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REPERE CONCEPTUALE ALE CERCETARII

Actualitatea temei. Plantele medicinale se folosesc in scopuri curative inca de la aparitia
civilizatiei umane. Pana in prezent, acestea raman a fi sursa principald de compusi chimici
utilizati in medicina ca resurse terapeutice primare. In ultimii ani, pe piata mondiala de consum
s-a semnalat o crestere semnificativa a cererii de plante medicinale §i aromatice (PMA)
determinatd de continutul sporit in substante biologic active intrebuintate pe larg in industria
farmaceutica, cosmetologie, aromoterapie, industria alimentara, culindrie etc [1].

Flora Republicii Moldova include o diversitate largd de PMA, majoritatea dintre ele
regasindu-se in Cartea Rosie. Cercetdrile axate pe examinarea micro- $i macroscopicd a
morfologiei pentru identificarea PMA din flora spontana, evaluarea genofondului in scopul
protectiei si managementului speciilor aflate in pericol [5], pastrarea florei spontane, precum si
ameliorarea speciilor introduse in culturd [2, 7] prezintd interes incontestabil avand drept
finalitate valorificarea PMA in economia nationala.

Una dintre speciile de PMA de culturd este Salvia sclarea L. (familia Lamiaceae), bogata
in compusi aromatici volatili cu proprietati antioxidante, antinflamatorii, antimicrobiene [22] etc.
Specia are o istorie Indelungatd de utilizare datoritd continutului de ulei esential (circa 0,12-
0,38% 1n masa proaspata si 0,39-2,54% in masa uscatd) [17], cotandu-se pe piatd la costuri
avantajoase.

Centrul de origine al speciei este insula Creta, de unde s-a extins in Bazinul Mediteranean,
Nordul Africii si zona Centrald a Asiei. In prezent este cultivati in scopuri comerciale
preponderent in Franta (5000 ha anual), Bulgaria (2000 ha), Grecia (1000 ha) etc. In Republica
Moldova S. sclarea a fost introdusa in anul 1948, cele mai mari suprafete (in jur de 14000
hectare), fiind inregistrate in perioada anilor '80-'90, cand tara ocupa unul dintre primele locuri in
Europa la cresterea culturilor etero-oleaginoase [5].

Actualmente, 6 soiuri omologate de provenientd hibrida, create in cadrul Institutului de
Geneticd, Fiziologie si Protectie a Plantelor (IGFPP) al ASM [39], sunt cultivate anual pe circa
2000 ha, avand o recoltd medie de 17-24 t/ha de inflorescente si, respectiv, 60-70 kg/ha ulei
esential In trei ani de exploatare a plantatiei [3]. Pe parcursul a mai bine de 20 de ani in cadrul
institutului au fost create numeroase genotipuri, hibrizi, soiuri, linii consangvinizate androsterile
s1 mentindtoare de sterilitate etc., care reprezintd germoplasma de serlai din tara noastra si un
material initial de ameliorare valoros, fundamental pentru crearea varietdfilor noi cu
productivitate sporita.

In acest context, un rol important revine completirii continui a strategiilor clasice de
ameliorare cu tehnici moderne de cercetare, determinate de progresele inregistrate in ultimii ani
in domeniul biologiei moleculare [32] si studiile comparative la nivel morfologic, fiziologic,
biochimic, genetic, molecular si, in final, integrarea datelor obtinute ca o noua paradigma a
procesului de ameliorare - ameliorarea integrativa [29].

Descrierea situatiei in domeniul de cercetare si identificarea problemei. Estimarea
variabilitatii genetice reprezintd un aspect important in studiile fundamentale care pun in
evidentd eterogenitatea, efectele mutationale si recombinationale 1n evolutie, interactiunea
genelor si efectele reciproce, precum si in cele aplicative, care ar permite selectarea corecta si
rapidd a genotipurilor parentale distantate pentru obtinerea rezultatelor eficiente in cadrul
programelor de ameliorare.

Cercetarile ce vizeaza S. sclarea la nivel mondial se axeaza preferential pe descrierile
fenotipice (morfologice si anatomice) realizate in scopul clasificarii acestora, cat si pe cele
biochimice, fiind evidentiate efectele terapeutice si curative deosebite ale uleiului extras [22].



La nivel national materialul utilizat in ameliorare este studiat din punct de vedere al
productivitatii, fenologiei, elaborarii soiurilor precoce rezistente la factorii abiotici, continutul de
ulei volatil [3], dar practic lipsesc cercetari privind polimorfismul genetic al germoplasmei locale
de S. sclarea. Pentru valorificarea eficienta a genofondului sunt necesare cercetari genetico-
moleculare care ar pune in evidenta variabilitatea si particularititile materialului biologic primar
inclus in programele de ameliorare. In acest context, rezultatele obtinute in cadrul tezei pot oferi
perspective in obtinerea unor soiuri, varietiti si hibrizi mai competitivi. In acelasi timp,
completarea rezultatelor obtinute de amelioratorii IGFPP cu noi date molecular-genetice poate
contribui la facilitarea procesului de selectare a genotipurilor cu caractere economic valoroase.

Scopul cercetarii consta in determinarea variabilitatii genetico-moleculare si biochimice a
genotipurilor de S. sclarea din Republica Moldova si asocierea rezultatelor la nivel de ADN-
ARN-proteine—metaboliti, in vederea descrierii proceselor ce tin de potentialul metabolismului
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valoroase.

Obiectivele lucrarii:
- stabilirea variabilitatii la S. sclarea in baza aplicarii instrumentelor bioinformatice;
- estimarea variabilitatii genetice a serlaiului prin evidentierea polimorfismului genetic;
- analiza nivelului de expresie al genelor LPPS si HPPR;
- evaluarea biochimica a continutului de sclareol si compusi polifenolici;
- corelarea rezultatelor obtinute la nivelele de organizare studiate.

Noutatea si originalitatea stiintificA a cercetdrii rezida in stabilirea in premierda a
variabilitatii genetico-moleculare si biochimice a germoplasmei locale de S. sclarea, precum si
evidentierea particularitatilor specifice, care relevd capacitatea ameliorativd sporita, si
determinarea nivelului de expresie a genei LPPS, responsabild de sinteza lambda-13-en-8-ol
difosfat sintazei, care participd in formarea sclareolului, de asemenea si a genei HPPR,
responsabila de sinteza hidroxifenilpiruvat reductazei, implicata in calea metabolicd de formare a
acidului rozmarinic.

Problema stiintifica solutionatid consta in fundamentarea stiintifica a potentialului
ameliorativ la S. sclarea prin corelarea datelor moleculare cu cele biochimice, ceea ce a condus
la evidentierea a trei hibrizi (H3, H4 si H8) cu o capacitate biosintetica inalta privind compusii
majori, precum sclareolul si acizii polifenolcarboxilici exprimati in acid rozmarinic, fapt care
permite eficientizarea procesului de ameliorare si creare a hibrizilor inalt competitivi.

Semnificatia teoretica a cercetarii este sustinuta de metodologia integrativa de analiza a
datelor biochimice si molecular-genetice si corelarea expresiei genelor LPPS si HPPR cu
cantitatea de compusi biologic activi (sclareol si polifenoli), care contribuie la aprofundarea
cunostintelor privind mecanismele genetico-moleculare de sinteza a metabolitilor secundari si
oferd posibiltati de pronosticare a formelor productive in baza unui complex de indicatori.

Valoarea aplicativa a lucrarii consta in identificarea spectrului polimorfic si modului de
mostenire a ampliconilor RAPD, cuantificarea continutului de sclareol si compusi polifenolici la
28 genotipuri de S. sclarea, evidentierea a trei hibrizi cu capacitate biosintetica sporita, precum si
elaborarea si implementarea instrumentului UDaCoT si a bazei de date Med Plant in cercetarile
biologice.



Implementarea rezultatelor. Primerii RAPD si primerii specificii elaborati pentru genele
LPPS si HPPR sunt utilizati in studiul speciei S. sclarea in cadrul Centrului Genetica
Functionald si sunt recomandati pentru studii genetico-moleculare ulterioare. Rezultatele expuse
in teza pot fi utilizate ca suport de referinta in programele de ameliorare a speciei si reprezinta
material stiintifico-didactic pentru cursurile de geneticd, bioinformaticd si biochimie. Se
recomanda hibrizii H3, H4 si H8, care au prezentat particularitati biosintetice superioare, in
scopul evaludrii si utilizarii In crearea soiurilor de provenienta hibrida.

Rezultatele stiintifice principale inaintate spre sustinere:

- A fost demonstrat un nivel inalt de polimorfism al materialului ameliorativ de S. sclarea,
iar estimarea similaritatii genetice a permis evidentierea unei distante genetice maxime intre
formele parentale ale hibridului H3 - genotipurile P1 (Q) si P4 (2).

- In premiera pentru S. sclarea a fost determinat nivelul de expresie al genelor LPPS si
HPPR implicate in caile metabolice de sinteza a sclareolului, si respectiv acidului rozmarinic.

- Au fost evidentiati hibrizii H3, H4 si H8 cu indici sporiti ai tuturor parametrilor studiati
(date fitochimice calitative si cantitative, corelate cu rezultatele moleculare) comparativ cu
formele parentale.

- A fost constatat efectul heterozis la toti hibrizii inclusi in studiu in raport cu formele
parentale, dupa cel putin unul dintre indicatori: nivelul de expresie al genei LPPS, nivelul de
expresie al genei HPPR, continutul total de polifenoli exprimat in echivalent acid galic,
continutul de acizi polifenolicarbixilici exprimat in echivalent acid rozmarinic si continutul de
flavonoide exprimat in echivalent rutozida.

