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REPERELE CONCEPTUALE ALE TEZEI

Actualitatea si importanta temei abordate. Plantele reprezintd o sursa pretioasda de
metabolifi secundari (MS), care datorita activitatii lor biologice se utilizeaza pe larg in industria
alimentara, farmaceutica si cosmetologie. Acumularea MS in plante este determinata de specia
plantei, tesut, organ sau chiar celuld si reprezinta o expresie a individualitatii speciei respective.
Printre plantele medicinale utilizate in medicina poate fi mentionata si Rhodiola rosea, care se
intdlneste in flora spontana din regiunile muntoase ale diferitor continente, inclusiv in muntii
Carpati din Romania si Ucraina. In literatura de specialitate, informatiile privind compozitia
chimica a rizomilor de R. rosea din populatiile carpatine, mai cu seama a celor din Romania, sunt
foarte limitate si incomplete.

Habitatele naturale de crestere a speciei se caracterizeaza prin conditii climaterice dure si
accidentale, plantele fiind expuse diferitor conditii de stres, inclusiv a celor caracteristice pentru
altitudini inalte (intre 1000 si 5000 m, radiatii ultraviolete intense, temperaturi extreme si
variabile). Componentii activi, caracteristici speciei R. rosea, se acumuleaza preponderent in
rizomi.

Desi R. rosea se cultiva in mai multe zone ale fostei Uniuni Sovietice, precum si in Suedia,
Polonia si Germania, in prezent plantatii industriale de R. rosea practic lipsesc. Aceasta situatie
este cauzatd de cheltuielile ridicate de cultivare, care includ stabilirea campurilor pentru
transplantul de material saditor, recoltarea si post-recoltarea productiei de radacini, ce reprezinta
un proces destul de dificil. De asemenea, luand in calcul si faptul ca rizomii de R. rosea
acumuleaza cantitatea maxima de MS abia in al 4-5-lea an de cultivare, recolta de rizomi poate fi
compromisa de unii factori (lipsa regimurilor agrotehnice bine elaborate, controlului buruienilor,
fertilizarii etc.). Continutul principiilor active in rizomii plantelor cultivate in conditii in vivo, de
obicei este mult mai scazut in comparatie cu cel caracteristic pentru plantele colectate din flora
spontana.

Obtinerea tot mai dificila a compusilor derivati din plante a determinat industria si oamenii
de stiinta de a lua in considerare posibilitatea utilizarii culturii in vitro, ca metoda alternativa si
durabild de obtinere a produselor farmaceutice naturale valoroase. Aceastd metoda face posibila
stabilirea si monitorizarea factorilor de mediu favorabili pentru multiplicarea culturilor celulare si
acumularea MS. Sporirea acumularii MS esentiali in culturile de celule si tesuturi este posibila prin
cresterea cantitativa a biomasei sau prin ameliorarea biosintezei metabolitului dorit. In asa fel,
sporirea randamentului in cultura in vitro este dependenta in primul rand de optimizarea mediului
si conditiilor de cultivare, factori care asigura acumularea in celulele cultivate a unor cantitati

semnificative de MS.



In ultimele decenii au fost efectuate multiple cercetiri, privind obtinerea MS caracteristici
rizomilor de R. rosea pe cale biotehnologica, utilizand cultura celulelor si tesuturilor. Actualmente
existd un numar limitat de rapoarte privind biosinteza MS in cultura de calus si agregate celulare
de R. rosea, iar cercetarile efectuate au demonstrat ca adaugarea unor precursori ai MS duce la
sporirea acumularii principiilor active in celulele cultivate in vitro. Din cele mentionate mai sus,
putem afirma ca atat cultura plantelor de R. rosea in vivo, cat si cea In vitro ramane o directie
actuala de cercetari fundamentale cu interes practic la nivel mondial.

Scopul lucririi: Evaluarea particularititilor acumularii principiilor active in rizomii
plantelor de R. rosea din populatiile carpatine (indeosebi cele din Romania) si celor din zonele de
cultivare in vivo privind fundamentarea stiintifica a interrelatiilor ,,genotip-mediu-procese metabolice”
ca baza teoretica de elaborare a cdilor si metodelor de optimizare a proceselor de acumulare a
metabolifilor secundari si obtinerii lor pe cale biotehnologica.

Obiectivele cercetarii au constat in:

o determinarea compozitiei metaboligilor secundari si a uleiului volatil din rizomii plantelor
de R. rosea din populatia carpatina, Romania, si plantelor cultivate in Rezervatia Stiintifica ,,Plaiul
Fagului”, Republica Moldova si Gradina Botanica a Universitatii Nationale din or. Cernauti,
Ucraina.

o introducerea in cultura in vitro a explantilor din plante de R. rosea si determinarea
compozitiei chimice a metabolifilor secundari in cultura calusului si agregatelor celulare de R.
rosea,;

o determinarea efectului aplicarii separate si combinate a temperaturii joase, radiatiilor
ultraviolete, unor precursori ai biosintezei principiilor active si a reglatorului natural de crestere
Reglalg asupra productivitatii biomasei si spectrului cantitativ si calitativ de metabolizi secundari
in cultura calusului si agregatelor celulare de R. rosea;

o compararea compozitiei metabolisilor secundari ai rizomilor plantelor de R. rosea din
populatia carpatind, Romania, a celor obtinuti prin cultivare in conditiile in vivo, precum si a
biomasei celulare obtinute in vitro, cu cea descrisa in literatura de specialitate privind compozitia
chimica a rizomilor de R. rosea colectati in Muntii Altai, care este considerata cea mai valoroasa
si cea mai bine studiata populatie de R. rosea, privind continutul de metabolizi secundari.

Ipoteza de cercetare:

1. S-a presupus existenta unor relatii corelative dintre conditiile mediului ambiant
(temperatura, fotoperioada, umiditatea aerului, radiatia ultravioleta) si procesele de biosinteza, si

acumulare a principiilor active in rizomii plantelor de R. rosea;



2. Continutul de metabolizi secundari in celulele calusului si agregatelor celulare de R.
rosea cultivate in vitro poate fi sporit prin introducerea in mediul de cultura a precursorilor
acestora, reglatorilor naturali de crestere si prin manipularea intensitatii si frecventei unor factori
fizici, care influenteaza cresterea si metabolismul plantelor ce cresc in conditii naturale.

Sinteza metodologiei de cercetare si justificarea metodelor de cercetare alese. Pentru
realizarea scopului si obiectivelor stabilite a fost utilizatd metodologia aproximatiei sistemice care
presupunea analiza integrata a specificului acumularii MS in plantele speciei de R. rosea colectate
din habitatele naturale si cultivate in conditii in vivo, precum si in celulele calusului si biomasei
celulare cultivate in conditiile in vitro. Aceasta a dat posibilitate de a aprecia separat si in
combinatie influenta conditiilor de crestere, mediului de cultivare, varstei, nivelului de organizare
(celular, organ, planta integra) asupra viabilitatii si acumularii MS in celulele de R. rosea. Utilizand
materialul biologic obtinut din habitatele naturale, cultivat in conditii in vivo si pe cale
biotehnologica au fost realizate cercetari biochimice utilizdnd diferite metode de extragere,
purificare si separare a componentelor biochimice caracteristice pentru materialul biologic. Studiul
influentei factorilor chimici si fizici asupra culturii in vitro de R. rosea a fost realizat prin
determinarea viabilitatii celulelor, continutului de pigmenti fotosintetici, determinarea activitatii
enzimatice, continutului compusilor fenolici, continutului total de flavonoide si a activitatii
antioxidante totale etc. utilizind metoda spectrofotometrica UV-VIS. Extragerea proteinelor
solubile totale pentru analiza spectrului polipeptidelor a fost realizata prin SDS-electroforeza, iar
a izoformelor peroxidazelor prin electroforeza in conditii native. Analiza MS din rizomi, calus si
agregatele celulare de R. rosea a fost efectuata cu utilizarea cromatografiei in strat subtire (CSS),
cromatografiei pe coloana (CC), spectrofotometriei UV-VIS, cromatografiei cu lichide de inalta
performanta (HPLC), rezonantei magnetice nucleare (RMN) etc. Utilizarea metodelor
contemporane de analiza biochimica si de prelucrare statistica a datelor au asigurat obtinerea unor
rezultate valoroase din punct de vedere stiintific si practic.

Sumarul capitolelor tezei

Teza cuprinde: adnotare prezentatd in limba romana, engleza si rusa, lista tabelelor, lista
figurilor, lista abrevierilor, introducere, patru capitole, concluzii si recomandari, bibliografie,
declaratia privind asumarea raspunderii, saisprezece anexe si CV-ul autorului.

In introducere se argumenteazi actualitatea si importanta temei abordate, sunt formulate
scopul si obiectivele lucrarii, se prezinta ipoteza de cercetare, sinteza metodologiei de cercetare si

justificarea metodelor de cercetare alese, precum si sumarul capitolelor tezei.



CONTINUTUL TEZEI
1. METABOLISMUL SECUNDAR LA PLANTE

Primul capitol al lucrarii include analiza realizarilor stiintifice in domeniul studiului
biosintezei MS in cultura in vivo si in vitro, mai cu seama celor din rizomii plantelor de R. rosea.
In prima parte a capitolului sunt reprezentate reactiile biochimice implicate in procesele
metabolice la plante, in special ciclurile de biosinteza a MS precum fenolii si fenilpropanoidele. in
drept metoda alternativa si durabild de obtinere a produselor farmaceutice naturale valoroase, prin
Cresterea cantitativa a biomasei sau prin ameliorarea biosintezei metabolitului dorit. Partea a treia
a capitolului elucideaza rolul speciilor reactive de oxigen (SRO) in biosinteza, degradarea si
acumularea MS din plante. In ultima parte a acestui capitol, fiind si cea mai voluminoasa, este
descrisd sursa de MS precum R. rosea L., care este o plantd medicinala foarte valoroasi. In
literatura de specialitate, informatie privind compozitia chimica a rizomilor de R. rosea, in deosebi
cea din populatia carpatina, este foarte limitata si incompleta. Cultura in vitro de R. rosea
reprezintd o metoda eficientd de cercetare a influentei diferitor factori chimici si fizici asupra
sporirii biomasei si acumulérii principiilor active in celule. Numai cunoscand mecanismele de
reglaj ale acestor procese devine posibild elaborarea unor tehnologii avantajoase de obtinere a MS
caracteristici pentru R. rosea prin cultivarea in conditiile in vivo si in vitro, care ar putea asigura
eliminarea pericolului disparitiei speciei din cauza colectarii intensive a plantelor ce cresc in

conditii naturale. Acest deziderat a constituit scopul cercetarilor noaste.

