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(57) Rezumat:

Inventia se refera la un sistem de iluminare a culturilor
vegetale fortate, de exemplu, a iluminarii fitoinoculilor
crescuti pe medii agarizate sau in regim submers, in
solutii nutritive lichide, in biorectoare, cu dispozitive
care au in structura lor polimeri electroluminiscenti. Sis-
temul conform inventiei reprezinta o incinta de conser-
vare a germoplasmei vegetale in conditii de vitrocultura,
in regim de crestere lentd, confectionata din material
lemnos, captusit la interior cu folie reflectorizanta din
aluminiu, pentru exploatarea maxima a cuantelor lumi-
noase, in care seintroduce o sursa de iluminare electro-
luminiscenta polimerica (LEP) si un alimentator pentru
sursa de iluminare.
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UTILIZAREA POLIMERILOR ELECTROLUMINISCENTI LA
ILUMINAREA VITROCULTURILOR VEGETALE

REZUMAT

Inventia se referd la un sistem de iluminare a culturilor vegetale, fortate, de
exemplu a ilumindrii fitoinoculilor crescuti pe medii agarizate sau in regim submers, in
solutii nutritive lichide, in bioreactoare, cu dispozitive care au in structura lor polimeri
electroluminiscenti (abreviat LEP — Light Emitting Polymers). In mod deosebit,
dispozitivele electroluminiscente, polimerice, servesc la iluminarea vitroculturilor supuse
unui regim de ,,crestere lentd”, pentru stocarea acestora in ,,bdnci de gene” , dar si pentru
retardarea cresterilor, pentru a mari intervalul de subculturd, reducand astfel costurile de
intretinere pe timp indelungat a vitroculturilor, si evitidnd riscurile de contaminare a
acestora cu germeni, fira a anihila capacitatea regenerativd a inoculilor de provenient
variata, respectiv de naturd vegetald sau algald. Conservarea acestora va putea fi ficuta
fie la temperatura camerei, fie la frigider, la +4°C, in regim continuu de iluminare, sau in
lumind intermitentd. Conductorii electroluminiscenti polimerici sunt economici, nu cresc
temperatura ambientald, pot fi amplasati in imediata apropiere a culturilor, sunt emitenti

de lumina alba ori colorata si pot fi submersati in bioreactoare etc.

DESCRIERE

Sistemele de iluminare pe bazéd de polimeri luminiscenti pot fi utilizati in scopuri
variate, de exemplu - In functie de intensitatea luminoasa realizatd, in dependentd de
natura polimerilor si a frecvenfei curentului electric care alimenteazd conductorii
polimerici — putem varia intensitatea luminoasa a lor si, in raport cu aceasta, se poate
largi gama de utilitdti a sistemelor realizate. Astfel, in cazul fitoinoculilor (vitroculturi
vegetale) existd diferite situafii in care asemenea sisteme pot fi utilizate in variate tipuri
de culturi efectuate in vitro, de exemplu, explante prelevate de la plante, sau subculturi
(repicéri) ale acestora, ori a culturilor algale, inoculi care pentru cresterea lor necesita
lumind. Ele pot beneficia de un asemenea mod de iluminare in regim septic sau aseptic.

In dependentd de intensitatea luminii i, eventual, de culoarea acesteia, se poate influenta

capacitatea regenerativa a inoculilor, dar si procesele de morfogeneza si de organogeneza
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la nivelul fitoinoculilor, viteza de crestere a organelor riméane, sau incetinirea acestor
fenomene, inclusiv a cresterii, dar cu pastrarea in timp a puterii lor regenerative, realizand
ceea ce se numeste un regim de “crestere lentd”, procedura utilizata n ,,bdncile de gene”
profilate pe stocarea unor inoculi, marind mult intervalul lor de subcultivare, fapt care
reduce mult - in astfel de unitati - preturile de cost, in procedurile de conservare.

