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Inventia se refet la biotehnologiesi anume la un procedeu detivlere a biomasei calusului de Rhodiola rosea L. in
vitro.

Rhodiola rosea L. reprezinb plant valoroad care, datorit metaboliilor secundari ce se cgn in radacini si
rizomi, este folosit pe larg Tn medicisi farmaceutid. Tocmai de aceea Rhodiola rosea L. este cofettansiv
din masivele naturalgi Tn ultimii ani ea a disprut de pe mai multe creste montane, unde plantgeerespontan.
Cultivarea artificiad a speciei necegitcondiii specifice, din aceasta caumtampira mai multe dificuliti. O cale
de solgionare a problemei este toierea principiilor active caracteristice pentruoBlola rosea L. din biomasa
celulelor calusului ofinuta pe cale biotehnologic

Este cunoscétmetoda de cultivare a celulelor calusului in vittd. Pentru proliferarea celulelor calusului atfos
utilizat mediul nutritiv Murashige-Skoog (MS) (196Xuplinit cu 6-benzilaminopurin(BA) 1,5 mg/l, acida-
naftilacetic (ANA) 0,5 mg/l; valoarea pH-ului fiindjustat la 5,8 Tnainte de autoclavare [1]. Din punct ddere
economic acest procedeu necebitburitatire, deoarece cultivarea calusului pe parcursul pegoade optimale nu
asigus acumularea semnificativa biomasei. Acest neajuns poate fifiatat cu ajutorul procedeului propus.
Problema pe care o rezalinvertia const in sporirea proliferii celularesi a acumudrii biomasei calusului de
Rhodiola rosea L.

Procedeul, conform inveiei, include inocularea frunzelor prelevate de lenfulele sterile de Rhodiola rosea L. pe
un mediu nutritiv, obnut prin adugarea la mediul nutritiv agarizat Murashige-Skoag 1,5 mg/l 6-
benzilaminopuria si 0,5 mg/l acida-naftilacetic, ajustarea pH-ului pfifa 5,8, autoclavarg adiugarea unei sotii
apoase sterilizate de 5% de subgarscate afinute din biomasa algei verzi Spirogira sp. pritr&gere cu etanol in
cantitate de 0,1%, dapcare se efectueazultivarea calusului in decurs de 40 zile la terapea de 26°Gii
umiditatea relati¥ a aerului de 70% cu o fotoperidgadie 16 ore lumisi 8 ore intuneric.

Soluia apoas okiinuta din biomasa algei verzi Spirogira sp. (in contieugreparatul Reglalg, Autoriga AA nr.
0448 eliberat din 21.02.2003 de Centrul de Stat pentru Atest®mauselor Chimicsi Biologice de Protee si
Stimulare a Plantelor. Grupa a 4-a de toxicitat&zipt un complex de substgnbiologic active, ofinute din
biomasa algei filamentoase verzi Spirogira sp. arsin mediul organic timp de 1012 zile, uscdt pari la
umiditatea de 5.7% si farAmiati pari la starea de praf, totodainainte de extragere biomasa se tratear
cloroform, apoi cu ap iar extragerea finalse realizeazcu alcool etilic in raport de 1:(46) cu dilgia ulterioaa
cu afii. Soluia finali cortine 5% de substahuscal.

Avantajele procedeului propus constau n simplieddui, sporirea substaala a biomasei acumulate, govutului
pigmenilor asimilatorisi costul redus al preparatului.

Rezultatul congtin sporirea prolifeirii celularesi a acumudrii biomasei calusului de Rhodiola rosea L. cu 382,
concentrégei clorofilei a, bsi a carotenoidelor Tn celulele calusului cu 929649, respectiv, 53% fa de procedeul
cunoscut.

Exemplu derealizare ainvenyiei

Pentru inducerea calusului au fost prelevate frutezta plantulele sterile de Rhodiola rosea Ltinoite din semite
prealabil sterilizate. Segmente foliare cu dimemséade 0,3.0,5 cm au fost inoculate pe mediul MS suplimentat ¢
1,5 mg/l BAsi 0,5 mg/l ANA, agar 0,6% [1]. Valoarea pH-lui astoajustat para la 5,8, Tnainte de autoclavare.
Pentru metinerea calusului, la fiecare 40 de zile de culéydragmente de calus cu masa de aproximativ 219 er
transferate pe mediul MS proaspreparat [1].

O parte din explgna fost cultivai pe mediul nutritiv MS [1] (cea mai apropiatoluie), alta— pe acelgi mediu
suplimentat dup autoclavare cu sojie apoas sterilizatt de Reglalg in concentia finala de 0,001% (inveia
propug). In aa fel, medille de cultivare se deosebeau numai prazema Reglalgului. Explaii celor dou
variante au fost cultivala temperatura de 26°C, cu fotoperioada de 16lwrena (2000 lux)si 8 ore intuneric.
Umiditatea relati& a aerului Tn camera de cultivare a fost &gal 70%.

Pentru analiz de la fiecare variaiitau fost luate cate 3 vase, au fost prelevatealelalalusului, masa prodsp a
lor fiind determinai prin candrire. Ulterior din masa calusului au fost extraomponeiii clorofilieni, continutul
clorofilei a, bsi al carotenoidelor fiind determinat prin metod@sipofotometrié.

Conform datelor prezentate in tabel, calusuriléiate conform celei mai apropiate s@ilui conform inveniei se
deosebeau prin sporirea biomasei cu 38% corninutului clorofilei a, bsi al carotenoidelor cu 92%, 49%b,
respectiv, 53%. Prin urmare, suplimentarea medidkiicultivare cu un volum de s¢ki apoas sterilizat de
Reglalg a asigurat sporirea acusmiilbiomaseisi a coninutului clorofilei a, bsi al carotenoidelor in celulele
calusului de Rhodiola rosea L. (vezi tabelul).

Tabel
Procgdeu de Biomasa calusului, ¢ Clorofila a, mg/g Clorofilarhg/g Carotenoide,
cultivare mg/g
Confor cele maj 12+0,16 1,27 0,01 0,75+ 0,04 1,14+0,01
apropiate soltii
Conform inveniei 16,6 + 0,15 2,44 £ 0,03 1,12+ 0,01 1,74 +0,03