2. MATERIALE SI METODE DE CERCETARE

2.1. Obiectele de studiu

In calitate de obiect de studiu in vivo au servit plantele speciei R. rosea L., colectate din
populatia muntilor Carpati, masivul Ineu, Romania, si din alte habitate ale Muntilor Carpati,
precum Ucraina si Polonia. La fel au fost utilizate plante cultivate in conditii in vivo, Rezervatia
Stiintifica ,,Plaiul Fagului”, raionul Ungheni, Republica Moldova si Gradina Botanica din or.
Cernauti, Ucraina, cultura in vitro a calusului si agregatelor celulare de R. rosea. In cercetari au
fost utilizate si plante de R. rosea obtinute din seminte si cultivate in conditii de laborator. Rizomii
plantelor de R. rosea au fost inclusi pentru analiza biochimica a MS acumulati de plante in conditii
naturale si cultivate in vivo, iar semintele au servit pentru initierea culturii in vitro din genotipurile
respective. Cercetarile fiziologice si biochimice au fost realizate utilizand materialul biologic
obtinut in urma introducerii in vitro a speciei R. rosea: cultura calusului (1) si agregatele celulare

(2) obtinute din calus.



2.2. Metodele si procedeele de cercetare

Drept procedee de cercetare au servit metodele de multiplicare si cultivare a plantelor de
R. rosea in conditiile in vivo, inducerea si mentinerea culturii calusului si agregatelor celulare de
R. rosea in vitro, pe mediul nutritiv Murashige-Skoog (MS) de baza [21].

Metodele de determinare a parametrilor fiziologici si biochimici caracteristici materialului
vegetal de R. rosea, cat si studiul influentei factorilor fizici si chimici asupra dinamicii de crestere
a culturii in vitro de R. rosea [15] si acumularii MS, au fost orientate spre obtinerea unor date
cantitative si calitative, privind specificul influentei acestor factori asupra parametrilor mentionati
[25, 26].

Utilizarea tehnicilor rapide precum analiza HPLC, spectrofotometrica, electroforeza in gel
de PAAG 1in conditii native si in prezenta SDS-lui, au permis identificarea calitativa si cantitativa
a compozitiei in extracte a MS, enzimelor implicate in degradarea SRO [3, 20] si a polipeptidelor
caracteristice pentru diferite variante a materialului vegetal [18].

Pentru realizarea lucrarii au fost utilizate metode de planificare a experimentelor si

prelucrare statistica a datelor.

3. ANALIZA COMPOZITIEI METABOLIZILOR SECUNDARI iN
EXTRACTELE DIN RIZOMII PLANTELOR DE R. rosea COLECTATE iN
MUNTII CARPATI, ROMANIA, SI CELOR CULTIVATE iN CONDITIILE

REPUBLICII MOLDOVA

3.1. Analiza HPLC a componentilor metaboligilor secundari in extractele din rizomi
de R. rosea

Componenta MS in extractele de R. rosea a fost analizatda pe o coloana cu faza inversa,
utilizand metoda HPLC. Monitoring-ul continutului de MS din probele analizate a fost efectuat la
lungimile de unda: 222 nm (maximele de absorbtie a p-tirosolului, salidrozidului si acidului galic)
[19, 28] si la 254 nm (absorbtia specifica a fenilpropanoidelor: rosavinului, rosinului si rosarinului
[13, 19, 28, 33].

Rezultatele analizei HPLC a extractelor de R. rosea sunt prezentate in Figura 3.1, care
include cromatogramele extractelor, inregistrate la lungimile de unda mentionate. Din figura se
observa ca componentii (5) si (7) se detecta la cele doua lungimi de unda utilizate: 222 nm (Figura
3.1A) si, respectiv, 254 nm (Figura 3.1B). Profilul cromatografic si timpul de retentie a

componentilor coincid cu cei ai compusilor de referintd si cu valorile indicate in literatura de
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Fig. 3.1. Analiza HPLC a metabolirilor secundari extrasi din rizomii de R. rosea si detectati la lungimile de unda: A — 222 nm; B — 254 nm.
Separarea a fost efectuati pe coloana zorbax XDB C-18 combinati cu coloana de protectie Extend C-18. 1 - metilgalat; 2 — p-tirosol; 3 — acid galic; 4

—salidrosid; 5 — rosavin; 6 — rosin; 7 — rosarin; 8 — acid cinamic.




specialitate [13, 19, 23, 28]. Valorile relative ale maximelor de adsorbtie si cele ale ariei picurilor
la lungimea de unda de 222 si 254 nm, precum si ale timpului de retentie sugereaza ca componentii
(5) si (7) reprezinta fenilpropanoide, si anume rosavinul si rosarinul. Mentionadm ca in Figura 3.1
au fost numerotate picurile componentilor, care au fost identificate prin comparatie cu markerii
autentici si elucidate datorita comparatiei cu cromatogramele prezentate in literatura de specialitate
[13, 23, 28]. In baza acestor analize s-a stabilit ca componentii 1-8 din Figura 3.1 reprezinti
metilgalatul, p-tirosolul, acidul galic, salidrozidul, rosavinul, rosinul, rosarinul si, respectiv, acidul
cinamic.

Analiza cromatogramei prezentate in Figura 3.1 demonstreaza ca, din punct de vedere
cantitativ, componentii de baza extrasi din rizomi de R. rosea sunt salidrozidul, p-tirosolul si
rosavinul. Ariile picurilor si intensitatea semnalelor ce caracterizeaza adsorbtia maxima a acestor
compusi sunt cele mai pronuntate. Suma ariilor picurilor caracteristice pentru acidul galic
(componentul, 3 in Figura 3.1A) si a produsului de transformare a acestuia, metilgalatul
(componentul 1 in Figura 3.1A), depaseste valoarea ariei picurilor pentru alte componente. Aria
picului si intensitatea adsorbtiei rosinului (componentul 7 in Figura 3.1), unul dintre cei mai
importanti compusii biologic activi caracteristici pentru R. rosea, sunt la un nivel relativ scazut.

Rezultatele analizei componentilor detectati pe cromatograma prezentata in Figura 3.1,
identificati datorita utilizarii salidrozidului, p-tirosolului si rosavinului, ca markeri, precum si
analizei comparative a timpilor de retentie si a caracteristicilor de adsorbtie ale componentilor la
diferite lungimi de unda expuse in literatura stiintifica [1, 28, 32], au oferit posibilitatea de a
compara indicii calitativi ai diferitor componenti din rizomii de R. rosea din populatia muntilor
Carpati, Romania. Datele sunt prezentate in Tabelul 3.2.

Tabelul 3.2. Timpul de retentie, aria picului si intensitatea absorbtiei metaboligilor

secundari principali din rizomii de R. rosea identificati prin metoda HPLC la Amax 222 nm.

Compusul Timpul de retentie, Aria picului, Intensitatea de
min % absorbtie, mAU

Metilgalat 2,29 6,61 450

p-Tirosol 11,38 10,05 475

Acid galic 24,35 8,34 150

Salidrozid 25,20 13,45 200

Rosavin 42,30 11,01 2500

Rosin 45,03 0,90 250

Rosarin 47,54 1,40 100

Acid cinamic 60,45 2,40 600

Separarea MS din extractele de R. rosea prin metoda HPLC a fost o provocare din mai
multe motive. Structura rosavinului (1) si rosinului (8) difera numai prin fragmentele lor

glicozidice: pentru rosavin sunt specifice resturi de glucoza si arabinoza, iar pentru rosin - numai
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restul de glucozi. In plus, feniletanoloidele: p-tirosolul si glicozidul lui, salidrozidul, sunt mult

mai polare decat fenilpropanoidele: rosavinul, rosinul si rosarinul.

Prin urmare, pentru obtinerea unei separari acceptabile, a fost necesar de marit in mod

excesiv timpul total de separare. Timpul de retentie si aria relativa (aria picului este legata de

zonele integrale ale tuturor ariilor) ale acestor compusi sunt prezentate in Tabelul 3.2.

In concluzie, separarea MS prin intermediul analizet HPLC a permis analiza corectd si

fiabila a extractelor de R. rosea. De asemenea, s-a dovedit ca rizomii de R. rosea colectati din

populatia carpatina, masivul Ineu, Romania [5, 10], ca si cei din Rusia [31, 34] se caracterizeaza

printr-un continut bogat de principii active, precum p-tirosolul, salidrozidul, rosavinul, rosinul si

rosarinul.

3.2. Analiza RMN a p-tirosolului si diacetatului de p-tirosol

Desi analiza componentei MS in extractele de R. rosea prin determinarea simultana a mai

multor componenti prin metoda HPLC este realizabild, o alta metodd de determinare a

componentilor, extrem de fezabila, este spectrometria de rezonantd magneticd nucleara (RMN).

Aceastd metoda prezintd numeroase avantaje in cartografiereca metabolitilor vegetali. De

asemenea, analiza RMN a fost selectatd ca principala modalitate analitica privind elucidarea

structurii compusilor izolati. Ea se bazeaza pe fenomenul care apare atunci cand nucleele anumitor

atomi sunt plasate intr-un cAmp magnetic static si expuse la o a doua oscilatie, cAmp magnetic. in

prezentele cercetiri, nucleele importante de oscilatie in cimp magnetic au fost protonii *H si atomii

de carbon *3C, deoarece rezonantele lor sunt cele mai insemnate pentru identificarea moleculelor

naturale organice.

