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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
teoreticd de elaborare a cailor si metodelor de optimizare a proceselor de acumulare a metabolitilor
secundari si obtinerii lor pe cale biotehnologica.

Obiectivele lucririi: determinarea compozitiei MS si a uleiului volatil din rizomi plantelor de
R. rosea din populatia carpatina, 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 Tn 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 carpatind cu cea a rizomilor obtinuti prin cultivarea in vivo, precum si a celei acumulate in
biomasa celulard obtinuta in conditiile in vitro.

Noutatea si originalitatea stiintifica: pentru prima data a fost determinatd compozitia MS,
precum si a uleiului volatil, din rizomi de R. rosea din Carpatii de Est a Romaniei. La fel a fost
demonstrat ca 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 culturi 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
si sporirea substantiala a continutul de metabolisi secundari, in vederea crearii unor regimuri de
cultivare 1n bioreactoare adaptate special pentru obtinerea MS caracteristici pentru rizomii de R. rosea.

Semnificatia teoretici: cercetarile realizate in conditii de laborator cu expunerea de scurta
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 celulard 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 implementata in activitatea de cercetare a
mecanismelor de reglare a biosintezei MS, inclusiv in procesul didactic la Universitatea de Stat
”Dimitrie Cantemir”.



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”.



AHHOTALIUA

Kaayrmpy-Cmatapy Tarbsina, Hakomienue in Vivo u in Vitro BTOpMYHBIX MeTaG0JIMTOB B
pactenusix Buaa Rhodiola rosea L. kapnaTckoro npoucxo:kIeHus, JUCCePTaIMs HA COUCKAHUE YUCHOMH
CTENeHH JOKTopa Ononorndeckux Hayk, Kummnes, 2019. [Iuccepranust COCTOMT M3 BBEACHUS, YETHIPEX
TJ1aB, OOIMX BEIBOJOB M peKOMeHAar i, onommorpadun n3 333 HanMeHoBaHMM, 143 cTpaHHUI OCHOBHOTO
TekcTa, 58 pucynkos, 13 Tabmuu u 18 mpunoxenun. [lomydeHHble pe3ynbTaThl OMyOJMKOBaHBI B 36
HayY4HBIX paboTax

Kuarouesbie cioBa: Rhodiola rosea (poouona pososas), kannyc, kierounsie arperatsl, BOXX,
SIMP, emopuunvie memabonumsi (BM), TI-THPO30I, CaNUApPO3MI, PO3ABUH, (IABOHOMIBI, TEPIICHEI,
nepoKcuaas3a, Karajasa.

3agauya padoThl: OLEHKA OCOOCHHOCTEH HAKOIJICHUS aKTHBHBIX KOMIIOHEHTOB B KOPHEBHILAX
pactennit Kapnarckoii nonyssiiuu R. rosea (PymbiHus), a TaK)Ke pacTeHHUH, BBIPAIIIEHHBIX B YCIOBHUSX iN
VIVO; s BBISBJICHUS B3aMMOOTHOLICHUH  «2eHOMUn-cpeda-memaboiudeckue npoyeccol» s
MPaKTUIECKON pa3pabOTKN METOIOB ONITUMATILHOTO HAKOIUICHUS 6MOPUYHBIX Memaboaumos B KieTkax R.
rosea, KyJIbTHBUPYEMbIX IN Vitro.

Henu paboTsl: ompenerneHne cofepKaHust U coctaBa BM u 3pupHBIX Macenl B KOPHEBHUINAX
pacrenwuii R. rosea, coopannbeix B Kapnatax, PyMbIHus, a Takke HCKYCCTBEHHO BBIpAIICHHBIX B MoJiioBe;
BBEJCHHE B KyJbTyp IN VIitro sKCIulaHTOB pacTeHHil R. rosea um ompezencHue BIUSHUS Pa3HYHBIX
(U3MYECKNX W XUMHUYECKHX (DaKTOpOB, OTIAENFHO M B KOMOHWHANWH, Ha 0Opa3oBaHWE OMOMACCHI H
HakoIuieHne BM B KynbType KJIETOK IN Vitro; cpaBHEHHE XHMHYECKOTO COCTaBa KOPHEBHII] pacTeHui R.
rosea KapraTcKoi MOMyJISAIHH U TEX, KOTOPBIC MOTYyUYCHBI IyTeM KyJIbTHBUPOBAHUS iN VIVO.

Hay4yHasi HOBM3HA, OPUTMHAJIBHOCTD M TEOPeTHYeCKAasl 3HAYUMOCTh . BIIEPBBIE ObUT ONpeieIeH
coctaB BM wu >pupHBIX Macen KopHeBHI] pacTeHHid R. rosea coOpanHeix B Bocrouneix Kapmartax
Pymbiaun. Bpuio moka3aHO, 4TO KPaTKOBPEMEHHOE BO3JICHCTBHE Ha KICTOYHYIO KylbTypy R. rosea
BBIpAI[MBAacMyI0 iN Vitro, a Takke BBEACHHE B MHUTATEIBHYIO CPEy KOPHYHOIO CIHMPTa M Ipenapara
Reglalg, npuBomuT K MOBBIICHUIO coAEpk aHus BM, XOTs COCTaB M OCOOCHHO COJIEP)KAHUE yKa3aHHBIX
COEJIMHEHHI OCTaBAJIUCh HUXKE 110 CPAaBHEHHUIO C TEMH, KOTOPbIE XapaKTePHBI JJIs1 KOPHEBUII] CITOHTAHHBIX
pacrenuil. Takum 0Opa3oM, CYTOUHBIH M CE30HHBIH TEPMOINEPHOAN3M, MHTEHCHBHOE Y@ H3iIyueHHe,
Bapualysi OTHOCUTEJILHON BIaXHOCTH BO3/yXa, KOTOPHIE XapaKTepHBI AJISi TOPHBIX YCIIOBUH, SIBIISIOTCS
pemarmuMu akTopamMmH, ONpeACISIIONIe COCTaB H COJIEPKAHNE aKTUBHBIX BEUIECTB, HAKOIUICHHBIX B
kopHeBumax R. rosea. Kymprypa wietox R. rosea mpencraBiser coO0i adbTepHATUBHBIA METOA H
NEPCHEKTUBHYIO MOAETb JJIsl UCCIEIOBaHUS BIMSHUS YPOBHSI OpraHU3alMyd Ha CHOCOOHOCTH PACTEHHUM
HaKaruBarh BM, a Taxke BIHAHUS PU3NYECKUX U XUMUUYECKUX (PaKTOPOB HA MX HAKOIUICHHE.

IMoay4eHHblll pe3yJbTaT, KOTOPBI CHOCOOCTBYET PEIICHHIO BaKHOW HAYyYHOH MpPOOIEMBI,
3aKJII0YAETCsl B BBISIBJICHUH TOTO (haKTa, YTO KPATKOBPEMEHHAs AKCIIO3ULMS [IPH HU3KUX TEMIIepaTypax u
Y® usnydeHnH, a TAKXKE BBEJICHHE B NMUTATEIBHYIO CPEly KOPUYHOro cnmpra u mpemapara Reglalg B
Hayaye 3KCIOHEHIMATbHON (ha3bl POCTa KIETOYHOW KYJIBTYpHI, MPHUBOJAUT K CTHMYJISIHS HAKOIIICHUS
O6uomacchel R. rosea B yciaoBusx in VItro u K CymiecTBeHHOMY YBEIHUYCHHUIO COJICpKaHusi BM, 4To sBIseTCs
BaXXHOW TPEANOCBUIKOM JJI1 CO3/aHUS MCKYCCTBEHHBIX PEXHMOB KyJIBTUBUPOBAaHUS KIETOK B
OmopeakTopax, CreuaIbHO aJalTHPOBAHHBIX IS OTy4YeHNs: BM XapakTepHBIX JUTsl KOpHEBHI R. rosea.

IMpakTHyeckasi 3HAYUMOCTH PabOTHI: HCCAeIOBaHMs IN VIVO u in Vitro mokaszanu, 4to yist
MOJy4YEeHHUs] aKTUBHBIX KOMIIOHEHTOB, XapaKTEpHBIX Uil pacTeHud R. rosea, HeoOXoauMo cO3/1aTh
cnenn(puIecKue YCIOBHUsI OCBEILEHUS U TEMIIepaTyphl, NOAXOIAIINE sl PACTeHUI 3Toro Buaa. Takum
06pasom, Toa60p ONTUMAIBHBIX YCIIOBHI KyIbTHBHpOBaHue R. rosea in vivo u in vitro MoskeT obecreunTs
yCTpaHEHHE yrpo3bl HCUE3HOBEHHS BU/1a U3-3a HHTEHCUBHOTO cOOpa CIIOHTAHHO PACTYILMX PACTEHUH.

BHeapenue Hay4HBIX pe3yJbTaTOB: KyJlbTypa Kamuryca R. rosea B Bospacte 10 et
MoIep KUBAETCsl 10 Hactosmiero BpeMenn B MUI'®3P u mpuMeHseTcs B HCCICIOBAHUSIX MEXAaHH3MOB
perynanuu OnocuHTe3a BM, a Takke B y4eOHOM MpOIIecce rOCyIapCTBEHHOTO YHUBEPCUTETA ,,J[MuTpuit
Kantemup”.
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INTRODUCERE

Actualitatea si importanta temei abordate. Plantele reprezintd o sursa pretioasda de
metabolifi secundari, care datorita activitatii lor biologice se utilizeaza pe larg in industria
alimentara, farmaceuticd si cosmetologie. In acest scop se colecteaza plantele din flora spontan.
Colectarea necontrolata a plantelor agraveaza situatia ecologica aparand pericolul disparitiei unor
specii si forme de plante pretioase [60]. De mentionat, de asemenea, ca acumularea metabolifilor
secundari in plante este determinata de specia plantei, tesut, organ sau chiar celula si reprezinta o
expresie a individualitatii speciei respective [89, 294]. Multiple plante medicinale, precum
Catharanthus roseus L., Echinacea purpurea L., Silybum marianum L., Melissa officinalis L. etc.,
sunt utilizate in medicina datorita principiilor active foarte valoroase. Printre aceste plante poate
fi inclusa si specia Rhodiola rosea L.

Rhodiola rosea L. (radacina de aur) este o plantda medicinala valoroasa, care datorita
proprietatilor sale pretioase este intensiv colectata si se afld in pericol de disparitie in multe regiuni
ale globului. Plantele acestei specii se intalnesc in flora spontand din regiunile muntoase ale
diferitor continente [30, 84, 97, 102, 208, 229, 285, 329], inclusiv in muntii Carpati din Romania
[112] si Ucraina. 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) [229, 237]. Componentii activi, caracteristici speciei R. rosea, se acumuleaza
preponderent in rizomi, avand proprietiti adaptogene, biostimulatoare si antioxidante. In extractele
obtinute din rizomii acestei plante au fost identificate substante active apartinand diferitor clase de
compusi chimici: fenilpropanoide, feniletanoloide, proantocianidine, monoterpenoide, flavonoide,
taninuri si acizi organici [321, 329]. A fost demonstrat ca proprietatile curative ale speciei
mentionate se datoreazd in mare parte fenilpropanoidelor (glicozide ale alcoolului cinamic —
rosavin, rosarin si rosin), feniletanoloidelor (p-tirosol si glicozidul sau salidrozidul) [208, 215,
259, 285, 322], si terpenelor [30, 208, 229, 308, 320]. Din punct de vedere practic prezinta interes
si alte componente ale speciei R. rosea: flavonoidele, uleiul volatil etc. [133, 216, 229, 271, 310,
319, 320]. Din cele circa 200 specii cunoscute ale genului Rhodiola numai specia R. rosea contine
rosavin si rosarin. Calitatea extractelor din R. rosea sunt standardizate dupa continutul de rosavin
si salidrozid [30, 90, 305, 330]. Salidrozidul a fost identificat si in alte specii din genul Rhodiola,
de acea acest compus nu poate servi in calitate de marker unic al speciei R. rosea [315, 323]. 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 [112].
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Desi radacina de aur se cultiva in mai multe zone ale fostei Uniuni Sovietice [102], precum
si in Suedia, Polonia [100, 102] si Germania [102], in prezent plantatii industriale de R. rosea
practic lipsesc. Aceasta situatie este cauzata 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
[156], recolta de rizomi poate fi compromisa de unii factori (lipsa regimurilor agrotehnice bine
elaborate, controlului buruienilor, fertilizarii etc.) [31, 102]. 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 [7, 314, 321].

Prin urmare, obtinerea 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 [17]. Aceasta
metoda face posibila stabilirea si monitorizarea factorilor de mediu favorabili pentru multiplicarea
culturilor celulare si acumularea metabolifilor secundari. Sistemul de cultivare in vitro este foarte
efectiv, deoarece in conditii naturale plantele medicinale sunt expuse daunatorilor, conditiilor
productivitatea si calitatile medicinale ale plantelor recoltate [26]. Mai mult decat atat, sporirea
acumularii metabolifilor secundari esentiali in culturile de celule si tesuturi este posibila prin
Cresterea cantitativa a biomasei sau prin ameliorarea biosintezei metabolitului dorit [118, 173, 186,
194]. In asa fel, sporirea randamentului in cultura in vitro este dependentd in primul rand de
optimizarea mediului si conditiilor de cultivare, factori care asigura acumularea in celulele
cultivate a unor cantitati semnificative de metaboliti secundari [29].

In ultimele decenii au fost efectuate multiple cercetiri, privind obtinerea MS caracteristici
rizomilor de R. rosea pe cale biotehnologica, utilizand cultura celulelor si tesuturilor [173, 194,
277]. Primele rapoarte privind culturile de celule si organe de R. rosea in conditii in vitro au fost
obtinute in 1980. In 1981, cercetitorul rus I.V. Alexandrova a obtinut primul brevet pentru metoda
de regenerare a radacinilor de R. rosea in vitro. In aceasta lucrare nu a fost furnizata informatia cu
privire la termenii de inducere a culturii [1981]. Actualmente exista un numar limitat de rapoarte
privind biosinteza MS in cultura de calus si agregate celulare de R. rosea. Cercetarile efectuate in
Finlanda [11, 12] si Polonia [14] au demonstrat ca adaugarea unor precursori ai metabolifilor
secundari duce la sporirea acumularii principiilor active in celulele cultivate in vitro. In prezent
nu exista publicatii stiintifice referitor la introducerea in cultura in vitro a radacinilor izolate ale

acestei specii.

19



Procesele proliferative ale culturilor celulare atat in conditii optimale de crestere, cat si in
conditii de stres, sunt insotite de producerea speciilor reactive de oxigen (SRO), excesul carora
creeaza conditii de stres in mediul celular. In acest sens, sistemele de apdrare antioxidante din
celule implica sistemul non-enzimatic, care promoveaza biosinteza multor metabolifi secundari
(acizi fenolici, flavonoide, taninuri etc.) pe cale fenilpropanoidica, si un sistem antioxidant bazat
pe activitatea enzimatica, localizat iIn mai multe compartimente celulare. Sistemul enzimatic
include enzimele generatoare de H20., cum ar fi superoxid dismutaza (SOD) si enzimele de
captare a H2O, cum ar fi catalaza (CAT) si diferite peroxidaze (PO) etc. [68, 258, 279].
Metabolismul compusilor fenolici in plante se desfasoara cu implicarea unui spectru larg de
enzime, precum CAT, PO, polifenoloxidaza (PFO) etc. [68, 258]. PO sunt considerate markeri
molecular al cresterii si dezvoltarii culturii tesuturilor vegetale [167], iar aparitia unor izoenzime
ale PO a fost stabilita in procesul organogenezei [206, 258] si diferentierii tisulare [51]. Este
cunoscut faptul ca la plante PO sunt localizate in majoritatea compartimentelor celulare, inclusiv
in membranele tilacoidelor cloroplastelor, care se afla in stare latentd sau activa. Activitatea
enzimei latente poate fi modificata prin diferite metode, inclusiv prin tratarea cu diferite substante
[115].

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 cercetdri fundamentale cu interes practic la nivel
mondial.

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 metabolitilor
secundari si obtinerii lor pe cale biotehnologica.

Obiectivele cercetarii au constat in:

o determinarea compozitiei metabolifilor 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
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Reglalg asupra productivitatii biomasei si spectrului cantitativ si calitativ de metabolifi 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 metabolizsi 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 metaboliri secundari in celulele calusului si agregatelor celulare de R.
rosea cultivate in vitro poate fi sporit prin introducereca 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 utilizata 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
biotehnologicd au fost realizate cercetari biochimice utilizand 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. utilizand 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 metabolifilor secundari
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
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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 argumenteaza 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.

Capitolul 1 ”Metabolismul secundar la plante” este consacrat analizei realizarilor
stiintifice in domeniul studiului biosintezei MS in cultura in vivo si in vitro, mai cu seama celor
caracteristice pentru rizomii plantelor de R. rosea. In prima parte a capitolului este analizati
informatia despre reactiile biochimice implicate in procesele metabolice la plante, in special
ciclurile de biosinteza a MS precum fenolii si fenilpropanoidele. in partea a doua a capitolului, o
durabila 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
metabolisilor secundari in plante. In ultima parte a acestui capitol este descrisa specia Rhodiola
rosea L. ca sursda de MS si plantd medicinald foarte valoroasa. Informatiile privind compozitia
chimica a rizomilor de R. rosea, in deosebi celor din populatia carpatina, sunt limitate si
incomplete. Componentii activi, caracteristici speciei R. rosea, se acumuleaza preponderent in
rizomi, avand proprietati adaptogene, biostimulatoare si antioxidante. Cultivarea plantelor de R.
rosea in conditii in vivo si in vitro a fost realizata in mai multe tari si continente, dar problema
privind obtinerea metabolizilor secundari caracteristici pentru R. rosea raimane un obiectiv neatins
incd. Literatura de specialitate sugereaza ca cultura in vitro reprezinta o metoda importanta de
cercetare a influentei diferitor factori chimici si fizici asupra sporirii biomasei si acumularii
principiilor active in celule. Numai cunoscand mecanismele de reglaj ale acestor procese devine
posibila 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 cercetdrilor noaste.

Capitolul 2 ” Materiale si metode de cercetare”. In capitol dat sunt prezentate obiectele

de studiu, conditiile de introducere, expunere si cultivare ale acestora, procedeele si metodele de

22



cercetare in vivo si in vitro. 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. Pentru initierea culturii in vitro au fost utilizate
plantulele sterile, obtinute din semintele colectate in Muntii Carpati. Cercetarile fiziologice si
biochimice au fost realizate utilizand materialul biologic obtinut in urma introducerii in vitro a
speciei R. rosea: cultura calusului (1) si agregatelor celulare (2) obtinute din calus.

