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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest sposdb powierzchniowego wyjatawiania nasion z wykorzystaniem
metalicznych czgstek srebra i miedzi w suspensji wodnej, majgcy zastosowanie do odkazania nasion
w procesie kietkowania w kulturach in vitro.

Techniki in vitro sg jedng z metod biotechnologicznych umozliwiajgcg tworzenie nowych, warto-
Ssciowych materiatdw hodowlanych, oraz prowadzgcg do doskonalenia odmian roslin uprawnych
i ozdobnych. Wdrozenie procedur i proceséw technologicznych w ktérych wykorzystywane sg komoérki,
tkanki, organy roslinne, lub cate ro$liny wymaga uprzedniego uzyskania materiatu wolnego od mikro-
organizmow. Procedury prowadzgce do uzyskania aseptycznego materiatu roslinnego inicjujgcego
kultury opierajg sie najczesciej na sterylizacji powierzchniowej eksplantatow pierwotnych. Sterylizacja
chemiczna opiera sie na wykorzystaniu bakterio i grzybobdjczych wiasciwosci alkoholu etylowego,
podchlorynu sodu lub podchlorynu wapnia, chloraminy T lub sublimatu rteciowego (HgCl,). Stezenie
aktywnego czynnika sterylizujgcego i czas trwania sterylizacji dobiera sie eksperymentalnie dla kaz-
dego rodzaju eksplantatu. Proces odkazania konczy sie kilkukrotnym wyptukaniem srodka sterylizuja-
cego z powierzchni materiatu roslinnego za pomocg sterylnej wody destylowane;.

Znane sg preparaty i sposoby stosowane do odkazania nasion, z patent PL 172955 znany jest
ptynny preparat do odkazania nasion i innych czesci roslin dziatajgcy bakterio- i grzybobdjczo. Istotg
wynalazku jest wykorzystanie podchlorynu sodu, kwasu mlekowego, octanu miedzi i cynku, kwasu
borowego, molibdenianu sodu, potasu lub amonu, azotanu srebra i zmiazdzonego czosnku oraz zwil-
zacza (karboksymetylocelulozy).

Patent PL 180374 przedstawia agrochemiczny srodek do ochrony roslin przed zakazeniami grzy-
biczymi i owadami. Preparat stanowi kombinacje benzylidenoazolilometylocykloalkanu i zwigzku owa-
dobodjczego zawierajgcego grupe pirazolowa, pirolowg lub fenyloimidazolowa.

W patencie PL 199803 jest mowa 0 preparacie do zaprawiania nasion przeciwko sprawcom
choréb wirusowych, bakteryjnych i grzybowych. Preparat bazuje na dwuchlorku miedzi oraz chlorkéw
cynku manganu, amonu, magnezu, wapnia oraz chlorku zelazowego.

Patent PL 185788 prezentuje sposdb obrdbki cieplnej nasion dla odkazania nasion z patoge-
néw i innych niepozgdanych grzybdw i bakterii.

Nie stwierdzono w ujawnionych rozwigzaniach, opisach patentowych i literaturze sposobu wyja-
tawiania nasion z wykorzystaniem metalicznych nanoczgstek srebra i miedzi w suspensji wodnej, ana-
logicznego do bedacego przedmiotem wynalazku.

Wadg znanych sposobdw jest: zastosowanie Srodkéw, ktére mogg uszkadzaé nasiona badz
bezposrednio zarodek uniemozliwiajgc kietkowanie, skomplikowanie i wieloetapowo$é zabiegdw, np.:
odkazanie nasion, detoksykacja, zaprawianie uzupetniajgce, stosowanie wieloetapowego odkazania
nasion, kolejne etapy, zwtaszcza ptukanie nasion mogg by¢ przyczyng wtérnych zakazen, sposoby
przewidziane sg na ogét dla nasion jednego gatunku roslin, nie sg uniwersalne.

Istota sposobu powierzchniowej sterylizacji nasion z wykorzystaniem metalicznych nanoczgstek
srebra i miedzi w suspensji wodnej wg wynalazku polega na zastosowaniu metalicznych nanoczgste-
czek srebra i miedzi w suspensji wodnej jako aktywnego czynnika wyjatawiajgcego powierzchniowo
nasiona, bedace eksplantatami pierwotnymi inicjujgcymi kulture in vitro roslin danego gatunku. Istotg
rozwigzania jest zastosowanie 1-50 mg-dm"3, korzystnie 5 mg-dm's, wodnego roztworu koloidowego
nanoczgsteczek srebra i miedzi, ktdrym traktuje sie eksplantaty przeznaczone do odkazania. Wymiary
metalicznych nanoczgstek srebra i miedzi wynoszg 1-100 nm, najkorzystniej 5-10 nm. Suspensje
nanoczgstek stabilizuje sie za pomocg surfaktantéw, korzystnie takich ktére niwelujg mozliwosé ko-
agulacji nanoczastek (PVP—poliwinylopirolidon, masa czgsteczkowa 5000-10000, korzystnie 7000,
dodatek w ilosci 0,01-2%, korzystnie 0,5%). Suspensja wodna nanoczastek srebra i miedzi powinna
by¢ wolna od ewentualnych zanieczyszczen powstajgcych podczas etapu ich wytwarzania. Czas ste-
rylizacji nasion od 1 do 10 minut, zaleznie od rozwiniecia powierzchni witasciwej nasion, korzystnie
1 min. dla nasion gfadkich i 5 min. dla nasion o chropowatej powierzchni tupiny nasienne;.