Aprobarea rezultatelor stiintifice. Cercetirile realizate si datele obtinute au fost
prezentate si discutate anual la sedintele Consiliul stiintific al IGFPP si Consiliul stiintific al
Centrului de Geneticd Functionala (CGF), UnASM, precum si in cadrul Conferintei
Internationale a Tinerilor Cercetatori (Chisindu, 2012), Congresului de Etnofarmacologie
(Brasov, Romania, 2013), Simpozionului Stiintific International ,,Agricultura moderna-
realizari si perspective, dedicat aniversdrii a 80 ani ai Universitdtii Agrare de Stat din
Moldova” (Chisindu, 2013), Conferintei Regionale ,,Young Scientists and Science in the
Region” (Podgorica, Muntenegru, 2013), Simpozionului National cu participare internationala
,Biotehnologii avansate-Realizari §i Perspective” (Chisindu, 2013), Congresului International
de Ameliorare a Plantelor (Antalia, Turcia, 2013), Conferintei Stiintifice Internationale
,Genetica, fiziologia si Ameliorarea plantelor” (Chisinau, 2014), Conferintei Stiintifice
Internationale a doctoranzilor ,,Tendinte contemporane ale dezvoltarii stiintei: Viziuni ale
tinerilor cercetatori” (Chisindu, 2014; 2015), Congresului International al Geneticienilor si
Amelioratorilor (Chisindu, 2015), Conferintei Internationale ,,Molecular Biology-Current
Aspects and Prospects” (Cluj-Napoca, Romania, 2015).

Publicatiile la tema tezei. Rezultatele obtinute sunt reflectate in 15 lucrari stiintifice
(inclusiv 8 fara coautori), un capitol in culegere (studii stiintifice), 3 articole in reviste recenzate
nationale, 2 articole In culegeri stiintifice s1 9 comunicari in cadrul unor manifestari stiintifice
nationale si internationale.

Volumul si structura tezei. Teza include adnotare, introducere, sase capitole, concluzii
generale si recomandari, bibliografia expusd pe 15 pagini (295 surse), 50 figuri si 37 tabele.

Cuvinte-cheie: expresia genelor, polimorfism genetic, Salvia sclarea L., variabilitate
genetico-moleculara, variabilitate fitochimica.



CONTINUTUL TEZEI

In Introducerea lucririi se argumenteazi actualitatea si importanta problemei abordate,
sunt formulate scopul si obiectivele tezei, se descrie noutatea stiintifica a rezultatelor obtinute,
importanta teoretica si valoarea aplicativa a cercetarilor, implementarea rezultatelor, sumarul
compartimentelor tezei i aprobarea rezultatelor, publicatiile in cadrul temei cercetate, structura
si volumul lucrarii, termenii cheie.

1. STUDIUL INTEGRATIV AL SPECIEI SALVIA SCLAREA L.

Sinteza datelor din literatura de specialitate privind tematica cercetatd include trei
subcapitole. In prima parte sunt prezentate informatiile referitoare la cercetirile biologice asupra
PMA si a speciei studiate, fiind puse in evidentd fundamentele teoretice si conceptuale ale
cercetarilor biologice, genetice si biochimice. In a doua parte sunt evidentiate rezultatele obtinute
in cadrul cercetarilor privind ameliorarea S. sclarea realizate la nivel international, precum si
national. Biodiversitatea si metodele de determinare a variabilitatii genetice fac subiectul
subcapitolului trei, o atentie deosebitd, fiind acordata utilizarii tehnicilor moleculare in studiul

2. MATERIALE SI METODE DE CERCETARE

2.1. Obiectul de studiu

In calitate de obiect de studiu au fost utilizate 28 genotipuri de S. sclarea a Laboratorului
Plante aromatice si medicinale, IGFPP condus de doctorul habilitat in stiinte agricole Maria
Gonceariuc, care au inclus 15 forme parentale si 13 hibrizi, formand 13 grupuri genetice [4].
Materialul a fost colectat de la plantele crescute in conditii de cAmp, in faza rozetei de frunze (4
perechi), aflate in anul II (hibrizi) si anul III (formele parentale) de vegetatie. Pentru fiecare
genotip au fost recoltate cate 3-4 frunze de la 4 plante, fiind fixate In azot lichid si pastrate la
temperatura de -80 °C.

2.2. Metode de cercetare

Metode moleculare de cercetare. Analiza variabilitatii genetico-moleculare a fost
realizatd prin analiza RAPD (Random Amplification of Polymorphic DNA)[13], in baza a 23
primeri, iar estimarea nivelului de expresie al genelor implicate in sinteza sclareolului si a
acidului rozmarinic — prin tehnica Real Time-PCR [27] in cadrul Laboratorului de Genomica al
CGF, UnASM.

Metode biochimice de cercetare. Obtinereca extractelor din materia prima vegetala,
analiza fitochimica a acizilor polifenolcarboxilici si flavonelor, prin cromatografie in strat subtire
si spectrofotometrie [19], s-au efectuat in cadrul Laboratorului Biologie vegetald si
experimentald, Centrul de Cercetari Biologice ,,Stejarul”, Piatra Neamt, Romania. Separarea
uleiului esential din inflorescente, prin hidrodistilare in aparate Ginsberg, a fost realizata in
Laboratorul Plante aromatice si medicinale, IGFPP, iar analiza cantitativd a sclareolului - prin
cromatografia lichidd de inaltd performantd (HPLC) [12] - in cadrul laboratorului Chimia
Terpenoidelor, Institutul de Chimie, ASM.

2.3. Analiza statisticd a datelor s-a axat pe calcularea mediei aritmetice X, deviatiei
standard s, variantei s%, coeficientului de variatie - V, gradul de corelare - R? [8]. Valoarea
heterozisului relativ s-a calculat fata de media parintiilor (MPH-Mid Parent Heterozis) si
valoarea heterozisului real - fatd de cel mai bun parinte (BPH-Best Parent Heterozis).
Densitogramele au fost construite cu uzilizarea programului ImageJ (imagej.nih.gov/ij/), iar
dendrogramele de repartitie a genotipurilor — cu UPGMA (genomes.urv.cat/UPGMA). Design-ul
primerilor specifici pentru studiul expresiei genelor de interes s-a realizat cu ajutorul
instrumentului PRIMER3web (primer3.ut.ee).



3. CERCETARI BIOINFORMATICE PRIVIND PLANTELE MEDICINALE SI
AROMATICE

Cunostintele privind asocierea variabilitatii genetice cu caractere valoroase in ameliorarea
plantelor, prin integrarea rezultatelor cercetarilor fundamentale comparative, asigurate de
implementarea instrumentelor bioinformatice [29], permit analiza complexd a proceselor
genetico-moleculare si fiziologice si determina o evolutie rapida in domeniul biologiei plantelor.

3.1. Managementul informatiilor referitoare la plantele medicinale si aromatice

Resursele bioinformatice devin un element esential [23] si faciliteaza analiza si asocierea
diferitor tipuri de date [34], oferind instrumente binevenite in cadrul programelor de ameliorare.

Informatii privind PMA pot fi gasite in resursele generale, precum sunt bazele de date
(BD) ale portalurilor NCBI (National Center for Biotechnology Information), EMBL-EBI
(European Bioinformatics Instituite) si ExPASy (Expert Protein Analysis System) si resursele
specifice: Baza de date Internationalda de Etnobotanice, Baza de date NAPALERT,
Departamentul de Agricultura al SUA, Baza de date privind Medicina Traditionald Chineza,
Substante tintd din plantele medicinale, CMKb, RAINTREE, EGENES etc.

Insa, rezultatele descrise in literatura de specialitate sunt inregistrate dispersat in diverse
BD, cea mai mare parte - sub o forma nestructuratd. Mai mult ca atat, autorii opereaza cu
vocabulare specifice de termeni, fiind dificil de a integra si corela aceste date [25].

Astfel, pentru facilitarea cautdrii informatiilor din sursele biologice si eficientizarea
analizei datelor in silico, in cadrul UnASM, a fost elaborat instrumentul UDaCoT
(udacot.unasm.asm.md), care prezintd un suport informational flexibil de procesare a datelor ce
poate fi folosit pentru diverse obiecte de studiu [6].

3.2. Plantele medicinale si aromatice din flora spontana a Republicii Moldova

Etapa initiald a cercetarilor realizate s-a axat pe analiza informatiilor referitoare la speciile
de plante medicinale si aromatice din flora spontand a tarii, dar si specii introduse in culturd. In
cadrul studiului s-au analizat 102 specii de plante medicinale din flora indigena spontand si cea
de culturd prin investigarea BD ale portalului NCBI, resursd importanta in domeniul stiintelor
biomedicale.

Analiza a fost focusata pe estimarea numarului de referinte bibliografice privind descrierea
botanicd si taxonomica, utilizarile farmacologice, informatiile genomice sau transcriptomice,
tinte moleculare ale substantelor biologic active etc., inclusiv: secvente nucleotidice si
aminoacidice, gene de interes, metaboliti secundari si compusi biochimici valorificati in
farmaceutica. Ca rezultat, am constatat o taxonomie bine stabilitd pentru 94 dintre speciile
analizate. Nouad specii de plante (Gnaphalium uliginosum, Aronia melancarpa, Astragalus
dasyanthus, Xanthium spinosum, Verbascum thapsiforme, Rumex comfertus, Centaurium
umbellatum, Asperula odorata) nu au prezentat inregistrare exacta la pozitia taxonomie, ceea ce
denota un nivelul foarte scizut de studiu sau anumite divergente ale clasificarilor.

Numarul total de referinte variazd in limite foarte largi, de la cateva pana la milioane. Cel
mai mare numar de resurse a fost constatat pentru speciile din cultura: Capsicum annuus,
Fragaria vesca, Humulus lupulus, Mentha piperita etc. Pentru unele specii (Corylus avellana,
Capsicum annuum, Quercus robur, Rubus idaeus) au fost identificate colectii complete sau
incomplete (in progres) de secvente pe scard largd, asambldri, adnotari si cartografieri ale
diferitelor gene de interes, rezultate care demonstreaza ca aceste specii pot fi incluse 1n proiectele
genomice internationale. Numarul datelor creste continuu, ceea ce denotda importanta din punct
de vedere al utilizarii acestora drept organisme model pentru analiza plantelor inrudite.



