°C
i utrzymuje przez 1 tydzierh w ciemnosci, a przez kolejne 2 tygodnie w warunkach 16-godzin-
nego dnia z natezeniem napromienienia kwantowego $wiatta na poziomie 35 pmol-m-2 -s-1.

Przyktad 4
Sposoéb stymulacii kietkowania in vitro nasion cebuli zwyczajnej przebiega w kilku nastepujacych
po sobie etapach:

1.
2.

Nasiona oczyszcza sie wstepnie poprzez ptukanie pod biezaca woda.

W sterylnych warunkach, w komorze z laminarnym przeptywem sterylnego powietrza, na-
siona inkubuje sie w 70% roztworze alkoholu etylowego przez 60 sekund, a nastepnie moczy
w dezynfekujacym roztworze 1,5% podchlorynu sodu przez 12 minut i kolejno ptucze 2 razy
po 10 minut w sterylnej wodzie bidestylowanej, po czym osusza na sterylnej bibule i nastepnie
wyktada na sterylna standardowa pozywke MS.

Na kazde nasiono nanosi sie, uzywajac pipety automatycznej, po 0,2 ml zawiesiny wodnej na-
noczastek tlenku cynku o $rednim rozmiarze 32 nm (rozmiar wyznaczono poprzez przeliczenie
gestos$ci i powierzchni wtasciwej), p = 5,24 + 0,05 g-cm-3, SSA (BET) =39+ 1,0m2.g-1i o ste-
Zeniu 800 mg -dm-3.

Przygotowane kultury in vitro przenosi sie do pokoju wzrostowego o temperaturze 26°C
i utrzymuje przez 1 tydzier w ciemnosci, a przez kolejne 2 tygodnie w warunkach 16-godzin-
nego dnia z natezeniem napromienienia kwantowego $wiatta na poziomie 35 pmol-m-2 -s-1.

Zastrzezenia patentowe

. Sposdb stymulacji kietkowania in vitro nasion cebuli zwyczajnej z wykorzystaniem tlenku

cynku w suspensji wodnej, znamienny tym, ze nasiona ptucze sie pod biezaca woda, a na-
stepnie inkubuje w 70% roztworze alkoholu etylowego przez 30—-60 sekund, po czym umiesz-
cza naczas 10-12 min w preparacie dezynfekujgcym w postaci podchlorynu sodu o stezeniu
1-1,5%, kolejno ptucze 2 razy po 5—10 min w sterylnej wodzie bidestylowanej, po czym osu-
sza na sterylnej bibule i wykfada na sterylna standardowa pozywke MS, kolejno na nasiona
aplikuje sie, w objetosci 0,2 ml na kazde nasiono, przygotowana zawiesine wodna o stezeniu
50-800 mg - dm-3 tlenku cynku o $rednim rozmiarze 240 + 30 nm, p = 5,59 £ 0,03 g - cm-3,
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SSA (BET)=4,510,5m2 . g-1inastepnie kultury in vitro przenosi sie do pokoju wzrostowego
o temperaturze 24 + 2°C i utrzymuje przez 1 tydzier w ciemnos$ci, a przez kolejne 2 tygodnie
w warunkach 16-godzinnego dnia z natezeniem napromienienia kwantowego $wiatta na po-
ziomie 35 pmol - m-2 - s-1.

. Sposob stymulacji kietkowania in vitro nasion cebuli zwyczajnej z wykorzystaniem nanocza-
stek tlenku cynku w suspensji wodnej, znamienny tym, ze nasiona ptucze sie pod biezaca
woda, a nastepnie inkubuje w 70% roztworze alkoholu etylowego przez 30-60 sekund, po
czym umieszcza na czas 10-12 min w preparacie dezynfekujacym w postaci podchlorynu
sodu o stezeniu 1-1,5%, kolejno ptucze 2 razy po 5—10 min w sterylnej wodzie bidestylowa-
nej, po czym osusza na sterylnej bibule i wyktada na sterylna standardowa pozywke MS,
kolejno na nasiona aplikuje sie, w objetosci 0,2 ml na kazde nasiono, przygotowana zawie-
sine wodna o stezeniu 50—-800 mg - dm-3 nanoczastek tlenku cynku o rozmiarze 30 £ 2 nm,
p=9524+0,05g- -cm-3, SSA (BET) =39 £ 1,0 m2 - g-1 i nastepnie kultury in vitro przenosi
sie do pokoju wzrostowego o temperaturze 24 + 2°C i utrzymuje przez 1 tydzieh w ciemnosci,
a przez kolejne 2 tygodnie w warunkach 16-godzinnego dnia z natezeniem napromienienia
kwantowego swiatta na poziomie 35 ymol - m-2 - s-1.
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