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(57) Rezumat:

Inventia se referd la un procedeu biotehnologic pentru
initierea si obtinerea de masa celulara proliferativa Tnalt
producatoare de compusi bioactivi la Leontopodium
alpinum Cass. - floarea de colf, precum si a extractului
brut. Procedeul conform inventiei consta in obtinerea
calusului primar prin plasarea orizontald pe mediul
nutritiv de calusare a plantulelor intregi obtinute din
seminte germinate aseptic, calusul primar servind
pentru obtinerea si proliferarea calusului secundar, la
nivelul caruia se realizeaza selectia vizuala azonelorde
calus cu cel mai mare continut de pigmenti - metaboliti
secundari si cu cea mai mare proliferare celulara si
acumulare de masad, iar prin subcultivarea - pasarea
repetata si regulata, in aceleasi conditii de cultura, pe
acelasi mediu de calusare, pe o perioada mare de timp,
se realizeaza stabilizarea si omogenizarea liniilor celu-
lare de calus selectionate, cu o ratd medie de proli-
ferare a calusuluide 18,32+1,83, din calusurile selectio-
nate si stabilizate obtindndu-se un extract brut cu urma-
toarele caracteristici biochimice: concentratie flavonoizi
464198 mg echivalent rutin/g substanta uscata, concen-

tratie polifenoli 236+34 mg echivalent acid galic/g subs-
tanta uscatd, concentratie pigmenti antocianici
0,672+0,15 mg echivalent cianidin 3 - glucozid/g subs-
tanta uscata si activitate antioxidanta 90594 mM
echivalenti Trolox/g substanta uscata.

Revendicari: 4
Figuri: 6
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Procedeu biotehnologic de initiere i obtinere de masi celulara proliferativa inalt producétoare

de compusi bioactivi la Leontopodium alpinum Cass. (floare-de-colf) si a extractului brut

Inventia se referd la un procedeu biotehnologic de obtinere de masé celulard proliferativa inalt
producitoare de compusi bioactivi - calus - din plantule intregi rezultate din seminfe
germinate aseptic la Leontopodium alpinum Cass. (floare-de-colt), cét si a extractului brut
obtinut din acesta, extract bogat in metabolifi secundari de interes economic pentru industria

cosmeticd, farmaceutici §i alimentari.

Datoriti colectirii intensive §i ca urmare a schimbdrilor climatice recente, populatiile din
naturd au suferit un declin, specia a devenit amenintatd, capatind statut de specie rard. Cel
putin in Europa, colectarea din naturd a acestor plante este interzisa prin lege si prin urmare,

in anumite tar sunt cultivate.
In Romania, specia este ocrotita prin lege din 1933 si are statut de specie vulnerabili.

Exist3 utiliziri traditionale ale acestei specii in medicina naturistd, fiind cunoscuti ca avand
efecte antiinflamatoare, antimicrobiene, antioxidante §i chemoprotective, fiind folositd pentru
tratamentul bolilor de inimé, a bronsitei, diareei, dizinteriei, febrei, pneumoniei, a durerilor

reumatice, a cancerului.

in prezent au fost gisite noi aplicatii ale acestei plante, extractul siu intrind in compozitia
ecranelor de protectie solard ale pielii §i pentru tratamentul bolilor degenerative nervoase
(Alzheimer).

Sistemul /n vitro utilizat in cadrul inventgiei este reprezentat de cultura de calus (celule
nespecializate, nediferentiate, dar care au capacitatea att de a se divide in mod nelimitat, cat
si de a sintetiza metabolifi secundart). Calusul este denumit in literatura de specialitate §i

“celule stem vegetale”.