NIRYVRON

OH CH, © CH,

probar

Fig. 3.2. Spectrul protonic al p-tirosolului.

Fig. 3.3. Spectrul protonic al acetatului de p-

tirosol.

In Fig. 3.2 este prezentat spectrul *H RMN al p-tirosolului ce contine doud semnale ale

grupelor metilenice (la 2,62 ppm si 3,54 ppm), semnalele dublet ale celor patru protoni din inelul

benzenic (la 6,65 ppm si 6,98 ppm), precum si doud semnale (la 4,57 ppm si 9,12 ppm), care indica
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prezenta a doua grupe hidroxil, caracteristice pentru p-tirosol. Prin urmare, a fost validat p-tirosolul
atat dupa spectrul protonic (Fig. 3.2), cat si dupa cel carbonic.

Ambele spectre au confirmat structura p-tirosolului in extractele de R. rosea. Profilul
spectrului RMN al protonilor de *H si atomilor de carbon *C al p-tirosolului coincide cu cel a
compusului de referinta si cu valorile indicate in literatura de specialitate. Valorile maximelor de
adsorbtie sugereaza ca componentul (2) din Fig. 3.1 reprezinta p-tirosolul. Ulterior, datele
spectrale a p-tirosolului au fost confirmate dupa acetilare si analiza RMN a formei acetilate, Fig.
3.3. In spectrul *H RMN ale diacetatului p-tirosolului (Fig. 3.3) sunt prezente doua grupari metil
la 2,04 ppm si 2,29 ppm, fapt ce confirma ca ambele grupari hidroxil in molecula p-tirosolului au
fost acetilate. Deci, utilizind metoda RMN, a fost confirmat ca componentul din Fig. 3.2 si 3.3
intr-adevar reprezinta p-tirosolul, iar caracteristicile de separare a MS prin metoda HPLC, efectuata
de noi, corespund celor realizate de catre alti autori [13, 23, 28].

3.3.Analiza HPLC a uleiului volatil din rizomii de R. rosea.

Uleiurile volatile reprezinta MS, care in mare masura determind proprietdtile aromate si
gustative ale plantelor. Din literatura de specialitate se cunoaste ca uleiul volatil din rizomi de R.
rosea se caracterizeaza printr-un continut complex si variat in functie de sursa materialului vegetal,
precum si de metoda de extractie [24].

In cercetarile efectuate la hidrodistilarea rizomilor uscati de R. rosea, au fost obtinute
mostre ale uleiului volatil de culoare galbuie. Ele au constituit circa 0,05% din masa rizomilor
supusi extractiei. Acest continut este mai mare fata de cel citat in rizomii plantelor din Nordul
Finlandei, ce atinge valoarea de 0,027% si comparabil cu cel mentionat din rizomii de origine
norvegiana, in care continutul uleiului volatil constituie 0,04%. Totodata, continutul uleiului
volatil in rizomii plantelor colectate in Carpati este mai mic decat cel raportat pentru rizomii din
Altai [34], Bulgaria, China si India, care contin 0,2%, 0,1% si, respectiv, 0,25% ulei volatil [12].

Cromatograma uleiului volatil din rizomi de R. rosea, obtinuta prin metoda HPLC, este
prezentatd in Figura 3.4. Printre compusii detectati in uleiul volatil din rizomii de R. rosea din
populatia carpatind pot fi mentionati linaloolul, geraniolul, timolul, cariofilena, p-cimenul,
limonenul, alcoolul feniletilic, carvacrolul si carvona.

Analiza cromatogramei prezentate In Figura 3.4 demonstreaza ca, din punct de vedere
calitativ, cei mai reprezentativi compusi extrasi din rizomii de R. rosea de origine carpatind sunt
p-cimenul, geraniolul si limonenul. Picurile si intensitatea semnalelor acestor compusi, conform
analizei HPLC, au dominat in comparatie cu cele ale altor componenti. in asa fel geraniolul,

componentul responsabil pentru aroma caracteristica florilor de trandafir, a fost identificat ca
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component caracteristic nu numai pentru rizomii de R. rosea de origine din Finlanda, Norvegia,

China, Mongolia si India, ci si pentru cei colectati din populatia carpatina, Romania.

=
2

W

Fig. 3.4. Analiza HPLC a uleiului volatil din rizomii de R. rosea la Amax 195 nm.
Separarea a fost efectuatia pe zorbax XDB C-18 cu coloana de protectie Extend C-18. 1 —
limonen, 2 - alcool feniletilic, 3 - p-cimen, 4 — carvona, 5 — geraniol, 6 — linalool, 7 —
carvacrol, 8 — timol, 9 — cariofilena. Sunt indicati doar componentii, care au fost
identificati prin comparare cu markerii autentici.

Rezultatele obtinute confirma datele privind compozitia uleiului volatil din rizomi de R.
rosea, publicate si de alti autori, ceea ce inca odatd confirma apartenenta probelor colectate speciei
R. rosea.

3.3.1. Caracteristica fizico-chimica a uleiului volatil din rizomi de R. rosea

Pentru a aprecia caracteristicile fizico-chimice ale uleiurilor volatile au fost determinate
densitatea, indicele de refactie, activitatea optica si valoarea tehnologica a preparatului.

Densitatea relativa a uleiului volatil din rizomi de R. rosea a fost determinata prin metoda
picnometrica la temperatura de 20°C. Ca rezultat al analizei a fost demonstrat ca densitatea uleiului
obtinut, este d*°= 0,8385 g/cm?.

Indicele de refracsie a uleiului volatil de R. rosea a fost determinat cu ajutorul
refractometrului ,,/ZP® — 22 (URSS). Valoarea acestui parametru (ng?°) fiind egala cu 1,512.

Activitatea optica [o]p' a fost determinati folosind polarimetrul circular ,,CM-2” (URSS),
in solutie de cloroform, valoarea rotatiei specifice fiind egala cu +0,61°. De aici rezulta ca uleiul
volatil de R. rosea contine componenti optic activi.

De asemenea, a fost efectuata testarea organoleptica a uleiului volatil din rizomi de R.
rosea de catre Consiliul de degustare al S.A. ,,Viorica-Cosmetic”, care a apreciat Nota parfumerica

cu 4,8 puncte din 5 posibile si a recomandat utilizarea acestuia in compozitia cremelor.
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Datele obtinute ofera posibilitatea de a mentiona ca cei mai importanti componenti a
uleiului volatil extrasi din rizomi de R. rosea colectati in Muntii Carpati corespund celor
caracteristici rizomilor plantelor colectate in alte regiuni geografice. Continutul lor este redus, ceea
ce este caracteristic speciei date (0,05% din masa uscatd a rizomilor), dar care totusi este
comparabil cu cel caracteristic rizomilor plantelor colectate iTn Muntii Altai. Spectrul principiilor
active si continutul relativ al lor corespunde datelor din literatura de specialitate si este caracteristic
pentru rizomii de R. rosea. Cu toate ca Nota parfumerica a uleiului volatil din rizomi de R. rosea
este foarte nalta, continutul redus al acestora, in comparatie cu cel caracteristic pentru plantele
aromatice, la care valoarea atinge 0,1 - 1%, sugereaza ca obtinerea uleiurilor volatile din R. rosea
in scopuri practice ar fi foarte costisitoare. Datele obtinute demonstreazd ca compozitia si
continutul diferitor MS din rizomii de R. rosea din populatia carpatind sunt comparabile cu
parametrii caracteristici pentru rizomii plantelor colectate In Muntii Altai. Ultimele se considera
ca plante-etalon dupa continutul MS, de aceea putem conclude ca plantele de R. rosea din Carpatii
Romaniei la fel reprezinta o sursa valoroasa de MS.

3.4. Analiza compozitiei metabolizilor secundari in extractele din rizomii plantelor de
R. rosea cultivate in conditiile Republicii Moldova

Plantele de R. rosea cresc spontan in Carpatii din Romania [14] si Ucraina, dar populatiile
de acolo sunt relativ mici si in pericol de disparitie din cauza colectdrii excesive. Cultivarea
plantelor de R. rosea in conditiile Republicii Moldova si Ucrainei a fost initiata cu utilizarea
rizomilor de R. rosea in varsta de un an, colectati din Muntii Carpati, Romania, si cultivati ulterior
in Rezervatia Stiintifica ,,Plaiul Fagului”, raionul Ungheni, Republica Moldova, si Gradina
Botanica a Universitatii Nationale din or. Cernauti, Ucraina. Este important de mentionat ca
rizomii plantati au supravietuit si au crescut intensiv in aceste conditii.

Analiza calitativa a componentilor extrasi din rizomii plantelor de R. rosea cultivate in
conditii de camp a confirmat prezenta principiilor active specifice pentru aceasta specie. Cu toate
acestea, indicii calitativi si activitatea antioxidanta a extractelor din rizomii plantelor au fost
semnificativ diferiti. Astfel, in extractele din plantele in varstd de 6 ani, furnizate de catre
cercetatorii de la Gradina Botanicd a Universitatii Nationale din or. Cernauti, continutul
compusilor fenolici (CCF) a fost de 3,6 ori mai mic decat in cazul extractelor din rizomii plantelor
din mediul natural de crestere. Capacitatea antioxidanta totala (Cat) a extractelor din aceste probe
a fost mai mica si a constituit 415,50 + 48,74 uM GAE/g de reziduu uscat [17]. Extractele din
rizomii plantelor de R. rosea colectate din Muntii Carpati, Romania, au prezentat activitate

antioxidantd egala cu 1312,84 + 285,04 uM GAE/g de reziduu uscat. Rizomii cultivati de noi
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contineau de 6,9 ori mai putine substante fenolice, iar extractele din ei au demonstrat activitate
antioxidanta egala cu 238,24 + 22,04 uM GAE/g de reziduu uscat (Figura 3.5).