Inventia se refera la utilizarea sistemelor construite pe bazd de polimeri
electroluminiscenti (abreviat LEP — Light Emitting Polymers) pentru iluminarea
culturilor vegetale, de exemplu a vitroculturilor de explante (fitoinoculilor), constand din
organe, tesuturi, celule sau protoplasti, care fac obiectul a o serie de practici ce se Inscriu
in diferite categorii de biotehnologii vegetale, atat cu caracter teoretic, cat si practic, dar
si a culturilor algale sau a altor vietuitoare dependente de lumina, in biobaze.

Important este faptul cd, in biotehnologiile vegetale operindu-se cu variate
categorii de fitoinoculi, care au fost enumerate mai sus, ca plante fotoautotrofe, sunt
dependente de lumind care reprezintd un factor indispensabil in mentinerea acestora in
viatd, dar si in reglarea statutului lor, influentdnd procesele lor de morfogeneza, de
organogeneza si de crestere.

Deci, un sistem de iluminare a fitoinoculilor cu LEP (Light Emitting Polymers),
prin scaderea la o limita fiziologic satisfacdtoare a intensitatii luminii produsa de acestea,
se poate incetini cresterea inoculilor pentru ca s se méareasca cit mai mult intervalul de
subculturd, pastrdndu-se vitalitatea si capacitatea regenerativa, de exemplu a materialului
vegetal aflat n vitroculturd, facilitind nu numai mentinerea lor in timp, ci si conservarea
fitoinoculilor Intr-un regim optim de supravietuire, rarind foarte mult intervalul de
subcultura (repicarea si subcultivarea vitroculturilor), reducind costurile de perpetuare a
germoplasmei care este cultivatd ,,in vitro”, dar si conservarea acesteia in “hdnci de
gene”, diminuind costurile legate de asigurarea necesarului de compusi pentru prepararea
mediilor nutritive, dar si riscurile de contaminare cu germeni (infectare) a substratului de
crestere al vitroculturilor etc..

Utilitatea unor proceduri de iluminare cu LEP (Light Emitting Polymers) poate fi
extinsd si la perioada de aclimatizare a exvitroplantulelor la viata in mediul natural de

existenta, respectiv cel septic, care dureaza timp de cateva saptamani.
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fn conditiile operarii cu culturi de celule, de organe vegetale, sau de alge,
practicate in bioreactoare, pentru sintetizarea in acestea a produsilor secundari de
metabolism, cum este cazul la fitoinoculi, care sintetizeazi in corpul lor substante cu o
valoarea fitoterapeuticd ridicata a extractelor preparate din biomasa acestora, iluminarea
vitroculturilor este absolut indispensabild, iar variatele sisteme de iluminare de tip LEP
(Light Emitting Polymers) ce au o duratad lunga de functionare, ,,corpul” lor ,imbrdcdand”
o gama largd de forme, sunt foarte economice, nu incalzesc substratul, etc.; mentiondm
cd, 1 Km de fir LEP consuma echivalentul energetic ce este necesar pentru alimentarea

unui bec cu filament de 100 W, si are un potential de iluminare de peste 200 Cd/m’.

Alte avantaje ale iluminérii cu LEP (Light Emitting Polymers) sunt:
- LEP-urile reprezintad o sursd de lumina unicat, ea beneficiind de conductori electrici
cu diametre mici, ce pot avea lungimi nelimitate;
- sursele de LEP-uri emit de jur imprejurul lor - o lumini placutad si uniforma, de-a
lungul conductorului (360°) si pe toatd lungimea acestuia;
- LEP-urile sunt surse netoxice de lumina (respectiv sunt ecologice)si au un grad foarte
ridicat de siguranta;

- furnizeaza o lumina rece, si pot fi portabile;

conductorii LEP sunt total flexibili, ei pot fi rdsuciti, spiralati, indoiti si/sau impletiti si

pot fi taiati la orice lungime, dupa care trebuie racordati la sursa de curent electric;

conductorii sau dispozitivele de tip LEP-urilor sunt disponibile intr-o gama larga de

culori;

sunt rezistente la stropire si la submersarea in apa;

LEP-urile pot fi alimentate de la baterii (prin convertoare) sau la reteaua electrica,
folosind transformatoare;
- LEP-urile au o durata foarte lunga de folosinta, fiind durabile si nu se defecteaza intr-un
mod catastrofic;
- LEP-urile sunt certificate de cdtre Comunitatea Europeana ca ,fire de iluminat”;
si sunt aprobate de MSHA (Mining Safty and Health Administration din SUA)

pentru folosire ca “fringhii luminoase”, de exemplu In mine;

fal
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Referitor la actualul nivel al cunostintelor in domeniul LEP-urilor, in cele ce
urmeaza vom enumera cateva aspecte legate de constructia unor astfel de dispozitive.

