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Huminarea vitroculturilor vegetale cu materiale fosforescente

Rezumat

Vitroculturile vegetale, sau cele algale, sunt practicate pe medii aseptice, ce pot fi stocate
in bdncile de gene”, in regim de ,.crestere incetinitd’ (crestere lentd), ceea ce presupune — in
primul rand - o reducere a intensitatii luminoase, o scidere a temperaturii ambientale §i o ririre a
intervalului de subculturd, in consecintd, scad costurile operationale si reduce riscurile de infectare a
vitroculturilor cu germeni. Pentru a inldtura dependenta ,.bdncilor de gene vegetale” de consum de
energie electricd pentru alimentarea instalatiilor de iluminare a culturilor cu tuburi fluorescente,
inventia noastri inlocuieste sistemele de iluminare alimentate cu curent electric, prin utilizarea unor
plici de dimensiuni variate sau/si formatiuni sub formd de sferule constituite din materiale
fosforescente ce sunt incircate la lumind naturala (dar nu direct la soare). Plicile, dupd incarcare, la
intuneric, emit un numir de cca. 8 ore lumind fosforescents, care poate fi utilizatd pentru
mentinerea vitroculturilor dependente de lumina la un regim lent de crestere, cutiile cu fitoinoculi §i
cu placi sau cu sferule fosforescente putind fi amplasate si in frigidere, ele nemodificand
temperatura si nefiind necesard alimentarea lor cu curent electric, ci doar expunerea acestora la
lumina zilei timp de céteva ore.

Vitroculturile vegetale servesc multor scopuri biotehnologice, cum ar fi in industria de
micropropagare a plantelor libere de viroze, sau in clonarea genotipurilor vegetale nou create prin
tehnicile de ameliorare conventionale sau nonconventionale, ori a celor rezultate din procedurile de
inginerie geneticid — valorificate in productia agricold sau ca modele experimentale in cercetirile
efectuate pe plante — dar si a culturilor de celule, ori de calus utilizate ca agenti biologici in
obtinerea industriala de produsi secundari de metabolism, de interes pentru prepararea de compusi
fitofarmaceutici etc.

Toate procedurile mentionate, utilizate in biotehnologia vegetald modern, sunt . tributare”
mentinerii pe cat mai lungé durati a calititilor genotiourilor ce detin variate capacititi performante,
fapt care poate fi realizat doar printr-o conservare corecti a plantelor, acele calititi in ,,bdncile de
gene” sau in ,bdncile de germoplasmd”, folosind materialul vegetal stocat in astfel de unititi ca si
»cap de clone” in realizarea — atunci cdnd se doregste — readucerii esantioanelor vegetale la un regim
de viata activa, reludndu-se regimul de multiplicare a celulelor, embrionilor, lastarilor, dupé dorinta,
cu regenerarea de plante si utilizarea lor in condifiile normale, naturale, de crestere.

Modul in care pot fi conservati fiotinoculii, respectiv vitroplantulele, listarii, embrionii,
celulele sau protoplastii, in laboratoare sau in ,.bdncile de gene”, variazi in functie de scopul
urmarit, tipul de vitrocultura utilizat, resursele de care se dispune in unititile axate pe folosirea unor
astfel de surse biologice, durata de timp pe care o avem la dispozitiec pentru a ,revigora”
esantioanele vegetale, pand la valorificarea acestora etc.

Existd variate modalititi de stocare a materialului vegetal in ,bdncile de gene”, sau in
unititile care au in profilul laboratoarelor lor, sau a industriilor axate pe un astfel de obiect de
activitate, cerinia de a mentine — la nivel de totipotentd — esantioane biologice de naturd variati
(tesuturi si organe vegetale, polen, celule etc.). In astfel de cazuri, principiul de bazi care trebuie
respectat este acela al conservirii calitdtilor biologice ale materialelor conservate, de o asa manier3
incat probele care au fost stocate in ,,banca de gene”, sau in camere frigorifice, si poata fi readuse la
totipotenta lor caracteristica §i sd poatd s serveascd operatorilor in realizarea scopurilor avute in
vedere inainte de stocarea acestora.