Se cunosc procedee de obtinere a extractului din floarea de colt (Leontopodium sp.) prin

prelucrarea frunzelor plantelor cultivate sau din florea spontana astfel:

S
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WO02009098145A2 inventia prezintd un procedeu de extragere si utilizare in diverse
compozitii a substantelor din speciile asiatice de floare de colt: Leontopodium ochroleuceum
si/sau Leontopodium leontopoides si/sau Leontopodium himalayanum. Pentru aceasta este
necesard colectarea plantelor intregi cu frunze, flori, tulpini i / sau ridécini §i uscarea i
liofilizarea acestora pentru obtinerea de pulberi. Compusii din pulberea rezultata se extrag cu
o solutie de alcool, prin agitare pentru mai multe ore (aprox. 24 h), urmata de separarea
solidelor si, optional, concentrarea extractului. Stabilizarea solutiei se realizeaza prin
adidugarea unui conservant ce contine paraben si, optional, prin inldturarea completi a

alcoolului. Produsul rezultat se foloseste,in special, in stomatologie.

CN110025534A inventia prezintd un procedeu de obtinere a unui extract din floarea de colt.
Pentru aceasta este necesard mécinarea plantei uscate, amestecarea pulberii obtinute cu un
reactiv de fazi solida si addugarea unei solutii de etanol. In continuare, solutia este diluati cu
apa, filtrati si se parcurg mai multe etape de concentrare a solufiei pana se ajunge la valorea

dorita.

KR20190143110A inventia prezintd un procedeu de productie in masé a Leontopodium
coreanum Nakali, utiliznd cultura in vitro, din care sunt extragi compusi, cu statut de
ingrediente active, inclusi intr-o compozitie cu proprietiti antioxidante, antiinflamatorii si
antirid. Metoda presupune colectarea, spélarea si secfionarea frunzelor in fragmente, care vor
fi utilizate pentru initierea culturilor de calus. Urmeaza subcultiviri multiple pentru
multiplicarea culturilor si plasarea calusurilor pe medii pentru a induce formarea de
regeneranti. Extractul de Leontopodium coreanum Nakai poate fi inclus in compozitii
cosmetice, farmaceutice §i alimentare, deoarece prezinti o buni activitate antioxidanti si nu

manifestd citotoxicitate sau efecte secundare.

Dezavantajele acestor procedee sunt:

- in culturile agro-industriale se utilizeaz3 tratamente cu pesticide, ierbicide, fertilizatori
sau tratamente impotriva bolilor sau daunitorilor;

- colectarea intensiva a plantelor din naturd a necesitat protejarea prin lege a acestei
specii;

- culturile de Leontopodium, acolo unde se practica, sunt supuse conditiilor climatice in

n

continui schimbare;
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- folosirea explantelor reprezentate de fragmente de organe sau tesuturi dau un
randament scdzut pentru obtinerea de compusi bioactivi de calitate;

- lalocul rdnirii pentru obtinerea fragmentelor de organe se secreti uneori compusi care
se oxideazi §i devin toxici pentru explant;

- in planta cultivatd metabolifii secundari sunt sintetizati doar de cétre celule
specializate in anumite fesuturi, in anumite momente ale ciclului de dezvoltare;

- producerea de metaboliti secundari in plantele cultivate este dependentd de anotimpuri
si poate fi afectatd de hazarduri naturale (inundatii, secetd, grindind, eruptii vulcanice, etc) sau

antropice (poluare, ploi acide, accidente nucleare).

Problema pe care o rezolva inventia constd in realizarea unui procedeu pentru inifierea i
obtinerea de masi celulara inalt proliferativd (calus) si inalt producitoare de compusi
bioactivi din plantule intregi de Leontopodium alpinum Cass. (floare-de-colt) obfinute prin

germinarea asepticd a semintelor, precum gi a extractului brut obtinut din acesta.

Procedeul biotehnologic pentru inifierea §i objinerea de masa celularé proliferativa inalt
producitoare de compusi bioactivi - calus - §i a extractulw brut, conform inventiei, inldtura
dezavantajele mentionate, prin aceea ci initierea i obtinerea de masa celulard precum i a
extractului brut se realizeaza din plantule intregi dezvoltate prin germinarea aseptici a

semintelor de Leontopodium alpinum Cass. (floare-de-colf), care se proceseazi asfel:

- semintele de Leontopodium alpinum sunt puse in panza speciald in ADS (apé distilata
sterild) pe agitator timp de 24 ore, la 50 RPM (rotatii pe minut), se sterilizeaza in 0,1% HgCI2
in 2 béi a cate 3......5 minute fiecare dupé care semintele se inoculeazi, in vase Petri, cite
100......120/vas pe mediu nutritiv Murashige-Skoog (1962) diluat la jumaitate, semintele astfel
pregitite germineazi in 2 siptimani, la 25grd.C si intuneric in proportie de 70%, urmeaza
trecerea semintelor germinate la lumind, la 2000 lux -2500 lux, cu o fotoperioada de 16 ore

intuneric si 8 ore lumind (etapa 1);

- inocularea plantulelor intregi §i objinera de calus primar (etapa 2) se realizeaza prin plasarea
acestora orizontal pe mediul nutritiv de calusare céte 6-8 plantule/vas Petri, astfel calusarea

este inifiatii pe toatd suprafata plantulei, la 25°C si 3500 lux;

S
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- obtinerea si proliferarea calusului secundar (etapa 3) se realizeazi din calusul primar,
obtinut in etapa anterioard (etapa 2), care este sectionat in fragmente mici, de 2-5 mm si
inoculat pe aceeasi variantd de mediu nutritiv ca in etapa 2, cultivat la temperatura de 25
grd.C, la lumind cu intensitatea de 3500 lux, pasat (fragmentat si trecut pe mediu proaspit) la

fiecare 3 siptdmani,

- selectia liniilor celulare proliferative si inalt producitoare de metabolifi secundari de interes
(etapa 4) se realizeaza prin selectia vizuald a zonelor de calus cu cel mai mare continut in
pigmenti si cu cea mai mare proliferare celulard i acumulare de masi la fiecare pasaj, din
etapa 3, pasaje realizate cu frecventa de 3 sdptdmani, frecventa fiind scurtati la 2 siptamani
pe masurd ce cultura de calus a acumulat un continut semnificativ de metaboliti secundari —

pigmenti — si s-a ob{inut 0 masi celulari cu rati intensi de proliferare la 20°C, 5000 lux;

- stabilizarea liniilor celulare selecfionate (etapa 5) se realizeazi prin subcultivarea (pasarea)
lor repetati si regulatd, la 2 sdptdmani, in aceleagi conditii de iluminare §i temperatura (20°C,
5000 lux), pe aceeasi variantd de mediu nutritiv, pe o perioada mare de timp pentru a se
omogeniza componenia populatiei celulare, in sensul ci la fiecare pasaj sunt selectate celulele
care sunt cel mai bine adaptate la conditiile de cultivare in vitro, cu rata cea mai mare de
diviziune si care au cel mai mare continut de metaboliti secundari de interes, calusul obtinut
avand urmatoarele caracteristici :sporul de masa celulard/vas Petri de este de 5,15+0,54 gla 2
saptdmani de crestere, respectiv de 10,3+£0,54 g la o luna de la inoculare, sporul lunar mediu
de masi este de 10,3+£0,54 g calus/inocul, in timp ce rata de crestere medie a calusului, la

fiecare pasaj, este de 18,32+1,83 cu un randament de 18 ori fati de inoculul corespunzitor;

- mediul de culturéd pentru inducerea calusarii este obtinut din mediul bazal Gamborg (1968)
aditionat cu: 2-3% zaharoza; 0,01-0,1 % hidrolizat de cazeini; 1-3 mg/1 2,4D (acid 2,4-
diclorfenoxiacetic); 1-3 mg/l BAP (6-benzilaminopurina); 0,1-1 mg/l IAA (acidul indolil
acetic); 20-200 mg/l CaCOj; (carbonat de calciu);

- la cultivarea calusurilor se folosesc mai multe conditii de iluminare §i anume:

varianta la lumina (unde incep si apara colonii de celule pigmentate violaceu), cu o

intensitate de:

- 3500 lux in etapa 2 si 3 , de obtinere a calusului primar, respectiv secundar

- 5000 lux in etapa 4 si 5, de selectie, respectiv de stabilizare a liniilor de calus
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si varianta la ntuneric, unde calusul obtinut are o culoare alb-gilbuie, culturile fiind crescute
in conditii controlate, cu o fotoperioada 8 ore intuneric/16 ore iluminare §i o temperaturd de
20°C;