Tehnologia polimerilor electroluminiscenti (LEP - Light Emitting Polimers) ca
substrat al diodelor organice electroluminiscente, a fost descoperitd in Laboratoarele
Cavendish ale universitatii Canbridge, in anul 1989.

Tehnologia a fost preluatd de catre o serie de institufii de cercetare si de catre mari
corporatii din Anglia, Germania, SUA, Japonia si, in ultimul timp, din China, tari care au
dezvoltat aceasta tehnologie in diferite variante.

Principiul de bazd al functionarii LEP-urilor constd in recombinarea electronilor
difuzati dinspre catod, cu ,,golurile” dinspre anod, recombinare care produce o descarcare
de energie sub forma luminoasd, in masa polimerului.

Constructia specificd LEP-urilor:

e Un strat amorf din polimer electroluminiscent se aplica pe un substrat transparent
(sticla, plastic) intre doi electrozi: catod si anod.

e Cei doi electrozi - sub influenta unei diferente de potential - vor difuza electroni
in stratul de polimer electroluminiscent (respectiv catod) si ,,goluri” (respectiv
anod).

e Recombinarea electronilor cu ,,golurile” are loc prin interactiune electrostatica cu
degajare de energie luminoasa. ‘

e Lungimea de undd a luminii degajate depinde de natura stratului de polimer

electroluminiscent, folosit.

Strat bazal (suport)

SN PRV L U '..;_;’/Catod
+"E — —= = “~—__Strat polimeric
N
‘ ~————Anod
\\Strat transparent
LUMINA
A

Fig. 1. Structura unui LEP cu forma plana.
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Fig.2. Structura unui LEP filiform.

EXEMPLU DE REALIZARE A INVENTIEI

1. Incinte de conservare a germoplasmei vegetale in conditii de vitroculturi, in
regim de crestere lenti, conceput de noi

Incinta realizata de noi a fost confectionatd din material lemnos, captusit la
interior cu folie reflectorizantd din aluminiu, pentru exploatarea maxima a cuantelor
luminoase, avand urmitoarele dimensiuni:

- 30 cm lungime

-13 cm latime

-11 cm indlfime

-1 cm grosimea perete

Atat natura materialului din care a fost confectionati incinta, cit si dimensiunile
acesteia, pot fi modificate in functie de cerintele pe care le impune situatia concretd unde
urmeazi ca inventia sa fte aplicata.

Ca sursd de iluminare a fost utilizat LEP (Light Emitting Polymers) filiform,
emitent de lumind alb3, cu o intensitate (la nivelul fitoinoculilor) de 120 lucsi (1,62
uMoli/m?/s), dar atit forma si dimensiunile LEP (Light Emitting Polymers), cét si

intensitatea luminoasa ori culoarea luminii, pot fi modificate in functie de cerinte.

g/}/
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Fig. 3. Amplasarea polimerilor luminiscenti sub recipientele de culturd, in incintele de crestere (A -
imagine plani; B - vedere de perspectivi; C — incinta construiti de noi-vedere de sus) pentru conservare in
binci de gene, eventual in frigidere, a recipientelor cu fitoinoculi.
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2. Pentru iluminarea unor vitroculturi tubul de polimeri poate fi dispus
spiralat, mai strins sau mai lax, pe o suprafata plani, sau ascendent, de exemplu

intr-un cilindru sau intr-un bioreactor umplut cu aer sau cu mediu lichid.