Daca intr-o serie de ,.bdnci de gene” axate pe stocarea de organe, tesuturi sau de celule
vegetale, animale sau umane (cum este si cazul ,bincilor de sperm3” ori de embrioni), tehnica
ideald de conservare constd in plonjarea probelor §i submersarea acestora in azot lichid (-196°C) si
n mentinerea lor in acest regim timp indelungat (teoretic pe durati nelimitatd), la plante existand si
proceduri care se referd la conservarea vitroculturilor vegetale in regim de ,crestere lentd”, la
temperaturi de +27°C pand la +4°C, metode care presupun fie inhibarea cresterii fitoinoculilor prin
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introducerea in substratul lor de cultura a unor inhibitori de crestere, cum este alarul (abreviat B9),
fie prin mirirea presiunii osmotice a mediului lor de culturd prin adidugarea in acesta de
concentratii sporite de zaharozd, ori de sorbitol sau de manitol), ceea ce faciliteazi mentinerea
vitroculturilor vegetale un timp cat mai lung (uneori si mai mult de un an de zile), la temperaturi
pozitive — dar coborate — fard operarea de subculturi si fard afectarea capacititii lor regenerative,
respectiv a totipotentei, fapt care permite reducerea costurilor de intretinere a probelor si evitarea
riscului de a se produce infectii in momentul efectudrii operatiunilor lunare de sucultivare a
fitoinoculilor.

O alti metodd de conservare constd in pistrarea fitotnoculilor intr-un regim combinat,
asociind un inhibitor vegetal de crestere, introdus in mediul de culturd, cu coborérea la 4-7°C a
temperaturii de pastrare a recipientelor cu fitoinoculi. Alteori, la toate aceste masuri se recomanda gi
reducerea intensititii luminoase de la 1700-2400 lucsi (Fig. 1 A), la 500 de lucsi. In acest mod, la
unele vitroculturi vegetale, asociind diferiti factori, se poate mdri intervalul de operare a
subculturilor de intretinere a acestora de la 1-3 luni, la 3-4 ani, sau chiar mai mult.

Cu cét se mireste mai mult intervalul de subculturd, cu atat se reduc costurile de mentinere
si intretinere a fitoinoculilor, fird alterarea genotipului si a capacitiitii regenerative a acestora. La
vitroculturile vegetale, cu exceptia situatiei crioconservirii acestora, culturilor le este indispensabild
lumina; daca dar intensitatea luminoasd este redusd se incetineste mult cresterea fitoinoculilor.
Totusi, lumina este indispensabild pentru mentinerea totipotentei celulelor vegetale. Dar,
introducerea surselor de lumina in ,,bdncile de gene vegetale” rididca probleme in ceea ce priveste
cresterea costurilor de intretinere, devenind obligatorie ventilarea incintelor cu probe, pentru
mentinerea temperaturilor la valori optime (coborate), ventilarea sporind consumul de energie, pe
de o parte, dar producand si o puternica deshidratare a mediilor de culturi, pe de alta parte, fapt care
impune operarea mai frecventii de subculturi, din cauza scaderii umidititii optime in substratul din
recipientele de vitroculturd si criparea acestora.