In baza investigatiilor efectuate s-a propus elaborarea unei baze de date a plantelor
medicinale din Republica Moldova pentru a crea o baza unica privind PMA, accesibila on-line.
Actualmente, BD (www.plante.asm.md) elaboratd in cadrul UnASM oferd posibilitatea de a
accesa informatii ce tin de: caracteristica geneticd, taxonomia, arealul de raspandire, actiunea
terapeutica, substantele biologic active, centrele, institutele, laboratoare care cerceteaza plantele
medicinale, precum si harta care indica locurile de raspandire a speciei pe teritoriul Republicii
Moldova.

3.3. Studiul explorativ al datelor privind S. sclarea

in scopul reliefarii nivelului de cunoastere si a aspectelor prevalente de studiu la S. sclarea
au fost analizate informatiile din bazele de date a trei portaluri de importanta majora in domeniu:
NCBI, EMBL-EBI, ExPASy. Analiza exporativd s-a axat pe extragerea informatiei in baza
cuvintelor cheie cu interogarea simultand in toate bazele de date, in dinamica, la interval de
jumatate de an, utilizand instrumentul UDaCoT [6] (Figura 3.1).

Salvia sclarea L.
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Fig. 3.1. Schema de analizd a datelor.

Cele mai multe informatii (48116365 de inregistrari) se releva in portalul NCBI, inclusiv in
bazele de date - SNP, PubChem Compound, GEO Profiles, GSS, Gene, dbVar, BioSystems, NLM
Catalog, Probe, dbG, care a fost selectat pentru studiile ulterioare. Rezultatele au prezentat o
fluctuatie considerabila in cadrul celor sase categorii NCBI, fiind constatat un interes stiintific in
crestere pentru fiecare domeniu. Astfel, verificarea datelor la 30 ianuarie 2016 a relevat cele mai
multe inregistrari la categoria HealthDb (60,6%), urmata de LiteratureDb cu 30,4%, GenomesDb
- 8,9%, GenesDb - 0,1%, ChemicalsDb - 0,007%, ProteinsDb - 0,005%.

Analiza bioinformaticd realizatd in cadrul studiului a permis constatarea faptului ca
majoritatea informatiilor reprezinta publicatii privind descrierea sistematica si ecologica la nivel
morfologic si fenotipic (37%), precum si rezultate biochimice (44%) privind utilizarea
compusilor biologic activi in medicina populara si traditionald. Numarul publicatiilor si datelor
genetico-moleculare cu referire la structura genetica si identificarea genelor agronomic valoroase
sunt destul de limitate (19%).

Generalizand rezultatele capitolului putem mentiona, ca instrumentul UDaCoT reprezinta
un suport pentru extragerea si analiza informatiilor din bazele de date facilitind procesul de
elaborare a reviului sistematic al literaturii. Analiza explorativa a datelor, privind S. sclarea cu
utilizarea acestui instrument, demonstreaza trendul pozitiv al cercetarilor, ceea ce denota
interesul sporit fatd de specia analizatd si pune in evidentd numadrul redus de publicatii in
domeniul geneticii la S. sclarea.



4. VARIABILITATEA EREDITARA A SPECIEI SALVIA SCLAREA iN BAZA
STUDIILOR GENETICO-MOLECULARE

Salvia sclarea L. ca plantd alogamad anemofila asigurd heterozigotia, favorizand prin
polenizarea incrucisatd aparitia unor noi biotipuri. Variabilitatea geneticad este determinata de
sistemele poligenice care, grupate in blocuri balantate, realizeazd o interactiune alelicd si
nealelica favorabild atat pentru adaptarea si evolutia organismelor, cat si pentru aparitia unor noi
genotipuri cu caractere economic valoroase. Variatiile caracterelor sunt generate si de alelismul
multiplu, inclusiv de mutatiile consecutive ale unei gene intr-un anumit locus, care datorita

Astfel, studiul diversitatii materialului biologic utilizat in ameliorare, prin analiza RAPD-
PCR cu primeri arbitrari, permite evidentierea nivelului de polimorfism, indiferent de
mecanismul de geneza al acestuia.

4.1. Diversitatea genetica evaluata in baza primerilor RAPD

Cercetarile privind polimorfismul genetic pot facilita identificarea genotipurilor valoroase
necesare pentru obtinerea formelor performante [20]. In acest context, posibilitatea de a evalua
cu exactitate diferentele genetice dintre parinti si, ulterior, de a prezice performanta
descendentilor sporeste eficienta procesului de ameliorare [11].

Rezultatele analizei RAPD-PCR, realizatd cu 23 primeri RAPD, au pus in evidenta
eterogenitatea spectrelor amplificate in functie de genotip si oligomeri utilizati, fiind demonstrat
un nivel inalt de polimorfism al materialului biologic (Figura 4.1).

0PGO5

OPB1o

OPBo3 OPJot1

Fig. 4.1. Rezultatele de amplificare obtinute Tn baza primerilor RAPD.
(genatipuri S. sclarea: P1-P15 forme parentale, H1-H13 hibrizi, M- marker).

Nivelul variabilitatii celor 28 genotipuri de S. sclarea din Republica Moldova a fost
confirmata prin prezenta a 379 fragmente amplificate de 150 - 3100 perechi de baze (pb), dintre
care 15% monomorfice si 85% polimorfice.
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Numarul benzilor specifice a variat de la 0 pana la 7. Cele mai multe benzi au fost generate
de primerul UBC250 (Tabelul 4.1), rezultate minime au prezentat trei primerii: OPA11, OPI16,
OPV09, care au fost exclusi din analizele ulterioare, astfel in cadrul studiului au fost analizate
rezultatele obtinute cu 20 primeri RAPD.

Tabelul 4.1. Numarul de ampliconi obtinuti cu primerii testati

— (9V] ™ (o) Lo o
s|<|< <N g (28|82 /5 (8 g(2|8(2|8|5|28|5(8|s
E121818|Sla|lag/@ |0 0w O |Ff|O0|fIT|RIX|I2|0|0]8
2222 c|lo% |22 |2 | o282 |x |@d|ad |~
alololol|o 0|0 |O0|O|O (@) O|O |0 |0 |5 |>
T |21 |21[18 |16 |17 [20 |19 [23 |17 [13 (19 (13 |17 [18 |18 (12 27 [23 |18 |29 |R
P |14 |16 |17 |11 {17 (18|16 |20 |13 |12 (12|12 (17|14 |18 |10 (26|19 |13 |26 |
M|7|5|1|5|0|2|3|3|4|1|7|1|0|4]0]|2]|]1]|4|5]|3|3

T - total fragmente; P - fragmente polimorfice; M - fragmente monomorfice.

Datele obtinute (Figura 4.2) evidentiaza hibridul H1 (163 fragmente) si genotipul P3 (147
fragmente) cu cel mai mare randament de amplificare. Genotipurile P4 si H13 au insumat cel
mai mic numdr de rezultate de amplificare [19]. S-a constatat ca hibrizii au prezentat mai multe
produse de amplificare, comparativ cu formele parentale analizate.

HI3
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|.|-|'IIIIII|‘||||II|||IIIII

|22 3235
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Fig. 4.2. Numarul de fragmente amplificate la genotipurile de S. sclarea.
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Cele mai multe benzi specifice au fost inregistrate la forma parentala P5 (10), urmata de
hibridul H8 (8). Formele parentale P2, P7, P§, P9, P10, P11, P12 si hibrizii H4, H9, H10, H12,
H13 nu au prezentat nici o banda specifica.

Electroforegrama produselor de amplificare obtinutd cu oligomerul OPA10 a indicat un
amplicon specific (1000 pb). Fragmentul poate fi propus ca marker molecular in ameliorarea
speciei, fiind specific hibrizilor H1, H3, H4, care au prezentat un nivel inalt al expresiei genei
HPPR, precum si hibrizii H8, H10, care au relevat un continut inalt de acid rozmarinic.

Astfel, rezultatele obtinute pun in evidenta spectrul polimorfic al ampliconilor RAPD fiind
constatata eterogenitatea si nivelul inalt al polimorfismului pentru genotipurile de S. sclarea din
Republica Moldova. Hibridul H1 releva un numar maxim de fragmente amplificate, iar forma
parentald P5, urmata de hibridul H8 - cele mai multe benzi specifice.

4.2. Variabilitatea ampliconilor in cadrul grupurilor genetice

Un indice important 1n selectarea formelor parentale pentru obtinerea hibrizilor
performanti sunt particularitatile de mostenire ale ampliconilor RAPD in prima generatie [9].
Prin analiza ampliconilor la formele parentale si hibrizi poate fi relevat mecanismul de
interactiune a genelor, inclusiv intre alele omoloage ale unei gene sau Intre genele situate in loci
diferite.

Analiza modului de mostenire in prima generatie la grupurile genetice de S. sclarea incluse
in studiu a fost evaluata 1n baza a 17 primeri RAPD, care au prezentat profiluri de amplificare
pentru hibrizii H1, H4, H6, H7, H8, H9 si H10 si formele parentale ale acestora. Cercetarile
efectuate demonstreaza un spectru variat si complex de amplificare si pun in evidenta sapte
modalitati de manifestare a ampliconilor in gelul electroforetic [8].

In 53 de cazuri fragmentele au fost comune pentru fiecare dintre cele trei genotipuri, datele
obtinute conducand la ideea, cd in genomul serlaiului se regdsesc anumite zone conservate si
stabile, care asigurd identitatea geneticd a speciei. Totodata, in acest caz putem presupune
manifestarea fenomenului de dominanti completa. In 68 de cazuri fragmentele au fost comune
pentru F; si unul dintre parinti (Tabelul 4.2).

Tabelul 4.2. Mostenirea ampliconilor in cadrul grupurilor genetice de S. sclarea L.