EXEMPLU DE APLICARE A INVENTIEI

Incintele iluminate cu LEP-uri (Light Emitting Polymers) au fost utilizate intr-un
experiment, care a avut ca scop demonstrarea aplicabilitdtii acestor dispozitive la
vitroconservarea germoplasmei vegetale, in conditiile vitrocultivarii acestora, in regim de
crestere incetinitd”. Intensitatea luminoasad - la baza recipientelor de culturd - a fost de
15 lucsi, asigurandu-se astfel un minim luminos necesar mentinerii pigmentilor
asimilatori de la nivelul fitoinoculilor intr-un regim de supravietuire, mentinandu-se
astfel procesele metabolice ale vitroculturilor la o cotid scdzutéd de intensitate. Materialul
biologic a constat din explante de Solanum tuberosum L., respectiv fragmente uninodale
de tulpinite provenite dintr-o vitrocultura anterioard dimensionate la 1 cm.

Ca mediu de culturd am utilizat mediul Murashige-Skoog (1962), lichid, lipsit de
regulatori de crestere. in experiment am utilizat trei variante, si anume: un lot martor -
crescut in conditii de temperaturd si iluminare obisnuite, — optime, precum si douid
variante experimentale, dupd cum urmeaza:

Vg — culturi mentinute la temperatura de 24°C, iluminare cu tuburi fluorescente albe,

o fotoperioadd de 16 h lumina/8 h intuneric, intensitate luminoasd 1200 lucsi

(16,2 uMoli/m*/s);

V) — culturi mentinute la temperatura de 24°C si o iluminare cu LEP-uri emitente de
lumina alba — in regim continuu — cu o intensitate de 120 lucsi (1,62 pMoli/m?/s);
V; — culturi mentinute in frigider, la o temperatura de 4°C si o iluminare cu LEP-uri

emitente de lumind albd, in regim continuu, cu o intensitate del20 lucsi (1,62

pMoli/m?/s).

Flacoanele cu vitroculturile lotului martor au fost agezate pe rafturi, in camera de
crestere, aflatd sub lumind fluorescentd, alba, in regim fotoperiodic de 16 h/24 h;
variantele experimentale V si, respectiv, V, ce au fost expuse la lumina alba, continua,
emisd de LEP-uri, vitroculturile fiind agezate in incintele confectionate de noi (fig. 3);

cutia cu probele variantei V| au fost mentinute la 24°C, iar cutia cu lotul experime

o
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a fost introdusi in frigider si pastratd la o temperaturd +4°C. Experimentul a durat 60 de
zile, timp suficient pentru a face observatiile vizand evolutia parametrilor biologici
monitorizati (tabelul 1) si a trage concluziile de rigoare, care, in cele din urmé, au validat
ipoteza cd LLEP-urile pot servi la realizarea cu succes a programelor de vitroconservare a
germoplasmei in ,,bdncile de gene”, in cazul de fatd a celei vegetale.

Fitoinoculii au constat din minibutasi, uninodali, confectionati din tulpinitele
regenerate din vitroplantule de cartof (Solanum tuberosum). Aspectul vitroplantulelor - la
60 de zile de la inoculare - este ilustrat in figura 4, iar valorile parametrilor monitorizati
se regasesc in tabelul 1. Din imaginea figurii 4, se poate observa, chiar si cu ochiul liber,
fara a recurge la metode instrumentale de evaluare, faptul ci la variantele experimentale
Vi si V,, probe iluminate cu LEP-uri - la o intensitate luminoasa de 120 lucsi - inoculii
au avut o crestere mult mai redusd, in comparatie cu cei cultivati la lotul de control, V.

Prin analiza statisticd a datelor experimentale, efectuata cu programul MS Excel, a
fost evidentiatd semnificatia diferentelor fata de martor utiliznd testul T aplicat la siruri

cu variante inegale si cu doud extremitati (two tailed).

Fig. 4 -~ Aspectul vitroculturilor de -cartof
(Solanum tuberosum), la 60 de zile de vitroculturd
pe medii de cultwd lichide [V, — vitroculturi
mentinute la temperatura de +24°C i iluminare
cu tuburi fluorescente albe, Intr-o fotoperioada de
16h lumini/24h, la 1200 lucsi (16,2 pMoli/m?¥/s) ;
V) — vitroculturi menfinute la temperatura de
+24°C si iluminare cu LEP-uri la 120 lucsi (1,62
pMoli/m%/s); V, — vitroculturi mentinute la
. temperatura de +4°C si iluminare continua cu
LEP-uri cu o intensitate de 120 lucsi (1,62
. uMoli/m¥/s)].