Toate aspectele descrise ne-au determinat si concepem noi proceduri pentru realizarea unei
~temporizari” a cresterii inoculilor vegetali, cu mérirea intervalului de subculturii, fard a afecta
capacitatea regenerativd a acestora, prin mentinerea recipientelor cu fitoinoculi in frigidere, sau in
camere reci, in care sursa de lumini amplasati in vecinitatea recipientelor cu fitoinoculi si fie
reprezentatd de o ,.Jumind rece”, neconsumatoare de energie electricd si care s nu produca célduri.
Totodatd, daca se doreste, recipientele cu fitoinoculi pot fi pastrate si la temperatura laboratorului,
doar iluminarea si fie asigurati in regim alternativ prin utilizarea unor surse luminoase
fosforescente. Plicile sau alte materiale fosforescente, de exemplu sferule (Fig.2 B si D) periodic
trebuie reincarcate la o sursa de lumind. Astfel, dupa o expunere a patru plici, de 40 cm lungime, 20
cm litime si 2,5 mm grosime (Fig. 2 A si C), timp de 14 ore, la lumina naturald, transferate la
intuneric total, acestea emit — cca. 8 ore — lumini dup# care plicile trebuie reincircate. Daca in
incdpere existd o lumind difuzi, slabd, placa se descarcd in cca. 12 ore. Dacd intr-o incinta sunt
montate mai multe plici fosforescente (Fig. 3) sau intr-un frigider cu usi de sticld si iluminat slab
cu neon, intensitatea luminoasa sporeste. Plicile pot fi pozitionate orizontal, vertical sau curbate
(boltite) (Fig. 4 C). Cutiile cu plici fosforescente ce contin fitoinoculi amplasati in medii de culturi,
pot fi amplasate in frigidere si nu necesitd alimentarea lor cu energie electrica.

Deci, prezenta inventie se referd la utilizarea ca surse de lumind a unor materiale
fosforescente, cum ar fi a unor plici (Fig. 2 B si C), care dupd ce sunt incidrcate cu energie
luminoasd, naturald, sau provenitd de la surse artificiale de iluminare, se introduc pe rafturile din
camerele de crestere ale fitoinoculilor, sau in frigiderele destinate depozitiirii vitroculturilor
vegetale, pentru a réri astfel cat mai mult cu putind intervalul de subculturd, mai ales in cazul in
care se urmireste imprimarea la nivelul fitoinoculilor a unei cresteri lente. Aceastd noud procedurd
de tluminare da posibilitatea — pe de o parte — la stocarea fitoinoculilor in inciperi nealimentate cu
energie electricd, iar — pe de altd parte — la economisirea de energie electricd, utilizatd pentru
asigurarea ilumindrii camerelor de crestere, destinate cultivirii in regim aseptic a vitroculturilor
vegetale, a placilor fosforescente care permit o scurtare a duratei de iluminare a fitoinoculilor cu

o



ot R A A it . e 355 5

A=2011-00924--
2 0 -09- 2011

Revendicare

Materialele fosforescente, placi, sferule sau panouri 1in care sunt incorporate séruri
fosforescente, potrivit prezentei inventii, pot fi utilizate pentru iluminarea vitroculturilor ce necesiti
o sursd slabd de lumind, de exemplu a fitoinoculilor, ori a culturilor algale aflate in mediu aseptic,
mentinute fiind in regim de ,crestere lentd”, fard a fi expuse la surse de lumind care s le
alimenteze cu-energie-electrica. Recipientele_cu vitroculturi vor fi amplasate in partea bazala a
cutiei cu fitoinoculi, in timp ce cutia cu plici fosforescente va fi expusé zilnic la lumina zilei, pentru
a se reincérca energetic. Placa bazalid a cutiei poate riméne in camera de crestere sau in frigider §i
dupi reincarcarea plicilor cu lumind acestea vor fi utilizate pentru a reacoperi cu ele recipienteie de
vitrocultura.