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.

Pentru determinarea parametrilor fiziologici si biochimici caracteristici materialului
vegetal de R. rosea, cat si studiul influentei factorilor fizici si chimici asupra dinamicii de crestere
in vitro a culturii de R. rosea si acumularii MS, a fost utilizata metoda spectrofotometrica UV-VIS,
analiza HPLC, electroforeza in gel de PAAG in conditii native si in prezenta SDS-lui.

Pentru realizarea lucrarii au fost utilizate si metode de planificare a experimentelor si
prelucrare statistica a datelor.

Capitolul 3 ,,Analiza compozitiei metabolisilor secundari in extractele din rizomii
plantelor de R. rosea colectate in muntii Carpati, Romania, si celor cultivate in conditii
Republicii Moldova”. In acest capitol sunt prezentate rezultatele obtinute privind studierea
compozitiei principiilor active in extractele din rizomii de R. rosea colectati din Muntii Carpati,
masivul Ineu, Romania, utilizdnd cromatografia in strat subtire (CSS), cromatografia pe coloana
(CC), cromatografia cu lichide de inalta performanta (HPLC) si analiza spectrofotometricd UV-
VIS. In calitate de standarde au fost utilizati acidul galic, p-tirosolul, salidrozidul si rosavinul. De
asemenea, sunt prezentate date privind compozitia biochimica a uleiului volatil, obtinut din acesti
rizomi, ea fiind comparatd cu cele ale uleiurilor volatile descrise pentru plantele de R. rosea
colectate in diverse regiuni geografice. La fel, sunt prezentate rezultatele obtinute in analizele
compozitiei extractelor obtinute din rizomii plantelor cu varsta de 4 ani, cultivate in Rezervatia
Stiintifica ,,Plaiul Fagului”, raionul Ungheni, Republica Moldova si Gradina Botanica a

Universitatii Nationale din or. Cernauti, Ucraina.
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Capitolul 4 ,Influenta factorilor chimici si fizici asupra cresterii biomasei si
acumulirii metabolisilor secundari in cultura celulara de R. rosea”. Utilizarea culturilor
celulare vegetale reprezinta o metoda importanta pentru studiile factorilor, implicati in reglajul
proceselor de biosintezi si acumulare a MS in plante. In cercetirile realizate de noi au fost trasate
doua obiective principale: elaborarea procedeelor de introducere a culturii in vitro (1); studiul
influentei precursorilor, factorilor fizici si chimici asupra proliferarii celulare si biosintezei MS,
caracteristici pentru R. rosea prin intermediul culturii in vitro (2).

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 in vitro a culturii de R. rosea si acumularii MS, au fost orientate spre obtinerea unor
date cantitative si calitative, privind specificul influentei acestor factori asupra parametrilor
mentionati. Utilizarea tehnicilor moderne precum analiza HPLC si spectrofotometrica,
electroforeza in gel de PAAG in conditii native si in prezenta SDS-lui au permis identificarea
calitativa si cantitativd a compozitiei in extracte a MS, enzimelor implicate in degradarea SRO si a

polipeptidelor caracteristice pentru diferite variante a materialului vegetal.
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1. METABOLISMUL SECUNDAR LA PLANTE

1.1. Caracteristica generald a metabolismului secundar la plante

Metabolismul reprezinta totalitatea reactiilor biochimice ce au loc in organism. Compusii
care contribuie la procesele de metabolism, numiti metaboliti, in dependenta de origine si functie,
pot fi divizati in doud categorii majore, si anume metabolifii primari si secundari. Metabolirii
primari (MP) sunt esentiali pentru cresterea si dezvoltarea celulei. Acestia sunt produsi in mod
continuu, fiind implicati in procesele metabolice primare, cum ar fi respiratia si fotosinteza. MP
implica biosinteza polizaharidelor, proteinelor, lipidelor, ARN-lui si ADN-lui prin utilizarea
glucidelor, aminoacizilor, acizilor grasi si nucleotidelor comune [218, 283, 293]. Toti acesti
compusi sunt componentele sau produsele cailor metabolice fundamentale sau ciclurilor, cum ar
fi glicoliza, ciclul Krebs si ciclul Calvin [28, 129]. Pe langa faptul ca au roluri fundamentale in
cresterea si dezvoltarea plantelor, unii MP sunt precursori pentru biosinteza metaboliilor
secundari.

Metabolifii secundari (MS) sunt derivati ai MP obtinuti in rezultatul reactiilor de metilare,
hidroxilare, glicozilare si altor reactii biochimice [158]. Desi sunt foarte importanti, MS au o
distributie mult mai limitata in natura, comparativ cu MP, si nu sunt esentiali pentru functionarea
intregii plante [15, 17, 28, 129,]. Acestia nu sunt sintetizati continuu si adesea sunt produsi pe
parcursul fazei de non-crestere a celulelor. Dintre MS pot fi mentionati fenolii, fenilpropanoidele,
flavonoidele, uleiurile volatile, terpenele, alcaloizii, steroizii, ligninele, rasinile, etc. Procesele

fiziologice si biochimice esentiale la plante sunt prezentate schematic in Figura 1.1.
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Fig.1.1. Prezentarea schematicia a biosintezei metabolirilor primari si secundari in plante.
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In figura respectiva sunt trasate legiturile dintre factorii principali ce asigurd viata plantelor:
factorii externi (lumina, apa, sarurile minerale si substantele organice din sol) si cei interni (MP si
MS).

Un aspect important il constituie asigurarea energetica a tuturor proceselor esentiale pentru
viata plantei, care se realizeaza datorita fotosintezei [25] si energiei ce se elibereaza in urma
degradarii MP si MS [191]. Cel mai important ciclu de obtinere a energiei il reprezinta degradarea
hidratilor de carbon prin procesul denumit glicoliza (Figura 1.2). Oxidarea secventiala a acizilor
grasi din grasimi, numita f—oxidare, prevede de asemenea eliberarea energiei [191].

De-a lungul timpului, viziunile despre rolul MS s-a schimbat esential. La inceput se
considera ca ei sunt doar ,ramdsife” ale metabolitilor in etapele de detoxifiere, izolare sau
eliminare din organism. Aceasta viziune a fost expusa de A. Kossel in anul 1891, fiziolog german,
considerat a fi primul caruia ii apartine si conceptul de metabolit secundar [28]. Dupa alta
definitie, MS detin rolul de stocare (acumulare). Ulterior, s-a presupus, ca toti MS sunt de fapt MP,
deoarece, nu erau inca cunoscute procesele importante la care participa MS. Punctul de plecare
pentru dezvoltarea acestei idei a fost descoperirea caii shikimice de biosinteza a compusilor
fenolici [22]. Un alt determinativ al MS a derivat din rolul protector al compusilor secundari fata
de diferiti factori de stres abiotici si biotici [82]. Astfel, definitia de MS s-a schimbat de-a lungul
anilor. Cea mai acceptabilad definitie a MS este ca ei sunt niste substante produse in mod natural si
joaca un rol explicit in economia interna a organismului care ii produce [78, 126, 257, 284].
Totodata, functiile MS sunt diametral diferite fata de cele ale MP, functia lor principala fiind
mentinerea proceselor fundamentale in celulele vegetale si supravietuirea speciilor in conditii
nefavorabile ale mediului inconjurator [15, 78, 126].

Delimitarea intre metabolismul primar si secundar nu este absoluta, intrucat multi dintre
MP intermediari indeplinesc roluri similare si in cadrul MS. Astfel, unii aminoacizi, precum 3-4-
alanina si acidul y-aminobutiric [287], sunt in mod cert MS, in timp ce sterolii sunt compusi
structurali esentiali ai multor organisme si, in consecinta, trebuie considerati MP. Prin urmare,
suprapunerea functiilor biologice ale mai multor componenti ai metabolismului creeaza o
interrelatie complexa intre metabolismul primar si cel secundar [275].

Din punctul nostru de vedere, o prezentare mai precisa pentru descrierea MS este cea

propusa de Luckner [178]. Dupa el, pentru MS sunt caracteristice urmatoarele particularitati:
e diversitatea structurilor chimice;
. distribuirea limitata in plante;

. formarea enzimelor codificate de materialul genetic special,
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. controlul strict al biosintezei MS prin reglarea cantitatii de enzime si a activitatii lor;

. compartimentarea enzimelor, precursorilor, produselor intermediare si produselor implicate
in biosinteza, stocare si defalcare;

. exprimarea metabolismului secundar ca aspect al specializarii celulare sau a celulelor
formate de novo individualizate prin integrarea in procesele de diferentiere si de dezvoltare a
organelor producatoare;

. lipsa de importanta a MS pentru celula sintetizatd in sine, dar esentiald pentru intreg
organismul.

MP si MS vegetali de interes economic au cateva caracteristici comune: majoritatea lor sunt
compusi biochimici non-proteici, pot fi extrasi din material vegetal prin distilare cu vapori sau prin
extractie cu solventi organici sau anorganici. Pe parcursul ultimilor 20-30 de ani, analiza MS a
avansat foarte mult. Utilizarea de catre cercetitori a tehnicilor analitice moderne, precum
cromatografia, electroforeza, metoda izotopilor marcati si a enzimologiei, le-a permis sa elucideze

formulele structurale exacte si caile de biosinteza a MS [15, 19, 126].

a. Ciclurile metabolice implicate in biosinteza diferitor grupe de metabolisi secundari

Biosinteza MS implica un numar relativ mic de compusi chimici, care ulterior sunt
modificati prin diferite cicluri intr-un numar nelimitat de substante secundare [130]. Exista patru
cicluri implicate in biosinteza MS, fiecare fiind responsabil de biosinteza diferitor clase de
compusi: ciclul shikimic: fenoli simpli, acizi hidroxicinamici, fenilpropene, fenilpropanoide,
flavonoide, lignine, cumarine, naftochinone, antrachinone, taninuri; ciclul mevalonic si ciclul
metileritritol-fosfat: terpene; ciclul acetat: alcaloizi. Totodata, dupa originea lor biosintetica, MS
se clasifica Tn mai multe clase, inclusiv clasa fenilpropanoidelor, terpenelor, alcaloizilor etc.
Ciclurile respective se desfasoara cu implicarea derivatilor esentiali ai intermediarilor acetil-CoA,
acidului shikimic, acidului mevalonic si, respectiv, a metileritritolului-fosfat (Figura 1.2) [79]. In
aceasta figura sunt prezentate intr-o forma simplificata ciclurile implicate in biosinteza MS si

interconexiunea acestora cu metabolismul primar.
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Fig.1.2. Schema simplificata a principalelor cicluri metabolice de biosinteza a metabolizilor

secundari si interconexiunea acestora cu metabolismul primar (adaptati dupa Dewick,

2009).

Ciclurile metabolice de biosintezd a compusilor fenolici

+ Ciclul shikimic de biosinteza a compusilor fenolici. Ciclul shikimic se desfasoara prin

intermediul ciclizarii unor compusi intermediari pseudoaromatici (acidul 2-fosfoenol-piruvic, 4-
fosfoeritroza), care conduc la formarea structurii inelului benzoic. Ciclul shikimic include un
intermediar-cheie, si anume acidul shikimic. Acesta este principalul precursor al biosintezei

aminoacizilor aromatici, cum ar fi L-fenilalanina, L-tirozina si L-triptofanul (Figura 1.2), precum
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si a altor compusi ca alcaloizii, fenolii si fenilpropanoidele [213]. Ciclul respectiv este comun
pentru biosinteza acizilor aromatici existenti in bacterii, fungi, drojdii, microorganisme si plante,
dar nu si pentru regnul animal [193]. Acest ciclu este esential, deoarece este implicat in generarea
de blocuri structurale pentru biosinteza proteinelor, vitaminelor si compusilor purtatori de
electroni, cum ar fi co-factorii si chinonele [183]. Acidul shikimic a fost izolat pentru prima data
in 1885 de catre Eykman din fructele unei specii originare din Japonia Illicium religiosum Sieb.
[241]. In prezent el reprezintia materia prima pentru sinteza oseltamivirului antiviral - Tamiflu,
utilizat in tratarea gripei aviare. Sursa principald de extragere a acidului shikimic o constituie
fructele de anason (Illicium verum Hook.f.) [79, 138].

Precursorii sintezei acidului shikimic in ciclul respectiv - acidul 2-fosfoenol-piruvic, se
formeaza din acidul 3-fosfogliceric, iar 4-fosfateritroza se formeaza prin scindarea produsului de
condensare dintre 6-fosfofructoza si 3-fosfogliceraldehida (Figura 1.2). Astfel, la condensarea
celor doi precursori se formeaza acidul 3-deoxi-D-arabino-2-heptulosonic-7-fosfat (DAHP)
(Figura 1.3) [26, 213].
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Fig.1.3. Ciclul de biosinteza a acidului shikimic (adaptat dupa Borah, 2015).
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Compusul respectiv reprezinta o combinatie de resturi glucidice, care desi au o catena liniara,
atomii de carbon sunt orientati in spatiu dupa o structura pseudociclica, ce permite ciclizarea
ulterioara a catenei. Procesul de ciclizare se petrece in mai multe etape, prin reactii de oxidare si
reducere, cu formarea acidul 3-dehidroqinic (Figura 1.3), antrenat ulterior intr-un sir de
transformiri, cu formarea derivatilor ciclohexanului. In etapa urmatoare are loc deshidratarea
acidului 3-dehidroginic cu formarea acidului 3-dehidroshikimic. Acesta din urma, sub influenta
enzimei oxido-reducatoare shikimat-dehidrogenaza, se transforma in acid shikimic (Figura 1.3).

Acidul shikimic, spre deosebire de compusii aromatici, contine doar o legatura dubla.
Ulterior, in rezultatul unui sir de conversii biochimice, acidul shikimic este transformat in acid
horismic, un alt intermediar important, care are deja doua duble legaturi (Figura 1.3).

La etapa respectiva are loc ramificarea ciclului shikimic. Una din cdile biosintetice in baza
acidului horismic conduce la formarea L-triptofanului (si alti derivati indolici), cea dea doua cale
la formarea — L-fenilalaninei si L-tirozinei. Anume cu a doua cale biosinteticad sunt asociate
transformarile ulterioare, care in final duc la formarea compusilor fenolici in celulele si tesuturile
vegetale (Figura 1.3).

Acesta este punctul final al ciclului shikimic, fiind sursa acestor aminoacizi, reprezinta
totodata unul din elementele metabolismului celular primar. Transformarile specifice secundare
conduc spre biosinteza fenolilor.

e Ciclul metabolic de biosinteza a fenilpropanoidelor. L-fenilalanina si L-tirozina sunt
precursorii importanti ai multor MS 1in plantele superioare, iar enzimele responsabile de
redirectionarea acestor MP esentiali in ciclurile metabolice secundare sunt enzimele L-fenilalanin-
amoniac-liaza (PAL) si tirozin-decarboxilaza (TirDC). Acesti precursori formeaza unitatile de
baza ale fenilpropanoidelor (FP) CsCs, raspandite in multe produse naturale, precum acidul
cinamic, cumarinele, ligninele si flavonoidele. Datorita interesului comercial, privind utilizarea
FP in domeniul farmacologic si alte domenii industriale, au fost intensiv studiate functiile si ciclul
de biosinteza a acestora la multe specii de plante. In schema generali de biosintezi a FP (Figura
1.4), aminoacidul aromatic - L-fenilalanina - derivat al ciclului shikimic, este supus ulterior
transformadrilor biochimice, ce constd in dezaminarea lui in reactia catalizatd de enzima PAL (EC

4.3.1.5) in acidul trans-cinamic.
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Fig.1.4. Biosinteza derivatilor acidului p-cumaric in plante (adaptat dupa Dewick, 2009).

Ultimul este expus procesului de para-hidroxilare cu cinamat-4-hidroxilaza (C4H, EC
1.14.13.11), obtinandu-se acidul 4-hidroxicinamic (sau acidul p-cumaric). Acidul p-cumaric este
primul, iar din punct de vedere biogenetic, si cel mai simplu compus fenolic, fiind si compusul
primordial in biosinteza celorlalti compusi fenolici vegetali (Figura 1.4). In urma transformarilor
enzimatice ale acidului p-cumaric in celulele vegetale are loc biosinteza derivatilor diferitor clase
de compusi fenolici. Prin reducerea oxidativa a catenei laterale a acidului p-cumaric se formeaza
acetofenonele, acizii fenilacetici, fenilcarbonici. Recuperarea lantului séu lateral, impreuna cu
dimerizarea sau polimerizarea ulterioara a produsului reconstituit, duce la formarea de lignina si
de rasini fenolice - tip lignina.