- extractul brut din calus de Leontotpodium alpinum se obfine prin mojararea calusului obtinut
in etapa 5 §i adiugarea de metanol absolut, in raport de 1:5 (m/v) (maséd/volum) timp de 3
zile, cu agitare, la 300 RPM (rotatii pe minut), la temperatura camerei. Omogenatele obfinute
se centrifugheazi de 2 ori la 10000 RCF (forta centrifugala relativd) timp de 15 minute, iar
supernatantul final reprezinta extractul brut, cu urmétoarele caracteristici biochimice §i

compusi bioactivi :
- concentratie flavonoizi: 464+98 mg echivalent rutin/g substanti uscatd
- concentratie polifenoli: 236+34 mg echivalent acid galic/g substant3 uscati

- concentratie pigmenti antocianici: 0,672+0,15 mg echivalent cianidin 3-
glucozid/g substant3 uscati

- activitate antioxidantd: 905+94 mM echivalenti Trolox/g substanti uscati
Inventia prezintd urmatoarele avantaje :

- procedeul este rapid si eficient, permitand obtinerea la floarea-de-colt (Leontopodium
alpinum) de masi celulard inalt proliferativa si inalt producéatoare de metaboliti secundari de
interes, de o calitate uniforma, in conditii perfect controlate, optime pentru scopul propus,
metabolifi care se regisesc in extractul brut obfinut in final,

- calusul este cultivat in conditii strict controlate de temperaturd, iluminare gi umiditate,
astfel incdt se pot asigura conditii optime din punct de vedere fiziologic ;

- conditiile constante nutritionale si de cultivare asigura in cultura in vitro o productie
continud §i uniformé de metaboliti secundari bioactivi ;

- plantulele nu sunt supuse stresului de rdnire, care ingreuneazi, incetinieste sau uneori
chiar impiedica producerea de calus;

- plantula intreagd confine un amestec mult mai mare de tipuri celulare si tisulare, ceeca
ce largeste foarte mult aria semnalelor de initiere §i activare a unor cii metabolice de interes;
- plantula contine apexurile meristematice (la nivelul varfului tulpinii si al ridicinii),

zone cu celule nediferentiate, totipotente, specializate in proliferare prin diviziune celular3,

sursd ideald pentru inifierea producerii de calus;
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- perioada de obtinere a culturii de calus este redus3, cu un bun randament §i cu
producerea unui calus uniform, omogen, bogat in metaboli{i secundari valorogi pentru
industria cosmeticd, alimentard, farmaceuticd;

- insistemul in vitro nu se utilizeazi tratamente cu pesticide, ierbicide, fertilizatori sau
tratamente impotriva bolilor sau diunétorilor cum se realizeazi in culturile agro-industriale;

- procedeul conform inventiei este rapid, deoarece nu este dependent de parcurgerea
ciclului de viatd al plantei si producerea de metabolifi secundari in sistemul in vitro se
realizeazi pe toatd durata anului;

- procedeul este infiat de la seminte de floare-de-colt comercializate, ob{inute in culturi,
astfel incét populatiile de Leontopodium alpinum din naturd sunt protejate, impactul asupra
mediului este diminuat §i biodiversitatea este prezervata;

- in procedeul in vitro se pot folosi precursori sau elicitori pentru a spori cantitatea
sintetizatd dintr-un metabolit secundar de interes sau se poate induce fenomenul de
bioconversie, prin care cultura de calus este utilizatd pentru a transfrorma compusi cu valoare
economicd slabd in compusi cu valoare economicd mare;