Q + + - - + - +
Grup
3 + - + - - + +
genetic
F, + + + + - - -
H1 14 9 13 20 10 15 4 14
H4 13 2 3 1 0 4 1 2
H6 81 8 12 2 32 5 10 12
H7 101 13 0 8 28 9 23 20
H8 75 11 10 5 23 13 2 11
H9 22 7 0 3 3 0 5 4
H10 28 3 0 2 11 3 8 1
Total 334 53 38 41 107 49 53 64
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Un numar de 107 fragmente au fost specifice doar pentru hibrizi, astfel incat genotipurile
heterozigote nu prezinta similaritate moleculara cu nici unul dintre genitori, cazurile mentionate
putand fi catalogate ca fenomen de supradominanti in interactiunea alelelor. In 49 de cazuri au
fost identificate produse caracteristice formelor materne, iar in 53 - produse caracteristice
formelor paterne, rezultate care demonstreaza prezenta unor gene specifice genitorilor, care nu se
mostenesc in F). In acelasi timp, au fost identificate 64 fragmente amplificate la ambele forme
parentale, dar absente in la hibrizii din prima generatie.

La nivelul analizelor moleculare, rezultatele demonstreaza fenomenul de variabilitate
combinativa, care asigurd polimorfismul genetic si variabilitatea ereditara in cadrul genotipurilor
analizate.

4.3. Relatiile de inrudire dintre genotipurile cercetate

Cunoasterea relatiilor de nrudire reprezintd un instrument important in selectarea formelor
parentale pentru obtinerea hibrizilor performanti, care se bazeaza pe valorile distantei si
similaritatii genetice [18, 21].

Elaborarea dendrogramelor de repartitie in baza fragmentelor RAPD amplificate a relevat
cate patru grupuri de baza pentru formele parentale (Figura 4.3, A) si pentru hibrizi (Figura 4.3,
B) cu un coeficient cofenetic de corelatie (CCC) de 0,92 si, respectiv 0,95, in timp ce
clusterizarea realizata pentru cele 28 genotipuri a permis gruparea genitorilor si formele hibride
ale acestora in doua entitati distincte relevand un CCC de 0,86.

A. B.
Fig. 4.3. Dendrograma de repartitie a hibrizilor (A) si a formelor parentale (B).

Analiza gradului de inrudire a hibrizilor a pus in evidenta o distantd genetica (DG)
cuprinsa in limitele 0,50-1,00. Se constatd diferente evidente, cea mai mare valoare a similaritatii
a fost sesizata intre hibrizii H3 si H2 — 50,3%, aceasta relatie de inrudire se datoreaza faptului ca
genotipurile au fost create in baza aceleasi linii materne P1. Hibridul H13 a relevat distanta
maximd fatd de toate celelalte genotipuri analizate ceea ce explicd gruparea acestuia in afara
clusterelor formate. Situatia similiard se atestd si in cazul formelor H9, P1 si P8 (Figura 4.3, A).

DG calculata intre formele parentale a fost cuprinsa in limitele 0,39-1,0, valoarea minima
relevindu-se intre P10 (forma paternd a hibridului H6) si P11 (forma paterna a hibridului H7).
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Cel mai distantat din punct de vedere genetic este genotipul P8, care in cadrul studiului este
utilizat ca forma paternd pentru hibridul H9 (Figura 4.3, B).

DG dintre formele parentale este consideratd un indicator important al performantei
hibride, fiind relatatd o corelare pozitiva fatd de superioritatea hibrizilor de prima generatie.
Astfel, intrucat cele 15 forme parentale fac parte din grupurile genetice analizate, a prezentat
interes analiza pdrintilor pentru fiecare hibrid in parte, din perspectiva descrierii gradului de
inrudire a acestora. DG cea mai mare a fost constatata intre forma materna (P1) si cea paternd
(P4) a hibridului H3, acesta avand un nivel de similaritate mai mare cu forma materna (0,85), in
comparatie cu forma paterna (0,95).

O distanta genetica de 0,98 se atesta in cazul formelor parentale ale hibridului H2 (P1 -
forma Q) si P2 - forma &), care este mai distantat de forma paterna (0,96), in comparatie cu
forma materna (0,90).

De asemenea, o distanta genetica mare (0,97) se constata si intre forma materna (P3) si cea
paterna (P4) a hibridului H4.

Cea mai micd distantd geneticd a fost constatatd in cazul formelor parentale ale hibridului
HS8 (P15 - forma @ si P14 - forma &), care insd pune in evidentd cea mai mare distanta genetica
din cadrul studiului (1,00) fatd de forma sa materna (Tabelul 4.3).

Tabelul 4.3. Distanta genetica dintre formele parentale ale hibrizilor de S. sclarea L.

Denumirea hibridului

H1 H2 H3 H4 H5 H6 H7 H8 H9 | H10 | H11 | H12 | H13

DG dintre formele parentale

0,86 | 0,98 | 1,00 | 0,97 | 0,95 | 0,86 | 0,84 | 0,54 | 0,70 | 0,83 | 0,85 | 0,82 | 0,86

DG dintre hibrid si forma materna

0,79 | 0,90 | 0,85 | 0,89 | 0,73 | 0,95 | 0,97 | 1,00 | 0,84 | 0,88 | 0,88 | 0,82 | 0,82

DG dintre hibrid si forma paterna

0,68 | 0,96 | 0,95 | 0,97 | 1,00 | 0,90 | 0,81 | 0,87 | 0,87 | 0,88 | 0,89 | 0,90 | 1,00

Astfel, rezultatele amplificarilor realizate in premiera, la 28 genotipuri de S. sclarea, in
baza a 20 primeri arbitrari RAPD, au pus in evidenta structura genetica complexd a materialului
ameliorativ. Hibridul H1 a prezentat cel mai mare randament de amplificare, fiind urmat de
forma parentala P3.

Datele obtinute in urma amplificdrilor pot fi utilizate ca suport de referintd in ameliorarea
speciei, astfel, primerii OPA2, OPA9, OPG10, OPH15 si OPK17 se recomanda pentru a fi
utilizati in studierii genotipurilor de S. sclarea.

Generalizand, rezultatele analizei, privind relatiile de inrudire dintre genotipurile de S.
sclarea din Republica Moldova, se constata ca cele mai distantate din punct de vedere genetic
sunt formele parentale ale hibridului H3. Cei mai apropiati hibrizi la nivel genetic sunt H3 si H2.
Aceasta relatie se datoreaza faptului ca genotipurile detin aceeasi forma materna P1. Cele mai
apropiate din punct de vedere genetic sunt formele parentale P10 si P11.

Astfel, estimarea relatiilor intraspecifice a genotipurilor locale de S. sclarea ofera
informatii valoroase pentru caracterizarea germoplasmei prin descrierea complexa a materialului
ameliorativ si formelor parentale din cadrul grupurilor genetice de serlai studiate.
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5. EXPRESIA GENELOR LPPS SI HPPR IMPLICATE N SINTEZA
COMPUSILOR SECUNDARI

Expresia genicd cuprinde ansamblul proceselor genetico-moleculare si biochimice prin
care informatia ereditara este utilizata n sinteza unor molecule functionale [10].

Cunoasterea manifestarii genelor implicate In calea metabolica de formare a compusilor
biologic activi oferd noi perspective de reglare a activitatii functionale, in scopul sporirii
productivitatii de uleiuri, iar la nivel industrial - pentru productia acestor substante mai eficienta
si competitiva in vitro sau prin biotehnologii moderne.

5.1. Expresia genei LPPS implicata in calea metabolica a sclareolului

Sclareolul, compus natural important pentru industria parfumericé [14] are o structura
ieftin de sinteza art1ﬁc1ala. In acest context, analiza act1v1ta§11 transcriptionale a genelor implicate
in biosinteza metabolitilor secundari, inclusiv a sclareolului, devine un obiectiv major in cadrul
programelor de ameliorare a speciei S. sclarea.

Punctul start din mecanismul de sintezd a sclareolului este geranil-geranil pirofosfatul
(GGPP). Biosinteza continua in cascada, cu implicarea consecutiva a doud enzime - lambda-13-
en-8-ol difosfat sintaza codificatd de gena LPPS (www.ebi.ac.uk/ena/data/view/AET21246) [33]
si sclareol sintaza, codificata de SsSS (www.ebi.ac.uk/ena/data/ view/AFU61897) [15].

Utilizand secventele genelor care codifica enzimele mentionate, au fost elaborati primeri
specifici, Insa amplificarea RT-PCR cu acestia a generat doar pentru gena LPPS rezultate de
amplificare, fiind obtinut un singur amplicon cu dimensiunea 133 pb la toate genotipurile incluse
in studiu [16].

Analiza nivelului de expresie al genei LPPS a pus in evidentd un continut de transcripti
care a variat de la 0,024 pana la 5,92 unitati conventionale, cu o medie de 2,33+0,18. Cel mai
mare continut a fost remarcat in cazul hibridului H9, urmat de H10 si H3 (Figura 5.1).

unitdti conventionale

Nivelul expresiei relative,

- o o —_ ™

Fig. 5.1. Nivelul de expresie al genei LPPS in cadrul genotlpurllor de S. sclarea.

Dispersia datelor privind nivelul de expresie al genei LPPS este de 3,5, grupandu-se in
cinci intervale. Poligonul frecventelor a aratat o distributie asimetricd pe stanga. Variabilitatea
nivelului de expresie al genei LPPS este inalta, atestandu-se pentru cele 28 de genotipuri de S.
sclarea un grad de omogenitate de 80,42%, respectiv, 98,28% pentru formele parentale si
56,07% pentru hibrizi.

5.2. Expresia genei HPPR implicata in biosinteza acidului rozmarinic
Acidul rozmarinic (AR) este un acid polifenolcarboxilic pe larg raspandit LA regnul
vegetal, care conferd aroma [31] si manifestd un numar variat de activitati biologice, inclusiv
14



antibacteriana, antioxidativa, antiinflamatoare, antivirala etc. [24]. Procesul de biosinteza a
acidului are la baza doud cai metabolice (fenilpropanoidica si a derivatilor tirozinei) [37], un rol
important in acumularea AR, revenind hidroxifenilpiruvat reductazei, codificatd de gena HPPR-
Salvia miltiorrhiza hidroxifenilpiruvat reductaza mRNA, complete cds [38, 36].