Bibliografie
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Experimentele efectuate de noi au avut in vedere — in cadrul unor teme de cercetare axate pe
studii de biotehnologie vegetald, orientate pe problematica conservarii biodiversitatii in lumea
plantelor, atit a florei amenin{ati cu extinctia (a speciilor mentionate in ,,Cartea rosie”, ca fiind pe
cale de disparitie), cat si a genotipurilor de larg interes in practicile agricole sau silvice, ori in
bioindustria care valorifica produsi secundari de metabolism — o scddere a costurilor de intretinere
a colectiilor de plante stocate in regim de vitroculturd, cu maérirea intervalului de subculturi,
conservand integral capacitatea regenerativa a fitoinoculilor. Pldcile fosforescente pot fi amplasate
in diferite pozitii (Fig. 3 si 4 A-C), intre recipientele de culturd, dubland sau tripland numarul
acestora, reusind astfel si crestem intensitatea luminoasa din imediata apropiere a fitoinoculilor.
Pentru a méri intensitatea sursei de lumind, pe langd amplasarea a una sau mai multe placi
fosforescente in cutiile cu fitoinoculi, se poate suplimenta lumina fosforescenta prin utilizarea de
wsferule” (Fig. 2 C si D si Fig.4 A si B), din material plastic, transparent si incolor, in care se afla
incorporate minuscule particule fosforescente. Acestea pot fi amplasate printre recipientele cu
fitoinoculi, ceea ce faciliteazd iluminarea lor si din lateral. Astfel de sferule pot fi amplasate si in
bioreactoare pentru a asigura o iluminare a culturilor vegetale submerse. Plicile fosforescente pot fi
incércate cu lumina naturald si prin utilizarea de fibre optice (Fig.5).

Deci procedura de iluminare a vitroculturilor vegetale sau algale cu materiale fosforescente
asigurd acestor inoculi o sursi suficientd de lumind, care s& mentind viabilitatea si totipotenta
acestora, fard a fi necesard o alimentare permanenti a acestora sau a instalatiei cu curent electric.

Revendicare

Materialele fosforescente, plici, sfegule sau panouri 1in care sunt incorporate siruri
fosforescente, potrivit prezentei inventii, popA utilizate pentru iluminarea vitroculturilor ce necesita
o sursd slabd de lumini, de exemplu a fjtéinoculilor, ori a culturilor algale aflate in mediu aseptic,
mentinute fiind in regim de ,.crest lentd”, fard a fi expuse la surse de lumind care si le
alimenteze cu energie electrici. Becipientele cu vitroculturi vor fi amplasate in partea bazala a
cutiei cu fitoinoculi, in timp ce gHtia cu placi fosforescente va fi expusi zilnic la lumina zilei, pentru
a se reincérca energetic. Plaga bazala a cutiei poate raméne in camera de crestere sau in frigider si
dupa reincarcarea plicilor et lumina acestea vor fi utilizate pentru a reacoperi cu ele recipientele de
vitrocultura.
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tuburi fluorescente, prin stingerea cétorva ore a acestora §i continuarea ilumindrii lor — un numdr de
ore — cu plici fosforescente.

Fig. 1-Recipiente cu fitoinoculi expuse la tuburi fluorescente, in camera de crestere climatizati (A);
variate recipiente de cultursi cu medii aseptice in care au fost implantate explantele (B, C si
D).
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Fig.2- Materiale fosforescente care sunt tinute la tuminga din laborator (A si B) si care trecute la
intuneric lumineaza (C si D), unde: A si C- placi fosforescente; B si D- sferule din material plastic,
transparent cu material fosforescent rispandit in masa acestora, unde: B- vizute la lumini; D-
trecute la intuneric.
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Fig.3- Schema privind cutia cu plici fosforescente si sferule fosforescente in care sunt
amplasate recipientele cu vitroculturi vegetale.
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Fig.4- Continutul unei cutii cu vitroculturi vegetale vazutd de sus (A- cutie viizuti la fuming 7ilei ;

B- cutic viizutd la infuneric, cu plici fosforescente pe lateral si cu sferule fosforescente in care sunt

amplasate recipientele cu fitoinoculi ; C- acoperirea cutiei de la pozitia B cu un capac fosforescent ;
D- boltirea unei placi fosforescente sub care sunt asezate recipientele cu vitroculturi vegetale).
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Fig. 5 Diagrama schematicd a unui nou sistem de iluminare prin
difuziune optica a luminii prin fibre optice utilizat in micro-
propagarea vitroplantelor fotoautotrofe; A - sursa electrica de
putere; B — lampa cu reflector; C — tanc de apa pentru absorb-
tia céldurii; D - lentild condesatoare; E - fibre optice difuzive:
F — vase de culturd; G - oglinda reflectorizantd H - fibre opti-
ce transparente (Kozai, 1991).
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