Ciclurile metabolice de biosintezi a terpenelor

Terpenele, denumite si terpenoide sau izoprene, constituie cea mai mare clasa de metaboliti

vegetali raportata pana in prezent, care include compusi cu o larga varietate structurala. Acestea
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sunt produse de toate organismele vii [65, 222]. Pana in prezent au fost identificate mai mult de
45000 de terpene de origine vegetala si acest numar este in continua crestere [59, 222]. Din zeci
sau mii de terpene vegetale, doar cateva pot fi considerate MP, considerati esentiali pentru
functionarea plantei integre, si sunt, prin urmare, comuni tuturor speciilor de plante. Acestea includ
molecule implicate in procesele de respiratie (ubiquinonele), fotosinteza (clorofilele,
carotenoidele, tocoferolii, filoquinonele, plastoquinonele), de reglare a cresterii si dezvoltarii
plantei (brassinosteroidele, citochininele, giberelinele, acidul abscisic, strigolactonele) etc.
(Figura 1.5) [279]. Restul terpenelor sunt metaboliti de specialitate, ale caror biosinteza este de
obicei limitata la anumite familii de plante sau chiar la anumite specii [222]. Terpenele de obiceli
participd in protejarea plantelor impotriva erbivorelor si agentilor patogeni, in atragerea
polenizatorilor si dispersarea semintelor si ca alelochimicale, care influenteaza concurenta dintre
speciile de plante [266]. Un numar mare de metaboliti terpenici au valoare comerciala si sunt
utilizati in calitate de pigmenti, arome, polimeri sau medicamente [79]. Structurile tipice ale
terpenelor contin schelete de carbon reprezentate prin (C5)n unitati si sunt clasificate drept
hemiterpene (C5), monoterpene (C10), sesquiterpene (C15), diterpene (C20), sesterterpene (C25),
triterpene (C30) si tetraterpene (C40) [79]. Conform regulii izoprenice, toti compusii terpenici
deriva din doi precursori comuni Ce contin cate doua unitati izoprenice legate cap-coada, si anume
din izopentenil-pirofosfat (IPP) si dimetilalil-pirofosfat (DMAPP) (izomerul alilic al IPP) [79,
190]. Biosinteza normala a terpenelor in plante depinde in mod esential de fluxul de precursori
eliberati de nucleul ciclurilor metabolice ale izoprenilor si, in consecinta, de reglementarea
dinamici a acestor cicluri. In plante, de biosinteza unitatilor izoprenice sunt responsabile doua
cicluri independente: ciclul acidului mevalonic (MVA) si ciclul metileritritol-fosfat (MEP) (Figura
1.2 si 1.5). Ciclul MVA ofera predominant precursori de biosintezd a sesquiterpenelor,
triterpenelor, brassinosteroidelor. Respectiv, in biosinteza hemiterpenelor, monoterpenelor,
diterpenelor, tetraterpenelor, carotenoidelor si a produselor de degradare a acestora -
citochininelor, giberelinelor, clorofilei, tocoferolilor si plastoginonelor participa derivati ai ciclului
MEP [222] (Figura 1.5). Acest ciclu este considerat exclusiv plastidic, deoarece setul de enzime
implicate 1n biosinteza MS exista numai in plastide, datele fiind bazate pe cercetarile experimentale
si predictiile localizarii lor subcelulare [136, 279]. Spre deosebire de precedentul, localizarea
subcelulara a ciclului MVA nu este la fel de clara. Din punct de vedere istoric, acest ciclu a fost
mentionat ca ciclu citosolic, iar noile afirmatii sugereaza ca ciclul MVA este distribuit intre citosol,
reticulul endoplasmatic si peroxizomi [11, 222, 248]. Localizarea subcelulard a enzimelor

ciclurilor MEP si MVA in Arabidopsis thaliana este prezentata schematic in Figura 1.5.
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Fig. 1.5. Ciclurile de biosinteza a compusilor izoprenici in celula vegetala (adaptate dupa
Pulido, 2012). Enzimele ciclului MVA sunt reprezentate cu culoare albastra, iar cele ale
ciclului MEP cu verde. Terpenele cu roluri de reglementare sunt evidentiate cu mov si,

respectiv, cu galben (compusi aseminitori hormonilor). CDP-ME -4- (citidin 5'-difosfo)-2-
C-metil-D-eritritol, CDP-MEP - CDP-ME 2-fosfat, DMAPP - difosfat-dimetilalil, DXP - 1-
deoxi-D-xilulozo-5-fosfat, FPP - difosfat-farnesil, GGPP - difosfat-geranilgeranil, GPP -
difosfat-geranil, HBMPP - 1-hidroxi-2-metil-2-butenil-4-difosfat, HMG-CoA - 3-hidroxi-3-
metilglutaril-CoA, IPP - izopentenil-difosfat, MECPP - 2-C-metil-D-eritrol-2,4-
ciclodifosfate, MEP - 2-C-metil-D-eritrol-4-fosfat, MVA - acid mevalonic, MVP - 5-
fosfomevalonate, MVPP - 5-difosfomevalonate.

o Ciclul metabolic de biosinteza a acidului mevalonic. Primul pas 1n acest ciclu este
formarea coenzimei A-(S)-3-hidroxi-3-metilglutaril (HMG-CoA) prin condensarea acetil-CoA cu
acetoacetil-CoA. Urmatoarea etapa implica reducerea enzimatica ireversibila a HMG-CoA cu
hidrogenul din nicotinamid-adenin-dinucleotid-fosfat (2xNADPH) pentru a obtine acidul
mevalonic (MVA). Ulterior MV A sufera doua fosforilari succesive cu adenozin-trifosfat (2xATP)
formandu-se 5-pirofosfatul. Etapa urmatoare implicd deja trans-eliminarea gruparii hidroxil-
tertiare si gruparii carboxil a 5-pirofosfatului, cu formarea IPP. Aceasta transformare este intr-un
echilibru cu formarea DMAPP (Figura 1.5) [65, 266, 279]. Enzimele-cheie implicate in ciclul MVA
sunt acetoacetil-CoA tiolaza (AACT), HMG-CoA sintetaza (HMGS), HMG-CoA reductaza
(HMGR) si mevalonat difosfat decarboxilaza (MPDC sau MVD) [266].
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e Ciclul metabolic de biosinteza a metileritritol-fosfatului. 1zoprenoidele plastidice sunt
derivati ai IPP prin intermediul ciclului 2-C-metil-D-eritritol 4-fosfat (MEP) [111, 222, 233, 266,
279]. Prima etapa a acestui ciclu implica condensarea acidului piruvic (acidul 2-hidroxipropanoic)
si a D-gliceraldehidei 3-fosfat. Reactia initiala este catalizata de 1-deoxi-D-xiluloza 5-fosfat
(DXP) sintetaza (DXS) pentru producerea DXP. Cea de-a doua etapd constd in rearanjarca
intramolecularda si reducerea DXP cu ajutorul enzimei 1-deoxi-D-xiluloza 5-fosfat
reductoizomerazei (DXR) ce duce la formarea 2-C-metil-D-eritritol 4-P (MEP) (Figura 1.5).
Acesta, la randul, sdu este supus in continuare unor serii de reactii pentru a forma IPP. Urmatorul
pas este izomerizarea stereospecifica si reversibild a dublei legituri a IPP care duce la formarea
DMAPP (Figura 1.5). Acest pas este foarte important, deoarece genereaza pirofosfatulalilic
reactiv, ce ajutd la unirea a doud unitati de izopren pentru a forma geranil-pirofosfatul (GPP, C10).
Farnesil difosfatul (FPP, C15) deriva de la doua unitati de IPP si o unitate de DMAPP,
geranilgeranil difosfat (GGPP, C20) — trei IPP si un DMAPP [233, 266]. Biosinteza
monoterpenelor utilizeazd GPP ca substrat pentru a sintetiza monoterpene cu structura liniara si
ciclica; biosinteza sesquiterpenelor utilizeaza FPP, iar a diterpenelor - GGPP [65] (Figura 1.5).
Enzimele- cheie implicate in ciclul MEP sunt 1-deoxi-D-xiluloza 5-fosfat sintetaza (DXS), 1-
deoxi-D-xiluloza reductoizomeraza 5-fosfat (DXR) si (E)-4-hidroxi-3-metilbut-2-enil difosfat
reductaza (HDR) [222, 233, 266, 279].

b. Rolul metabolirilor secundari si specificul acumuldrii lor in plante

Desi doar 20-30% din plantele superioare au fost investigate pana in prezent, mai multe
zeci de mii de MS au fost deja izolati, iar structurile lor au fost determinate prin spectrometrie de
masd (MS), rezonanti magnetici nucleard (*H RMN, ¥C RMN) sau difractia cu raze X pe
monocristal [287]. Rolul MS a fost mult timp trecut cu vederea, dar este pe larg recunoscut acum.
Ei sunt considerati neesentiali pentru sustinerea vietii, dar cruciali pentru supravietuirea
organismului producator [126, 257, 284]. MS sunt adesea acumulati de plante in cantitati mai mici
decat MP, aproximativ 1-3% din masa uscata [65, 79], si pot fi identificati numai intr-un anumit
stadiu al cresterii si dezvoltarii speciei sau 1n cadrul numai unei specii [89, 294], ceea ce face
extragerea si purificarea lor dificila. Desi MS sunt cunoscuti de sute de ani si au fost utilizati in
calitate de coloranti (de exemplu indigo, shikonin), aromatizatori (vaniling, capsaicing, ulei de
mustar), arome (ulei de trandafir, ulei de levantica si alte uleiuri volatile), stimulatori (cofeing,
nicoting, efedring), halucinogeni (morfina, cocaina, scopolamind, tetrahidrocanabinol),
insecticide (nicoting, pipering, piretring, rotenon), toxine umane si pentru vertebrate (coniing,

stricning, aconiting, colchicing, glicozidele cardiace) si chiar ca agenti terapeutici (atropina,
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chining, codeina), functiile lor biologice presupuse au fost o chestiune contradictorie [17, 159,
227, 287].

In ecosistemele naturale existd un reglaj al efectivelor populatiilor, un control natural, in
care intervin factorii interni ai populatiilor respective (factorii endogeni), precum si factorii externi
(exogeni). La randul lor, factorii exogeni pot fi abiotici si biotici. Printre factorii abiotici, cei mai
relevanti sunt temperatura, radiatia UV (afecteaza fenolii si derivatii fenilalaninei), compozitia
solului (afecteaza MS ce contin azot). Unii MS, de exemplu flavonoidele, constituie compusi
esentiali, ce absorb razele UV si totodata manifesta functii protectoare fata de razele respective
[287], prevenind astfel fotodegradarea clorofilelor [107, 142], sau chiar distrugerea integritatii
structurale a cloroplastelor [107]. Efectele biotice insa includ agentii patogeni ai plantelor, precum
virusii si bacteriile, dar si animalele erbivore. Pe parcursul perioadelor de stres, cauzate de atacul
unor microorganisme, se activeaza biosinteza MS. Printre acestia au fost descrisi MS cu actiune
antibiotica, antifungica, antivirala, care sunt capabili de a proteja plantele de agenti patogeni
(fitoalexinele) [116, 127]. De asemenea, sunt cunoscuti MS cu proprietati antigerminative, precum
monoterpenele, in urmédtoarea ordine a puterii de inhibare: geraniol > carvona > borneol > j-
citronelol > a-terpineol > camfor > mentol > mentona > limonen > citral [77]. Totodata, camforul
manifesta si efecte toxice (alelopatice) pentru plante [204], care joacd un rol important in
interactiunea cu polenizatorii si cu garnitura de seminte [1]. Aditional, plantele poseda si
mecanisme de raspuns la factorii de stres, asemandtor sistemului imunitar al animalelor. Ele se
bazeaza pe actiunea acidului salicilic si jasmonic. Biosinteza acestora pare fara semnificatie directa
pentru celula sintetizatoare, dar poate fi decisiva pentru dezvoltarea si functionarea organismului
integru.

Unii MS determina gustul si aroma fructelor si legumelor, iar eterii, esterii, terpenele etc.,
prin mirosul lor placut, au un rol important in polenizarea plantelor. Pigmentii, care de asemenea
sunt produsi ai metabolismului secundar, au un rol important in reactiile de oxido-reducere. Ei
determina culoarea florilor, fructelor, legumelor, a tuturor organelor plantelor si au un rol

important in procesul de polenizare.

c. Utilizarea metaboligilor secundari in medicina

Fenilpropanoidele constituie una dintre cele mai importante grupe de compusi naturali. Ele

pot fi gasite intr-o mare varietate de plante medicinale foarte pretioase, precum Echinacea
purpurea, Rhodiola rosea, Silybum marianum, Melissa officinalis etc. FP joaca un rol esential in
integritatea plantelor, poseda efect protector contra stresurilor biotice si abiotice [91]. Ele sunt

impartite in mai multe clase majore, precum cumarinele, flavonoidele, acizii hidroxicinamici si
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fenilpropenele [278]. FP poseda activitate antioxidantd si manifesta efecte benefice pentru
sanatatea omului [149, 170]. De asemenea, FP sunt cunoscute prin proprietatile antibacteriene,
antifungice si antiinflamatorii [76, 87, 158].

Terpenele, fiind sintetizate de catre toate organismele vii, reprezentd cea mai numeroasa
clasa de compusi naturali. Ele constituie un component esential al nutritiei umane, iar multe dintre
aceste substante sunt importante din punct de vedere economic ca preparate farmaceutice,
substante aromatice si potential biocombustibil de ultima generatie [11]. In industria farmaceutica,
terpenele au un spectru larg de utilizare, fiind folosite atdt ca excipienti pentru imbunatatirea
penetrarii pielii, cat si ca principii active medicamentoase [23, 303] cu proprietati farmacologice
anticancerigene, antimicrobiene, antifungice, antivirale, antihiperglicemice, antiinflamatoare etc.
[127, 205]. Datele din literatura de specialitate sugereaza ca cele mai multe dintre materialele
studiate descriu profilul analgezic al monoterpenelor si sesquiterpenelor, singure sau in combinatie
cu alte componente biochimice cum ar fi uleiurile esentiale extrase din plantele medicinale.
Aceasta ne confirma ca terpenele reprezintd unii din cei mai importanti compusi pentru
ameliorarea durerii [120]. Drept exemple de medicamente de provenienta biologica,
comercializate in prezent ca produse terpenice, sunt artemisininul (sesquiterpenoid), taxolul
(diterpenoid) si vincristinul (monoterpenoid).

Acizii hidroxicinamici (clorogenic, ferulic, cafeic etc.) si alti hidroxiacizi aromatici (acizii

galic si salicilic etc.) sunt cei mai raspanditi acizi fenolici din plantele superioare si actioneaza ca
precursori biogenetici in biosinteza celorlalti compusi fenolici vegetali (Figura 1.4 si 1.11) Atat
acizii, cat si derivatii lor sunt antioxidanti puternici, care poseda proprietati antiradicale pronuntate
in testarile in vitro. Activitatile lor imunostimulatoare, antivirale si antiinflamatorii sunt foarte bine
studiate. A fost stabilit efectul colagenic pronuntat al acizilor ferulic, cafeic si clorogenic.
Totalitatea acizilor cafeic, clorogenic, ferulic, cumaric si altor acizi hidroxicinamici este esentiala
in prevenirea si tratamentul obezitatii, diabetului si tulburarilor asociate [4], imbunatatesc functia
renald, stimuleaza functia antitoxica a ficatului si au un efect antimicrobian, antimalign [228].
Continutul ridicat de acizi hidroxicinamici si derivatii lor este caracteristic pentru speciile
Echinacea purpurea, Rhodiola rosea, ale caror materii vegetale sunt utilizate pe scara larga in
medicina pentru corectarea tulburarilor sistemului imunitar [208].

Deci, evaluarea mecanismelor implicate in acumularea MS cu efect benefic pentru
ameliorarea sanatatii, precum si evidentierea acelor factori exogeni cu efect de stimulare a
principiilor active, reprezinta o problema stiintifici de importantd semnificativa sociala si

economica.
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1.2. Metode alternative de cultivare a plantelor pentru obtinerea metabolizilor
secundari

Mai multe plante au fost evaluate stiintific, privind posibilitatea aplicarii lor in medicina.
Asigurarea industriei cu produse naturale active din punct de vedere farmaceutic adesea a fost o
provocare datorita ritmului de crestere lentd a unor specii de plante, randamentului scazut si
variabilitatii imprevizibile in acumularea MS [155]. De asemenea se cunoaste ca habitatele
naturale ale plantelor medicinale sunt pe cale de disparitie rapida, impreuna cu instabilitatea
mediului si a geopoliticii [60]. Pe langa acestea, in special in cazul structurilor foarte complexe,
sinteza chimica a MS este practic imposibila din punct de vedere economic. Prin urmare, devine
tot mai problematica obtinerea mai multor MS derivati din plante. Acest lucru a determinat
industria si oamenii de stiintd de a lua in considerare posibilitatea investigarii culturilor celulare,
ca metoda alternativa de obtinere a produselor farmaceutice naturale [17, 80, 83, 201, 240].
Celulele plantelor sunt biosintetic totipotente, ceea ce inseamna ca fiecare celuld introdusa in
cultura pastreaza informatia genetica completd, prin urmare este capabild de a produce gama de
compusi chimici detectati in celulele materne.

In ultimii ani, numeroase cercetiri au fost dedicate producerii de compusi activi prin culturi
de celule si tesuturi vegetale in vitro, fiind inregistrate progrese tehnologice remarcabile, astfel ca
in prezent studiile bazate pe culturi de celule si tesuturi se desfasoara atat la nivel fundamental, cat
si sub forma cercetdrilor aplicative, care utilizeaza culturi de celule pe scard industriala, pentru
producerea comerciald a MS [141, 150]. Beneficiul acestor metode este ca in final se poate asigura
continuu o sursa sigura de produse naturale. Avantajele majore ale culturilor de celule sunt:

* biosinteza MS bioactivi efectuata intr-un mediu controlat;

+ eliminarea influentelor factorilor sporadici, cum ar fi microorganismele, insectele etc., care
afecteaza biosinteza MS;

* posibilitatea multiplicarii celulelor oricarei plante, tropicale sau alpine, in scopul producerii
metabolitilor specifici;

« compusii de interferenta care apar in plantele cultivate in camp pot fi evitati in culturile celulare;
« culturile celulare si tesuturile sunt un potential model pentru a testa actiunea elicitorilor si
precursorilor;

« controlul automat al cresterii celulare si reglarea proceselor metabolice contribuie la reducerea
volumului fortei de munca si la imbunatatirea productivitatii;

* ciclurile biosintetice ale culturilor celulare in bioreactoare sunt mult mai rapide decat cele ale

plantei in conditii naturale. De exemplu, in cazul shikoninului un ciclu de productie in bioreactoare
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dureaza cateva saptamani, in timp ce pentru extractia produsului farmaceutic sunt recomandate
plantele in varsta de 5 ani;

* prin selectie clonara si mutageneza se pot izola linii celulare, care sintetizeaza MS in cantitati
chiar mai mari decat cele prezente in organele specializate ale plantei intacte;

* culturile celulare 1n suspensie pot fi utilizate si pentru biotransformarea unor substraturi pentru
obtinerea unor noi compusi neidentificati in natura sau pentru producerea unor enzime utilizate
ulterior in sinteza chimica a compusilor naturali.

In timp ce cercetitorii au reusit si producd pand in prezent prin culturi de calus sau de
celule vegetale diversi MS valorosi (Tabelul 1.1), in alte cazuri productia necesita plante
micropropagate sau culturi de organe diferentiate [232].

Tabelul 1.1. Randamentul obtinerii MS in culturile celulare vegetale (adaptat dupa
Ruffoni, 2010).