In cadrul studiului, pentru prima data au fost elaborati primeri specifici pentru gena HPPR.
Amplificarea RT-PCR cu acestia a generat un amplicon cu dimensiunea 138 pb la cele 28
genotipuri de serlai, similar celui identificat la Salvia miltiorrhiza [16, 36].

Cantitatea de transcripti a genei a variat in limitele 0,01 (P14) si 0,34 (H1) unitati
conventionale, cu o medie de 0,104+0,008. Valorile inregistrate au permis evidentierea hibridului
HI cu cea mai 1nalta activitate transcriptionald, urmat de H3 si H4 (Figura 5.2).

0.3
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Fig. 5.2. Nivelul de expresie al genei HPPR in cadrul genotipurilor de S. sclarea.

Varianta rezultatelor privind nivelul de expresie al genei HPPR este de 0,007. Datele s-au
grupat n noud intervale, iar poligonul frecventelor a aratat o distributie asimetricd puternic pe
stanga. Coeficientul de variatie al datelor obtinute constituie 83,16% (76,32% pentru formele
parentale si 85,74% pentru hibrizi).

5.3. Aspecte privind expresia genelor in cadrul grupurilor genetice

Analiza comparativa generala a hibrizilor si formelor parentale a demonstrat un nivel
transcriptional mai mare la formele hibride (3,15+0,25 pentru gena LPPS si 0,12+0,01 pentru
gena HPPR), comparativ cu formele parentale - 1,63 £0,22 (LPPS) si 0,09+0,01 (HPPR).

Studiul expresiei genelor pentru fiecare grup genetic a permis constatarea in majoritatea
cazurilor (11 din 13) a unei capacitati transcriptionale sporite pentru LPPS dupa media formelor
parentale si cel mai bun parinte. Rezultatele obtinute pun in evidentda manifestarea efectului
heterozis relativ si real pentru opt hibrizi (H4, H6, H7, H8, H9, H10, H11, H13). Alti doi hibrizi
au aratat valori Tnalte ale heterozisului fata de formele parentale, inclusiv HI2 - n baza estimarii
valorilor dupa media formelor parentale, H3 - dupa cel mai bun parinte.

Datele obtinute pentru gena HPPR au permis atestarea unui efect pozitiv al heterozisului in
cazul a cinci hibrizi, conform indicatorului media parintilor si sapte hibrizi, care au manifestat un
efect pozitiv al heterozisului fatd de cel mai bun périnte. Cele mai mari valori au fost constatate
in cazul hibridului H8 (33), urmat de H4 (31) st H1 (29). Estimarea expresiei evidentiaza
manifestarea heterozisului real in cazul a patru hibrizi (H1, H8, H9 si H10).
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6. VARIABLITATEA FITOCHIMICA A SPECIEI SALVIA SCLAREA L.

Valoarea si proprietatile fitoterapeutice ale PMA depind de continutul compusilor
bioactivi, care variazd in functie de genotip, arealul de crestere, conditiile de cultivare etc.
Cuantificarea si descrierea metabolitilor secundari, inclusiv a compusilor polifenolici prezinta o
importanta deosebita in identificarea amprentei fitochimice a S. sclarea.

6.1. Identificarea compusilor polifenolici la genotipurile de S. sclarea

In cadrul cercetirilor efectuate, utilzind cromatografia in strat subtire (CSS), au fost
analizati doi acizi polifenolcarboxilici (APC) — acidul rozmarinic si acidul cafeic (spoturi de
culoare azurie pana la albastra) si doua flavonoide — rutozida si apigenina (spoturi de culoare
galben - galben portocaliu), fiind relevata prezenta acestora la toate cele 28 genotipuri de S.
sclarea analizate (Figura 6.1).

P1 P14 H1 P1 P2 H2 AR AC R Ap

P4 H3 P3 P4 H4 AR AC R Ap P3 P8 H5 P3 P10 H6 AR AC R Ap

P16 P14 H8 P15 P12 H9 AR AC R Ap

P9 Pl H10 P14 P7 H1l1 ARAC R Ap P13 P6 H12 P5 P7 HI3AR AC R Ap
Fig. 6.1. Cromatograma derivatilor polifenolici la genotipurile de S. sclarea.
(probe S. sclarea: P1-P15 forme parentale, H1-H13 hibrizi;
etaloane: A.r - acid rozmarinic , A.c - acid cafeic, R - rutozida, Ap - apigenina).

Analiza genotipurilor de S. sclarea a permis sa constatam o intensitate maxima a benzilor,
corelatd cu o cantitate sporitd a acidului cafeic si acidului rozmarinic la hibrizii H3, H8 si H10,
precum si la formele parentale P6, P7 si P8. O intensitate minimad a APC a fost atestata la forma
parentald P1. Hibridul H9 a prezentat un profil foarte apropiat fatd de profilurile formelor
parentale.

Studiul flavonoidelor a pus in evidentd hibridul H3 si forma parentald P7 cu o intensitate
maxima, In timp ce forma parentald P1, similar cu rezultatele pentru acizii polifenolcarboxilici,
prezintd cea mai mica coloratie a benzilor (Figura 6.1.). Rutozida, comparativ cu apigenina,
inregistreaza o intensitate mai inaltd a spoturilor cromatografice si, respectiv, un continut mai
mare. O cantitate sporitd de rutozida, se atesta in cazul a sapte dintre hibrizi (H1, H2, H3, H5,
HS8, H10 si H12) si trei forme parentale (P2, P7 si P9), iar de apigenina — la hibrizii H8 si H13 si
formele parentale P6 si P7.

Rezultatele cromatografice a permis relevarea la hibrizi a unui continut mai mare, asociat
cu capacitati biosintetice sporite, comparativ cu formele parentale. Astfel, se evidentiaza cinci
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hibrizi, pentru continutul de APC (H3, H4, HS, H8 si H9), cinci hibrizi pentru continutul de
rutozida (H1, H3, HS, H8 si H12) si doi hibrizi pentru continutul de apigenina (H3 si HS).

Generalizand datele obtinute, hibridul H8 si forma paternda P7 au atestat o intensitate
maximi a spoturilor polifenolilor studiati. In acelasi timp, genotipurile H3, H8, H10 si P6 s-au
remarcat printr-o intensitate mare a benzilor corespunzatoare acizilor polifenolcarboxilici;
genotipurile H1, H2, H3, H5, H10, H12, P2 si P9 — pentru rutozida; hibridul H13 si forma
parentala P6 — pentru apigenina. Un nivel minim pentru compusii analizati se atestd la forma
parentald P1.

6.2. Analiza cantitativa a continutului de compusi secundari

Continutul total de compusi polifenolici, exprimat in acid galic, evaluat in studiu a variat
de la 0,11 (P14) pana la 0,32 (H3) g acid galic/100 g masa proaspata (Figura 6.2.), date similare
celor raportate si de alti cercetatori [26, 30, 35].
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Fig. 6.2. Continutul total de compusi polifenolici la genotipurile de S. sclarea.

Hibrizii au prezentat o valoare medie de 0,21+0,02 g acid galic/100 g masa proaspata. O
cantitate medie mai scazuta s-a atestat in cazul formelor parentale — 0,19+0,01 g/100 g masa
proaspata. Nivelul maxim a fost constatat la hibridul H3 (0,32), urmat de hibrizii H8 (0,29 g),
H10 (0,28 g) si H4 (0,26 g). Un confinut minim al compusilor au fost remarcat la forma
parentald P14.

Rezultatele au permis relevarea unei distributii simetrice pentru genotipurile de S. sclarea.
Coeficientul de variatie pentru continutul total de polifenoli a fost de 29,2%, inclusiv, 22,5 %
pentru formele parentale si 30,8% pentru hibrizi.

Hibrizii H1, H2, H3, H4, H8, H9, H10 si H12 au evidentiat o capacitate biosintetica sporita
comparativ cu media formelor parentale ale acestora. In aceste cazuri, cu exceptia hibridului H9,
a fost constatat un efect pozitiv heterozis si fatd de cel mai bun parinte. Statistic cele mai mari
valori au fost relevate in cadrul grupurilor H8 (125/100%) si H3 (118/98%).

Continutul de acizi polifenolcarboxilici, exprimat in echivalenti de acid rozmarinic, s-a
incadrat in intervalul 0,07-0,29 g/100 g masa proaspata. Cercetarile aratd ca cei 13 hibrizi au
inregistrat o medie de 0,16+0,02, in timp ce formele parentale — 0,15+0,01 g/100 g masa
proaspata (Figura 6.3.), confirmand datele din literatura de specialitate [23]. Un continut maxim
de acid rozmarinic, la fel ca si In cazul polifenolilor totali, a fost relevat de hibridul H3 (0,29 g),
urmat de hibrizii H8 (0,27) si H10 (0,25).
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Fig. 6.3 Continutul de acizi polifenolcarboxilici in cadrul genotipurilor de S. sclarea.

Cantitati mici a APC au fost constatate la hibrizii H6 (0,08 g), H7 (0,07 g) si H11 (0,07 g).
Conform continutului de acid rozmarinic genotipurile studiate se clasifica in trei grupuri: cu
continut inalt — formele parentale P8 si P9 si hibrizii H3, H4, H8 si H10; cu continut mediu —
formele parentale P1, P2, P3, P4, P5, P6, P7, P10, P11, P12, P13, P15 si hibrizii H1, H2, HS5, HO,
H12 si H13; cu continut mic — forma parentala P14 si hibrizii H6, H7 si H11.

Se releva o distributie simetricd a datelor inregistrate, fiind evidentiat un coeficient de
variatie de 36,6% (27,1% pentru formele parentale si 44,9% pentru hibrizi). In cadrul grupurilor
genetice, hibrizii H1, H3, H4, H8, H9, H10 si H12 manifesta un efect pozitiv al heterozisului fata
de cel mai bun parinte. In acelasi timp, fatd de media formelor parentale efectul s-a evidentiat
numai in cazul hibrizilor H3 (83%) si H8 (69%), care s-au remarcat prin superioritate si dupa alti
indicatori. Sapte dintre hibrizi (H1, H3, H4, H8, H9, H10 si H12) au manifestat un nivel
semnificativ al efectului heterozis, comparativ cu formele parentale, aceste rezultate fiind
corelate cu datele moleculare obtinute.