- 1in calusul obtinut i cultivat conform inventiei se biosintetizeazi pigmenti antocianici
de culoare violacee (conform figurilor 3 si 4 si a analizei biochimice a concentratiei de
pigmenti antocianici) spre deosebire de planta din naturd care nu prezinti aceasti culoare,
deci nu biosintetizeaza pigmenti antocianici (floarea este albd, frunzele sunt verzi), adicd se

sintetizeazd compusi noi, care nu sunt prezenfi in planta de origine.
Se d4 in continuare un exemplu de realizare in legiturd si cu fig. 1 - 5, care reprezinta:
Fig. 1 - Seminte de floare-de-colt inoculate in vas Petri pe mediul nutritiv Murashige-Skoog;

Fig. 2 - Plantule intregi plasate orizontal pe mediul de calusare in vase Petri - calusarea este

initiatd pe toatd suprafata plantulei

Fig. 3 - Calus secundar

Fig. 4 A - calus cu o buni proliferare, dar mai putin incércat in metabolifi secundari
Fig. 4 B - calus foarte proliferativ §i cu o incircare mai mare de metaboliti secundari

Fig. 5 A - Stoc omogen de calusur stabilizate, cu o ratd inaltd de proliferare si de sintezi de

metabolifi secundari

Fig. 5 B - Calus cu o rati inalta de proliferare si foarte incircat cu metaboliti secundari

{0
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Conform inventiei, procedeul biotehnologic de obtinere de calus din plantule intregi obtinute
prin germinarea asepticd a semintelor de Leontopodium alpinum Cass. (floare-de-colt), si a

extractului brut bioactiv pentru obtinerea de metaboliti secundari cuprinde urméitoarele faze:
Etapa 1 - Obtinerea plantulelor din seminfe germinate aseptic

700...... 750 seminte de Leontopodium alpinum sunt puse in panza speciald in ADS (apa
distilata sterila) pe agitator timp de 24 ore, la 50 RPM (rotatii pe minut). Sterilizarea se
realizeazd in 0,1% HgCI2 (clorurd mercuricd) in 2 béi a cite 5 minute fiecare, urmati de 3
spildri cu apa distilata sterild a cate 5 minute fiecare. Dupa sterilizare semintele se
inoculeazd, in vase Petri, cite 100-120/vas pe mediu nutritiv Murashige-Skoog (1962) diluat
la jumitate, aga cum sunt prezentate in fig.1. In dous saptimani, semintele germineazi la 25
grd.C si intuneric in proportie de 70%. Dupd germinare semintele au fost trecute la lumina, la

2000 lux, cu o fotoperioadi de 16 ore intuneric §i 8 ore lumina.
Etapa 2 - Inocularea plantulelor si obtinera de calus primar.

Plantulele intregi, objinute prin germinarea asepticd a semintelor, sunt plasate orizontal pe
mediul de calusare cite 6-8 plantule/vas Petri de 10 cm. (fig. 2). in acest mod calusarea este

inifiatd pe toatd suprafata plantulei.

Compozifia mediului de culturd pentru inducerea calusarii este realizat din mediul bazal
Gamborg (1968) aditionat cu: 2-3% zaharoza; 0,01-0,1 % hidrolizat de cazeini; 1-3 mg/l 2,4D
(acid 2,4-diclorfenoxiacetic); 1-3 mg/l BAP (6-benzilaminopurind); 0,1-1 mg/l IAA (acidul
indolil acetic); 20-200 mg/l CaCO; (carbonat de calciu),

Calusurile sunt cultivate in doui conditii de iluminare:

- la lumini, cu o intensitate de 3500 lux, unde incep si apara colonii de celule
pigmentate violaceu i

- la intuneric, unde calusul obtinut are o culoare alb-gilbuie.

Culturile sunt crescute intr-un Fitotron Weiss-Gallenkamp SCG 120, in conditii controlate, cu

o fotoperioada 8 ore intuneric/16 ore iluminare i la o temperaturd de 25 grd.C.

Etapa 3 - Obtinerea si proliferarea calusului secundar
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Calusul primar, obtinut in etapa a 2-a, este secfionat in fragmente mici, de 2-5 mm i inoculat
pe aceeagsi variantd de mediu nutritiv ca in etapa 2, cultivat la temperatura de 25 grd.C, la
lumini cu intensitatea de 3500 lux, este pasat (fragmentat si trecut pe mediu proaspit) la

fiecare 3 siptimani (Fig. 3).