Metabolitul Specia plantei Randamentul Tipul
secundar (% masa uscatd) | culturii
Cultura | Planta *
Shikonin Lithospermum erythrorhizon Siebold & Zucc 20 1.5 S
Ginsenosid Panax ginseng C.A.Mey 27 4.5 c
Antraguinona Morinda citrifolia L. 18 0.3 S
Ajmalicina Catharanthus roseus L. 1.0 0.3 s
Acid rosmarinic Coleus blumel Benth. 15 3 S
Ubiquinona 10 Nicotiana tabacum L. 0.036 0.003 S
Diosgenina Dioscorea deltoidea Wall. ex Griseb. 2 2 S
Alcaloidul Coptis japonica Makino 11 510 S
benzilizoguinolina
Berberina Thalictrum minus L. 10 0.01 S
Berberina Coptis japonica Makino 10 24 S
Antraguinona Galium verum L. 5.4 1.2 S
Antraguinona Galium aparine L. 3.8 0.2 S
Nicotina Nicotiana tabacum L. 3.4 2.0 c
Bisoclaurine Stephania cephalantha Hayata 2.3 0.8 S
Tripdiolid Tripterygium wilfordii Hook.f. 0.05 0.001 s
*s - suspensie celulard; ¢ — calus

Aceastd situatie apare adesea, atunci cand metabolitul de interes este produs numai in
tesuturile vegetale sau glandele specializate ale plantei. Un prim exemplu este ginsengul (Panax
ginseng), unde saponina si alti metaboliti valorosi sunt produsi in mod special in radacinile de
ginseng. Prin urmare, inducerea culturii de radacini izolate in vitro a fost un procedeu
indispensabil. Insa, pentru a regla metabolismul secundar in culturile de tesuturi si celule vegetale,
care vizeaza obtinerea unei productii maxime de compusi utili, este important de a stabili in primul

rand care sunt mecanismele implicate aceste sisteme de cultura.
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a. Obrinerea metaboligilor secundari prin metode biotehnologice

in prezent un rol important in cercetarea mecanismelor de reglare si Obtinere practica a MS
reprezintd metodele biotehnologice de cultivare a calusului si agregatelor celulare. Culturile
celulare vegetale includ in principiu cateva abordari esentiale. Si anume, cultura calusului, cultura
celulelor (in suspensie sau agregate) si cultura celulelor diferentiate [150, 201, 226]. Culturile
celulare sunt produse In mod obisnuit in conditii sterile din fragmente ale plantei integre. Aceste
fragmente, denumite explante, pot constitui bucati de organe, cum ar fi frunzele sau radécinile, sau
pot fi tipuri de celule specifice, cum ar fi polenul sau endospermul. In general, tesutul tanar, fiind
in crestere rapida sau prelevat intr-un stadiu mai timpuriu de dezvoltare, este cel mai eficient
explant.

Cresterea culturilor de calus si celule vegetale este determinata prin tehnici standard
(determinarea masei proaspete si masei uscate, indicelui de crestere etc.) [234], iar continutul
metabolitilor prin metode analitice specifice (colorimetrica, HPLS, GC, ELISA etc.) [8]. Fiind
initiate, culturile de calus si celule vegetale sunt mentinute in conditii controlate cu factori
optimizati si subcultivate periodic pe medii nutritive proaspete. Perioada optima de subcultivare
variazi in fiecare caz individual. In general, sunt prelevate probe din fiecare subcultura si sunt
utilizate pentru determinarea modificarii cresterii si producerii metabolitilor. Se mentioneaza ca
diferite chemotipuri co-habiteaza in tesut [251], iar selectia repetitiva a celor mai producente celule
este esentiala pentru a evita proliferarea exagerata a celulelor mai putin producatoare in initierea
culturilor productive [109, 280].

Specificul inigierii culturii calusului. Caracteristica principald a celulelor vegetale este
plasticitatea Tnaltd pentru diferentiere celulard. Ca raspuns la ranire sau infectare cu patogeni,
plantele genereazd mase de celule dezorganizate, cum ar fi calusul sau tumorile. Dupa descoperirea
revolutionara, precum cé cultura de calus poate fi generatd in conditii artificiale in vitro si ca
echilibrul dintre doi fitohormoni, auxine si citochinine determina starea de diferentiere si
dediferentiere [252], cultura de calus a fost pe larg utilizata atat in cercetarile fundamentale, cat si
in aplicatiile industriale [28]. Calusul poate fi produs de o singurd celula diferentiata, iar
majoritatea celulelor, fiind totipotente, sunt capabile de a genera plantule in intregime (Figura 1.6)
[256].

Aplicarea exogena a auxinelor si citochininelor a indus formarea calusului la diferite specii
de plante, prin cultivarea pe mediu semisolid. La general vorbind, un raport intermediar de auxine
si citochinine initiaza inductia calusului, in timp ce un raport ridicat de auxine si citochinine sau

citochinine si auxine va induce regenerarea radacinilor si, respectiv, a lastarilor [252].
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Calus lipsit de organe de regenerare

Calus friabil de R. rosea Calus compact de R. rosea

Calus cu unele niveluri si organe de regenerare

Calus caulinar de R. rosea Calus embriogen de Calus rizogen de R. rosea
Quercus pubescens
Fig. 1.6. llustrarea schematica a diferitor tipuri de calus (imaginile prezentate au fost

obtinute de noi la diverse culturi).

Alti hormoni, cum ar fi brassinosteroidele sau acidul abscisic, de asemenea induc formarea
calusului, iar Tn unele specii pot substitui chiar auxinele si citochininele In formarea calusului
[139]. Cu toate acestea, auxinele si citochininele sunt indiscutabil cei mai extensiv utilizati si
cercetati fitohormoni in contextul formarii calusului si regenerarii organelor ulterioare.

Specificul generarii si cultivarii agregatelor celulare. Dupa efectuarea screening-ului si
selectiei liniilor producente, cultura de calus este utilizata pentru initierea culturii de celule (in
suspensie sau agregate). Aceste sisteme sunt cele mai recomandabile pentru realizarea unui proces
de productie la scara larga. Cultura de celule este generatd prin transferarea unei portiuni a
calusului relativ friabil in mediul lichid si mentinerea in conditii adecvate de aerare, agitare,
iluminare, temperatura si alti parametri fizici. Cultura de celule din mediul lichid are avantaje in
comparatie cu cultura sub forma semi-solida. in primul rand, suprafata de contact al celulelor cu
mediul de cultivare este mult mai mare, si, prin urmare, nutrientii vor fi utilizati mult mai usor de
citre celule si cu o eficienta mai sporita [134, 202]. In al doilea rand, compusii nocivi, formati pe
parcursul cultivarii, pot fi diluati in mod eficient pentru a evita inhibarea cresterii ulterioare. In al
treilea rand, in sistemul de cultura lichid, mediul de cultivare este bine agitat, iar oxigenul dizolvat
poate fi monitorizat si controlat in mod independent de conditiile de clima si sol [150]. Aceasta

tehnica prezinta o alternativa mai accesibila pentru plantele dificil de cultivat si/sau au o perioada
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de cultivare mai indelungata [134]. Ciclurile rapide si scurte de crestere a culturilor de celule in
vitro fac posibila producerea de noi MS la scara industriald, devenind in cele din urma o sursa
continud, fiabila a produselor naturale [226]. De asemenea, producerea si acumularea MS in
culturile de celule este imbunatatita prin manipularea micromediilor chimice si fizice si selectarea
clonelor celulare cu randament inalt. Densitatea initiald a inoculului este un factor-cheie in
stabilirea culturii de celule din orice specie de plante, deoarece celulele nu pot relua sau chiar opri
cresterea lor activd dupd transfer, daca densitatea inoculul initial este sub densitatea celulelor
critice.

Pentru cultivarea in masa a celulelor vegetale au fost folosite diferite tipuri de bioreactoare.
Prima aplicare comerciala a cultivarii pe scara industriala a celulelor vegetale a fost efectuata in
reactoare tip rezervor cu agitare de 200 rot/min si capacitate de 750 litri pentru a produce shikonina
prin cultura celularda de Lithospermum erythrorhizon [212]. Celule de Catharanthus roseus,
Dioscorea deltoidea, Digitalis lanata, Panax ginseng, Taxus wallichiana, Podophyllum
hexandrum si Rhodiola rosea au fost de asemenea cultivate in diferite bioreactoare pentru

producerea MS.

b. Cresterea biomasei si acumularea metabolizsilor secundari in cultura in vitro in
dependenya de compozigia mediilor si influenga factorilor fizici

Culturile celulare vegetale reprezinta un potential enorm privind acumularea biomasei si
producerea MS care sunt influentate de un sir de factori fizici si chimici [8, 184]. Compozitia
mediului de cultivare, conditiile de cultura si combinatiile exogene ale reglatorilor de crestere luate
impreuna influenteaza acumularea metabolitului in celuld. Compozitia mediului este un factor
fundamental si critic care afecteaza fiziologia si metabolismul culturii celulare [201, 226].

Influensa compozigiei mediului nutritiv asupra culturii in vitro. Un parametru important
in tehnologia de cultivare a culturilor celulare vegetale reprezintd optimizarea mediului de
cultivare. Desi mediul Murashige-Skoog [200] este unul dintre cele mai utilizate pentru cresterea
rapida a calusului, acesta nu a fost remarcat ca mediu ideal pentru inducerea acumularii MS.
Compozitia macro- si microelementelor in mediul de cultivare a culturilor celulare are un efect
primordial atat asupra metabolismului primar si secundar al celulelor vegetale, cat si in mediul
celular care conduce la diviziunea rapida a celulelor. De asemenea, compozitia macro- si
microelementelor limiteaza stationarea precoce a cresterii exponentiale, fiind considerata necesara
pentru biosinteza MS. Culturile celulare sunt, la fel, influentate de glucidele simple ca sursa de

carbon Tmpreunad cu contributia anorganica a altor substante nutritive [226].
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e Reglatorii de crestere. Dupa cum a fost mentionat mai sus, reglatorii de crestere ocupa
pozitii cheie in procesele de multiplicare celulara si in cresterea acestora. Ei sunt specifici in
actiunea lor si reglementeaza extinderea si diviziunea celulara, diferentierea celulelor,
organogeneza, senescenta si latenta celulara [302]. Tipul si concentratia de auxina si citochinina
sau raportul auxina/citochinina modifica dramatic atat cresterea, cat si biosinteza MS in culturile
celulare vegetale [185]. De exemplu, acidul g-indolilacetic (AlA) si chinetina (Kn) a sporit
cresterea biomasei si continutul de antociane in cultura suspensiilor celulare de Daucus carota
[223, 242], iar acidul 2,4-diclorfenoxiacetic (2,4-D) a imbunatatit productia carotenoidelor in
aceastd culturd. In schimb, 2,4-D a inhibat productia de nicotina din Nicotiana tabacum [235].

e Introducerea precursorilor. Pe baza cunostintelor despre ciclurile metabolice,
introducerea precursorilor sau compusilor structural inruditi cu MS, detectati in culturile celulare
vegetale, este cea mai eficienta strategie pentru sporirea biosintezei MS in celulele culturilor de
tesuturi si de celule. Conceptul se bazeaza pe ideea ca orice compus este intermediarul sau
initiatorul unei cai de biosinteza a MS si este un procedeu accesibil in cresterea randamentului
produsului final [226]. Incercirile de a induce producerea MS vegetali, prin furnizarea
precursorilor sau intermediarilor, au fost eficace in multe cazuri. De exemplu, Fett-Neto si colab.
[92] au raportat ca introducerea fenilalaninei, ca precursor al N-benzoilfenilizoserinei din catena
laterala a taxolului, a condus la ameliorarea si sporirea randamentului de obtinere a acestuia din
cultura celulara de Taxus cuspidat L. [93]. De asemenea, fenilalanina actioneaza ca un precursor
al biosintezei acidului rozmarinic. Introducerea fenilalaninei in cultura de suspensie celulard de
Salvia officinalis L. a stimulat biosinteza acidului rozmarinic de 10 ori si totodata a redus timpul
de producere a lui de la 25 zile pani la 10 zile [134]. In plus, adiugarea de leucini a dus la
ameliorarea biosintezei monoterpenelor volatile a- si f-pinen in cultura de Perilla frutescens, in
timp ce adaugarea geraniolului in cultura celulara de trandafir a dus la acumularea nerolului si
citronelolului [199]. Introducerea in cultura celulara de Scutellaria baicalensis a precursorului,
precum cinamatul de sodiu si acidul cinamic, a dus la sporirea acumularii flavonoidelor [187].
Pentru sporirea randamentului sintezei MS este necesar de a lua in considerare factorii, cum ar fi
concentratia precursorilor si timpul (perioada) aplicarii lor in mediul de cultivare.

Influenga factorilor fizici asupra culturii in vitro. Prin manipularea conditiilor de
cultivare, cum ar fi iluminarea, temperatura, pH-ul mediului, au fost gasite variatii in proliferarea
si biosinteza MS 1n culturile tesuturilor si celulelor vegetale.

e Influenza temperaturii. La inceputul dezvoltarii biotehnologiei plantelor a fost investigat
efectul temperaturii asupra culturilor de tesuturi si celule in intervalul de 17-25°C, utilizat in mod
normal pentru mentinerea acestor culturi. Totusi, fiecare specie de plante poate prezenta crestere
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si metabolism sporit la diferite regimuri de temperatura. La cultura de Lavandula vera, proliferarea
maxima a culturii a fost determinata la 30°C, iar acumularea acidului rozmarinic la 28°C [108].
Hoopen a atestat ca temperatura optima pentru producerea ajmalicinei in cultura calusului de
Catharanthus roseus a fost de 27,5°C [135]. Morris [197], in schimb, a studiat linia celulara C87
de Catharanthus roseus, constatand ca rata maxima de crestere s-a obtinut la temperatura de 35°C,
iar randamentul maximal de substanta uscata de 0,47g/g a fost observat la temperatura de 25°C.
Scragg si colab.[240] au investigat linia celulara ID1 de Catharanthus roseus la temperaturile de
20, 25 si 30°C, insa randamentul maximal de biomasa de 0,65g/g a fost observat la 25°C. Morris
[197] de asemenea a mai raportat ca temperatura optima pentru producerea serpentinei este de
25°C si 20°C pentru producerea ajmalicinei.

Shohael si colab. [247] au studiat efectul temperaturilor scazute (12 si 16°C) si ridicate
(30°C) si au raportat ca temperaturile joase sau ridicate provoacd diminuarea semnificativa a
acumulirii biomasei si reduce continutul fenolilor si flavonoidelor. in acelasi timp, un alt tip de
experiente demonstreaza ca temperaturile scazute stimuleaza acumularea eleuterosidului E in
embrionii somatici de Eleutherococcus senticosus si coreleazd cu acumularea sporita a
eleuterosidului E dupa stresul oxidativ.

e lluminarea. Efectul iluminarii asupra proliferarii culturilor de tesuturi si celulelor
vegetale, precum si asupra acumularii MS variaza la diverse culturi celulare. Cultura celulara de
Daucus carota a produs mai multe antociane, in cazul cand aceasta este cultivata la lumina [242],
iar cultivarea la intuneric este benefica pentru culturile celulare de Citrus lemon producand mai
multe monoterpene [199].

e Concentraria ionilor de hidrogen. pH-ul mediului de cultivare este ajustat de obicei
intre valorile 5 si 6 inainte de autoclavare, iar valorile extreme ale lui sunt evitate. Modificarile
pH-lui mediului pe parcursul cultivarii se datoreaza absorbtiei nutrientilor sau ca urmare a
acumularii unui metabolit In culturd. De exemplu, McDonold si Jackman [189] au raportat ca
valoarea pH-lui mediului de cultivare se micsoreaza din cauza asimildrii sarurilor de amoniu si,
respectiv, creste datorita eliberarii amoniacului rezultat prin reducerea intracelulara a nitratilor. in
cultura radacinilor izolate de Withania somnifera, pH-ul initial al mediului a fost stabilit la valoarea
de 5,8, fiind favorabil pentru acumularea biomasei (12,1 g/l masa uscata), iar pH-ul 6,0 a favorizat
acumularea in radacini a withanolidei A (13,84 mg/g masa uscatd) [220]. Cultura radacinilor
izolate de Panax ginseng, in variantele mediilor de cultivare cu pH-ul 6,0 si 6,5, a favorizat atat
acumularea biomasei, cat si productia de ginsenozide [250].

e Iradierea cu raze UV. Diversi stimulenti externi sunt capabili de a declansa schimbari
la nivelul celulelor vegetale cu initierea unui sir de reactii. Printre acestia se numara si razele
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ultraviolete (UV). Contrar numeroaselor cercetari anterioare asupra razelor ultraviolete (UV-B) ce
ajung la suprafata Pamantului, din cauza epuizarii stratului de ozon stratosferic [211], recentele
investigatii au demonstrat ca radiatiile UV-B sunt un important regulator al metabolismului
secundar in plante. Nivelul scazut al razelor UV-B declanseaza modificari distincte in biosinteza
MS, cum ar fi biosinteza compusilor fenolici, carotenoidelor, glicozinolatilor etc. Cunoasterea
fundamentala a perceperii si raspunsului razelor UV-B asupra plantelor, deschide noi oportunitati
pentru manipularea culturilor. Astfel, tratarea cu doze reduse de raze UV-B, ca tehnologie
emergentd, poate fi utilizata pentru a genera fructe, legume si plante pentru consum zilnic in stare
proaspata sau ca sursa de alimente functionale sau substante biologic active [238].

Iradierea cu raze UV-B a culturilor celulare vegetale reprezinta un factor abiotic, ce
stimuleaza biosinteza MS [29], si anume sporeste activitatea enzimelor ciclului fenilpropanoidic
de sinteza a compusilor fenolici, in special a fenilalaninamoniac-liazei. Un astfel de studiu a fost
efectuat de catre Hao si colab.[128], la nivelul biosintezei flavonoidelor din calusul de Ginkgo
biloba. Zagoskin si colab, 2003, au studiat doua linii de calus de Camelia sinensis L., care ca
raspuns la iradierea cu UV s-au deosebit prin capacitatea de biosinteza, localizarea si acumularea
in tesut a compusilor fenolici [299]. Antognoni si colab.[9], au demonstrat ca iradierea cu UV a
calusului de Passiflora quadrangularis a sporit activitatea antioxidanta fata de cultura netratata de
la 28% pana la 76%. Iradierea cu UV a culturii de suspensie celulara si a numerosilor lastari de
Catharanthus roseus a indicat ca induce 0 crestere considerabila a productiei de alcaloizi indolici
terpenoide, impreund cu precursorii dimeri alcaloizi vinblastinul si vincristinul [24]. Alti
cercetatori, precum Ramani si Chelliah, [224], au expus culturile de suspensie celulara de
Catharanthus roseus iradierii cu doze mici in faza stationara si au reusit sa consolideze substantial
cantitatile de vindolin si catarantine, fara a afecta cresterea celulara si viabilitatea lor.

Concentratiile acestor MS au fost identificate dupa 48-72 ore de la iradierea cu UV.