Continutul de flavonoide, exprimat in echivalenti de rutozida [28], a prezentat valori
situate intre 0,05 s1 0,32 g/100 g masd proaspata, cu o medie de 0,15+0,01 (Figura 6.4.)
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Fig. 6.4. Continutul de flavonoide in cadrul genotipurilor de S. sclarea.

Cea mai mare cantitate de rutozida, analog polifenolilor totali si APC, a fost
inregistratd la hibridul H3 (0,32 g rutozida/100 g masa proaspata). Acesta este urmat de

18



hibrizii H8 (0,22), H10 si H4. Formele parentale P14 si P15 au relevat cantitatea minima —
0,05 g rutozida/100 g masa proaspata. Hibrizii au inregistrat o medie de 0,16+0,02, formele
parentale — 0,13+0,01 g/100 g masa proaspdta. Rezultatele obtinute, in urma analizei
continutului de flavonoide, au permis evidentierea unui coeficient de variatie de 38,0%,
inclusiv 34,6% pentru formele parentale si 38,1% pentru hibrizii de S. sclarea. Se releva o
distributie simetrica a valorilor pentru genotipurile cercetate. Analiza a permis constatarea
unor valori maxime, pentru toti compusii studiati, in cazul hibridului H3, cantitatile minime
atestandu-se la P14.

Majoritatea hibrizilor (cu exceptia H1, H11 si H13) s-au remarcat printr-o capacitate
biosintetica sporitd fatd de formele parentale, cele mai mari valori fiind atestate in cazul
hibrizilor H8 (246/199%) si H3 (156/113%), similar cu datele pentru polifenolii totali si
acizii polifenolcarboxilici. Evaluarea cantitativa a flavonoidelor a permis constatarea
manifestarii efectului de heteriozis, pentru toti indicatorii, in cazul a trei hibrizi: H3, H8 si
H10.

In rezultatul analizei comparative a fost demonstratd o corelare mai inalti a acizilor
polifenolcarboxilici, echivalent acid rozmarinic, fatd de continutul total de polifenoli, cu
valori de 0,93 (Figura 6.5, A), in raport cu gradul de corelare dintre continutul polifenolilor
totali si compusii flavonoidici (0,79) (Figura 6.5, B). Rezultatele permit constatarea faptului
ca acidul rozmarinic este unul dintre compusii majori din fractia de polifenoli totali.
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Fig. 6.5. Corelarea dintre continutul total de polifenoli fata de continutul
de acid rozmarinic (A) si continutul de rutozida (B).
Continutul de sclareol. Cercetarile recente 12
demonstreaza ca procesul de cultivare a serlaiului
st randamentul inalt de sclareol sunt factori care au £ g
condus la extinderea suprafetelor cultivate, precm g
st initierea de studii la nivel biochimic si genetic. =
Astfel, a fost realizat un studiu asupra hibrizilor de = 8
S. sclarea, fiind cuantificat sclareolul in uleiul F
esential, prin analiza HPLC. Cel mai mare continut Ej 3
de sclareol (10%) a fost evidentiat la hibridul H9, o I .
datele fiind corelate cu rezultatele moleculare 0
inregistrare pentru nivelul de expresie al genei m H6 H7 H9 M1l HI13
LPPS, implicatd in calea metabolicad de sintezad a Fig. 6.6. Continutul de sclareol
sclareolului. Hibridul H13 a prezentat cea mai mica la hibrizii de S. sclarea.
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cantitate de sclareol - 1,9%. De asemenea, printr-un continut scdzut al compusului se
caracterizeaza hibrizii H2 si H7 (Figura 6.6.).

Generalizand rezultatele fitochimice, se releva cd hibrizii au prezentat un continut mai inalt
comparativ cu forme parentale, pentru toti cei trei compusi studiati. Cel mai mare continut al
tuturor compusilor a prezentat hibridul H3, urmat de H8, H10 si H4.

Forma parentala P14 a relevat o valoare minima a continutului total al compusilor
polifenolici, exprimat 1n echivalenti de acid galic si al continutului de flavonoide, exprimat in
echivalent de rutozida. Forma parentald P5 a indicat un continut minim de polifenoli totali
exprimati in echivalent acid galic; H11, H7 si H6 - pentru continutul de APC, exprimat in acid
rozmarinic; formele parentale P14 si P15 - pentru rutozida.

Coeficientul de variatie al rezultatelor inregistrate pentru continutul total de polifenoli
este de 29,2% (%), 22,5% (&) si 30,8% (hibrizi), pentru continutul de acid rozmarinic — 36,6%
(D), 27,1% () si 44,9% (hibrizi), pentru rutozida — 38,0% (%), 34,6 () si 38,1% (hibrizi).

Evaluarea cantitativda a compusilor polifenolici a permis constatarea unei capacitati
biosintetice sporite fatd de formele parentale, pentru toti indicatorii, in cazul a doi hibrizi (H3,
HS), urmati de H4, H9, H10 si H12 cu valori mai moderate.

6.3. Corelarea indicilor moleculari si biochimici

Evaluarea nivelului de variabilitate geneticd a materialului biologic, realizatd in cadrul
studiului prin estimarea variatiilor continui care se referd la caracterele cantitative, inclusiv
expresia genelor exprimatd in unitati conventionale (cap. V), determinarea calitativa (la nivel de
intensitatea culorii spoturilor cromatografice) si cantitativa a unor metaboliti secundari (cap. VI) si
variatiilor genetice discontinui, controlate, de obicei, de cateva gene, de reguld, alelele unui singur
locus (cap. IV) devine primordiald pentru biologia sistemica si descrierea relatiei gena-caracter-
fenotip, precum si pentru sporirea eficientei de realizare a genotipului in ontogeneza.

Integrarea datelor la nivel molecular-genetic si fitochimic a permis sa constatam ca trei (H3,
H4 si H8) dintre cei 13 hibrizi de S. sclarea au prezentat valori inalte ale efectului heterozis pentru
toti parametrii analizati (Tabelul 6.1.).

Tabelul 6.1. Valorile maxime ale unor indicatori la hibrizii de S. sclarea

Hibrizi de S. sclarea

Compus

acid rozmarinic
acid cafeic
rutozida
apigenina

polifenoli totali
B | acid rozmarinic
rutozida

LPPS
HPPR

A —analiza CSS; B — analiza spectrofotometricd, C - analiza expresiei genelor

Rezultatele studiului au relevat o corelatie 1nalta dintre continutul de sclareol in uleiul extras
si activitatea transcriptionald a genei LPPS implicatd in biosinteza acestuia, valorile gradului de
corelare constituind 0,7 (Figura 6.7. A).

Desi continutul de acid rozmarinic coreleaza slab cu nivelul de expresie al genei HPPR
implicata in calea metabolica de sintezd a acestuia (Figura 6.7. B), hibridul H3 se remarca prin
concentratii maxime de AR si un continut sporit de transcripti ai genei HPPR (Figura 6.8.).
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Fig. 6.8. Continutul de acid rozmarinic si activitatea transcriptionala a HPPR.

Hibridul HS, care se caracterizeaza printr-o cantitate inaltd de APC exprimat in echivalent
acid rozmarinic, demonstreaza cel mai polimorf spectru al ampliconilor in gelul de agaroza - opt
fragmente specifice RAPD (A;°"; OPBy;*"; OPBy;*™; OPB,(*; OPE*'"; OPGs'™; OPGs™;
OPU;;*™™). Rezultatele obtinute reflecta posibiltati de selectare directionati a acestor hibrizi.

Generalizarea rezultatelor obtinute in cadrul grupurilor genetice de Salvia sclarea L. a
permis constatarea unei variabilititi Tnalte a materialului biologic, atit in urma analizelor
genetico-moleculare, cat si cele fitochimice. Datele obtinute evidentiaza hibrizii H3 si HS care au
inregistrat, pentru toti indicatori calitativi si cantitativi, un nivel Inalt pozitiv al efectului
heterozis.
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CONCLUZII GENERALE SI RECOMANDARI

A fost evaluatd variabilitatea molecular-genetica si fitochimica la 28 genotipuri de S.

sclarea din Republica Moldova, fiind determinat un polimorfism inalt, care relevd potentialul
ameliorativ sporit al formelor incluse in studiu.

1.

Estimarea polimorfismului genetic a pus in evidenta 379 de fragmente amplificate cu
dimensiuni variabile in functie de genotip si primeri. Numarul de fragmente amplificate
per primer se Incadreaza in intervalul 12 — 29, numarul maxim (29) fiind inregistrat in
cazul primerului UBC;sy.

Elaborarea dendrogramelor de repartitie in baza fragmentelor RAPD amplificate a relevat
cate patru grupuri de bazd pentru formele parentale si pentru hibrizi, In timp ce
clusterizarea generala - doud entitdti distincte. Distanta genetica (DG) dintre formele
parentale, care este consideratd un indicator important al performantei hibride, a indicat o
corelare pozitiva intre DG si superioritatea hibrizilor de prima generatie. Cea mai mare DG
(1,0) se constatd intre forma maternd (P1) si cea paterna (P4) a hibridului H3 acesta
avand un nivel de similaritate mai mare cu forma materna.

Relevarea fragmentelor comune (53) identificate pentru fiecare dintre cele trei genotipuri
din cadrul grupurilor genetice specificd zone conservate si stabile care asigurd identitatea
genetica a speciei. Constatarea fragmentelor specifice (107) doar pentru hibrizi indica
fenomenul de supradominantd in interactiunea alelelor. Atestarea fragmentelor (64)
prezente in ambele forme parentale, dar absente in F; indica fenomenul de recombinare
geneticd care asigura polimorfismul genetic si variabilitatea ereditara in cadrul
genotipurilor analizate.