Modificari similare privind indicatorii cantitativi, si anume descresterea continutului de
salidrozid (de aproximativ de doud ori comparativ cu conditiile naturale in cercetarile efectuate de
noi), au fost descrise si de alti cercetatori din Rusia [2], Polonia, Bulgaria etc. Trebuie remarcat
faptul ca nu numai prezenta salidrozidului determind activitatea antioxidantd a extractelor din
rizomii plantelor de R. rosea, ci si alte substante fenolice similare quercetinului [12]. De asemenea,
s-a constatat ca, din punct de vedere al activitatii biologice, extractele din biomasa culturii celulare
de R. rosea obtinute prin metoda biotehnologica au fost inferioare extractelor din materia prima

din habitatele naturale de aproximativ 2 ori [2].

16 1400 _

]

9

14 §\ —ccF | 1200 E
12

- \ —@=—Cat | 1000 .'E::

g 10 3

> \ - 800 =

E 8 \ 3

Ty - 600 &

g ° :

4 - 400 o

2 - 200 %

| 3

O T T O U

Romaénia Ucraina Republica Moldova
Locul cultivarii

Fig. 3.5. Analiza compozitiei metabolizilor secundari ale extractelor din rizomii plantelor de
R. rosea cultivate in conditii in vivo
Cercetdrile noastre au demonstrat cd datorita specificului biologic al speciei, cultivarea in
conditii de camp a plantelor de R. rosea are perspective foarte reduse, iar crearea artificiala a
conditiilor comparabile cu cele din munti ar fi foarte costisitoare si fara avantaj economic. Aceste
neajunsuri pot fi depasite prin posibilitatea investigarii culturilor in vitro, fiind considerata o cale
alternativa si durabila de obtinere a produselor farmaceutice naturale valoroase.

Deci, datele analizei HPLC a extractelor si a uleiului volatil din rizomii plantelor de R.
rosea colectati in Muntii Carpati, Romania, confirma prezenta MS si a unor compusi terpenici
caracteristici pentru aceasta specie, iar continutul acestora este comparabil cu cel descris pentru
plantele originare atat din muntii Altai, cat si din alte regiuni geografice. Totodata, datele analizei
HPLC a extractelor din rizomii de R. rosea colectati in Muntii Carpati, Romania, si cultivati
ulterior in Rezervatia Stiintifica ,,Plaiul Fagului”, raionul Ungheni, Moldova, si Gradina Botanica

a Universitatii Nationale din or. Cernauti, Ucraina, confirma prezenta MS caracteristici pentru
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aceasta specie, iar continutul acestora este redus in comparatie cu cele colectate din habitatele

naturale.

4.

INFLUENTA FACTORILOR CHIMICI SI FIZICI ASUPRA
CRESTERII BIOMASEI SI ACUMULARII METABOLITILOR

SECUNDARI IN CULTURA CELULARA DE R. rosea

4.1. Influenta continutului fitohormonilor in mediul de cultivare asupra acumulérii

biomasei calusului si agregatelor celulare de R. rosea

Cea mai intensiva crestere a celulelor calusului de R. rosea s-a inregistrat pe mediul

nutritiv ce contine fitohormonii BA (6-benzilaminopurina) si ANA (acid o-naftilacetic) in

concentratie de 1,5 si 0,5 mg/L, in raport de 3:1. Intensitatea proliferarii este mult mai joasd pe

mediul nutritiv ce contine fitohormonii Kn (chinetina) si 2,4-D (acid 2,4-diclorfenoxiacetic) in

concentratie de 0,5 mg/L si 1,0 mg/L, 1n raport de 1:2, sau pe mediul nutritiv ce contine ANA (in

locul 2,4-D), raportul fiind de 1:2. O proliferare destul de scazuta se observa pe mediul nutritiv cu

raportul fitohormonilor BA si AIB (acid indolil-3-butiric) egal cu 1:1. Prezinta interes faptul ca

suplimentarea mediului optimal de cultivare cu Kn in concentratia 0,5 mg/L nu a asigurat sporirea

proliferarii celulelor calusului [7]. Aceeasi legitate s-a mentinut si in cazul cultivarii agregatelor

celulare pe mediul nutritiv lichid (Tabelul 4.1).

Tabelul 4.1. Influenta compozitiei fitohormonilor introdusi in mediul nutritiv Murashige-

Skoog asupra acumulérii biomasei in cultura calusului si agregatelor celulare de R. rosea

Ne Concentratia fitohormonilor, Masa proaspata, Cresterea Cresterea
probei mg/L 6 saptamani de masei relativa
BA ‘ Kn ‘ ANA ‘ 2.4-D ‘ AIB cultivare, g calusului, g
Mediul nutritiv agarizat
1 1,5 = 0,5 = = 16,16+0,19 14,16+0,2 7,08
2 - 0,5 1,0 - - 11,57+0,11 9,57+0,15 4,78
3 0,5 0,5 15 - - 13,45+0,15 11,45+0,2 5,72
4 0,5 - - - 0,5 9,76+0,12 7,76+0,18 3,88
5 0,5 - - 1,0 - 12,34+0,22 10,34+0,19 5,17
6 - 0,5 - 1,0 - 10,12+0,22 8,12+0,18 4,06
Mediul nutritiv lichid
1 1 - 2 - - 13,52+0,11 11,524+0,13 5,76
2 1 - - - 1 3,48+0,09 1,48+0,1 0,74

Pentru a determina perioada minimad necesara de cultivare a calusului si agregatelor

celulare in vederea obtinerii biomasei maxime, a fost determinata cinetica cresterii biomasei

proaspete, Figura 4.1.
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Fig. 4.1. Dinamica cresterii biomasei proaspete a calusului (A) si agregatelor celulare (B)
de R. rosea in dependenta de durata de cultivare.

In conformitate cu legitatile descrise pentru alte culturi, observam ca cresterea culturii
calusului si agregatelor celulare sunt reprezentate de curbe sigmoide, cu trei faze distincte: lag,
exponentiala si stationara. Analizand curbele de crestere putem stabili timpul optim de replantare
a calusului pe un mediu proaspat si cel al perioadei de cultivare necesar pentru obtinerea unui
volum maxim de biomasa [7].

4.2. Influenta radiatiei ultraviolete asupra acumulirii biomasei, continutului
compusilor fenolici si activitatii antioxidante totale a extractelor din calusul de R. rosea

Culturile celulare in vitro, care sintetizeazd MS dupa expunerea la radiatii UV-B, sunt slab
studiate si ofera perspectiva de extindere a investigatiilor privind rolul razelor UV-B in acumularea
MS. Tinand cont de aceasta, am atras o atentie deosebita cercetarii influentiei radiatiei UV asupra
cresterii biomasei si acumularii MS in cultura in vitro de R. rosea.

Marirea duratei zilnice de expozitie a calusului de R. rosea la radiatiile UV-B duce la
diminuarea acumularii biomasei in timp, practic proportional cu durata de expozitie (Figura 4.2).
Din cultura de calus obtinuta la diferite perioade de expozitie la UV-B au fost extrasi MS si supusi
analizei activitatii antioxidante, concomitent apreciind continutul compusilor fenolici si relatiile
posibile dintre activitatea antioxidantd si acumularea relativd a biomasei (Figura 4.3 si 4.4).
Analizand aceste date concluzionam ca cresterea duratei de expozitie cu raze UV-B ca regula
asigura atat sporirea activitatii antioxidante a extractelor, cat si a continutului compusilor fenolici.
Astfel, calusul tratat pe parcursul a 18 zile cu raze UV-B pentru o perioada mai indelungata de 30
min manifesta o activitate antioxidanta mai sporita. Paralel cu aceasta, in extractul din calus a fost
determinata o concentratie mai inalta de substante fenolice. Activitatea antioxidanta a extractelor
din celulele calusului de R. rosea poate fi ridicata de 1,24-1,44 ori prin tratarea zilnica a lui cu raze
UV-B timp de 30-180 min (Figura 4.3). Analizdnd datele prezentate in Figura 4.4 mentionam

tendinta evidenta de sporire a activitatii
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Fig. 4.2. Acumularea biomasei
calusului de R. rosea tratat zilnic cu
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incepind cu ziua a 12-a dupa
inoculare si terminind cu ziua 30 de
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Fig. 4.3. Influenta radiatiei UV-B pe parcursul a 0
(martor-M), 5, 15, 30, 60, 120 si 180 min, aplicate in
ziua a 12-a de cultivare, asupra activitatii
antioxidante relative si continutul compusilor
fenolici (CCF) in extractele din calusul de R. rosea
la sfarsitul perioadei de cultivare (in ziua a 30-a).

Fig. 4.4. Dependenta dintre valorile
activitatii  antioxidante relative a
extractelor si cresterea relativa a
calusului de R. rosea tratat cu razele UV-
B.

antioxidante a extractelor din probele de calus obtinute in cazul sporirii duratei de expozitie la radiatia UV, care concomitent diminueaza dinamica

de acumulare a biomasei [4].

4.3. Influenta temperaturilor joase pozitive asupra cresterii biomasei calusului de R. rosea, precum si a continutului de H202, activitatii

CAT si PO 1n extractele din celulele acestuia

Multiple cercetari au fost efectuate privind efectul actiunii temperaturilor joase asupra cresterii diferitor specii de plante atat in cultura in vivo,

cat si in cultura in vitro. Totusi, cercetari in aceasta directie cu cultura de R. rosea nu au fost efectuate. Utilizand cultura in vitro de R. rosea a fost

testata influenta temperaturilor joase pozitive de +4°C, +8°C pe parcursul a 3 si 6 ore asupra acumularii biomasei si MS.