. f‘,'f;;u,:(y.‘ _' P
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Tabelul 1 — Valorile medii ale parametrilor monitorizati la nivelul vitroculturilor de Solanum tuberosum, la
60 de zile de vitrocultura pe medii de culturd lichide Vg — vitroculturi mentinute la temperatura de +24°C si
iluminare fluorescenta alba, emitente de 1200 lucsi (16,2 uMoli/m?*/s) in regim de 16h lumind/24h; V, —
vitroculturi mentinute la temperatura de +24°C si iluminare continui cu LEP-uri emitente de lumina alba,
cu o intensitate de 120 lucsi (1,62 pMoli/m?%/s); V, — vitroculturi mentinute la temperatura de +4°C si
iluminare cu LEP-uri 1a 120 lucsi (1,62 pMoli/m?/s).

Varianta experimentali

V() V] VZ
Nr.crt. | Parametrul Valoare Y Valoare Y Valoare o
absoluti ® | absoluti ? absoluti °
1 | Lungime medie 1,271 13,58
tulpinitd (cm) hi e - R
Abaterea standard | 0,3232 0,1414 0,1054
Varianta | 0,1044 0,0200 0,0111
Semnificatia statistica - ol *okk
2 | Numdr mediude ' 0’ 0
Sfrunzulite , L
Abaterea standard | 1,2293 0,6667 0
Varianta | 1,5111 0,4444 0
Semnificatia statistic - o Hokk
3 | Numdr medin de Qe 00
ldstari S L
Abaterea standard 0
Varianta | 0,1000 0,4444 0
Semnificatia statistica - o HokE
4 | Lungime medie
raddcinite (cm) R
Abaterea standard 0,2449
Varianta | 0,0356 0,0600
Semnificatia statistica - *E
5 | Numdir mediu de 1100 38 L1515 21 63,63
rdddcinite_ R R 0 PRSI RIS RESREE] B I
Abaterea standard | 0,4830 0,4216 0,3162
Varianta | 0,2333 0,1778 0,1000
Semnificatia statisticd - *x ok

Legenda: * - diferenta fatd de martor semnificativa; ** - diferenta fatd de martor distinct semnificativi;
**% _ diferenta fatd de martor foarte semnificativa (semnificatie din punct de vedere statistic).

Vitroculturile constdnd din minibutasi de cartofi, crescute sub o lumina alba, de

intensitate scdzuta, dar continua (120 lucsi), emisd de LEP-uri, au prezentat o crestere

mult mai lentd decét cele cultivate in conditii normale de iluminare, respectiv 1200-de

lucsi, mai ales cele care au fost stocate in figider (fig. 3).

o
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in situatia cobordrii temperaturii in camera de crestere, in cazul nostru prin plasarea
vitroculturilor in frigider, la o temperaturad continua de + 4°C si o intensitate luminoasa
non stop de 120 lucsi, fenomenul de cresterea a minibutasilor de cartof a avut loc cu o
intensitate mult mai redusa, in conditiile mentionate acesta fiind aproape insesizabila. De
mentionat este faptul cd, intr-un astfel de regim rizogeneza (formarea de radacinite) a fost
prezentd la flacoanele din ambele tipuri de variante experimentale, iar dupd trecerea
acestor vitroculturi la un regim optim de lumini si de temperaturd, regenerarea se reia $i
cresterea acestora intrd in regim de normalitate.

Rezultatele acestui experiment sustin ipoteza cd vitroculturilor de Solanum
tuberosum 1i se poate asigura un regim de crestere lentd, in vederea conservdrii acestei
specii in ,living collections”, prin utilizarea luminii de slaba intensitate, obtinutd din
surse cu polimeri electroluminiscenti.