Zaletg sposobu wedtug wynalazku jest znaczne skrécenie czasu przeprowadzenia tego proce-
su. Proces sterylizacji chemicznej materiatu roslinnego przebiega w kilku etapach, co powoduje iz jest
to czesto zabieg czasochtonny, wymagajgcy licznych przygotowan. W trakcie prowadzenia konwen-
cjonalnych procedur sterylizacji materiat roslinny po potraktowaniu aktywng substancjg sterylizujgcg
musi by¢ kilkukrotnie wyptukany w sterylnej wodzie bidestylowanej co wydiuza znacznie czas zabiegu
i zwieksza liczbe przeprowadzanych manipulacji. Wieloetapowo$é zabiegu dezynfekcji wigze sie
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z wyzszym prawdopodobienstwem wystgpienia infekcji. Zastosowanie nanoczgsteczek srebra i skroé-
cenie procesu do jednej fazy zmniejsza mozliwo$¢ kontaminacji, skraca czas przygotowania nasion do
kietkowania, a takze w poréwnaniu do powszechnie stosowanych srodkéw odkazajgcych charaktery-
zuje sie mniejszym stopniem uszkodzenia eksplantatéw. Eliminacja etapu ptukania nasion przed ich
wylozeniem na pozywki przeznaczone do kietkowania, dzieki zastosowaniu suspensji wg wynalazku
W znacznym stopniu zmniejszenie mozliwosci zakazenia eksplantatéw.

Sposoéb wedtug wynalazku przedstawiono blizej w ponizszych przyktadach wykonania.

Przyktad 1

W celu wyjatowienia powierzchni matych, gtadkich nasion stosuje sie nastepujgce etapy odka-
zania:

1. Przygotowanie suspensji wodnej metalicznych nanoczastek srebra i miedzi o stezeniu kaz-
dego metalu 5 mg-dm™.

2. Dodanie do roztworu nanoczgstek srodka powierzchniowo czynnego: PVP, M = 7000, doda-
tek 0,5%.

3. Zamoczenie nasion w suspensji nanoczgstek miedzi i srebra na czas 1 minuty.

4. Wylozenie nasion na pozywki o znanym skfadzie (np. pozywka Murashige i Skooga,a (1962),
zestalonej 0,7% agarem) w celu inicjacji kietkowania.

Przyktad 2

W celu wyjatowienia powierzchni nasion o chropowatej powierzchni stosuje sie nastepujace
etapy odkazania:

1. Przygotowanie suspensji wodnej metalicznych nanoczastek srebra i miedzi o stezeniu kaz-
dego metalu 5 mg-dm™.

2. Dodanie do roztworu nanoczastek srodka powierzchniowo czynnego: PVP, M = 7000, doda-
tek 0,5%.

3. Zamoczenie nasion w suspensji nanoczastek miedzi i srebra na czas 5 minut.

4. Wylozenie nasion na pozywki o znanym skfadzie (np. pozywka Murashige i Skooga,a (1962),
zestalonej 0,7% agarem) w celu inicjacji kietkowania.

Przyktad 3

W celu wyjatowienia powierzchni duzych nasion o chropowatej powierzchni stosuje sie nastepu-
jace etapy odkazania:

1. przygotowanie suspensji wodnej metalicznych nanoczastek srebra i miedzi o stezeniu kaz-
dego metalu 5 mg-dm™.

2. Dodanie do roztworu nanoczgstek srodka powierzchniowo czynnego: PVP, M = 7000, doda-
tek 0,5%.

3. Zamoczenie nasion w suspensji nanoczgstek miedzi i srebra na czas 10 minut.

4. Wytozenie nasion na pozywki o znanym sktadzie (np. pozywka Murashige i Skooga,a (1962),
zestalonej 0,7% agarem) w celu inicjacji kietkowania.

Zastrzezenie patentowe

Sposdb wyjatawiania powierzchni nasion, przeznaczonych do kietkowania w warunkach in vitro,
znamienny tym, Zze jako czynnik wyjatawiajgcy zastosowano metaliczne nanoczasteczki srebra i mie-
dzi w suspensji wodnej, przy czym proces wyjatawiania przebiega jednoetapowo w czasie 1-10 min
przy uzyciu suspensji wodnej metalicznych nanoczastek srebra i miedzi o stezeniu 1-50 mg-dm's,
korzystnie 5 mg-dm'3 i wymiarach 1-100 nm.
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