Din rezultatele obtinute s-a observat ca valoarea procentuald a indicelui de crestere al calusului de R. rosea, la a 40-a zi de la inoculare pe

mediul MS solid, a inregistrat o majorare in toate variantele experimentale. De mentionat si faptul, ca sporirea duratei de expozitie de la 3 ore pana

la 6 ore a dus la diminuarea nivelului de majorare a valorii indicelui de crestere. De aici rezulta ca stimularea cresterii calusului sub influenta
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expunerii la temperaturi joase pozitive depinde nu numai de temperatura, dar si de durata de expunere. Rezultatele aprecierii influentei temperaturii

de +4°C pe parcursul a 3 si 6 ore, aplicatd in ziua a 20-a de cultivare, asupra continutului de H>O> in calusul de R. rosea la sfarsitul perioadei de

cultivare (in ziua a 40-a) (Figura 4.6) au relevat ca continutul minim al peroxidului de hidrogen a fost inregistrat in calusul cultivat in varianta

martor (7,15 mM H02/g biomasa), care nu a fost tratat cu temperaturi joase pozitive, iar cea mai mare cantitate de H>O; a fost determinata la

varianta calusului tratat cu temperatura de +4°C pe parcursul a 3 ore (13,73 mM H20>/g biomasa) si, respectiv, 6 ore (10,84 mM H202/g biomasa).
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Fig.4.5. Influenta temperaturilor de
+4°C si +8°C pe parcursul a 3 si 6 ore,
aplicate in ziua a 20-a de cultivare,
asupra acumularii biomasei calusului
de R. rosea determinate la sfarsitul
perioadei de cultivare (in ziua a 40-a).
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parcursul a 3 si 6 ore, aplicata in ziua a 20-a de
cultivare, asupra biomasei calusului si continutului
de H2021n extractele din celulele calusului de R.
rosea, determinate la sfarsitul perioadei de cultivare
(in ziua a 40-a).

biomasei calusului si continutului de
H20:21n extractele din celulele calusului
de R. rosea, tratat cu temperaturii de
+4°C pe parcursul a 3 si 6 ore in ziua a
20-a de cultivare, determinate la
sfarsitul perioadei de cultivare.

Cantitatea inregistrata in aceste variante experimentale a crescut cu 92% si, respectiv, 52% fata de varianta martor. In asa fel se observa ca continutul

relativ al peroxidului de hidrogen in celulele calusului de R. rosea in general este mai inalt in variantele cu acumulare mai intensiva a biomasei

calusului (Figura 4.6). Aceste date demonstreaza existenta corelatiei pozitive dintre continutul peroxidului de hidrogen intr-un gram de extract si

biomasa calusului acumulata in ziua a 40-a de cultivare (Figura 4.7).

Analizand valorile activitatii catalazei (CAT) in extractele din calusul de R. rosea dupa 40 de zile de cultivare (Figura 4.8A) observam ca

maximul de biosinteza a CAT a fost inregistrat la varianta calusului supus socului cu temperatura de +4°C pe parcursul a 3 ore, valoarea
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activitatii fiind egald cu 0,32 unitati/mL fata de 0,24 unititi/mL la martor. In varianta calusului
obtinut in urma expunerii la socul cu temperatura de +4°C pe parcursul a 6 ore activitatea CAT s-

a diminuat pana la 0,23 unitati/mL.
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Fig.4.8. Influenta temperaturii de +4°C pe parcursul a 3 si 6 ore, aplicate in ziua a 20-a de cultivare,
asupra activitatii catalazei (CAT) (A) si peroxidazei ( PO) (B) in extractele din calusul de R. rosea
determinate la sfarsitul perioadei de cultivare (in ziua a 40-a).

Activitatea mai inaltd a CAT in varianta expusa temperaturilor joase pozitive pe parcursul
a 3 ore demonstreaza rolul principal al CAT in lichidarea H202 produs intens in cazul dat (Figura
4.8A) si este determinat atat de conditiile de temperatura, cat si de procesele intensive de formare
si acumulare a biomasei. In acest context, putem remarca ci activitatea enzimelor antioxidante se
poate modifica diferit: in unele cazuri are loc cresterea activitatii enzimelor, iar in altele -
diminuarea, ceea ce depinde de intensitatea si durata actiunii factorului de stres.

Tendinta de diminuare a activitatii peroxidazei (PO) (Figura 4.8B) a fost inregistrata in
extractele din calusul de R. rosea dupa 40 de zile de cultivare, de la 7,05 unitati benzid.oxid./min/g
biomasa la martor la 6,80 si 6,29 unitati benzid.oxid./min/g biomasa in varianta expusd socului cu
temperatura de +4°C pe parcursul a 3 ore si, respectiv, 6 ore. Analiza activitatii enzimatice a PO
in extractele din calusul de R. rosea tratat cu +4°C pe parcursul a 3 si 6 ore demonstreaza ca PO,
fiind enzima multifunctionala [22], participd nu numai la detoxifierea H.O>, dar si in alte procese
importante pentru dividerea si diferentierea celulelor [22].

4.4. Influenta reglatorului natural de crestere Reglalg asupra parametrilor fiziologici
si biochimici a calusului si agregatelor celulare de R. rosea

Spre deosebire de fitohormoni, reglatorii naturali de crestere (RNC) ca reguld sunt
complecsi si demonstreaza activitate biologica in concentratii mai mari, influenta biologica a lor
fiind armonioasa, asigurand adaptarea si mentinerea starii de homeostaza a plantelor in diferite
conditii ale mediului [11]. Aplicarea RNC Reglalg in mediul de cultivare a asigurat sporirea
biomasei calusului si agregatelor celulare de R. rosea si acumularea clorofilei in ele, eficacitatea

maximala a preparatului fiind atinsa la dilutia acestuia cu mediul de cultivare in raport de 1/1000
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[6, 9]. Din Figura 4.9 observam, ca atat valorile CCF, cat si valorile capacitatii antioxidante totale
(Cat) a extractelor din toate variantele experimentale depasesc datele caracteristice pentru varianta
martor. Aplicarea Reglalgului in raport de 1/1000 in mediul de cultivare a provocat cel mai

pronuntat efect asupra CCF, depasind martorul cu 2%.
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Fig. 4.9. Influenta preparatului Reglalg diluat cu Figura 4.10. Dependenta dintre
mediul MS in raport de 1/1000, 1/1200, 1/1400, valorile continutului CCF si Cat a
1/1800, aplicat in ziua a 12-a de cultivare, asupra extractelor etanolice din calusul de R.
continutului  compusilor fenolici (CCF) si rosea la sfarsitul perioadei de
capacitatea antioxidanta totala (Cat) in extractele cultivare (in ziua a 40-a).

din calusul de R. rosea la sfarsitul perioadei de

cultivare (in ziua a 40-a).

Totodata, datele prezentate in Figura 4.10 demonstreaza faptul, ca Cat coreleaza pozitiv cu
CCF. Luand in consideratie influenta benefica a Reglalgului asupra acumularii biomasei calusului
de R. rosea [6, 9], mentionam ca aplicarea preparatului in mediul de cultivare influenteaza
favorabil asupra starii calusului, ceia ce contribuie la sporirea acumularii compusilor fenolici cu
44,9%. Aceasta demonstreaza inalta eficacitate a preparatului Reglalg asupra acumularii CCF.
Evaluarea Cat a extractelor etanolice din biomasa calusului de R. rosea la varianta martor si
variantele experimentale a demonstrat (Fig. 4.9 si 4.10), ca modificarile Cat coreleaza cu CCF in
extractele din calusul de R. rosea. Aceasta sugereaza, ca stimularea cresterii biomasei sub influenta
Reglalgului, demonstrata anterior [6, 9], poate avea loc datoritd sporirii potentialului oxido-
reducator a substantelor din celulele calusului cultivat in prezenta Reglalgului.

Metabolismul compusilor fenolici din plante se desfasoara datorita implicarii unui numar
mare de enzime, inclusiv izoformelor polifenoloxidazei (PFO) [27]. In acest context, s-a propus
stabilirea efectului aplicarii Reglalgului asupra spectrului izoenzimatic al PFO din culturile
calusului de R. rosea. Modificarile spectrului izoenzimatic al PFO sub influenta preparatului
Reglalg, reprezentate pe electroforegramele extractelor din calusul de R. rosea (Figura 4.11),
indica delimitarea unor zone de localizare a izoformelor PFO. Sub influenta Reglalgului are loc

intensificarea unor izoforme ale PFO si disparitia unei izoforme sub influenta Reglalgului diluat
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in raport de 1/1000. Totodata, la aceasta variantda se manifesta trei zone de activitate a PFO, care
dupa intensitate depadsesc semnificativ benzile caracteristice pentru varianta martor si cea
experimentala cu dilutia Reglalgului de 1/1400. Dupa cum a fost mentionat mai sus, valoarea
indicilor de acumulare a biomasei calusului, precum si a CCF (Figura 4.9), de asemenea, a fost
cea mai inalta pentru varianta cu aplicarea dilutiei de 1/1000 a preparatului Reglalg.

In asa fel, influenta benefici a preparatului Reglalg asupra
cresterii biomasei calusului de R. rosea este asociata cu
stimularea activitatii unor componenti ai PFO implicati in
metabolismul substantelor secundare din celule [30] si cu
acumularea mai activa a componentilor fenolici, substante ce
determind activitatea biologica a extractelor din R. rosea.

Compusii fenolici caracteristici plantelor includ mai
multe grupe de MS, inclusiv flavonoidele, care de asemenea
influenteaza potentialul antioxidant, cu implicarea in diferite

M 1 2

Fig. 4.11. Separarea formelor reactii fiziologice, precum anihilarea speciilor reactive de

izoenzimatice ale PFO din oxigen (SRO). Datele cantitative privind continutul total de
calusul de R. rosea, cultivat
pe mediu MS: M-martor; 1 si
2 - suplimentat cu RCN prezenta Reglalgului diluat cu mediul de culturd in raport
Reglalg diluat in raport de
1/1000 si 1/1400 cu mediul
MS. semnificativ valorile variantei martor doar in celulele

flavonoide (CTF) din calusul de R. rosea in dependenta de

diferit, demonstreaza ca continutul flavonoidelor a depasit

calusului cultivat pe mediul suplimentat cu Reglalg in raport de 1/1000 (Figura 4.12).