1.3. Implicarea speciilor reactive de oxigen in biosinteza, degradarea si acumularea
metabolizilor secundari la plante

Mecanismele implicate in biosinteza, degradarea si acumularea MS au o importanta majora
in dezvoltarea strategiei de sporire a principiilor active in culturile celulare si plantele medicinale.
Procesele proliferative ale celulelor plantelor si culturilor celulare atat in conditii optimale de
crestere, cat si in conditii de stres sunt insotite de modificari ale cantitatii si calitatii producerii

speciilor reactive de oxigen (SRO). Acestia includ radicali liberi, cum ar fi anionul superoxid (O2

), radicalul hidroxil (OH") si forme non-radicale (H202, O) [96, 131, 236]. SRO sunt produse in

44



mod constant in cloroplaste, mitocondrii si peroxizomi prin intermediul proceselor aerobe [10].
Sistemele de aparare antioxidante din celule implica sistemul non-enzimatic, care promoveaza
biosinteza multor MS (acizi fenolici, flavonoide, taninuri etc.) pe calea fenilpropanoidica, si un
sistem antioxidant bazat pe activitatea enzimatica. Sistemul enzimatic include enzimele
generatoare de H.O2, cum ar fi superoxid dismutaza (SOD, EC 1.15.1.1.) si enzimele de captare a
H20., cum ar fi catalaza (CAT, EC 1.11.1.6) si peroxidaza (PO, EC 1.11.1.7) etc. [68, 258]. Redox
homeostaza in celulele plantelor este mentinuta de echilibrul intre generarea SRO si mecanismele
de anihilare a lor [10]. Conditiile de stres biotic si abiotic genereaza sporirea nivelului SRO, ceea
ce duce la modificarea homeostazei redox celulare. Supraproductia SRO duce la deteriorari
oxidative, cum ar fi peroxidarea lipidici a membranelor celulare [143] sau chiar la moartea
celulara. De exemplu, radicalul superoxid poate distruge aparatul fotosintetic, provocand daune in

producerea de MP, ceea ce impiedica cresterea si dezvoltarea plantelor si poate duce la moartea
celulelor. De asemenea, radicalul superoxid (O2) si H2O2 servesc ca molecule importante de

semnalizare in cresterea si diferentierea plantelor [253]. In cazul rizogenezei, a fost demonstrat ca
SRO sunt implicate in formarea centrilor de dormitare [147], alungirea radacinilor [175],
dezvoltarea radacinilor izolate [95] si diferentierea xilemului [269].

Biosinteza MS, indusa de factorii de stres, nu este similara pentru toate speciile si reprezinta
un obiect de studiu important si in continuare. Cu toate acestea, culturile celulare se pot adapta la
mediul corespunzator prin intermediul unor mecanisme biochimice si genetice, ce pot fi benefice
pentru supravietuirea lor, precum si pentru obtinerea MS. Metabolismul compusilor fenolici in
plante se desfasoara cu implicarea unui spectru larg de enzime, precum CAT, PO, polifenoloxidaza
(PFO) etc. [68, 258]. PO este implicata in multe procese fiziologice din plante, cum ar fi
degradarea H»O,, indepartarea compusilor toxici, apararea impotriva insectelor erbivore si multe
alte raspunsuri legate de stres [171]. De asemenea, PO este considerata un marker molecular al
cresterii si dezvoltarii culturii tesuturilor vegetale [167], iar aparitia unor izoenzime ale PO a fost
stabilita in procesul organogenezei [206, 258] si diferentierii tisulare [51]. In general, in conditii
de stres atat plantele, cat si culturile celulare isi maresc activitatea enzimatica, ce duce la biosinteza
MS.

Dupa cum a fost mentionat in p.1.1, in baza ciclurilor de biosinteza, MS sunt clasificati in
trei grupuri principale: compusii fenolici (fenilpropanoide si flavonoide), terpene si compusii ce
contin azot (alcaloizi, glicozide, glucozinolati si glicozide cianogene). Acumularea MS se
datoreaza cresterii activitatii enzimelor, precum L-fenilalanin-amoniac-liaza (PAL)(EC 4.1.3.5.)

si chalcon sintetaza (CHS)(EC 2.3.1.74). Ambele enzime sunt enzime-cheie in biosinteza
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flavonoidelor si pot afecta activitatea in functie de stresul mediului [27]. PAL este principala
enzima in calea fenilpropanoidelor si una dintre cele responsabile pentru biosinteza polifenolilor
(Figura 1.7). Ea catalizeaza dezaminarea L-fenilalaninei pentru producerea acidului trans-cinamic,

intermediar in biosinteza fenolilor [81] pentru anihilarea SRO in plantele supuse stresului.

o= "
Terpenii
T Metaboliti
secundari » Compusi fenolici
T (fenilpropanocide sau flavonoide)
Redirectionares L Compusi ce contin azot
taboli lui pri (alcaloizi, glicozide, glicozinolati

metabofismulul primar sl glicozide clanogene)

Stresul
biotic 5i abiotic J

l

T Activitatea enzimatici
(PAL, CHS, PPO, PO etc.)

Fig.1.7. Influenta stresului biotic si/sau abiotic la redirectionarea metabolismului primar al
plantelor catre ciclurile de biosinteza ale metabolismului secundar (adapti dupa Borges,
2017).

De asemenea, compusii fenolici asigura un sir de functii fiziologice privind supravietuirea
plantelor si au importantd fundamentala in apararea plantelor de modificarile de mediu induse
[276].

1.4. Rhodiola rosea L. — sursa de metabolifi secundari importanta pentru medicina

Rhodiola rosea L. (sinonim Sedum rhodiola, S. rosea (L.) Scop.), cunoscuta si sub
denumirea de ,,raddcina de aur”, ,radacina arctica” sau ,,raddacind de trandafir”, este o planta
ierboasa perena, dioica din familia Crassulaceae, cu un polimorfism foarte evidentiat [30], care
creste in crapaturile rocilor din regiunile muntoase. Specia R. rosea se intdlneste in flora spontana
la altitudini mari, precum si in regiunile reci ale continentului Asia, Europa si America (Figura
1.8) [30, 84]. In Asia continentali se intilneste abundent in muntii Altai, situati intre Mongolia si
Siberia [97, 102]. In Europa continentala, este larg raspanditi in Islanda si Insulele Britanice, intre
Scandinavia si alte zone muntoase, precum Pirinei, Alpi si muntii din regiunea balcanica [30, 208,
285].

In Carpatii din Romania, specia R. rosea a fost intalniti in muntii Bucegi, Calimani,

Rodnei, Fagaras, Ceahlau, Rarau si Maramures [112]. Mai mult decat atat, unele varietati de
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Rhodiola au fost gasite in diferite regiuni de inalta altitudine din Alaska, Canada si alti munti de
pe continentul nord-american [30]. Conditiile de crestere se caracterizeaza prin factori climaterici
duri si accidentali, plantele fiind expuse diferitor conditii de stres, inclusiv altitudini inalte (intre
1000 si 5000 m) [229], temperaturi extreme si radiatii ultraviolete intense. Potrivit datelor GBIF
[2010], genul Rhodiola contine 136 de specii acceptate in compartimentul ,,Lista Plantelor” de pe
site-ul http://data.gbif.org [137].

Fig. 1.8. Distributia geografica a speciei R. rosea (GBIF, Portal data, 2017).

R. rosea este considerata planta sacra si este utilizata in medicina populara de sute, ba chiar
de mii de ani. Proprietatile sale medicinale au fost descrise de Pedanius Dioscorides, medicul,
farmacologul si biologul grec din Armata Romana [180]. Romanii si grecii antici o foloseau pentru
combaterea oboselii, iar vikingii pentru cresterea rezistentei si impotriva mahmurelii, in timp ce
eschimosii si laponii o consumau dupa vanatorile lungi si extenuante, in drum spre casa. Cu toate
acestea, renumele R. rosea a fost castigat in Orientul Indepartat si Siberia. In aceste regiuni a fost
utilizatd pentru a spori rezistenta fizica, productivitatea muncii, longevitatea, rezistenta la altitudini
si 1n tratamentul oboselii, depresiei, anemiei, impotentei, bolilor gastrointestinale, infectiilor si
tulburarilor sistemului nervos [30, 102, 152], mai este utilizata si pentru tratarea bolilor mentale
[30]. Pentru o scurta perioada de timp, s-a crezut chiar ca este un antidot pentru ciuma. Reteta
extractului din aceasta planta a constituit, timp de secole, un secret bine pastrat, stiut doar de
cunoscatori.

In 1961, Krilov, profesor la Academia Rusa de Stiinte, a desfasurat o expeditie in Muntii
Altai. Acesta a descoperit cid misterioasa radacina de aur, planta cu puteri tamaduitoare
miraculoase, este R. rosea. Dupa aceasta descoperire, specialistii au inceput sa studieze planta in

profunzime, cu utilizarea metodelor stiintifice standard. S-a dovedit ca extractul din aceasta planta
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este un adaptogen puternic. Termenul de adaptogen a fost introdus pentru prima datd de citre
Lazarev in 1949 [207] si reprezenta un agent fiziologic care creste in mod natural rezistenta
organismului in fata stresului fizic si emotional. Datorita acestor proprietati, R. rosea a fost folosita
in cadrul programului sovietic de cercetare spatiala din 1960 si a devenit rapid una dintre panaceele
folosite de astronauti [102]. Pe langa efectul adaptogen al R. rosea, au fost descrise si alte efecte
terapeutice, cum ar fi cardioprotector, hepatoprotector, antioxidant, stimulator asupra sistemului
nervos (efecte asupra functiilor cognitive precum atentia, memorarea), impotriva oboselii,
antidepresiv si anxiolitic, totodata prelungeste durata vietii [208]. Actiunea adaptogenad si
stimulanta asupra sistemului nervos central al R. rosea se datoreaza capacitatii acesteia de a
influenta activitatea unor monoamine biogene, cum ar fi serotonina, noradrenalina si dopamina.
Numeroase cercetari privitor la actiunea MS si efectele farmacologice ale plantei R. rosea
au fost insotite si de cercetari referitoare la dezvoltarea biologica a plantelor [161, 313],
introducerea n cultura [312, 333], germinarea semintelor [160, 329], calitatea materiei prime [315,
322, 323], culturii de tesuturi [325] si micropropagare [162, 304, 312]. in Occident aceasta planta
a fost descoperita abia in anii 90, deoarece majoritatea cercetarilor au fost publicate in limba

slavona.

a. Conginutul metaboligilor secundari caracteristici pentru rizomii de R. rosea. Dintre
organele plantei R. rosea se evidentiaza rizomul, care reprezinta cea mai mare parte din masa totala
a plantei, in care se realizeaza biosinteza si acumularea substantelor biologic active. Investigatiile
privind spectrul fitochimic al extractului din rizomii acestei plante au demonstrat prezenta a
aproximativ 28 de compusi, care sunt clasificati dupa Brown [30], in sase grupe distincte. Acestea
sunt fenilpropanoidele, derivatii feniletanolului, flavonoidele, acizii fenolici (hidroxicinamici),
monoterpenele si triterpenele [319, 320, 321, 329]. Fenilpropanoidele: rosavinul, rosinul,
rosarinul, [271, 321, 310], cinamil-(6’-O-g-xilopiranozil)-O-4-glucopiranozid 4-metoxi-cinamil-
(6’-O-a-aranopiranozil)-O-f-glucopiranozida, picein si  benzil-O-f-glucopiranozida [271]
reprezintd glicozidele acidului cinamic (Figura Al.1). Derivatii feniletanolului includ in primul
rand p-tirosolul, care este un aglicon si, respectiv, glicozidul sau — salidrozidul (rodiolozid)
(Figura A1.1).

e Ciclul ipotetic de biosinteza a salidrozidului. Salidrozidul este un S-D-glicozid
sintetizat prin glicolizarea p-tirosolului [317, 331], care se acumuleaza preponderent in rizomii si
radacinile de R. rosea. Pe parcursul mai multor ani ciclul de biosinteza a salidrozidului a fost neclar
[173], iar reglarea lui nu foarte bine inteleasa [16, 182]. In literatura de specialitate sunt descrise

doua cicluri de formare a p-tirosolului. Primul ciclu implica conversia L-tirozinei in tiramina de
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catre tirozin-decarboxilaza (TDC) (Figura 1.9) si transformarea ulterioara consecutiva a tiraminei
in tirosol de catre tiraminoxidaza (TIO) si alcooldehidrogenaza (ADH) [16]. Al doilea ciclu
presupune biosinteza tirosolului de catre decarboxilaza dintr-un precursor al acidului p-cumaric,
care este derivat al fenilalaninei [181].

Recent a fost elucidat complet ciclul de biosinteza a salidrozidului. Asa dar, pentru
biosinteza salidrozidului, tirozina este direct convertita in 4-hidroxifenilacetaldehida (4-HPAA)
de catre 4-hidroxifenilacetaldehid sintetaza (4-HPAAS) in celulele plantelor de R. rosea (Figura
1.9) [273].

HO
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Fig. 1.9. Ciclul de biosinteza a salidrozidului in plantele genului Rhodiola. Ciclul propus
anterior este reprezentat cu negru, in timp ce calea descrisa recent este evidentiata cu rosu
(adaptata dupa Torrens-Spence, 2018).

Urmitoarea etapa include reducerea 4-HPAA cu 4-HPAA reductazi. Intr-un studiu efectuat
anterior de Yu si colab. a fost izolata glicoziltransferaza UGT73B6 din R. sachalinensis, fiind
demonstrat ca aceasta enzima poate transforma p-tirosolul in salidrozid [298]. Din aceste motive
a aparut interes considerabil si pentru biosinteza MS din R. rosea, prin modularea expresiei
enzimelor endogene sau prin introducerea enzimelor noi [16, 182, 183]. Prin urmare, ultima etapa
de biosinteza a salidrozidului reprezinta glicolizarea p-tirosolului cu UDP-glicoziltransferaza

(UGT73B6) [182, 183, 273, 298] (Figura 1.9.).
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Cei mai simpli compusi fenolici care se sintetizeaza in plantele de R. rosea sunt acizii
hidroxicinamici, care se formeaza in rezultatul modificarii acidului trans-cinamic (Figura 1.4).
Printre acizii hidroxicinamici pot fi enumerati acizii clorogenic, ferulic si cafeic, iar dintre acizii
fenolici — acidul galic si salicilic (Figura A1.1) [229, 322].

Nu mai putin importante sunt si alte grupe de MS, precum flavonoidele si terpenele. Un
continut ridicat de flavonoide este specific nu numai rizomilor, dar si frunzelor si florilor plantelor
de R. rosea. Spectrul lor contine glicozide ale herbacetinei, gosipetinei si kaemferolului, precum
rhodionin (herbacetin-7-O-a-L-ramnopiranozida), rhodionidin (herbacetin-7-O-a-L-
ramnopiranozid-8-O-B-D-glucopiranozida), rhodiolgin (gosipetin-7-O-a-L-ramnopiranozida),
rhodiolgidin (gosipetin-7-O-a-L-ramnopiranozid-8-O-4-D-glucopiranozida), rhodalin
(herbacetin-8-O-p-D-xilopiranozida), rhodalidin (herbacetin-8-O-4-D-xilopiranozid-3-O-4-D-
glucopiranozida), rhodiosin (herbacetin-(3"-O-$-D-glucopiranozil)-7-O-a-L-ramnopiranozida) si
kaempferol-7-O-a-L-ramnopiranozida (Figura A2.1) [311, 317, 318], iar alti zece compusi au fost
identificati mai tarziu de catre Petsalo [216] etc.

Pentru prima data, din rizomi de R. rosea, chimistul rus Kypkuu B.A., in 1985, a izolat si
stabilit structurile chimice a doua monoterpene, si anume rosiridolul (3,7-dimetilocta-2,6-dien-
1,4-diol) si rosiridinul (3,7-dimetilocta-2,6-dien-1,4-diol-1-O-$-D-glucopiranozida) (Figura A2.2)
[320]. Prezenta acestor monoterpene a fost confirmata mai tarziu si de catre Rohloff [229], Brown
[30], Panossian [208]. Intr-un studiu realizat de Ma si colab. [180], au fost identificate si elucidate
structurile chimice a cinci noi glicozide monoterpenice, precum rhodiolosidele A-E (Figura
A2.2), iar ulterior a fost identificata si monoterpena rhodiolosida F de catre Ali [6]. De asemenea
au fost izolate si stabilite structurile chimice a doua triterpene daucosterol [30, 308, 320] si S-
sitostirol [30, 308].

Rizomii de R. rosea se caracterizeaza printr-o aroma placuta de trandafir, care se datoreaza
uleiului esential. In urma analizei compozitiei uleiului esential din rizomi de R. rosea, cultivati in
diferite zone, au fost identificate numeroase componente. Potrivit lui Rohloff, in compozitia
uleiului esential din rizomii cultivati in Norvegia au fost identificati in total 86 de constituenti
[229]. in principal, cele mai abundente substante volatile au fost n-decanolul, geraniolul, 1,4-p-
mentadien-7-olul, limonenul, a-pinenul si dodecanolul (Figura A2.3).

Geraniolul a fost identificat ca cea mai importantd aroma asemanatoare trandafirului,
alaturi de formatul si acetatul de geranil, alcoolii benzilici si fenilici. Notele florale, cum ar fi
linalolul si oxizii sdi, nonanalul, decanalul, nerolul si alcoolii cinamici, accentueaza aroma florala

a rizomilor de R. rosea (radacina de trandafir).
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Conform datelor FAO [133], uleiul esential din rizomii de R. rosea cultivati in Finlanda si
Ungaria a constituit 0,05% din masa uscata, iar cele mai abundente substante volatile au fost

miterolul, trans-pinocarveolul, geraniolul si alcoolul dihidrocumin.

b. Principiile de standardizare a extractelor metaboligilor secundari din rizomii de R.
rosea. Numeroase studii, care demonstreaza potentialele efecte bioactive ale R. rosea, au condus
la clasificarea acesteia ca plantd medicinala de catre Comitetul Farmacologic Rus al Ministerului
Sanatatii, Farmacopeea Nationald Suedeza si Canadiana [208]. Standardizarea extractelor din
rizomi de R. rosea a trecut prin doua faze. Initial, in anul 1970, salidrozidul a fost considerat un
compus cu proprietati farmacologice unice. De aceea, prima generatie de extracte de R. rosea
aprobata de Comitetul pentru Farmacopeea Rusa a fost standardizata la un continut de minimum
0,8% salidrozid [30, 305]. Dar, salidrozidul se contine si in alte specii din genul Rhodiola, de aceia
acest compus nu a putut fi utilizat drept marker unic al speciei [315, 322]. La sfarsitul anilor 80,
pe baza analizelor comparative, a fost demonstrat ca extractul initial cu potential farmacologic
contine si alti compusi activi specifici pentru specia R. rosea. Acestia nu fusesera inca identificati.
Din datele prezentate de Pannosian, numai in regiunea Altai existd aproximativ 24 specii de
Rhodiola, care pot fi identificate gresit drept R. rosea [208]. Printre ele se numara R. kirilowii, R.
yunnanensis, R. crenulata, R. sacra si R. sachalinensis. In cercetarile recente, referitor la
identificarea speciilor de Rhodiola ale genului respectiv, se utilizeazd metode noi, precum
genotiparea si markerii chemotaxonomici. Pe baza profilurilor chimice, obtinute din 47 probe de
Rhodiola colectate in China, bundoara R. crenulata, R. sachalinensis, R. himalensis, R. serrata, R.
fastigiata, R. kirilowii si R. rosea, au fost detectati opt markeri de referinta caracteristici in diferite
concentratii si la diverse specii [176]. Ca markeri de referinta au fost luati compusii: rosavinul,
rosarinul si rosinul, p-tirosolul si salidrozidul, catehina, rhodionina si acidul galic. Salidrozidul si
acidul galic au fost identificati in toate speciile, in timp ce rosarinul si rosinul au fost detectati in
R. sachalinnsis, R. himalensis si R. rosea. Rosavinul a fost caracteristic numai pentru R.
himalensis, R. serrata si R. rosea. Prin urmare, din cele circa 136 specii ale genului Rhodiola
numai specia R. rosea contine rosavin si rosarin [271, 322]. Pana in prezent, calitatea extractului
de R. rosea este in principal determinata de suma continutului glicozidelor acidului cinamic in
raport cu rosavinul (nu mai mic de 1%) si salidrozidul (nu mai putin de 0,8%) [90, 330, 332].