Analiza Real Time - PCR a demonstrat ca activitatea transcriptionald manifesta un nivel de
variabilitate destul de inalt, coeficientul de variatie reprezentand 80,4% (98,3% - forme
parentale si 56,01% - hibrizi) pentru gena LPPS si, respectiv, 83,2% (76,3% - forme
parentale si 85,7% - hibrizi) pentru gena HPPR.

Analiza comparativda a profilurilor cromatografice (CSS) si densitogramelor pentru
compusii polifenolici a permis identificarea acidului rozmarinic, acidului cafeic (acizi
polifenolcarboxilici), rutozidei si apigeninei (flavonoide) la toate genotipurile incluse in
studiu si a pus in evidentd cantitdti maxime a tuturor compusilor studiati la hibridul HS8 si
forma paterna P7, un nivel minim fiind relevat la forma parentald P1.

Analiza spectrofotometricd a evidentiat hibridul H3 cu un continut mare al tuturor
compusilor analizati. Genotipurile incluse in studiu prezintd un nivel redus de variabilitate,
coeficientul de variatie reprezentand pentru acidul galic (polifenoli totali) 29,2% (22,5% -
forme parentale si 30,8% - hibrizi), pentru acidul rozmarinic (APC) - 36,6% (27,1% -
forme parentale si 44,9% hibrizi) si pentru rutozida (flavonoide) - 38,0%, (34,6% - forme
parentale si 38,1% - hibrizi). Gradul inalt de omogenitate la nivel biochimic se explica prin
faptul cd formele cercetate prezintd genotipuri create si reproduse, care teoretic sunt mult
mai omogene In comparatie cu populatiile din flora spontana.

Analiza comparativa a rezultatelor obtinute in baza particularitatilor evaluate demonstreaza
superioritatea hibrizilor compartiv cu genotipurile parentale. Astfel, in cadrul celor 13
grupuri genetice, a fost constatat ca efectul heterozis se manifesta la toti hibrizii in raport
cu formele parentale, dupa cel putin un indicator studiat. Trei hibrizi (H3, H4 si H8) au
prezentat valori inalte ale efectului heterozis pentru toti parametrii analizati - date
fitochimice (calitative si cantitative), corelate cu date moleculare.

Asocierea si integrarea datelor biochimice si genetice, precum si corelarea acestora cu
nivelul de expresie al genelor LPPS si HPPR a relevat unele tendinte si legitati, care ofera
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inclusiv:

hibridul H3, formele parentale ale caruia (- P1 si §- P4) se caracterizeaza prin cea mai
mare distantd geneticd, posedd un continut maxim de acid rozmarinic, corelat cu un nivel
inalt de transcripti ai genei HPPR;

hibridul H8 cu o cantitate mare de acid rozmarinic manifesta si cel mai polimorf spectru al
ampliconilor - opt fragmente specifice RAPD (A,°""; OPB;™"; OPB;*"; OPB;o*";
OPE,21%: OPG;'*. PG>, OPU,,2™™):;

continutul de sclareol in uleiul esential si activitatea transcriptionald a genei LPPS pune in
evidenta o corelatie inaltd de 0,7, cantitatea maxima fiind prezentata de hibridul H9 (datele
fitochimice si moleculare).

Instrumentul UDaCoT reprezinta suport pentru extragerea si analiza informatiilor din
bazele de date, facilitand procesul de elaborare a reviului sistematic al literaturii. Analiza
explorativa a datelor privind S. sclarea cu utilizarea acestei resurse, demonstreaza trendul
pozitiv al cercetarilor, ceea ce denota interesul sporit fatd de specia analizata si pune in
evidenta numarul redus de publicatii in domeniul geneticii si ameliorarii serlaiului.

RECOMANDARI PRACTICE

Se recomandd perechile de primeri specifici elaborati spre utilizare pentru testarea
nivelului de expresie al genei LPPS - implicata in calea metabolica de sinteza a sclareolului
si genei HPPR implicata in calea de sinteza a acidului rozmarinic la S. sclarea.

Se recomanda primerii RAPD (OPA,, OPAgy OPG,y, OPH;s, UBC;s9 si OPK;7) 1n scopul
studierii variabilitatii genetice a genotipurilor de S. sclarea.

Se recomandd instrumentul UDaCoT pentru analiza informatiilor cu privire la PMA,
precum si alte organisme de interes, in procesul de realizare a reviului sistematic.

Se recomanda utilizarea bazei de date Med Plant pentru a obtine informatii referitoare la
speciile de PMA din Republica Moldova.

Se recomandi fragmentul OPGyo'® ca marker molecular in ameliorarea speciei, acesta
fiind specific hibrizilor H1, H3, H4, care au prezentat un nivel inalt al expresiei genei
HPPR, precum si hibrizilor H8, H10, care au relevat un continut inalt de APC, exprimat in
echivalent acid rozmarinic.

Se recomanda autorilor includerea hibrizilor H3, H4 si HS, care au prezentat particularitati
biosintetice superioare, in crearea soiurilor de provenienta hibrida.
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ADNOTARE

Martea Rodica, Variabilitatea genetico-moleculari la genotipurile de Salvia sclarea
L., tezd de doctor in stiinte biologice, Chisinau, 2016. Teza include introducere, sase capitole,
concluzii generale si recomandari, bibliografie din 295 titluri, 77 pagini text de baza, 50 figuri si
33 tabele. Rezultatele obtinute au fost publicate in 15 lucrari.

Cuvinte cheie: expresia genelor, polimorfism genetic, Salvia sclarea L., variabilitate
genetico-moleculara, variabilitate fitochimica.

Domeniul de studiu: Genetica vegetala.

Scopul cercetarii consta in determinarea variabilitatii genetico-moleculare si biochimice a
genotipurilor de S. sclarea din Republica Moldova si asocierea rezultatelor la nivel de ADN-
ARN-proteine—metaboliti, in vederea descrierii proceselor ce tin de potentialul metabolismului
valoroase.

Obiectivele lucrarii au fost stabilirea variabilitatii la S. sclarea in baza aplicarii
instrumentelor bioinformatice, estimarea variabilitatii genetice a serlaiului prin evidentierea
polimorfismului genetic, analiza nivelului de expresie al genelor LPPS si HPPR, evaluarea
biochimica a continutului de sclareol si compusi polifenolici, corelarea rezultatelor obtinute la
nivelele de organizare studiate.

Noutatea si originalitatea stiintificA a cercetdrii rezida in stabilirea In premierd a
variabilitatii genetico-moleculare si biochimice a germoplasmei locale de S. sclarea, precum si
evidentierea particularitatilor specifice, care relevd capacitatea ameliorativd sporita, si
determinarea nivelului de expresie a genei LPPS, responsabild de sinteza lambda-13-en-8-ol
difosfat sintazei, care participd In formarea sclareolului, de asemenea si a genei HPPR,
responsabila de sinteza hidroxifenilpiruvat reductazei, implicatd in calea metabolica de formare a
acidului rozmarinic.

Problema stiintifica solutionatid consta in fundamentarea stiintifica a potentialului
ameliorativ la S. sclarea prin corelarea datelor moleculare cu cele biochimice, ceea ce a condus
la evidentierea a trei hibrizi (H3, H4 si H8) cu o capacitate biosintetica inalta privind compusii
majori, precum sclareolul si acizii polifenolcarboxilici, exprimati in acid rozmarinic, fapt care a
permis eficientizarea procesului de ameliorare si creare a hibrizilor inalt competitivi.

Semnificatia teoretica a cercetarii este sustinuta de metodologia integrativa de analiza a
datelor biochimice si molecular-genetice si corelarea expresiei genelor LPPS si HPPR cu
cantitatea de compusi biologic activi (sclareol si polifenoli), care contribuie la aprofundarea
cunostintelor privind mecanismele genetico-moleculare de sinteza a metabolitilor secundari si
ofera posibiltati de pronosticare a formelor productive in baza unui complex de indicatori.

Valoarea aplicativa a lucrarii consta in identificarea spectrului polimorfic si modului de
mostenire a ampliconilor RAPD, cuantificarea continutului de sclareol si compusi polifenolici la
28 genotipuri de S. sclarea, evidentierea a trei hibrizi cu capacitate biosintetica sporita, precum si
elaborarea si implementarea instrumentului UDaCoT si a bazei de date Med Plant in cercetarile
biologice.

Implementarea rezultatelor. Primerii RAPD si primerii specificii elaborati pentru genele
LPPS si HPPR sunt utilizati in studiul speciei S. sclarea in cadrul Centrului Genetica
Functionald si sunt recomandati pentru studii genetico-moleculare ulterioare. Rezultatele expuse
in teza pot fi utilizate ca suport de referintd in programele de ameliorare a speciei $i reprezinta
material stiintifico-didactic pentru cursurile de genetica, bioinformaticd si biochimie. Se
recomanda hibrizii H3, H4 si H8, care au prezentat particularitati biosintetice superioare, in
scopul evaludrii si utilizarii n crearea soiurilor de provenienta hibrida.
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AHHOTAIMS

Maptsa Poauka, I'eHeTHKO-MOJIeKyJIsIpHOe pa3HooOpa3ue renotumoB Salvia sclarea L.,
JTUCCepTalysl KaHauaata OWOJOTMYecKHXx Hayk, Kummudy, 2016. [luccepramusi cOCTOUT U3
BBEJICHUS, 0-U TJ1aB, 3aKII0YCHUS U peKOMEH A, Oubauorpadguu u3 295 UCTOYHUKOB, 77 CTpaHUI]
6azoBoro Tekcta, 33 Ttabmuu, 50 rpaduxoB. Hayunsle pe3ynbraThl OmyOJMKOBaHBI B 15 HaydHBIX
MyOIMKaIHIX.

KiroueBble coBa: reHeTHYECKUH MOMMMOP(HU3M, F€HETUKO-MOJEKYIIpHOE pa3HooOpasue,
duroxuMuUeckoe pasHoodpasme, skcnpeccus renos, Salvia sclarea L.

OobaacTthb uccnenoBanmii: ['eHeTrika pacTeHUM.