Aceasta este o diferenta esentiald daca comparam datele actiunii Reglalgului asupra CTF
si asupra CCF (Figura 4.9 si 4.12). Anume din aceasta cauza nu se manifesta o corelatie
semnificativa dintre CTF si Cat a extractelor (Figura 4.13). In variantele de cultivare a calusului
in prezenta Reglalgului diluat cu mediul nutritiv in raport de 1/1200, 1/1400 si 1/1800 a fost
stabilitd cresterea Cat a extractelor, care se datoreaza sporirii CCF, CTF in extractele din aceste
variante ramanand la nivelul extractelor din calusul variantei martor. Aceste date releva faptul, ca
alte grupe de compusi fenolici, cu exceptia flavonoidelor, contribuie la sporirea proprietatilor
antioxidante totale a extractelor etanolice din calusul de R. rosea, cultivat pe mediu nutritiv
suplimentat cu preparatul Reglalg in diferite dilutii. Datele din literatura de specialitate [29]
confirma rolul antioxidant al flavonoidelor la plante prin aceea, ca continutul lor sporeste in

perioada expunerii plantelor la diferiti factori de stres.
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Fig. 4.12. Influenta preparatului Reglalg
diluat cu mediul MS in raport de 1/1000,
1/1200, 1/1400, 1/1800, aplicat in ziua a 12-a
de cultivare, asupra continutului total de
flavonoide (CTF) in extractele din calusul de
R. rosea la sfarsitul perioadei de cultivare (in
ziua a 40-a).
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Fig. 4.13. Dependenta dintre valorile
continutului total de flavonoide (CTF) si ale
capacitatii antioxidante totale (Cat) a
extractelor etanolice din calusul de R. rosea
la sfarsitul perioadei de cultivare (in ziua a
40-a).

Totodata, biosinteza flavonoidelor cu capacitate antioxidanta in conditii de stres se

desfasoara mai intens la speciile de plante, care sunt mai sensibile la factorii de stres. Se presupune

cd 1n modificarea balantei redox sunt implicate si flavonoidele prin reglajul activitatii

metabolismului lor. Continutul majorat de flavonoide in varianta cu aplicarea preparatului Reglalg

diluat in mediul de cultivare in raport de 1/1000 se poate explica prin faptul cd procesele

proliferative in celulele calusului din aceastd variantd decurg mai intensiv, in comparatie cu

celulele calusului din alte variante, deoarece se stie ca aceasta contribuie la sporirea formarii SRO

si inductia acumulérii flavonoidelor [25].

Metabolismul compusilor fenolici implica un sir de enzime, inclusiv PO, ce este

considerata un marker molecular al cresterii si dezvoltarii culturii tesuturilor vegetale, iar aparitia

unor izoenzime ale PO a fost stabilita in procesul organogenezei si diferentierii tisulare.

Rezultatele cercetarilor efectuate sustin cele mentionate (Fig. 4.14).

PO

Fig.4.14. Separarea formelor izoenzimatice ale
PO a extractelor din calusul de R. rosea in varsta
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suplimentat cu preparatul Reglalg diluat in de 1/1000 asupra activitiatii PO din
raport de 1/1000(1), 1/1200(2) si 1/1400(3) cu calusul de R. rosea de diferiti varsta.
mediul MS; 1, II si III — zonele de localizare a
izoformelor PO.

Activitatea PO in extractele din calusul de R. rosea diminueaza concomitent cu varsta

celulelor. Cel mai 1nalt nivel al activitdtii PO a fost observat in extractele din calusul variantelor
in varsta de 12 zile, pe cand, cele extrase din calusul de 19 sirespectiv 32 zile activitatea enzimatica
diminueaza (Fig. 4.15). Cu toate ca deosebirile dintre varianta martor si cea experimentala erau
nesemnificative, spectrul PO din extractele calusului din varianta martor si cele experimentale
difera semnificativ (Fig.4.14). La varianta martor componentul Ill a PO practic lipseste, pe
cand la variantele experimentale activitatea acestui component este cu atdt mai pronuntata, cu cat
concentratia Reglalgului in mediul de cultivare este mai joasa, iar acumularea biomasei mai inalta
[6, 9]. Schimbarea activitatii componentului III al PO demonstreaza ca efectul aplicarii Reglalgului
coreleaza pozitiv cu acumularea biomasei calusului [6, 9]. Astfel, datele obtinute demonstreaza
ca aplicarea preparatului Reglalg influenteaza benefic cresterea calusului de R. rosea si sporeste
calitatea biomasei, datorita stimularii proceselor de acumulare a fenolilor si flavonoidelor.

45. Testarea influentei combinate a factorilor fizici si chimici asupra acumulérii
metabolisilor secundari in agregatele celulare de R. rosea

In continuare, scopul cercetirilor a constat in determinarea MS in cultura agregatelor
celulare de R. rosea supusa anumitor factori de stres (radiatiei UV, temperaturii joase pozitive si
precursorului — alcoolul cinamic (AC) [16]). Initial, 5 compusi caracteristici speciei R. rosea (p-
tirosolul, salidrozidul, rosavinul, rosinul si rosaridinul) au fost studiati prin HPLC-ESI-MS, in
vederea determindrii timpilor de retentie, elucidarii structurii si evaludrii masei moleculare.
Cromatograma extractului din rizomi de R. rosea din populatia carpatina a fost inregistrata la A =
254 nm si prezentata in Figura 4.16, care contine 13 semnale bine definite.

1on. DADT - BSGBHBEtact dn om0 d 8 Fig. 4.16. Analiza HPLC-ESI-MS a
metaboligilor secundari extrasi din
rizomii de R. rosea si detectati la
lungimea de unda 254 nm. Separarea
a fost efectuata pe coloana
cromatograficA cu faza inversa
(Agilent 300 Extended Cis, 4.6 x 150
mm, 5 pm). 1 — acid galic; 2 -
- T A salidrozid; 3,4 — 4-metoxi—cinamil—
o2 4 5 8 1£qus1iti20nn1r:e[mil]s 18 20 2 24 % B/ W (6'—O—a—arabinopiranoziI) _O_B_

glucopiranozida; 5,6 — derivati de
tipul compusilor 3,4; 7 — rosarin; 8 — rosavin; 9 — cinamil- (6" —-O—p—xilopiranozil) —-O——
glucopiranozida); 10 — rosiridin; 11 — derivati de tipul compusilor 3,4; 12, 13 — derivati de
tipul compusilor 3,4.
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Comparand timpii de retentie obtinuti pentru extractul din rizomi cu cei ale probelor
martor si din spectrele de masa (MS) s-a reusit atribuirea semnalelor care corespund urmatorilor
compusi: 1 —acid galic; 2 — salidrozid; 3,4 — 4—metoxi—cinamil—(6"-O—a—arabinopiranosil)-O—3—
glucopiranosid; 5,6 — derivati de tipul compusilor 3,4; 7 — rosarin; 8 — rosavin; 9 — cinamil- (6'—
O—B—xilopiranosil)-O—B—glucopiranoside; 10 — rosiridin; 11 — derivati de tipul compusilor 3,4;
12, 13 — derivati de tipul compusilor 3,4.

Cromatogramele extractelor din probele de agregate celulare de R. rosea, supuse expozitiei
radiatiei UV, temperaturilor joase pozitive si precursorului AC sunt prezentate in Figura 4.17
(cromatogramele A, B, C si D).

Fig. 4.17. Analiza HPLC-ESI-MS a
@ metabolirilor secundari extrasi din agregatele
celulare de R. rosea: unde A — proba martor,
B — proba supusa radiatiei UV, C — proba
supusa temperaturii joase, D — proba supusa
actiunii radiatiei UV, temperaturii joase si
alcoolului cinamic. 2 — salidrozid; 3,4 - 4-
metoxi-cinamil-(6"-O-a-arabinopiranozil)-O-
B-glucopiranozida; 5,6 — derivati de tipul
compusilor 3,4; 8 — rosavin; 11, 12— derivati
de tipul compusilor 3,4.

Response Units (%)

Din Figura 4.17 se poate observa ca in

cromatograma  extractului din  agregatele

celulare — proba martor (Figura 4.17A), este
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Acquisition Tine Goin) prezent un numar mai mic de semnale si cu 0

intensitate mai redusa in comparatie cu extractul din rizomi (Fig. 4.16). Este importanta insa
prezenta compusilor caracteristici speciei R. rosea, salidrozidul 1 si rosavinul 8. Influenta
temperaturii joase pozitive si prezenta AC in mediul de cultura a agregatelor celulare (Figura
4.17C), a favorizat acumularea atat a salidrozidului si rosavinului, cat si a altor componenti, cum
arfi1lsi 12.

Influenta radiatiei UV in combinatie cu prezenta AC in mediul de cultivare a influentat si
mai pronuntat compozitia biochimica a culturii agregatelor celulare (Fig. 4.17B). A aparut
componentul 5 derivat din aceeasi categorie cu componentii 11 si 12. Combinatia influentei celor
trei factori: AC, radiatia UV si temperatura joasa pozitiva (Fig. 4.17D) a favorizat acumularea
tuturor compusilor aparuti si in celelalte probe. Este evidenta intensitatea sporita a componentului

11 in comparatie cu ceilalti
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Datele obtinute demonstreaza ca proliferarea celulara, spectrul MS si acumularea lor in
cultura in vitro de R. rosea sunt semnificativ influentate de diferiti factori chimici si fizici. Printre
factorii fizici, care influenteaza acumularea si spectrul MS mentionam cei asociati cu cresterea
plantelor de R. rosea in conditii naturale si, anume radiatia UV si variatia temperaturilor [24]. Cu
toate ca efectele finale ale influentei acestor factori asupra acumularii MS in experimentele
efectuate au fost relativ joase, Insusii prezenta lor sugereaza posibilitatea obtinerii unor rezultate
semnificative realizdnd cercetari complexe cu variatia larga a dozelor si periodicitatii aplicarii
acestor factori. Aceste date indica posibilitatea obtinerii pe cale biotehnologica a principiilor active
caracteristice pentru specia R. rosea. In asa fel, ar deveni posibild nu numai obtinerea unor efecte
financiare, dar si asigurarea unor premise de protectie a habitatelor naturale a speciei R. rosea.