Activitatea farmacologica a extractelor metabolitilor secundari din rizomi de R. rosea.
Testarea biologica a diferitor extracte de adaptogeni vegetali, utilizand modele de animale, a
demonstrat cd componentele active ale extractelor din rizomi de R. rosea, sunt in principal

fenilpropanoidele si derivatii feniletanolului, inclusiv salidrozidul, p-tirosolul si rosavinul [215,
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285, 322]. Fenilpropanoidele: rosavinul, rosinul si rosarinul sunt nu doar markeri pentru rizomii
de R. rosea, ci si farmacologici activi, antioxidanti si neostimulatori [208]. Compusii, cum ar fi p-
tirosolul si acidul galic, s-au dovedit a fi agenti de anihilare a radicalilor liberi [259]. Un studiu
recent a aritat ca rhodioninul si salidrozidul pot avea efecte antitumorale [259]. in plus,

rhodioninul este recunoscut a fi implicat in procesul de invatare si memorare [61].

c. Conservarea si cultivarea plantelor de R. rosea. Datorita proprietatilor sale pretioase,
in ultimele decenii plantele de R. rosea sunt intensiv colectate. Principala sursa de radacini si
rizomi disponibili in comert este din Muntii Altai [32, 102, 105; 208, 221]. De exemplu, in anul
2005 au fost raportate exporturi de rizomi de R. rosea in cantitati de 20-30 t pe an, exclusiv din
Rusia [101]. Peste 46 de companii din intreaga lume comercializeaza produse de R. rosea, iar
aproximativ 30 de companii furnizeaza aceste produse ca ingrediente alimentare [101, 290].
Cresterea rapida a cererii, precum si pretul ridicat oferit pentru materia prima a produs presiuni
sporite asupra habitatelor naturale ale acestei specii. Desi colectarea in tarile europene nu este la
fel de extinsa precum in zona Altai din Rusia, specia a fost raportata ca planta medicinala pe cale
de disparitie in Federatia Rusa, Republica Cehad, Bosnia-Hertegovina [217] si vulnerabild in
Slovacia [102]. R. rosea este, de asemenea, inclusa in Cartea Rosie a Bulgariei, Ucrainei,
Scandinaviei si Suediei [102].

Cele mentionate sugereaza ca sursele naturale de materie prima de R. rosea sunt in continua
descrestere, fapt ce determina necesitatea elaborarii unor metode efective si economic avantajoase
de cultivare a plantei in conditii in vivo si in vitro.

Cultivarea in condifii de camp. Capacitatea de regenerare a plantelor de R. rosea este
destul de lenta si constituie aproximativ 10 — 15 ani [329]. Problema satisfacerii necesitatilor in
materie prima si de conservare a populatiilor naturale de R. rosea poate fi solutionata prin
cultivarea in camp a plantelor si micropropagarea lor. Desi exista informatie ca R. rosea se cultiva
in mai multe zone ale fostei Uniuni Sovietice, [102], precum si in Suedia, Polonia [100, 102],
Germania [102], la ora actuala plantatiile de R. rosea sunt limitate din cauza costurilor 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 [156], recolta de rizomi poate fi compromisa de anumiti factori (lipsa conditiilor
agrotehnice bine elaborate, controlului buruienilor, fertilizarii etc.) [31, 102].

Cu toate ca cultivarea plantelor de R. rosea in conditii de cAmp a fost realizata in mai multe

tari si continente, elaborarea unei agrotehnici de cultivare economic avantajoase a plantei ramane
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a fi un obiectiv neatins inca. Principalele obiective care necesita a fi elucidate constau in obtinerea
artificiala a biomasei rizomilor de R. rosea cu continut si compozitie de MS comparabila cu cea
caracteristica rizomilor colectati in conditii naturale.

Micropropagarea plantelor de R. rosea in conditii in vitro. Pe parcursul cercetarilor din
ultimii ani au fost elaborate si stabilite mai multe protocoale de micropropagare in vitro a speciei
Rhodiola (R. crenulata, R. kirilowii, R. quadrifida, R. sachalinensis), inclusiv R. rosea, care este
si cea mai pretentioasa privind conditiile de cultivare. Acest lucru este confirmat si de numeroase
publicatii, in care au fost prezentate rezultate contradictorii. Datele din literatura ne demonstreaza
ca pentru fiecare caz in parte, conditiile optime sunt determinate experimental. Trebuie remarcat
faptul ca rezultatele obtinute cu succes asupra inducerii organogenezei in vitro au fost realizate
utilizand toate organele plantei R. rosea. Practic, fiecare lucrare separata, privind cultivarea in
vitro a R. rosea, ofera protocoale de cultivare independente, care determind compozitia si
concentratia regulatorilor de crestere, precum BA, AIA, ANA, AIB si 2,4-D [112, 261, 262].
Concentratia optima si combinarea regulatorilor de crestere a plantelor depinde de genotip, ecotip,
tipul explantului si stadiul de dezvoltare [295].

Unele scheme eficiente de micropropagare in vitro a plantelor de R. rosea, care ar permite
restabilirea habitatelor, conservarea germoplasmelor si posibila aplicare biotehnologica pentru
producerea substantelor valoroase, au fost elaborate de catre Tasheva [261] si Ghiorghita [112].
Aceste cercetari au inclus utilizarea diverselor tipuri de explant, precum mugurii apicali si
habitatele naturale. Rezultate reusite au fost obtinute din semintele germinate pe mediul de
cultivare Murashige-Skoog modificat [200], ce contine 2 mg/l Zea sau BA fiecare [261].
Reducerea concentratiei acestor regulatori a stimulat formarea lastarilor, obtinand in pasajele
urmatoare un coeficient de multiplicare egal cu 5. Inducerea rizogenezei a avut loc pe 2 MS
suplimentat cu 2 mg/l AIB, iar stimularea cresterii radacinii prin adaugarea a 0,2 mg/l AIA [261].

In cazul cand se doreste micropropagarea unui genotip valoros, se recurge la initierea
culturii direct din plantele mature ce se gasesc in habitatele naturale. Anume, printr-un astfel de
procedeu au fost micropropagate plantele de R. rosea de catre Ghiorghita [112], utilizand segmente
si varfuri de lastari. Dintre toate variantele experimentale, cele mai bune combinatii pentru
micropropagarea acestei specii au fost Kn/ANA si Zea/AlA, caracterizate si prin rizogeneza
intensa.

Rezumand cele mentionate, constatam ca anumite cerinte privind conditiile de cultivare in
vitro a speciei R. rosea nu sunt disponibile in acest sens si este necesar de a elabora propriul

protocol pentru micropropagarea genotipului selectat.
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d. Cultura in vitro de R. rosea ca metodd alternativid de obtinere a metabolifilor
secundari. Obtinerea tot mai dificila a compusilor derivati din plante a determinat industria si
oamenii de stiinta sa ia in considerare posibilitatea investigarii culturilor celulare, ca metoda
alternativa si durabila de obtinere a produselor farmaceutice naturale valoroase. Acest procedeu
ofera posibilitatea constituirii factorilor de mediu favorabili pentru multiplicarea culturilor celulare
si acumularea metabolifilor secundari. Mai mult decat atat, pot fi aplicate mai multe strategii
privind cresterea metabolitului dorit, facilitind procesele descendente si obtindnd randamente
crescute ale metabolitului-cheie [118, 173, 186]. In ultimele decenii au fost efectuate un sir de
cercetari, privind obtinerea MS caracteristici rizomilor de R. rosea pe cale biotehnologica,
utilizand cultura celulelor si tesuturilor [17, 173, 277]. Primele rapoarte privind culturile de celule
si organe de R. rosea in conditii in vitro au fost obtinute in 1980, iar in 1981, de catre Alexandrova,
a fost obtinut si primul brevet pentru metoda de regenerare a radacinilor de R. rosea in vitro. in
aceasta lucrare nu a fost furnizata informatie cu privire la termenii de inducere a culturii [329].

Numeroase cercetari au fost efectuate privitor la stabilirea culturii de calus la specia
Rhodiola. Sheng si colab. au investigat inducerea si mentinerea culturii de calus la Rhodiola
quadrifida (planta utilizata in medicina traditionala chineza de peste 1000 de ani) [244]. Cultura
de calus a fost indusa pe mediul nutritiv Murashige si Skoog [200] suplimentat cu 2,4-D, ANA,
BA si Kn, iar pentru mentinerea lui, mediul nutritiv a fost suplimentat numai cu 2,4-D, Ba si Kn.
Tasheva si Kosturkova au reusit sa induca cultura de calus de Rhodiola rosea in prezenta unui
spectru mai variat de fitohormoni, precum BAP, 2-iP, Kn, 2,4-D, AlA, ANA, dar cele mai reusite
rezultate au fost obtinute in variantele ce contineau BA si 2,4-D [262]. Dupa 30 de zile de cultivare,
a fost determinat continutul de salidrozid, totodata s-a constatat biosinteza si a altor substante
biologic active 1n cultura de calus cercetata. Kim si colab. au descoperit ca in calusul obtinut din
frunze de Rhodiola sachalinensis, cultivat pe mediul nutritiv Gamborg, suplimentat cu ANA, BA
si 5% zaharoza, biosinteza salidrozidului a atins un nivel superior (0,41% raportat la masa uscata),
comparativ cu rizomul intact (0,17%) [153].

Actualmente existd un numar limitat de rapoarte privind biosinteza MS in cultura de calus
si agregate celulare de R. rosea, iar publicatii stiintifice pentru inducerea si cultivarea radacinilor
izolate ale acestei specii inca nu sunt. MS biosintetizati in calusul si agregatele celulare de R. rosea
includ fenilpropanoidele: rosavinul, rosinul, rosarinul (Figura Al.1) si triandrina [98, 122, 123,
124, 163], feniletanoloidele: salidrozidul si p-tirosolul [164], acidul fenolic — acidul galic si acizii
hidroxicinamici: clorogenic, cafeic si acidul p-cumaric (Figura Al.1) [98, 163, 325]. Cu toate
acestea, MS produsi in vitro sunt sintetizati in cantitati mici [122], iar in unele cazuri nici nu au

fost generati [187] sau au nevoie de conditii specifice pentru biosinteza lor, cum ar fi adaosul de
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precursori [117, 122, 123, 124]. Existd rapoarte privind biosinteza salidrozidului de catre
microorganisme [16]. Unul din motivele biosintezei scazute a salidrozidului este eficienta scazuta
a glicolizarii si non-sincronizarea activitatii UDP-glicoziltransferazei cu acumularea p-tirosolului
[117, 291].

Rezumand cele mentionate mai sus, putem conclude ca cultura in vitro de R. rosea
reprezintd o metoda valoroasa de cercetare a influentei diferitor factori chimici si fizici asupra
sporirii biomasei si acumularii principiilor active in celule. Numai cunoscand mecanismele de
reglare a acestor procese devine posibild elaborarea unor tehnologii avantajoase de obtinere a

metaboligilor secundari din sursele vegetale.

1.5. Concluzii la capitolul 1

1. Biosinteza metabolifilor secundari implica un numar relativ mic de compusi biochimici,
care ulterior sunt modificati prin diferite cicluri intr-un numar extrem de larg de substante
secundare. Metabolifii secundari obtinuti in rezultatul reactiilor biochimice sunt considerati
cruciali pentru supravietuirea organismului producator, adesea identificati numai intr-un anumit
stadiu al cresterii si dezvoltarii speciei sau in cadrul numai unei specii.

2. Cercetarea mecanismelor de reglare si biosinteza a metaboligilor secundari la plante da
posibilitate de a intensifica procesul producerii lor pe cale biotehnologica. Culturile in vitro a
celulelor si tesuturilor este unanim apreciata ca metoda alternativa si durabila de obtinere a
metabolirilor secundari. Acest procedeu oferd posibilitatea constituirii factorilor de mediu
favorabili pentru multiplicarea culturilor celulare si acumularea produselor farmaceutice naturale
valoroase.

3. Rhodiola rosea L., datoritda proprietatilor sale medicinale pretioase si colectarii
intensive, se afla in pericol de disparitie in multe regiuni ale globului. Componentii activi,
caracteristici speciei R. rosea, se acumuleaza preponderent in rizomi, avand proprietati
adaptogene, biostimulatoare si antioxidante. Cultivarea plantelor de R. rosea in conditii in vivo si
in vitro a fost realizata in mai multe tari si continente, dar problema privind obtinerea metabolirilor
secundari caracteristici pentru R. rosea ramane un obiectiv neatins inca.

4. Din informatia din literatura de specialitate urmeaza, ca in foarte putine lucrari este
investigata influenta proceselor de acumulare a metabolitilor secundari in organele plantelor
medicinale, in particular, in rizomii de R. rosea in functie de conditiile arealului de crestere.

5. Cultura in vitro de R. rosea reprezintda o metoda valoroasa de cercetare a influentei
diferitor factori chimici si fizici asupra sporirii biomasei si acumularii principiilor active in celule.

In asa fel atat cultura calusului, cat si cultura agregatelor celulare de R. rosea reprezinti un obiect
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model important in vederea cercetdrii influentei diferitor factori asupra proliferarii celulare,
biosintezei si acumularii metabolitilor secundari. Numai cunoscand mecanismele de reglare a
acestor procese devine posibila elaborarea unor tehnologii avantajoase de obtinere a metabolitilor
secundari din surse vegetale cultivate in conditii in vivo si in vitro. Acest deziderat constituie
scopul cercetarilor noaste.

In acest context lucrarea are o deosebita importanta si actualitate incontestabild in aspectul
gnoseologiei mecanismelor privind acumularea principiilor active in rizomii de R. rosea din
populatiile carpatine (indeosebi cele din Romania) si 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 metabolirilor secundari

si Obtinerii lor pe cale biotehnologica.
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2. MATERIALE SI METODE DE CERCETARE
2.1. Obiectele de studiu
Ca obiect de studiu in vivo au servit plantele din specia R. rosea L., colectate din
populatiile muntilor Carpati, masivul Ineu, Romania (Figura 2.1A, B). In cercetiri au fost utilizati
rizomi (Figura 2.1C) si seminte (Figura 2.1D) ale plantelor de R. rosea colectate din habitatele

naturale ale Romaniei in timpul expeditiilor organizate in Carpatii Orientali, pe masivul Rodnei,

piscul Pietrosul si Ineu (judetul Bistrita-Nasaud), si masivul Ceahlau (jud. Piatra Neamt).

Fig. 2.1. Plante (A, B), rizomi (C) si seminte (D) de R. rosea colectate din habitatele
naturale ale muntilor Carpati (Masivul Ineu, Romania).

Rizomii plantelor de R. rosea colectati la inceputul lunii septembrie, anul 2004, au fost
inclusi pentru multiplicarea vegetativa si pentru analiza biochimica a MS acumulati in conditii
naturale, iar semintele au servit pentru multiplicarea generativa si initierea culturii in vitro din
aceste genotipuri. De asemenea, au fost analizati rizomii plantelor de R. rosea colectati din diferite

habitate ale Muntilor Carpati din Romania, Ucraina si Polonia. In cercetiri au fost la fel utilizate
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si plante de R. rosea obtinute din seminte si cultivate in conditii de laborator, in Rezervatia
Stiintifica ,,Plaiul Fagului”, raionul Ungheni, si Gradina Botanica a Universitatii Nationale din or.
Cernauti, Ucraina.

Pentru cercetarile fiziologice si biochimice a fost utilizat materialul biologic obtinut in
cultura in vitro a speciei R. rosea: plantulele de R. rosea micropropagate in vitro (1); calusul (2)

si agregatele celulare (3).

2.2. Metodele si procedeele de cercetare

2.2.1. Metode de multiplicare si cultivare a plantelor de R. rosea in conditii in vivo

Multiplicarea plantelor de R. rosea prin germinarea semingelor colectate de la plantele
spontane din Masivul Ineu, Romdnia. Semintele de R. rosea au fost colectate la sfarsitul lunii
august. Pentru eliminarea starii de dormitare si sporire a ratei de germinare, semintele au fost
imersate timp de 24 ore in solutie de acid giberelic (GA3) cu concentratia de 0,05% [160]. Ulterior,
au fost puse la stratificare. Stratificarea semintelor a fost realizata dupa metoda clasica prin
incubare pe nisip umed la temperatura de +4°C si intuneric [69, 307], in termostat (Friocell) cu
umiditatea relativa a aerului de 75-85%. Dupa expirarea perioadei de stratificare, la a 21-a zi, rata
de germinare a semintelor de R. rosea a atins ~ 95% (Figura A3.1A).

Ulterior, cutiile Petri cu semintele germinate au fost transferate in termostat la temperatura
de +22°C, umiditatea relativa a aerului 75-80% si fotoperioada de 16 ore si 8 ore intuneric. Dupa
o saptdmana de cultivare plantulele au atins inaltimea intre 0,5 si 2,5 cm (Figura A3.1B). La fel
mentionam ca in aceasta perioada a fost depistat un numar mare de plantule de R. rosea albinoase
(Figura A3.1B) cu/sau fara radacini. Plantulele bine dezvoltate au fost transferate in sol si
mentinute In camera de cultivare iluminatd natural.