Aceastd tehnica poate fi aplicatd - in functie de scopul urmérit — in diferite alte

tipuri de vitroculturi de fitoinoculi, sau in culturi algale.
REVENDICARE

Sistemul de iluminare cu LEP (Light Emitting Polymers); utilizat in scopul
asigurdrii necesaruiui de lumind indicat de tipul de vitroculturd-ales, in ceea ce priveste
durata de iluminare, intensitatea luminoasi, natura luminii; sunt parametrii care pot fi

/
reglati dupa dorinta, 1n functie de conditiile experimentale impuse. Ceea ce caracterizeaza
dispozitivele de acest tip priveste realizarea unor’ economii de energie, o sporire a
densitafii flacoanelor cu inoculi in spatii limitate (cum este si cazul frigiderelor), iar in
mediile lichide — de exemplu in bioreactoare de mare capacitate (ce necesitd prezenta
luminii in interiorul lor, la vitroculturile fotoautotrofe), pentru asigurarea in intreaga masi
4/:”. . . - . -
a acestora a luminii, de diferite luhgimi de unda, acest sistem de iluminare poate fi aplicat
n ,/‘v . . a .
cu succes, de exemplu in vitroculturile vegetale sau algale, ca de altfel si in culturile
fortate, pastrate in sere sau solarii, care pe perioada de culturd nu necesitd o intensitate
luminoasd mare,-Lumina poate fi reglatd in regim continuu sau cu intermitenta,

. 7/ .. . A .
(pulsatorie), sau poate fi administrata intr-un regim programat.
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In situatia coborérii temperaturii in camera de crestere, in cazul nostfu prin plasarea

vitroculturilor in frigider, la o temperaturd continua de + 4°C si o tftensitate luminoasa
non stop de 120 lucsi, fenomenul de cresterea a minibutasilor de cartof a avut loc cu o
intensitate mult mai redusa, in conditiile mentionate acesta ﬂ’fnd aproape insesizabila. De
mentionat este faptul ca, intr-un astfel de regim rizogengZa (formarea de radécinite) a fost
prezenta la flacoanele din ambele tipuri de varigrite experimentale, iar dupa trecerea
acestor vitroculturi la un regim optim de lumipéf si de temperaturd, regenerarea se reia si
y

cresterea acestora intrd in regim de normal}t/a/te.

Rezultatele acestui experimexy/ /sus‘;in ipoteza ca vitroculturilor de Solanum
tuberosum 1i se poate asigura un/méim de crestere lentd, in vederea conserviarii acestei
specii in ,/iving collectfons”/éin utilizarea luminii de slabi intensitate, obtinuta din

/
surse cu polimeri electrolum/iniscen;i.
Aceastd tehnic}/ﬂoate fi aplicatd - In functie de scopul urmarit — in diferite alte

tipuri de vitroculturi de fitoinoculi, sau in culturi algale.
REVENDICARE

Sistemul de iluminare cu LEP (Light Emitting Polymers), utilizat in scopul
asigurdrii necesarului de [umind indicat de tipul de vitroculturd ales, in ceea ce priveste
durata de iluminare, intensitatea luminoasd, natura luminii, sunt parametrii care pot fi
reglati dupa dorinté, in functie de conditiile experimentale impuse. Ceea ce caracterizeaza
dispozitivele de acest tip priveste realizarea unor economii de energie, o sporire a
densitatii flacoanelor cu inoculi in spatii limitate (cum este si cazul frigiderelor), iar in
mediile lichide — de exemplu in bioreactoare de mare capacitate (ce necesita prezenta
luminii in interiorul lor, la vitroculturile fotoautotrofe), pentru asigurarea in intreaga masa
a acestora a luminii, de diferite lungimi de unda, acest sistem de iluminare poate fi aplicat
cu succes, de exemplu in vitroculturile vegetale sau algale, ca de altfel si in culturile
fortate, pdstrate In sere sau solarii, care pe perioada de culturd nu necesitd o intensitate
luminoasd mare. Lumina poate fi reglatd in regim continuu sau cu intermitentd,

(pulsatorie), sau poate fi administrata intr-un regim programat.
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