CONCLUZII SI RECOMANDARI
Concluzii

1. Continutul si componenta metabolisilor secundari extrasi din rizomii plantelor de R.
rosea colectati din Muntii Carpati, Romania, sunt asemanatoare cu cele descrise pentru plantele
din habitatele Muntilor Altai, Rusia, cercetati multilateral si considerati ca etalon al calitatii, atunci
cand in rizomii plantelor de R. rosea cultivate in Rezervatia Stiintifica ,,Plaiul Fagului”, raionul
Ungheni, Republica Moldova si Gradina Botanica a Universitatii Nationale din or. Cernauti,
Ucraina, continutul acestora este mult mai redus in comparatie cu cel caracteristic pentru rizomii
plantelor colectate din habitatele naturale [5, 10].

2. Expunerea culturii celulare de R. rosea actiunii separate si in combinatie a radiatiei UV,
temperaturilor joase pozitive si introducerea in mediul de cultivare a alcoolului cinamic
favorizeaza acumularea biomasei celulare, sporirea continutului compusilor fenolici asociate cu
cresterea capacitatii antioxidante a extractelor din biomasa obtinuta in vitro [4, 8]

3. Termoperiodismul zilnic si sezonier, precum si radiatia UV reprezintd factorii
importanti ce determina acumularea metabolisilor secundari in rizomii plantelor de R. rosea, care
cresc spontan in zonele montane. Sporirea randamentului metabolifilor secundari in cultura in
vitro, cat si cea de cultivare a R. rosea in conditii in vivo, poate fi realizata prin elaborarea
regimurilor optimale de expunere a culturii la temperaturi joase pozitive si radiatii UV.

4. Introducerea RNC Reglalg in mediul de cultivare a dus la intensificarea activitatii unor
izoforme ale peroxidazei si polifenoloxidazei in extractele din biomasa celulard, totodatd a
demonstrat influenta benefica asupra acumularii biomasei calusului si agregatelor celulare de R.
rosea; a asigurat majorarea continutului pigmentilor fotosintetici si a substantelor fenolice,

inclusiv a flavonoidelor [6, 9].
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5. Obtinerea practica a metabolifilor secundari caracteristici pentru specia R. rosea poate
fi realizata pe cale biotehnologica din biomasa calusului si agregatelor celulare de R. rosea aflate
la etapa initiala de trecere de la faza logaritmica de crestere la cea Stafionara (marcatd prin
schimbarea spectrului de polipeptide in extractele din biomasa celulara) [7].

Recomandari

Obtinerea practica si economic avantajoasa a materiei prime de R. rosea ca sursa pretioasa
de metabolifi secundari poate fi realizata pe doua caii alternative:

e prin metoda relativ rapida de obtinere in conditii in vivo a unor plante viguroase de R.
rosea si transferul lor la varsta de 3-4 ani pentru mentinerea pe parcursul a 1-2 ani in conditii
naturale, caracteristice pentru plantele spontane. In asa fel va fi asigurata obtinerea rapida si inalt
productiva a materiei prime cu un continut bogat de metabolifi secundari, caracteristici pentru
specia data;

e utilizarea procedeului de cultivare a calusului de R. rosea in mediu artificial ce contin
RNC Reglalg si expunerea suplimentara a culturii aflate in faza logaritmica de crestere la conditii
cu termoperiodism si radiatie UV caracteristice habitatelor naturale de crestere ale plantelor,
favorizeaza obtinerea pe cale biotehnologica a metabolifilor secundari caracteristici pentru aceasta
specie.
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ADNOTARE
Calugaru-Spataru Tatiana, Acumularea in vivo si in vitro a metabolitilor secundari la
specia Rhodiola rosea L. din populatia carpatina, teza de doctor in stiinte biologice, Chisinau, 2019.
Teza este constituitd din compartimentul introductiv, patru capitole, concluzii generale si recomandari,
bibliografie cu 333 titluri, 18 anexe, 135 pagini text de baza, 58 figuri, 13 tabele. Rezultatele obtinute
sunt publicate in 36 lucrari stiintifice.

Cuvintele cheie: Rhodiola rosea, calus, agregate celulare, HPLC, RMN, metabolizi secundari
(MS), p-tirosol, salidrozid, rosavin, flavonoide, terpene, peroxidaza, catalaza.

Scopul lucririi: evaluarea particularitatilor acumularii principiilor active in rizomii plantelor
de R. rosea din populatiile carpatine (indeosebi cele din Romania) si celor din zonele de cultivare in
vivo privind fundamentarea stiintifica a interrelatiilor ,,genotip-mediu-procese metabolice” ca baza
teoretica de elaborare a cailor si metodelor de optimizare a proceselor de acumulare a metabolifilor
secundari si obtinerii lor pe cale biotehnologica.

Obiectivele lucrarii: determinarea compozitiei MS si a uleiului volatil din rizomi plantelor de
R. rosea din populatia carpatind, Romania, precum si din cei cultivati in Moldova; introducerea in
cultura in vitro a explantilor din plantele de R. rosea si determinarea influentei diferitor factori fizici
si chimici, izolat si in combinatie, asupra productivitatii biomasei si acumularii diferitor componente
ale MS in cultura celulara de R. rosea; compararea compozitiei chimice a rizomilor de R. rosea din
populatia carpatina cu cea a rizomilor obtinuti prin cultivarea in vivo, precum si a celei acumulate in
biomasa celulara obtinuta in conditiile in vitro.

Noutatea si originalitatea stiintific: pentru prima datd a fost determinata compozitia MS,
precum si a uleiului volatil, din rizomi de R. rosea din Carpatii de Est a Romaniei. La fel a fost
demonstrat cd expunerea de scurta durata a culturii celulare la actiunea temperaturilor joase si radiatiei
UV, precum si introducerea in mediul de cultivare a alcoolului cinamic si reglatorului natural de
crestere (RNC) Reglalg, influenteaza benefic acumularea MS in cultura in vitro de R. rosea, dar
compozitia si mai ales continutul lor este mai redus in comparatie cu cel caracteristic pentru rizomii
plantelor spontane, colectate din muntii Carpati, Romania.

Rezultatul obtinut care contribuie la solutionarea unei probleme stiintifice importante consta
in elaborarea procedeelor de aplicare de scurta durata a temperaturilor joase, radiatiei UV, introducerea
alcoolului cinamic si RNC Reglalg in mediul de cultura la inceputul fazei exponentiale de crestere a
culturii celulare, fapt ce a avut ca efect stimularea acumularii biomasei de R. rosea in conditii in vitro
sl sporirea substantiald a continutul de metabolisi secundari, in vederea credrii unor regimuri de
cultivare in bioreactoare adaptate special pentru obtinerea MS caracteristici pentru rizomii de R. rosea.

Semnificatia teoretica: cercetarile realizate In conditii de laborator cu expunerea de scurtd
durata a materialului biologic la radiatia UV si la temperaturi joase dau posibilitatea de a concluziona
ca termoperiodismul zilnic si cel sezonier, radiatiile UV intense, schimbul umiditatii relative a aerului
caracteristic pentru conditiile din munti, sunt factori importanti ce determina atat continutul inalt de
MS acumulati in rizomi, cat si viabilitatea plantelor de R. rosea. Cultura celulara de R. rosea reprezenta
o metoda alternativa si un model pretios pentru a cerceta influenta nivelului de organizare biologica
asupra capacitatii plantelor de a acumula MS, precum si a determina influenta factorilor fizici si chimici
asupra acumularii acestor componenti.

Valoarea aplicativa: cercetarile in conditii in vivo si in vitro au demonstrat ca pentru obtinerea
MS, caracteristici pentru R. rosea, este necesar de a crea unele regimuri de iluminare, umiditate si
termoperiodism potrivite pentru plantele acestei specii. In asa fel, cultivarea speciei de R. rosea in
conditii in vivo si in vitro ar putea asigura eliminarea pericolului disparitiei speciei din cauza colectarii
intensive a plantelor in conditii naturale.

Implementarea rezultatelor stiintifice: cultura calusului de R. rosea in varsta de 10 ani este
mentinutd pana in prezent in IGFPP si continud a fi implementatd in activitatea de cercetare a
mecanismelor de reglare a biosintezei MS, inclusiv in procesul didactic la Universitatea de Stat
,,Dimitrie Cantemir”.
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ANNOTATION

Calugaru-Spataru Tatiana, In vivo and in vitro accumulation of secondary
metabolites in the Carpathian population of the Rhodiola rosea L. species, doctoral thesis in
biological sciences, Chisinau, 2019. The thesis contains an introduction, four chapters, general
conclusions, recommendations, and a bibliography of 333 titles, 18 annexes, 143 pages of basic
text, 58 figures, and 13 tables. The results are reflected in 36 scientific papers.

Keywords: Rhodiola rosea, callus, cell aggregates, HPLC, NMR, secondary metabolites
(SM), p-tyrosol, salidrozide, rosavin, flavonoids, terpenes, peroxidase, catalase.

Aim of the study: assessment of the accumulation of active components in the rhizomes
of plants of the Carpathian population R. rosea (Romania), as well as plants grown in vivo in order
to evaluate the scientific basis of the relationship “genotype — medium — metabolic processes” for
developing the methods of optimizing the accumulation of secondary metabolites in R. rosea cells,
cultured in vitro.

The objectives of the study: determinization of the composition of SM and volatile oils in
the R. rosea rhizomes collected in Romanian Carpathian Mountains and in rhizomes of plants
cultivated in Moldova; introduction in vitro of the explants from R. rosea plants and determination
of the influence of different physical and chemical factors, separately and in combination, on the
biomass productivity and as well on the accumulation of various components of SM.