Pentru cultivarea ulterioara a plantelor de R. rosea in conditii de camp, o parte din plantule
au fost cultivate in sera Institutului de Genetica, Fiziologie si Protectie a Plantelor, iar alta parte in
sera special construitd in rezervatia stiintifica ,,Plaiul Fagului” din raionul Ungheni si in camp
deschis (grila de referinta 61° 44'N, 27° 18'E) pe o parcela cu expozitie spre rasarit-sud. Solul din
sera IGFPP era constituit din cernoziom tipic moderat, cu pH-ul 6,5, iar cel din ,,Plaiul Fagului”
era sol de padure, cu pH-ul 6,2. Marimea parcelelor experimentale a variat de la 2 m? pana la 40
m?, in trei repetitii.

Multiplicarea plantelor de R. rosea prin cresterea rizomilor sectionayi. R. rosea, fiind
planta perena, poate fi propagata si prin divizarea rizomilor. Pentru aceasta, rizomul subteran a
fost separat in sectiuni cu lungimea de 1,5 si 15 cm, care continea cel putin un mugure si cateva

radacini pe fiecare portiune. Fragmentele sectionate au fost plantate primavara in sol, in rezervatia
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stiintifica ,,Plaiul Fagului”. Datorita faptului ca sectiunile au fost relativ mari, ele au inceput sa
creasca dupd aproximativ 3 saptdmani de la plantarea in conditii de camp. Durata cultivarii a

constituit aproximativ 3 ani.

2.2.2. Multiplicarea plantelor de R. rosea in conditii in vitro

Introducerea in vitro a speciei R. rosea a constat mai intai in obtinerea materialului aseptic
utilizat in elaborarea metodei de micropropagare in vitro (1); initierea culturii calusului (2), din
care ulterior au fost obtinute agregate celulare (3).

Plante aseptice de R. rosea au fost obtinute din seminte sterilizate cu solutie de ACE (agent
de indlbire pe baza de clor), in concentratie de 20%, pe parcursul a 7 min si spalate de trei ori cu
apa distilata sterila. Ulterior, semintele au fost plasate la stratificare in conditii Sterile pe strat de
agar dizolvat in apa distilata in concentratie de 0,6%. Dupa 21 zile de stratificare si 14 sile de
mentinere in camera de cultivare (vezi p. 2.2.1.) au fost obtinute plantule sterile (Figura A3.2). O
parte dintre acestea a fost utilizata pentru elaborarea metodei de micropropagare, iar alta pentru
inducerea calusului si a agregatelor celulare.

Introducerea si micropropagarea plantelor de R. rosea in cultura in vitro. Pentru
realizarea micropropagarii plantelor de R. rosea au fost testate mai multe medii de cultivare. In
final, pentru micropropagare a fost utilizat mediul nutritiv. Murashige-Skoog de baza [200].
Mediile nutritive se deosebeau dupa continutul unor componenti, precum BA - 0,2 mg/L, AlA -
0,1 mg/L si carbune activ — 1200 mg/L [34, 36]. Inainte de autoclavare mediile de cultivare au fost
ajustate la valoarea pH 5,8-6,5 cu ajutorul solutiei de 2N NaOH sau 1 N HCI. Recipientele cu
mediile nutritive au fost autoclavate la 121°C, presiunea 1,1 bari, timp de 22 min. Cultivarea in
Vitro a fost realizati la temperatura de +26°C, fotoperioada de 16 ore (intensitatea luminii 1000-
2000 Ix) si 8 ore Intuneric. Umiditatea relativa a aerului in camera de cultivare a constituit ~70%.

Inducerea si menginerea culturii calusului si a agregatelor celulare de R. rosea.
Inducerea calusului a fost realizata din frunzele plantelor sterile. Segmente foliare au fost inoculate
pe mediul nutritiv MS solid (0,6% agar), suplimentat cu 1,5 mg/L BA si 0,5 mg/L ANA, si
amplasate in camera de cultivare cu fotoperioada de 16 ore si 8 ore intuneric, intensitatea luminii
de 2000 Ix. in baza mai multor testari efectuate a fost demonstrat ca in acest mediu celulele
calusului prolifereaza activ, fiind denumit ulterior mediul de baza MS. Pentru mentinerea
calusului, la fiecare 40 zile de cultivare fragmente de calus cu masa de aproximativ 2 g se transfera
pe mediul MS proaspat cu aceeasi compozitie.

In scopul obtinerii culturii agregatelor celulare au fost utilizate 2 g fragmente de calus cu

varsta de 20 zile inoculate pe mediul de baza MS - lichid (lipsit de agar), suplimentat cu 1,5 mg/L
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BA si 0,5 mg/L ANA. Vasele de cultivare au fost amplasate pe un giratoriu cu cauciucuri la 75
rot./min aflat in camera de cultivare. Pentru mentinerea culturii, la fiecare 20 de zile de cultivare,

agregatele celulare au fost transferate prin decantare in mediu MS proaspat.

2.2.3. Metode de determinare a parametrilor fiziologici si biochimici a culturii in vitro

Determinarea dinamicii de crestere a calusului si agregatelor celulare in conditii in vitro.
Cresterea calusului a fost monitorizata consecutiv, la intervale de 10 zile, pana in ziua 90-a de
cultivare. La cultura agregatelor celulare monitorizarea a fost realizata la intervale de 5 zile, pana
la varsta de 25 zile. Pentru fiecare analiza au fost luate aleatoriu céte 3 vase. In baza valorilor
masei materialului proaspat si a celui uscat a fost determinatd dinamica cresterii calusului si
agregatelor celulare, iar in baza rezultatelor obtinute a fost construitd curba dinamicii de crestere
a calusului si agregatelor celulare. Pentru a caracteriza dinamica de crestere a fost determinat
indicele de crestere. El reprezinta raportul dintre acumularea biomasei in dinamica si biomasa

initiala, conform Godoy-Hernandez, G., Vazquez-Flota [114].

2.2.4. Studiul influengei factorilor chimici si fizici asupra dinamicii de crestere a culturii
in vitro de R. rosea

Influensa fitohormonilor. Pentru optimizarea conditiilor de cultivare a calusului si
agregatelor celulare, initial au fost testate medii nutritive ce contineau urmatorii fitohormoni: BA
(6-benzilaminopurind), Kn (chinetina), ANA (acid a-naftilacetic), 2,4-D (acid 2,4-
diclorfenoxiacetic) si AIB (acid indolil-3-butiric) in concentratii si raporturi variate, Tabelul 2.1.
O atentie deosebita a fost atrasa raportului dintre continutul citochininelor si auxinelor.

Tabelul 2.1. Parametrii mediilor de testare a influentei diferitor fitohormoni, introdusi in

mediul nutritiv MS agarizat si lichid, asupra cresterii calusului si agregatelor celulare de

R. rosea.

Ne Concentratia fitohormonilor, mg/L

variantei BA Kn | ANA 2,4-D AIB

Mediul nutritiv agarizat
1 0,5 0,5 1 = -
2 0,5 - - - 0,5
3 1 - - 2 -
4 15 - 0,5 - -
5 - 0,5 1 - -
6 - 0,5 - 1 -
Mediul nutritiv lichid

1 0,5 - - - 0,5
2 15 - 0,5 - -
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In cercetare au fost introduse sase variante cu concentratii diferite de fitohormoni pe mediul
nutritiv MS agarizat si doua variante pe mediul nutritiv MS lichid (Tabelul 2.1).

Influensa alcoolului cinamic. Cultivarea calusului si agregatelor celulare a fost realizata
pe mediul nutritiv MS de baza (martor) si pe medii experimentale, la care suplimentar s-a adaugat
alcool cinamic (Sigma), precursorul de sinteza a rosavinului. Alcoolul cinamic a fost introdus in
mediul lichid, atingdnd concentratia finala de 1, 2 si 4 mM. Sterilizarea alcoolului cinamic a fost
efectuata cu ajutorul filtrului cu membrana Millipore cu diametrul porilor de 0,2 um.

Influensa reglatorului natural de crestere Reglalg. RNC Reglalg, testat in experiente, a
fost initial sterilizat prin filtrare (conform procedeului descris mai sus), iar ulterior introdus in
mediul nutritiv MS de baza steril (continand fitohormonii BA si ANA) in urmatoarele rapoarte:
1/800, 1/1000, 1/1200, 1/1400 si 1/1800 (variante experimentale). in mediul din varianta martor
au fost introdusi doar fitohormoni.

Influenza radiagiilor ultraviolete. Pentru testarea actiunii radiatiilor ultraviolete, cresterea
calusului de R. rosea a fost efectuata la regimul de temperatura de +26°C, cu perioada de 16 ore
lumina (2000 lux) si 8 ore intuneric (martor), calusul a fost tratat suplimentar, incepand cu ora a
doua a perioadei de iluminare, cu unde UV (280-320 nm) (experimental). Iradierea cu UV a
calusului de R. rosea a fost efectuata zilnic pe parcursul a 18 zile (incepand cu ziua a 12-a de la
realizarea pasajului). Expunerea la radiatia UV a fost efectuata pe parcursul a 5, 15, 30, 60, 120 si
180 min. In total au fost testate 7 variante.

Influenza expunerii de scurti durati la temperaturi joase pozitive. Pentru testarea actiunii
de scurta durata a temperaturilor joase pozitive, cresterea calusului si a agregatelor celulare a fost
realizata la regimul de temperaturd de +26°C (martor), cu expozitia in termostat la temperatura
+4°C, +8°C timp de 30, 60, 180, 360 min (variantele experimentale) in ziua a 20-a si, respectiv, a
12-a dupa pasaj (la inceputul fazei exponentiale de crestere).

Influenta expunerii de scurta duratd la temperaturi negative. Pentru testarea actiunii de
scurtd durata a temperaturilor negative, cresterea calusului si a agregatelor celulare a fost realizata
la regimul de temperatura de +26°C (martor) si de expozitie la -16°C, -14°C, -12°C, -8°C, -4°C
timp de 8 ore (variantele experimentale) in ziua a 20-a si, respectiv, a 12-a dupa pasaj (la inceputul

fazei exponentiale de crestere).

2.2.5. Metode fiziologice si biochimice de analiza a materialului vegetal
Determinarea viabilitatii celulelor cultivate in vitro. Determinarea viabilitatii celulelor
calusului si agregatelor celulare de R. rosea a fost realizata prin metoda spectrofotometrica. Atat

in cazul dat, cat si in restul cercetarilor spectrele de absorbtie UV-VIS au fost inregistrate la
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spectrofotometrul Agilent 8453 in diferite diapazoane (190 - 1100 nm). Metoda de determinare a
viabilitatii celulelor reprezinta evaluarea integritatii membranei celulare utilizdnd colorantul
Metilen blue (Panreac), care difuzeaza prin membranele deteriorate colorand doar continutul
celulelor moarte. In baza unor experiente preliminare, metoda respectiva a fost adaptata pentru
cultura calusului si agregatelor celulare de R. rosea. Initial a fost construita curba de calibrare.
Pentru aceasta au fost prelevate mostre din calusul de R. rosea in faza exponentiala de crestere (la
a 20-a zi de cultivare cand se presupune ca toate celulele sunt vii). Cultura prelevata a fost divizata
in doua variante. Prima varianta reprezenta celulele intacte — vii. La celulele din varianta a doua a
fost indusa moartea totala prin incubarea probei in solutie de 10% NacCl, la +37°C, timp de 1 ora.
Ulterior, proba cu celule vii a fost amestecata cu cele moarte in urmatoarele proportii: 100:0;
75:25; 50:50; 25:75 si, respectiv, 0:100%. Amestecurile rezultate au fost colorate prin adaugarea
solutiei de Metilen blue de 0,1% si mentinute la temperatura camerei timp de 5 min. Raportul
dintre masa culturii celulare si volumul solutiei de colorant a fost de 1:5 (m/v). Probele obtinute
au fost spalate de excesul de colorant cu patru volume de apa distilata. Ulterior, colorantul din
probe a fost extras prin agitare cu solutie de 20% acid acetic in etanol pe parcursul a 15 min.
Amestecurile alcatuite din celule vii si moarte in raporturi diferite au format o dependenta directa
intre procentul continutului de celule moarte si valoarea absorbtiei la lungimea de unda egala cu
660 nm (Figura A4.1) [239]. Graficul construit, a fost utilizat ca curba de calibrare in determinarea
viabilitatii celulelor culturi calusului de R. rosea. La diferite faze de crestere a culturii calusului si
agregatelor celulare a fost realizatd colorarea cu Metilen blue, dupa metoda descrisa mai sus, si
determinand procentul de celule moarte la diferite faze de crestere a culturilor.

Determinarea conginutului de pigmengi fotosintetici in celulele calusului si agregatelor
celulare de R. rosea. Determinarea continutului de clorofila a, b si carotenoide a fost realizata prin
metoda spectrofotometrica [328]. Pigmentii fotosintetici au fost extrasi din celulele calusului si
agregatelor celulare, prealabil macerate in prezenta pulberii de sticla, cu solutie de 90% acetona in
apa, adaugand 5 volume de solutie pentru extragere la 0 unitate de masa biologica proaspata.
Extractele obtinute au fost separate de biomasa prin filtrare. Concentratia pigmentilor in extracte
a fost apreciata prin determinarea densitatii optice a extractelor la lungimi de unda cu absorbtie
maxima pentru fiecare component: 662 nm (clorofila @), 644 nm (clorofila b) si 440 nm
(carotenoidele), utilizand urmatoarele ecuatii [328].

Extragerea proteinelor solubile totale. Extragerea proteinelor solubile totale din calusul
de R. rosea destinate studiului prin electroforeza unidimensionala a cuprins o serie de operatiuni
consecutive, care aveau drept scop obtinerea unei solutii de proteine nealterate de proteaze. Probele

luate in cercetare au fost mai intdi maruntite la rece cu praf de sticla pand la obtinerea unei
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consistente de pudra, iar apoi transferate in tuburi Eppendorf, adaugandu-se solutie—tampon pentru
extragere (Intr-un raport de 250 mg proba / 100 pL solutie de extragere). Solutia de extragere a
proteinelor continea 1,4% (v/v) f-mercaptoetanol, 0,1% (m/v) sodiudodecilsulfat (SDS), 1M Tris-
HCI, pH 8.8, albastru de bromfenol 0,1% (m/v). Probele au fost agitate timp de 30 min pe un
agitator de tip "Bio-Mini-Shaker™" (Ucraina), apoi incubate in baia de apa fierbinte timp de 3-5 min
pentru a reduce complet puntile bisulfide si a inhiba activitatea proteazelor. Ulterior, probele au
fost centrifugate timp de 10 min intr-o centrifuga de tip SIGMA 3K30 (SUA) la o viteza de 15.000
rot./min. Supernatantul, este pus la pastrare in congelator la -16...-20°C sau imediat supus
electroforezei unidimensionale.

Electroforeza unidimensionalid a polipeptidelor. Electroforeza unidimensionald a fost
efectuata in bloc vertical in gel de poliacrilamida (PAAG), conform metodei Laemmli [169],
modificata, in conditii denaturante in prezenta de SDS. Specificul metodei consta in faptul cd gelul
de separare este in forma de gradient liniar cu concentratia de 10 - 18% de acrilamida/bisacrilamida
(29,2/0,8). Gelul de separare a fost preparat utilizand 1,5 M Tris-HCI (pH-ul 8,8), 10% SDS, 10%
persulfat de amoniu si TEMED, iar gelul de concentrare (4,8%) — 1,0 M Tris-HCI (pH-ul 6,8),
10% SDS, 10% persulfat de amoniu si TEMED.

Electroforeza s-a desfasurat la 26 mA - 14 mA pana cand frontul colorantului a ajuns la 1
cm de la marginea inferioara a gelului de separare. Solutia—tampon de migrare a avut urmatoarea
componenta: 25 mM Tris, 192 mM glicina, 0,1% SDS (m/v), pH-8,3. Dupa electroforeza gelul a
fost colorat cu 0,25% Coomasie Brilliant Blue G-250 (Fluka) in 10% acid acetic si 45% metanol,
timp de 30 min. Ulterior, gelul a fost decolorat in solutie de 10% acid acetic si supus analizei.
Pentru determinarea masei moleculare relative a proteinelor au fost utilizate probe cu markeri cu
valori cuprinse intre 6,5 kD si 180 kD.

Obtinerea extractelor proteice pentru determinarea activititii enzimatice. Extractele
enzimatice au fost obtinute prin macerarea biomasei proaspete a calusului sau agregatelor celulare
de R. rosea in solutia-tampon de 0,05 M fosfat de sodiu, cu adaos de 1,5% (m/v)
polivinilpolipirolidon, 1 mM EDTA si 0,5 mM fenilmetilsulfonilflorura, pH — 6,8. Raportul dintre
masa culturii celulare si volumul solutiei de extractie a fost de 1:1. Proteinele solubile extrase au
fost separate prin centrifugare la +4°C, 16 000 g pe parcursul a 15 min.

Metodele de determinare a activitdtii diferitor enzime

Determinarea activitatii _peroxidazei. Activitatea cantitativa a peroxidazei (PO) (EC

1.11.1.7) 1n fractiile proteice a fost determinata spectrofotometric (A = 334 nm). Esenta reactiei
constd in oxidarea benzidinei cu H202 in prezenta peroxidazei, timp de 2-3 min la +25°C [119,

188]. Benzidina oxidatd trece in p-parahinondiimida, care formeaza cu benzidina neoxidatd un
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compus de nuanta verde-albastra. Ulterior, nuanta extractului treptat se transforma in culoare
maro. Amestecul reactant a constat din 4 mL solutie—tampon fosfat de sodiu de 50 mM (pH-ul
7,8), 100 uL H,0,de 2,5mM, 100 pL benzidina de 34 pM si 100 pL extract. In cuveta de referinta
a lipsit H20». Activitatea enzimatica a peroxidazei a fost efectuata determinata conform ecuatiei:

A= (AD ¢V ¢ X) /(T o L » meAm),

unde: A — activitatea enzimei; AD — modificarea densitatii optice (diferenta dintre
densitatea optica de la finele reactiei si densitatea optica la momentul initial); V— volumul total al
extractului obtinut, mL; X — dilutia finala a extractului in cuveta (raportul dintre volumul
amestecului de reactie si cantitatea de extract care urmeaza sa fie adaugata); T — durata reactiei, s;
L — grosimea stratului solutiei analizate, cm; m — masa probei, g; Am — raportul dintre masa uscata
sl masa proaspata.

