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(57) Rezumat:
1

Inventia se refera la biotehnologie, si
anume la un procedeu de obtinere a biomasei
calusului de Rhodiola rosea L. in vitro.

Procedeul, conform inventiei, include
cultivarea calusului din frunze de la plantulele
sterile de Rhodiola rosea L. pe mediul nutritiv
agarizat Murashige-Skoog, cu un adaos de 5

2
mg/l 6-benzilaminopurina, 0,5 mg/l acid o-
naftilacetic si 0,1% solutie apoasd sterilizata
de 5% de substante uscate obtinute din
biomasa algei verzi Spirogira sp. prin
extragere cu etanol.
Revendicari: 1



(54) Process for in vitro production of Rhodiola rosea L. callus biomass

(57) Abstract:
1

The invention relates to biotechnology,
namely to a process for in vitro production of
Rhodiola rosea L. callus biomass.

The process, according to the invention,
comprises cultivation of callus from leaves of
sterile shoots of Rhodiola rosea L. on the
agarized Murashige-Skoog nutrient medium
supplemented with 1.5 mg/l of 6-

(54) Crioco6 mostyyeHusi GuoMacchbl Kajuryca

(57) Pedepar:

Nzo0perenue OTHOCHTCS K
OHMOTEXHONOTHH, a HWMEHHO K CIocody
nony4yeHus: buomaccel kasutyca Rhodiola rosea
L. in vitro.

Crioco0, COTJIaCHO n300peTeHuIo,
BKJIFOYACT KYIbTHBUPOBAHHE Kalyca W3
JHCThEB OT CTepwibHbIX poctkoB Rhodiola
rosea L. Ha arapu3oBaHHON NHTATEIHEHOU
cpene Mypacure-Ckyra, ¢ mobaBieHueM 1,5

2
benzylaminopurine, 05 mg/l of «-
naphthylacetic acid and 0.1% sterile aqueous
solution of 5% of dry substances obtained from
the biomass of green alga Spirogira sp. by
extraction with ethanol.
Claims: 1

Rhodiola rosea L. in vitro

2
Mr/n  6-OeH3mwnamuHomypuHa, 0,5 Mr/m o-
HaQTUITYKCYCHOM KHCJIOTBL u 0,1%

CTEpHIIN30BAHHOTO 5% BOJHOTO pacTBOpa
CYXUX BEIIECTB, MOJYYCHHBIX M3 OHOMACCHI
3eNeHOW BOMOpOCTM Spirogira Sp. myrem
9KCTPAKIMH STAHOJIOM.

I1. popmymsr: 1
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Descriere:

Inventia se referd la biotehnologie, si anume la un procedeu de obtinere a biomasei
calusului de Rhodiola rosea L. in vitro.

Rhodiola rosea L. reprezintd o plantd valoroasa care, datoritd metabolitilor secundari ce se
contin in radacini i rizomi, este folosita pe larg 1n medicina si farmaceuticd. Tocmai de aceea
Rhodiola rosea L. este colectata intensiv din masivele naturale si in ultimii ani ea a disparut de
pe mai multe creste montane, unde planta crestea spontan. Cultivarea artificiald a speciei
necesitd conditii specifice, din aceasta cauzd intdmpind mai multe dificultati. O cale de
solutionare a problemei este obtinerea principiilor active caracteristice pentru Rhodiola rosea
L. din biomasa celulelor calusului obtinuta pe cale biotehnologica.

Este cunoscutd metoda de cultivare a celulelor calusului in vitro [1]. Pentru proliferarea
celulelor calusului a fost utilizat mediul nutritiv Murashige-Skoog (MS) (1962), suplinit cu 6-
benzilaminopurina (BA) 1,5 mg/l, acid a-naftilacetic (ANA) 0,5 mg/l; valoarea pH-ului fiind
ajustata la 5,8 inainte de autoclavare [1]. Din punct de vedere economic acest procedeu
necesitd imbunatatire, deoarece cultivarea calusului pe parcursul unei perioade optimale nu
asigurd acumularea semnificativa a biomasei. Acest neajuns poate fi inlaturat cu ajutorul
procedeului propus.

Problema pe care o rezolva inventia constd in sporirea proliferarii celulare si a acumularii
biomasei calusului de Rhodiola rosea L.

Procedeul, conform inventiei, include inocularea frunzelor prelevate de la plantulele sterile
de Rhodiola rosea L. pe un mediu nutritiv, obtinut prin addugarea la mediul nutritiv agarizat
Murashige-Skoog a 1,5 mg/l 6-benzilaminopurina si 0,5 mg/l acid a-naftilacetic, ajustarea pH-
ului pana la 5,8, autoclavare si addugarea unei solutii apoase sterilizate de 5% de substante
uscate obtinute din biomasa algei verzi Spirogira sp. prin extragere cu etanol in cantitate de
0,1%, dupa care se efectueaza cultivarea calusului in decurs de 40 zile la temperatura de 26°C
si umiditatea relativa a aerului de 70% cu o fotoperioada de 16 ore lumina i 8 ore intuneric.