Etapa 4. Selectia liniilor celulare proliferative i inalt producitoare de metaboliti secundari de

interes

La fiecare pasaj, din etapa 3, se realizeazi selectia vizuald a zonelor de calus cu cel mai mare
continut in pigmenti si cu cea mai mare proliferare celulari §i acumulare de masi. Pasajele
sunt realizate la 3 sdptamani, dar pe misura ce cultura de calus a acumulat pigment in
cantitate din ce in ce mai mare, intervalul dintre pasaje este diminuat la 2 sdptimani. In fig.
4A 51 4B sunt prezentate etape succesive ale procesului de selectie vizuali a liniilor de calus,
cu o incércare din ce in ce mai mare de metaboliti secundari. Din calusurile cultivate la
temperatura de 25 grd.C si 5000 lux se obfine o masa celulari cu o rati intensi de proliferare

si cu un continut semnificativ de metaboliti secundari de interes.
Etapa 5. Stabilizarea liniilor celulare selectionate

Stabilizarea liniilor celulare selectionate in etapa 4, implica subcultivarea (pasarea) lor
repetatd i regulatd, la 2 saptdmani, in aceleasi condifii de iluminare §i temperaturd, pe
aceeagi variantd de mediu nutritiv, pe o perioada mare de timp pentru a se omogeniza
componenta populatiei celulare, in sensul cé la fiecare pasaj sunt selectate celulele care sunt
cel mai bine adaptate la conditiile de cultivare in vitro, cu rata cea mai mare de diviziune §i
care au cel mai mare continut de metaboliti secundari de interes. Fig. 5A si 5B prezentate
culturi stabilizate obtinute in urma selectiei, optimizirii si stabilizirii liniilor celulare de calus
prin subcultivare (pasare) repetaté, regulat, in aceleasi conditii de cultivare. In urma
procesului de stabilizare nu mai apar variatii prea mari ca performanti de proliferare si

biosintezd de metaboliti secundari intre diferitele calusuri obtinute (repetitii).

Etapa 6. Obtinerea extractului brut din calus de Leontotpodium alpinum, caracterizarea si

standardizarea lui.

Extractia se realizeazi prin mojararea calusului, obtinut in etapa 5, si adiugarea de metanol
absolut, in raport de 1:5 (m/v) (maséd/volum) timp de 3 zile, cu agitare, la 300 RPM (rotatii pe

minut), la temperatura camerei. Omogenatele obtinute se centrifugheazi de 2 ori la 10000

N
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RCF (forta centrifugald relativd) timp de 15 minute, iar supernatantul final (extractul brut)se

caracterizeazi biochimic.

Caracterizarea extractului implica dozarea polifenolilor totali, conform metodei descrise de
Mihailovic si colab. (2013), a flavonoizilor totali, conform metodei descrise de Zhishen si
colab. (1999), cu mici ajustiri, a pigmentilor antocianici monomerici sau polimerizati sau
oxidati, conform Giusti si Wrolstad (2001) si AOAC Official Methods Program Manual,
2003, determinarea activititii antioxidante prin metoda DPPH, conform Marxen si colab.
(2007). Extractul metanolic brut poate fi evaporat sau liofilizat si se poate obfine un extract

solid care poate fi reluat in orice alt solvent si adus la concentratia doriti.

Extractul astfel obtinut este standardizat pentru un compus sau pentru o clasd de compusi (in
functie de utilizarea preconizaté a extractului) prin diluare sau prin concentrare intr-un

concentrator Eppendorf Vacufuge Concplus pani se atinge concentratia doritd (standard).

Se prezinti in continuare dinamica de proliferare a calusului de floare-de-colt (Leontopodium

alpinum) si randamentul de obtinere a extractului brut prin aplicarea inventiei.

Sporul de masé celularéd/vas Petri, fati de inoculul standard (0,3 g), este de 5,15+0,54 gla 2

saptimani de crestere, respectiv de 10,3+0,54 g la o lund de la inoculare.