Originality and scientific novelty: for the first time, the composition of the SM as well
as the volatile oil of R. rosea rhizomes collected in the Eastern Carpathian Maintains of Romania
was determined. It was also demonstrated that the short-term exposure of cell culture to low
temperature and UV radiation, as well as the introduction in the cultivation medium of cinamic
alcohol and plant growth regulator (PGR) Reglalg, has a beneficial effect on the accumulation the
SM, but their composition and content was lower compared to that characteristic for R. rosea
rhizomes of spontaneous plants.

The result obtained in solving an important scientific problem consists in the elucidation
that short-term application of low temperatures and UV radiation, the introduction of cinnamic
alcohol and PGR Reglalg in the culture medium at the beginning of the exponential phase of cell
culture growth, assures the stimulation of the accumulation of SM in R. rosea biomass under in
vitro conditions the open the possible ways to optimize the regimens of in vitro cultivation the R.
rosea cells for obtaining the SM characteristics for rhizomes of spontaneous growing plants.

Theoretical value: Results of short-term exposure to UV radiation and low temperature of
in vitro culture gives the possibility to conclude that such factors as daily and seasonal
thermoperiodicity, UV radiation, the diurnal variation of the relative air humidity, characteristic
for natural conditions in the mountains, are decisive factors which determines both the composition
and the accumulation of active principles in rhizomes, as well as the for viability of the R. rosea
plants. Cell culture of R. rosea represents an alternative method and a model for investigation the
influence of the level of biological organization on the plants ability to accumulate SM and as well
as the influence of physical and chemical factors on these processes.

Application value: in vivo and in vitro investigations have shown that for obtaining the
active components characteristic for R. rosea, it is necessary to assure UV illumination and
thermoperiodicity that are natural for spontaneous growing R. rosea plants. Thus, the selection of
optimal cultivation conditions of R. rosea in vivo and in vitro could ensure the preventing the
species extinction due to the intensive collection of plants growing in natural conditions.

Implementation of scientific results: R. rosea callus culture is maintained during of 10
years in the IGFPP and continues to be used in the scientific researches of the mechanisms of
regulation the biosynthesis of SM, and also as information used in the teaching programs of the
State University ,,Dimitrie Cantemir”.
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AHHOTALIIUA

Kaayrmpy-Cmrapy Taresina, Hakomiienue in vivo u in Vitro BTOpHYHBIX MeTaG0JIMTOB B
pacrenusix Buaa Rhodiola rosea L. kapnaTckoro npoucxos;kaeHusl, TUCCepPTaIHs Ha COUCKAHNE YIEHON
CTEeTeHH JOKTOpa Omonormdeckux Hayk, Kummaes, 2019. Jluccepranus COCTOUT U3 BBENEHUS, YETHIPEX
r71aB, OOIIMX BBIBOJIOB U peKOMEHAaLui, Onbnnorpadun u3 333 HanMeHoBaHMiA, 143 cTpaHUI] OCHOBHOTO
TekcTa, 58 pucynkos, 13 Tabmui u 18 mpunoxenun. [TomydeHHBIE pe3ylbTaThl OMyOJHMKOBaHBI B 36
Hay4YHBIX paboTax

Kirouesnie ciaoBa: Rhodiola rosea (poouona poszosas), kannye, kinerounbie arperatsl, BOXX,
SIMP, emopuunvie memaborume:r (BM), T-THPO30J, CANTUAPO3W[, PO3aBUH, (DIABOHOWIBI, TEPICHBI,
HepoKcHuaas3a, Karauasa.

3agauya padoThl: OlLEHKAa OCOOCHHOCTEH HAKOIMJICHWS aKTHBHBIX KOMIIOHEHTOB B KOPHEBHILAX
pactennii Kapnarckoii nonyssiimu R. rosea (Pymbinus), a TakyKe pacTeHUi, BBIPAIICHHBIX B YCIOBHUSIX iN
VIiVO; Ui BBISBICHUS B3aUMOOTHOIICHUI  «2€HOMUN-Cpeda-memadoiuyeckue npoyeccoly s
MPaKTUUECKON pa3pabOTKK METO0B ONTUMAJIBLHOTO HAKOIIJICHUS 8MOPUYHBIX Memaboaumos B KieTkax R.
rosea, KyJIbTHBUPYEMbIX IN Vitro.

Hesn padoThl: ompeneneHne coiepkaHus M coctaBa BM W 3QuUpHBIX Macen B KOPHEBHIIAX
pactennii R. rosea, coopannsix B Kaprmarax, Pymberams, a Taxke HCKyCCTBEHHO BRIpalleHHBIX B Momose;
BBEJICHHE B KyJbTYp IN VItr0 3KCIUIAaHTOB pacTeHWid R. rosea u ompezaeneHHe BIUSHUS Pa3IHYHBIX
(U3MYECKUX M XUMUYECKUX (HaKTOPOB, OTICIILHO M B KOMOWHAIMK, Ha oOpa3oBaHHWE OHMOMACCHI H
HaKoIUIeHne BM B KylbType KJIETOK IN VIitro; cpaBHEHHE XMMHYECKOTr0 COCTaBa KOPHEBHI pacTeHHid R.
rosea KapraTcKoii MOMyJISAIHU U TeX, KOTOPbIE MOMTYYEHbI ITyTeM KyJIbTHBUPOBAHHU iN VIVO.

Hayuynasi HOBH3HA, OPMI'MHAJBLHOCTL W TeOpeTHYecKasi 3HAYMMOCTB. BIIEPBBIE OBLI
ompezeneH coctaB BM u >pupHBIX Macen KOpHeBHUI pacTeHuni R. rosea coOpaHHpix B BocTOYHBIX
Kapnatax Pymeinun. bputo mokasaHo, 4To KpaTKOBPEMEHHOE BO3/ACHCTBHE Ha KIETOUHYIO KynbTypy R.
rosea BeIpaluBaeMylo in Vitro, a Takke BBEJCHUE B IIUTATEIILHYIO CPEy KOPUYHOTO CIIMPTA U IpernapaTa
Reglalg, npuBoauT K MOBBIICHUIO COJCpPKaHUs BM, XOTsI COCTaB U OCOOCHHO COJCpPIKAHHUE YKa3aHHBIX
COCIMHEHHNH OCTaBAJIMCh HIDKE TI0 CPABHEHUIO C TEMH, KOTOPBIE XapaKTEPHBI JJ1s1 KOPHEBUIL CHOHTAHHBIX
pacrenuii. Takum 00pa3oM, CYTOUHBIM M CE30HHBIM TEPMOINEPHOAN3M, MHTEHCHBHOEe YO wu3iyueHwe,
BapuaIysi OTHOCUTEILHOW BIaXXKHOCTH BO3/1yXa, KOTOPBIE XapaKTEPHBI JJisi TOPHBIX YCIOBHH, SIBISIOTCS
perarmuMu (akTopamMy, ONPEACISIIONINE COCTaB U COAEPKAHWE AKTUBHBIX BELIECTB, HAKOIUICHHBIX B
kopHeBumax R. rosea. Kymprypa xietok R. rosea mpezncraBmseT coOoil anbTepHATHBHBIA METOA M
MEPCICKTUBHYIO MOJETb JJIsl UCCIIEIOBAHUS BIMSHUS YPOBHS OpraHU3allMd Ha CIOCOOHOCTH PACTEHUIA
HakaruBath BM, a Takke BIUAHUS (PU3NIECKUX U XUMHUYECKUX (PaKTOPOB HA UX HAKOIICHHUE.

IosryyeHHBI pe3yJbTaT, KOTOPHIH CIIOCOOCTBYET PEMICHUIO BAXKHOW HAYYHOH IPOOIIEMEI,
3aKIIF04aeTcs B BEISIBICHHH TOTO (haKTa, YTO KPATKOBPEMEHHAS SKCIIO3UIINS IPU HU3KUX TEMIIEpaTypax
Y® wusnyueHuu, a TakKe BBEJCHHE B IMUTATEILHYIO Cpelly KOPUYHOrO crmpra U mnpemnapata Reglalg B
Hayaye 3KCIOHEHIMAIbHOM (ha3bl pOCTa KIETOUHOW KYJIBTYpHI, MPUBOAUT K CTUMYJISILIUS HAKOIUICHHS
O6uomacchel R. rosea B yciaoBusx in VItro u K CyniecTBeHHOMY YBETHUYCHHUIO COJICpKaHusi BM, 4To sBIseTCS
BRKHOM TIPEANOCHUTKOW JUIsI CO3JIaHHS WCKYCCTBEHHBIX PEXHUMOB KYJIbTHBUPOBAHUS KIETOK B
OnopeakTopax, CHenuaIbHO alalTUPOBAHHBIX ISl OTy4eHUst BM XapakTepHBIX Ui KopHeBHL R. rosea.

IMpakTnyeckasi 3HAYUMOCTH PabdOTHI: MCCIeIOBaHMs IN VIVO u in Vitro mokaszanu, 4to Juis
MOJyYEHUS] aKTUBHBIX KOMIIOHEHTOB, XapaKTEpHBIX JUIsl pacTeHui R. rosea, HeoOXoJuMO cO3/1aTh
crienn(pUIecKue YCIOBHs OCBEIEHUS W TEMIIePaTyphl, TOAXOSIINE JIJIsl PACTEHUH 3TOro Buaa. Takum
00pa3oM, No00p ONTUMAIBHBIX YCIIOBUI KyJIbTUBHpOBaHUE R. rosea in vivo u in vitro moxer obecrieunTsb
yCTpaHEHHEe yrpo3bl HCUE3HOBEHHS BUJIa U3-32 HHTEHCUBHOTO cOOpa CIIOHTAHHO PACTYIIUX PACTEHUH.

BHenpenne HayyHbIX pe3yJbTaTOB: KynpTypa Kamuryca R. rosea B Bospacre 10 m;er
nojjepkuBaercst 10 Hactosimero BpemeHun B UI'®3P u npumensercss B MCCIENOBAaHUIX MEXaHH3MOB
perynsinuu OuocuHTe3a BM, a Takke B yueOHOM Mpolecce rocyJapCTBEHHOTO YHUBEpCUTeTa ,,JIMutpuit
KanTemup”.
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