Solutia apoasa obtinuta din biomasa algei verzi Spirogira sp. (in continuare preparatul
Reglalg, Autorizatie AA nr. 0448 eliberata din 21.02.2003 de Centrul de Stat pentru Atestarea
Produselor Chimice si Biologice de Protectie si Stimulare a Plantelor. Grupa a 4-a de
toxicitate) prezintd un complex de substante biologic active, obtinute din biomasa algei
filamentoase verzi Spirogira sp. crescuta in mediul organic timp de 10...12 zile, uscatd pana la
umiditatea de 5...7% si faramitata pana la starea de praf, totodatd inainte de extragere biomasa
se trateaza cu cloroform, apoi cu api, iar extragerea finala se realizeaza cu alcool etilic in
raport de 1:(4...6) cu dilutia ulterioara cu apd. Solutia finald contine 5% de substanta uscata.

Avantajele procedeului propus constau in simplicitatea lui, sporirea substantiald a biomasei
acumulate, continutului pigmentilor asimilatori i costul redus al preparatului.

Rezultatul constda in sporirea proliferdrii celulare si a acumularii biomasei calusului de
Rhodiola rosea L. cu 38%, a concentratiei clorofilei @, b si a carotenoidelor in celulele
calusului cu 92%, 49% si, respectiv, 53% fata de procedeul cunoscut.

Exemplu de realizare a inventiei

Pentru inducerea calusului au fost prelevate frunze de la plantulele sterile de Rhodiola
rosea L., obtinute din seminte prealabil sterilizate. Segmente foliare cu dimensiunea de
0,3...0,5 cm au fost inoculate pe mediul MS suplimentat cu 1,5 mg/l BA si 0,5 mg/l ANA,
agar 0,6% [1]. Valoarea pH-lui a fost ajustatd pana la 5,8, inainte de autoclavare. Pentru
mentinerea calusului, la fiecare 40 de zile de cultivare, fragmente de calus cu masa de
aproximativ 2 g erau transferate pe mediul MS proaspat preparat [1].

O parte din explanti a fost cultivata pe mediul nutritiv MS [1] (cea mai apropiata solutie),
alta — pe acelasi mediu suplimentat dupa autoclavare cu solutie apoasa sterilizatd de Reglalg in
concentratie finald de 0,001% (inventia propusa). In asa fel, mediile de cultivare se deosebeau
numai prin prezenta Reglalgului. Explantii celor doud variante au fost cultivati la temperatura
de 26°C, cu fotoperioada de 16 ore lumina (2000 lux) si 8 ore intuneric. Umiditatea relativa a
aerului in camera de cultivare a fost egala cu 70%.

Pentru analizd de la fiecare variantd au fost luate cate 3 vase, au fost prelevate celulele
calusului, masa proaspatd a lor fiind determinata prin cantarire. Ulterior din masa calusului au
fost extrasi componentii clorofilieni, continutul clorofilei a, b si al carotenoidelor fiind
determinat prin metoda spectrofotometrica.
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Conform datelor prezentate in tabel, calusurile cultivate conform celei mai apropiate solutii
si conform inventiei se deosebeau prin sporirea biomasei cu 38% si a continutului clorofilei a,
b si al carotenoidelor cu 92%, 49% si, respectiv, 53%. Prin urmare, suplimentarea mediului de
cultivare cu un volum de solutie apoasa sterilizatd de Reglalg a asigurat sporirea acumularii
biomasei si a continutului clorofilei a, b si al carotenoidelor in celulele calusului de Rhodiola
rosea L. (vezi tabelul).

Tabel
Procedeu de | Biomasa Clorofila a, mg/g | Clorofila b, | Carotenoide,
cultivare calusului, g mg/g mg/g
Conform 12 £0,16 1,27 £0,01 0,75+0,04 1,14 £ 0,01
celei mai
apropiate
solutii
Conform 16,6 £ 0,15 2,44 £ 0,03 1,12+£0,01 1,74 £ 0,03
inventiei
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(57) Revendicari:

Procedeu de obtinere a biomasei calusului de Rhodiola rosea L. in vitro, care include
inocularea frunzelor prelevate de la plantulele sterile de Rhodiola rosea L. pe un mediu
nutritiv, obtinut prin addugarea la mediul nutritiv agarizat Murashige-Skoog a 1,5 mg/l 6-
benzilaminopurina si 0,5 mg/I acid a-naftilacetic, ajustarea pH-ului pana la 5,8, autoclavare si
adaugarea unei solutii apoase sterilizate de 5% de substante uscate obtinute din biomasa algei
verzi Spirogira sp. prin extragere cu etanol in cantitate de 0,1%, dupa care se efectueaza
cultivarea calusului in decurs de 40 zile la temperatura de 26°C si umiditatea relativa a aerului
de 70% cu o fotoperioadad de 16 ore lumina si 8 ore intuneric.
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