Calusul de floare-de-colt atinge un spor lunar mediu de masa (diferenta dintre masa de calus

la t30 zile de cultivare - masa initiald de calus la ty) de 10,3+0,54 g calus/inocul.

Prin utilizarea unui litru de mediu nutritiv (50 vase Petri a cite 20 ml nutritiv fiecare), intr-o
luni de cultivare, se obtin 515 g calus, iar din acesta se obtin 2.575 ml extract brut. Din cei

2,575 1 extract brut se pot obtine prin evaporare 1,320 g extract solid.

Rata de crestere medie a calusului, la fiecare pasaj, este de 18,32+1,83, ceea ce inseamni ci
fiecare proba de calus creste de aproximativ de 18 ori fatii de inoculul corespunzitor, intr-o

perioadi de 2 saptdmani de cultivare.

Din punct de vedere biochimic extractul are urmatoarele caracteristici :

- concentratie flavonoizi: 464+98 mg echivalent rutin/g substanti uscati
- concentratie polifenoli: 236+34 mg echivalent acid galic/g substanti uscati
- concentratie pigmenti antocianici: 0,672+0,15 mg echivalent cianidin 3-
glucozid/g substant3 uscati
- activitate antioxidanti: 905+94 mM echivalenti Trolox/g substan{i usca M&)
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REVENDICARI :

1 - Procedeul biotehnologic pentru inifierea §i obginerea de masa celulara proliferativa inalt
producitoare de compusi bioactivi — calus — cat i a extractului brut din aceasta caracterizat
prin aceea cd inifierea calusirii se obfine din plantule intregi rezultate prin germinarea
asepticd a semintelor de Leontopodium alpinum Cass. (floare-de-colt), care se proceseaza

conform urméitoarelor etape:

- Obtinerea plantulelor din seminte germinate aseptic (etapa 1) 700-750 seminte de
Leontopodium alpinum sunt puse in panzi speciald in ADS (api distilati sterild) pe agitator
timp de 24 ore, la 50 RPM (rotatii pe minut), se sterilizeazi in 0,1% HgCl2 in 2 bai a céte
3....5 minute fiecare dupa care semintele se inoculeazi, in vase Petri, cite 100......120/vas pe
mediu nutritiv Murashige-Skoog (1962) diluat la jumétate, semintele astfel pregatite
germineazi in 2 sdptdmani, la 25 grd.C si intuneric in proportie de 70%, urmeaza trecerea
semintelor germinate la lumind, la 2000 lux -2500 lux, cu o fotoperioadd de 16 ore intuneric si

8 ore lumini;

- Inocularea plantulelor intregi si obtinera de calus primar (etapa 2) se realizeazi prin
plasarea acestora orizontal pe mediul nutritiv de calusare cate 6-8 plantule/vas Petri, astfel

calusarea este initiatd pe toatd suprafata plantulei, la 25°C si 3500 lux;

- Obtinerea si proliferarea calusului secundar (etapa 3) se realizeazi din calusul primar,
obtinut in etapa anterioara (etapa 2), care este sectionat in fragmente mici, de 2-5 mm si
inoculat pe aceeasi variantd de mediu nutritiv ca in etapa 2, cultivat la temperatura de 25
grd.C, la lumind cu intensitatea de 3500 lux, pasat (fragmentat gi trecut pe mediu proaspit) la

fiecare 3 siptdmani;

- Selectia liniilor celulare proliferative si inalt producitoare de metaboliti secundari de
interes (etapa 4) se realizeaza prin selectia vizuald a zonelor de calus cu cel mai mare continut
in pigmenti §i cu cea mai mare proliferare celulard si acumulare de masé la fiecare pasaj, din
etapa 3, pasaje realizate cu frecventa de 3 sdptimani, frecventa fiind scurtati la 2 saptimani
pe mésuré ce cultura de calus a acumulat un confinut semnificativ de metaboliti secundari —

pigmenti — i s-a obtinut 0 masd celulard cu rati intensa de proliferare la 20°C, 5000 lux;