Heap wuccienoBaHus 3akKiI0OYaeTcs B ONPEICIICHUM TEeHETUYECKOM Hu OHOXHUMHYECKOM
U3MEHYMBOCTH TeHoTHrnoB S. sclarea u3 PecnyOnmku MonmoBa ¥ KOppeNsiyu pe3yabTaTOB Ha
ypoBHsix JIHK — PHK — Genku — MeTaboNMThI, OMUCAaHUHU MPOIECCOB, CBA3AHHBIX C MOTCHIIMAIOM
BTOPUYHOTO MeTabojM3Ma U BBISBICHUHM BO3MOXKHOCTEH IleJieHanmpaBieHHOro oToopa ¢opMm ¢
SKOHOMMYECKHU-IICHHBIMU PU3HAKAMH.

3amaum wuWccienoBaHHsl ObUIM HAllCNICHBI Ha YCTAHOBJICHWE H3MeHuWBOCTH S. Sclarea
MOCPEICTBOM TPHUMEHEHHs TOAXOJ0B OMOMH()OPMATHKH, OLIEHKHM TE€HETHYECKOTO pa3zHOOoOpas3us
MECTHBIX T€HOTHUIIOB B PE3yJbTAaTe BBIABICHUS MOJCKYJSPHOTO MOIUMOpP(HU3MA, aHAIN3a YPOBHS
skcipeccun reHoB LPPS m HPPR, Guoxumuueckoro anammsa moiau(EHOJIBHBIX COEOMHEHUH U
CKJIapeoJia U KOPPEJIsLUYU MOTYYEHHBIX PE3yJIbTaTOB HA U3YUYEHHBIX YPOBHAX OPraHU3ALNN.

Hayunasa noeuzna u OpucuUHAaIbHOCMb UCCAE006AHUA 3AKIHOYAIOTCS B OLEHKE T'€HETHKO-
MOJIEKYJISIpHOU U OMOXMMHUYECKOH N3MEHUYHUBOCTH, TIPOBECHHON BIEPBBIE Y MECTHON IepMOILIa3MBbI
S. sclarea, BeisBieHHH criel(pUIECKUX OCOOCHHOCTEH, YCTaHOBJICHHH BBICOKOTO CEIEKIIUOHHOTO
NOTEHIIMANA U OTPEACICHUH YPOBHS dKcpeccun TeHa LPPS, xoTopsrii oTBeuaeT 3a cuHTe3 JssMO1a-
13-en-8-o1 audochar-cuHTa3bl, YIaCTBYIOIEH B (hOPMUPOBAHMM CKaapeoia u, Takke, HPPR rena,
OTBETCTBEHHOTO 3a CHUHTE3 THUIAPOKCHU(EHWINMUPYBAT pPEAyKTa3bl, y4acTBYIOLIEH B 0OpazoBaHHUH
PO3MapUHOBOM KUCIIOTHI.

Pemiennasi HayyHassh mnpodjemMa COCTOMT B HAyYHOM 00OOCHOBaHUU CEIEKIIMOHHOTO
NOTEHI[Maa TeHOTUIOB S. SClarea mocpencTBOM KOPPESIUU MOJIEKYSIPHBIX U OMOXHMMHYECKUX
TAHHBIX, Ymo npueeno K gvloenenuro Tpex rudbpuaos (H3, H4 u H8) ¢ BeicOkM OMOCHHTETHYECKUM
MOTEHIIMAIOM 00pa30BaHMs CKJIApPEoa U PO3ZMAPHUHOBOW KUCIOTHI, ()akm no360J10uuti TIOBBICUTH
3¢ EKTUBHOCTD CEJIEKINHU U CO3/IaHHSI BEICOKOKOHKYPEHTHBIX THOPHIOB.

TeopeTnyeckasi 3HAYMMOCTb HCCIICIOBaHUS OCHOBAaHA HAa METOJIOJIOTMA WHTETPATHBHOTO
aHaJIM3a TEHETUYECKO-MOJIEKYIISAPHBIX W OMOXMMHUYECKUX JAaHHBIX M HAa KOPPEISIIHUA KCIPECCUH
reroB LPPS um HPPR ¢ xomnyecTBOM OHOJOTMYECKM aKTUBHBIX BEHIECTB (CKIapeos |
noJau(EeHOTBHBIE KUCIOTHI), KOTOPBIE CIIOCOOCTBYIOT PACHIMPEHHIO 3HAHUH O MEXaHU3MaX TeHETHUKO-
MOJICKYJISIDHOTO CHHTE3a BTOPUYHBIX METaOOIMTOB M JAIOT BO3MOXKHOCTH IPOTHO3UPOBAHUS
NPOAYKTUBHBIX (DOPM Ha OCHOBE KOMILIEKCA MIOKa3aTeeH.

IIpakTu4yeckoe 3HAYeHMe: DPE3YJIbTAThl HCCIEJOBAHUNA MOIYT OBITH MCIIOJIB30BAHBI JUIS
BBISIBJICHHS ~ CIeKTpa noiauMoppuzmMa U crmocoba HacienoBanuss RAPD  aMmimkoHOB,
KOJIMYECTBEHHOM OLIEHKH COJIEP KaHUs CKIIapeosia U MOJIU(PEHOI0B B FTeHOTUNaX maiides, Bbl1eIeHUS
rMOpUIOB C TOBBIIIEHHBIM OMOCHMHTETUYECKUM TOTEHIMAIOM, pa3paOOTKM M TNPUMEHEHHS B
uccinenopanuax nHcTpymenta UDaCoT u 6a3sl qanubix Med Plant.

BHenpenne HaydHbIx pe3yiabTaToB. RAPD mpaiimepsl u cnenuduunbie mnpaiMepsl,
paspaboranbie aast LPPS u HPPR reHoB, ucnonbs3ytorces B u3ydenun Bujaa S. sclarea B Llentpe
OYHKIMOHAIBHOM ['€HEeTHMKM M PEKOMEHAYIOTCS AJisl MOCIEAYIOIIMX T'€HETUKO-MOJEKYISIPHBIX
uccienoBannii. HaydHbeie pe3ynbTaThl MOTYT OBITH HCIIONB30BAHBI [UISI TIOIJICPKKH CEIEKITHH
JMAHHOTO BHUJIA, a TaKXKe MPEICTABISAIOT CO00W HAYyYHO-AMIAKTHYECKANH MaTepHuall IUisl MMOATOTOBKU
kypcoB ['enernku, buonndopmaruku u buoxumun. ['mbpunst H3, H4 u HS8, xotopsie mokazanu
MOBBIIIICHHBI OWOCHHTETUYECKHIA IMOTCHIIMAT, PEKOMEHIYEeTCS OIICHHTh W WCIIOIb30BATh IS
CO3/IaHHS COPTOB THOPUIHOTO TIPOUCXOKICHHS.
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ABSTRACT

Martea Rodica, Genetic and molecular variability of Salvia sclarea L. genotypes, PhD
dissertation in Biological Sciences, Chisinau, 2016. The thesis includes introduction, 6 chapters,
conclusions and recommendations, bibliography consisting of 295 sources, 77 pages of main
text, 33 tables, and 55 figures. The results of the research are reflected in 15 publications.

Keywords: gene expression, genetic and molecular polymorphism, phytochemical
variability, Salvia sclarea L.

Field of investigation: Plant genetics.

The purpose of the research is the establishment of genetic, molecular and biochemical
variability of S. sclarea genotypes from Republic of Moldova, the association of results at DNA-
RNA-protein-metabolites levels, in order to describe processes related to the potential of
secondary metabolism and to identify the possibility of directed selection of genotypes with
economically valuable traits.

Objectives of the thesis have focused on the establishment of S. sclarea variability by
application of bioinformatics approaches, the estimation of the clary sage variability by
demonstration the genetic polimorfism, evaluation of LPPS and HPPR genes expression level ,
phytochemical analysis of sclareol and polyphenolic compounds, and correlation of results
obtained at studied levels of organization.

Scientific novelty and originality of the research consist in establishing for the first time
of the high biochemical and molecular-genetic variability and the specific particularities, that
reveal the high ameliorative capacity of local S. sclarea germplasm, in determining the
expression level of the LPPS gene, responsible for the synthesis of lambda-13-en-8ol
diphosphate synthase which participate in the formation of sclareol, as well as HPPR gene
responsible for synthesis of the hydroxyphenylpyruvate reductase which participate in the
formation of the rosmarinic acid.

Important scientific problem solved is scientific validity of the ameliorative potential of
S. sclarea genotypes by biochemical and molecular data correlation, which led to the
identification of three hybrids (H3, H4 and HS8) with a higher biosynthetic potential for major
compounds as sclareol and polyphenol acids, expressed as rosmarinic acid, that allows to
improve process efficiency and creation of highly competitive hybrids.

The theoretical significance is supported by the integrative methodology of analyzing the
biochemical and molecular-genetic data and the LPPS and HPPR genes expression correlation
with the amount of biologically active compounds (sclareol and polyphenols), which contribute
to improve the knowledge about genetic-molecular mechanisms of secondary metabolites
synthesis and offer new possibilities of predicting productive forms on the base of the complex
of indicators.

The applicative value of the work is related to the identification of polymorphic spectrum
and the inheritance of RAPD amplicons, quantification of sclareol and polyphenolic content in
the clary sage genotypes, to the highlighting the hybrids with increased biosynthetic capacity, as
well as elaboration and implementation in biological research by the UDaCoT tool and Med
Plant data base resources.

Implementation of scientific results. The RAPD primers and specific primer developed
for LPPS and HPPR genes are used in the study of S. sclarea species within the Centre for
Functional Genetics and are recommended for subsequent molecular-genetic studies. The
scientific results can be used as reference support in amelioration of this species; obtained results
represent scientific and didactic material in teaching courses of Genetics, Bioinformatics and
Biochemistry. The hybrids H3, H4 and HS, which showed higher biosynthetic capacity, are
recommended for the assessment and implementation in creation of varieties of hybrid origin.
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