- Stabilizarea liniilor celulare selectionate (etapa 5) se realizeaza prin subcultivarea (pasarea)
lor repetati §i regulatd, la 2 sdptimani, in aceleasi conditii de iluminare si temperaturi (20°C,

5000 lux), pe aceeasi variantd de mediu nutritiv, pe o perioada mare de timp pentru a se

Y
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omogeniza componenta populatiei celulare, in sensul cé la fiecare pasaj sunt selectate celulele
care sunt cel mai bine adaptate la condifiile de cultivare in vitro, cu rata cea mai mare de
diviziune si care au cel mai mare continut de metabolifi secundari de interes, calusul obtinut
avand urmatoarele caracteristici : sporul de masé celulard/vas Petri de este de 5,15+0,54 gla 2
saptimani de cregtere, respectiv de 10,3+0,54 g la o luni de la inoculare, sporul lunar mediu
de masi este de 10,3+0,54 g calus/inocul, in timp ce rata de crestere medie a calusului, la

fiecare pasaj, este de 18,32+1,83 cu un randament de 18 ori fatd de inoculul corespunzitor.

2 - Procedeul biotehnologic pentru intierea §i obtinerea de masa celulari proliferativa inalt
produciétoare de compusi bioactivi — calus — cat $1 a extractului brut din aceasta conform
revendicdrii 1, caracterizat prin aceea cd mediul de culturd pentru inducerea calusérii este
obtinut din mediul bazal Gamborg (1968) aditionat cu: 2-3% zaharoza; 0,01-0,1 % hidrolizat
de cazeini; 1-3 mg/l1 2,4D (acid 2,4-diclorfenoxiacetic); 1-3 mg/l BAP (6-
benzilaminopurind); 0,1-1 mg/l IAA (acidul indolil acetic); 20-200 mg/l CaCO; (carbonat de

calciu).

3 - Procedeul biotehnologic pentru inifierea §i objinerea de masa celulard proliferativa inalt
producitoare de compusi bioactivi — calus — cét i a extractului brut din aceasta conform
revendicdrilor 1 §i 2, caracterizat prin aceea cé se folosesc mai multe conditii de iluminare la

cultivarea calusurilor §i anume:

varianta la lumina (unde incep si apara colonii de celule pigmentate violaceu), cu o

intensitate de:

- 3500 lux in etapa 2 s1 3, de obtinere a calusului primar, respectiv secundar

- 5000 lux in etapa 4 si 5, de selectie, respectiv de stabilizare a liniilor de calus

si varianta la intuneric, unde calusul obtinut are o culoare alb-gilbuie, culturile fiind crescute
in conditii controlate, cu o fotoperioada 8 ore intuneric/16 ore iluminare §i o temperaturi de
20°C

4 - Procedeul biotehnologic pentru inifierea §i obtinerea de masé celulara proliferativa inalt
producitoare de compusi bioactivi - calus - cit i a extractului brut din aceasta conform

revendicdrii 4 caracterizat prin aceea cd extractul brut din calus de Leontotpodium alpinum se

obfine prin mojararea calusului obtinut in etapa 5 §i adiugarea de metanol absolut, in raport

de 1:5 (m/v) (masd/volum) timp de 3 zile, cu agitare, la 300 RPM (rotatii pe minut), la

temperatura camerei. Omogenatele obtinute se centrifugheazi de 2 ori la 10000 RCF (forta Q,SZ

S
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centrifugald relativa) timp de 15 minute, iar supernatantul final reprezinti extractul brut, cu

urmdtoarele caracteristici biochimice §i compusi bioactivi:

concentratie flavonoizi: 464+98 mg echivalent rutin/g substanti uscata
concentratie polifenoli: 236+34 mg echivalent acid galic/g substanta uscati

concentratie pigmenti antocianici: 0,672+0,15 mg echivalent cianidin 3-

glucozid/g substanti uscati

activitate antioxidantd: 905+94 mM echivalenti Trolox/g substan{i uscata
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Fig. 2

Fig. 4A Fig. 4B
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Fig. 5A

phytochemical charactarization Leontopodium Red microwsve extraction 1:40 dilution
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