Studierea spectrului electroforetic al PO a fost realizata prin electroforeza in conditii native,
in gel de poliacrilamida de 7,5% [75]. Vizualizarea benzilor corespunzitoare activitatii
izoenzimelor PO a fost posibila incuband gelul in solutie ce contine benzidina cu concentratia 1,9
mM si 0,6% H2O> in calitate de substrat [54]. Gelurile au fost mentinute la temperatura camerei
pana la aparitia benzilor maro. Reactia a fost oprita prin clatirea gelurilor cu apa deionizata.

Determinarea_activitatii catalazei. Pentru determinarea activitatii catalazei (CAT) (EC

1.11.1.6) a fost utilizata metoda spectrofotometrica, monitorizand diminuarea absorbtiei la 240 nm
prin descompunerea H2O2 pe parcursul a 2-3 min [21]. Amestecul reactant a constat din 2 mL
solutie-tampon fosfat de potasiu 50 mM (pH-ul 7,0), 100 nL. H202 de 20 mM si 100 uL extract.
Activitatea enzimatica a catalazei fost determinata conform ecuatiei prezentate mai sus. Activitatea
enzimaticd a extractului a fost apreciatd In baza numdrului de micromoli de H:02 care se
descompun intr-un minut, o unitate a activitatii CAT fiind egald cu 1 pmol H202 descompus intr-
un minut [196].

Prepararea extractelor din calusul de R. rosea si metodele de determinare a
conginutului compusilor fenolici, conginutului total de flavonoide si a activitdtii antioxidante
totale. Pentru extragere a fost utilizata biomasa uscata si solutie de alcool etilic cu concentratia de
60%, luate in raport de 1: 3. Amestecul a fost agitat pe parcursul a 4 ore la temperatura camerei (~
20°C), apoi centrifugat pe parcursul a 15 min la 12000 rot./min. Supernatantul a fost utilizat pentru
a determina continutul compusilor fenolici, continutul total de flavonoide si  activitatea
antioxidanta totala.

Metoda de determinare a conginutului compusilor fenolici. Continutul compusilor fenolici

(CCF) a fost determinat dupa metoda [249] cu utilizarea reagentului Folin-Ciocalteu. Amestecul

reactant a constat din 100 pL extract diluat cu apa distilata in raport de 1:2,5 (v/v), 2,3 mL apa
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distilata si 200 pL de reactiv Folin—Ciocalteu. Amestecul obtinut a fost incubat la temperatura
camerei timp de 3-5 min, la care ulterior s-a adaugat 1,4 mL de solutie de 29% carbonat de sodiu,
agitandu—| puternic. Inainte de a fi supus analizei la spectrofotometrul UV-VIS (Agilent 8453) la
A=760 nm, amestecul a fost incubat timp de 40 min la 18-20°C. Concentratia totala a compusilor
fenolici intr-un gram de masa proaspata a fost exprimata in echivalenti ai acidului galic care
asigura aceiasi densitate optica a reactiei (determinati in baza curbei de calibrare). Pentru
construirea curbei de calibrare a fost utilizata substanta standard — acidul galic (Sigma).

Metoda de determinare a conginutului total de flavonoide. Continutul total de flavonoide

(CTF) a fost determinat conform metodei [231]. Amestecul reactant a constat din 200 pL extract,
100 pL solutie cu 1% de AICI3 in 95% etanol, adaugandu—se etanol de 95% pana la volumul total
de 2,5 mL. Dupa 20 de min a fost masurata densitatea optica a solutiei la lungimea de unda egala
cu 430 nm. CTF fiind exprimat in mg/g echivalenti de quercetind intr-un gram de biomasa uscata.
Pentru construirea curbei de calibrare a fost utilizata substanta standard — quercetina (Sigma).

Metoda de determinare a capacitatii antioxidante totale. Capacitatea antioxidanta totala

(Cat) a extractelor din explantii de R. rosea a fost masurata spectrofotometric dupa metoda [198].
Amestecul reactant a constat din 100 pL extract, la care s—au adaugat 900 pL de amestec reactiv
(in final concentratia solutiei fiind de 0,6 M acid sulfuric, 28 mM fosfat de sodiu si 4 mM molibdat
de amoniu). in cuveta de referinta a fost introdus 100 pL solutie etanol de 60% si 900 uL de
amestec reactiv. Densitatea optica a solutiei a fost determinata la lungimea de unda egala cu 695
nm, iar activitatea antioxidanta a fost exprimata in echivalenti de acid ascorbic intr-un gram de
biomasa uscata.

Metoda de determinare a conginutului de prolina. Continutul de prolind din masa uscata a

calusului a fost evaluat in conformitate cu metoda [20]. Amestecul reactant, care a constat din 1
mL extract, 1 mL acid acetic glacial, 1 mL reactiv de ninhidrina, a fost incubat timp de 1 ora pe
baie de apa la fierbere. Reactia a fost oprita prin plasarea fiolelor cu probe intr-un recipient cu
gheata zdrobita. La amestecul reactant s—au adaugat 4 mL toluen, agitandu—I puternic. Densitatea
optica a solutiei ninhidrind-prolina in toluen a fost masurata la lungimea de unda egald cu 520 nm.
Continutul de prolina a fost determinat din curba de calibrare construita, folosind un set de solutii

standard de prolind in acid sulfosalicilic 3%.

2.2.6. Metodele utilizate in separarea, purificarea si analiza metabolizilor secundari
Determinarea masei uscate a rizomilor, calusului si agregatelor celulare de R. rosea.
Rizomii de R. rosea au fost taiati in sectiuni cu lungimea de 5-10 cm, care ulterior au fost cantarite

si uscate in termostat la temperatura de 40 - 45°C pana la atingerea masei constante. Umiditatea
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rizomilor a fost determinati in 4 repetitii. In baza datelor obtinute a fost calculati umiditatea medie
a rizomilor de R. rosea, care pentru rizomii colectati in conditii naturale a constituit Wumid.med.=
59,2 +3,28%.

Identic a fost determinatd masa uscata a calusului si agregatelor celulare de R. rosea, care
in mediu a constituit mysc= 5,24+0,67% pentru celulele calusului si 4,98+0,14% pentru agregatele
celulare.

Extragerea metabolirilor secundari din rizomi. Fragmente uscate ale rizomilor de R. rosea
au fost macinate, obtinandu-se particule cu diametrul de 2-3 mm. Pentru extragerea MS, in baloane
Erlenmeyer (V =150 mL) au fost introduse cate 2,0 g de rizomi, fin maruntiti, la care s-au adaugat
cate 40 mL de metanol (de 60%). Continutul acestora a fost agitat la temperatura camerei (22+2°C)
timp de 1,5 ore, apoi extractele metanolice au fost filtrate prin palnia Buchner.

Pregatirea probei pentru analiza HPLC a inclus cromatografierea prealabila a 1 mL de
extract pe o coloana cu silicagel (1,5 cm x 25 cm, SiO2 2,5 g, L40/100) prin eluare cu un amestec
(100 mL) format din CHCIs : MeOH (1:1). Eluatul, continand MS, a fost distilat la presiune redusa
pana la uscat, iar reziduul (20 mg) a fost redizolvat in 100% MeOH (1 mL), filtrat si supus analizei
HPLC.

Extragerea metabolisilor secundari din agregatele celulare. Probele uscate de agregate
celulare (2,0 g) au fost extrase cu metanol de 100% intr-un raport de masé/volum 1 : 20, timp de
24 ore, extractele filtrate, iar solventul distilat la presiune redusa. Separarea si identificarea
metabolirilor secundari din probele de agregate celulare de R. rosea au fost realizate cu ajutorul
analizei HPLC-ESI-MS.

Analiza HPLC a metabolifilor secundari din agregate celulare de R. rosea. Extractele din
agregatele celulare au fost redizolvate in metanol si supuse analizei HPLC-ESI-MS, utilizand
sistemul HPLC Agilent 1200 Series echipat cu un degazor pentru solventi, o pompa binara, un
sistem de injectare automatd, o coloand cromatografica cu faza inversa (Agilent 300 Extended Cis,
4.6 x 150 mm, 5 um) si un detector UV-VIS DAD (diode array detector). Conditiile optime pentru
separare au fost urmatoarele: temperatura camerei, volumul injectat - 10 pl proba, debitul de
solvent 1 mL/min (cu spliter 9:1 pentru ESI-MS), elutie in gradient: 100- 95% A/0-5% B, 0-10
min; 95-60% A/5-40% B, 10-32 min; 60-0% A/40-100% B, 32-45 min; mentinere 100% B pana
la 55 min, revenire la 0% B in 5 min si echilibrarea coloanei la 0% B incd 10 min, unde (A) este
un amestec de 89% apa, 10% acetonitril si 1% acid formic, iar (B) este 100% metanol. Solventii
au fost filtrati si degazati inainte de utilizare. Separarea a fost monitorizata cu ajutorul detectorului
UV-VIS DAD la 254 si 280 nm; sistemul LC a fost conectat direct la sursa de ionizare prin

electrospray (ESI) a spectrometrului de masa. Conditiile din Q/TOF MS selectate au fost
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urmatoarele: ESI in modul negativ, debitul gazului de uscare (N2) 7 L/min, temperatura gazului
250°C; presiunea din nebuliser 35 psig, voltajul capilarei 4200 V; voltajul de fragmentare 200 V;
compusii au fost investigati pe domeniul m/z 100-1500. Datele au fost inregistrate si procesate
folosind un software MassHunter Workstation.

Analiza metabolifilor secundari in extractele din rizomi de R. rosea cu ajutorul
cromatografiei in strat subtire. Fragmente uscate ale rizomilor de R. rosea (10,0 g) au fost
maruntite si extrase cu solutie de 40% etanol (200 mL) la temperatura camerei (22+2°C) cu agitare
energica timp de 1,5 ore. Extractele alcoolice obtinute au fost supuse cromatografiei in strat subtire
(CSS), pe placi de ,,Sorbfil” (sorbent SiO2 pe suport de plastic), folosind in calitate de sistem eluant
amestecul format din cloroform : metanol (3:1). Detectia a fost efectuata cu acid sulfuric concentrat
cu carbonizarea ulterioard a componentelor. Prin comparare cu standardele au fost identificati p-
tirosolul, salidrozidul si rosavinul (Cromatograma CSS este reprezentatd in Figura 3.1). in mod
identic au fost obtinute extractele din rizomi de R. rosea folosind solutii hidroetanolice (de 50, 60
si 70%), care au fost analizate prin metoda UV-VIS.

Izolarea metabolirilor secundari cu ajutorul metodei de cromatografie pe coloana.
Procesul de extragere este asemanator celui descris mai sus. Suplimentar, pentru sedimentarea
proteinelor si taninurilor, extractul alcoolic a fost tratat cu solutie de 10% tetraacetat de plumb
(Pb(OAC)4) pana la incetarea formarii sedimentului galben. Apoi extractul a fost filtrat, sedimentul
spalat cu solutie hidroetanolica (de 60%, 2 x 20 mL), iar filtratul obtinut a fost centrifugat.
Supernatantul combinat a fost tratat cu solutie de 5% sulfat de sodiu, filtrat si extras cu 1-butanol
(3 x 50 mL). Extractele butanolice au fost combinate, iar solventul a fost distilat pana la volum
mic la presiune redusa. Reziduul a fost filtrat si distilat pana la uscat, obtinandu-se (0,304 g, 3,04%)
un extract brun deschis, care a fost supus cromatografiei pe coloana (CC).

Analiza cu ajutorul spectrofotometriei UV-VIS a extractelor alcoolice din rizomi de R.
rosea. Analiza extractelor etanolice obtinute a constat in determinarea componentilor principali,
precum rosavinul si salidrozidul. Probele de extracte au fost analizate la lungimile de unda Amax
254 si 276 nm, in cuveta de cuart cu grosimea 0,2 mm. In calitate de solvent a fost folosit alcoolul
etilic de 40% (EtOH 40%). Anterior, utilizdind substantele-standard: rosavinul, acidul galic si
salidrozidul (Sigma) au fost construite curbele de calibrare. in baza acestor curbe au fost
determinate concentratiile substantelor cercetate (Fig. A4.2).

Analiza HPLC a metabolirilor secundari din rizomi de R. rosea. Analiza HPLC a MS a
fost efectuatd utilizand un sistem cromatografic de tip Agilent 1100, cu matrice de diode, coloana
analitica - Zorbax RX 300 C-18, pre-coloana 300 SB C-18. Faza mobila a constituit un amestec

de MeCN: H2O (in gradient de la 2 pana la 100%, apoi la 0%) cu spélare preliminara cu solutie—
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tampon fosfat (KoHPOj4, 0,025 M) cu un debit de la 0,2 pana la 0,8 mL/min, la presiunea maxima
de 300 bar, iar timpul de analiza de 65 min. Detectarea a fost efectuata cu ajutorul unui detector
DAD cu matrice de diode (diode array detector) la trei lungimi de unda: 222, 254 si 280 nm [315].

Obrinerea substangelor volatile din rizomi de R. rosea prin hidrodistilare. Pentru
extragerea componentelor volatile din rizomi de R. rosea prin hidrodistilare a fost folosita o
instalatie compusa dintr-un resou, un vas de extractie de 0,1 L, un recipient gradat de 5 mL (de tip
Dean-Stark) si un condensator. La 2,0 g de rizomi maruntiti (2 - 3 mm) de R. rosea s-a adaugat
apa (V =50 mL). Distilarea a durat 6 ore de la inceputul fierberii. Distilatul obtinut a fost ulterior
extras cu eter dietilic, iar extractul eteric a fost filtrat si evaporat pana la uscat, fiind apoi utilizat
pentru analiza HPLC dupa solubilizare in acetonitril. Acelasi lucru a fost efectuat cu o proba (50
g) de rizomi uscati, obtinandu-se 0,025 g (0,05%) de ulei. In baza cercetarilor efectuate putem
conchide ca la uscare si pastrare rizomii pierd = 70% din componentele volatile. Uleiul volatil din
rizomi de R. rosea reprezinta un lichid de culoare galbena deschisa, transparent, cu un miros
specific placut.

Analiza HPLC a substangelor volatile din rizomi de R. rosea. Analizele au fost efectuate
utilizand sistemul cromatografic de tip Agilent 1100. S-a folosit o coloand analitica de tip Zorbax
XDB C-18 cu pre-coloana Extend C-18. Faza mobila a fost constituita dintr-un amestec de MeCN
: H20 (in gradient), cu un debit de la 0,4 pana la 1,2 mL/min. Presiunea maxima a fost de 300 bari,
temperatura — 40°C, timpul de analiza 43 min. Detectarea a fost efectuata cu ajutorul detectorului
DAD pe trei lungimi de unda 195, 200 si 210 nm.

Extragerea, izolarea si caracterizarea p-tirosolului din rizomi de R. rosea. Rizomii uscati
de R. rosea (200,0 g) au fost maruntiti in particule de 2 -3 mm. Fragmentele obtinute au fost extrase
cu MeOH intr-un extractor de tip Soxhlet timp de 8 ore. Extractul a fost filtrat, iar solventul
indepartat la presiune redusa, obtinandu-se un lichid de culoare bruna inchisa (82,0 g), care a fost
redizolvat in apa si extras repetat cu n-butanol. Extractul obtinut a fost evaporat pana la uscat, iar
reziduul (24,2 g) redizolvat intr-un volum minim de etanol, purificat apoi prin elutie cu apa printr-
0 coloana cu poliamida. Fractiile colectate au fost monitorizate prin cromatografie in strat subtire
(CSS), utilizand sistemul: toluen — EtOAc — EtOH (2: 2: 1). Fractiile, continand produsele de
interes, au fost combinate si extrase cu n-butanol, apoi concentrate, iar produsul (0,16 g) a fost
purificat prin cromatografie pe coloana cu silicagel si eluat cu un amestec format din cloroform -
MeOH (1: 1). Unul dintre compusii izolati a fost p-tirosolul (21 mg, 0,01%), un compus cristalin
alb. Structura acestuia a fost confirmata prin analiza RMN si IR.

p-Tirosol (1), p.t. 87°C, (92-93°C), lit. IR ymax (ulei de vaselind) cm™: 710, 805, 1045, 1215,
1385, 1460, 1595, 2920, 3395.
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'H RMN (400 MHz, DMSO, ppm): & 2.61 (t, 2H, Co-CH2, J 7.2 Hz), 3.51 (d, 1H, C1-H, J
7.2 Hz), 3.54 (d, 1H, C1-H, J 6.8 Hz), 4.57 (t, 1H, J 5.2 Hz, OH), 6.66 (d, 2H, J 8.2 Hz), 6.99 (d,
2H, J 8.2 Hz), 9.12 (s, 1H, OH).

13C RMN (100 MHz, DMSO, ppm): & 38.17 (C1), 62.45 (C4'), 62.57 (Cy), 114.81 (CsY),
114.91 (CsY), 129.43 (C2Y), 129.64 (Cst), 155.41 (C1?).

Acetilarea p-tirosolului. Pentru a confirma structura acestuia, o proba mica de p-tirosol a

fost supusa acetilarii in conditii standard, folosind anhidrida acetica (CH3CO).0 in piridina (Py)
timp de 3 ore la temperatura camerei (Figura 3.5). In continuare, amestecul de reactie a fost diluat
cu apa si extras cu eter dietilic ((C2Hs)20) de trei ori. Extractul eteric combinat a fost spélat cu
solutie de HCI (15%) pentru indepartarea urmelor de piridina (Py) din sistem, apoi cu apa si uscat
pe NaSOs (anh.). Dupa filtrarea si Indepartarea solventului, produsul a fost purificat prin
cromatografie pe coloand cu SiOz, prin eluare cu 15% etilacetat (EtOAc) in eter petroleic (EP),
obtinandu-se diacetat de p-tirosol, un compus cristalin alb (Figura 3.5). Datele spectrale ale
diacetatului de p-tirosol confirma structura acestuia si sunt in conformitate cu cele din literatura
de specialitate [106, 176, 215, 272].

'H RMN (400 MHz, DMSO, ppm): § 2.04 (s, 3H), 2.29 (s, 3H), 2.93 (t, 2H, C>-CH2, J 7.0
Hz), 4.27 (t, 2H, J 7.0 Hz, C:-CH2), 7.02 (d, 2H, J 8.4 Hz), 7.22 (d, 2H, J 8.4 H2).

13C RMN (100 MHz, DMSO, ppm): § 20.97 (CH3CO), 21.13 (CH3CO), 34.47 (C1), 64.75
(C2), 121.58 (Cs'si Cs?), 129.85 (Ca'si Cgt), 135.44 (Cgl), 149.36 (C1Y), 169.57(CH3CO), 171.01
(CH3CO).

Analiza RMN a p-tirosolului si diacetatului p-tirosolului. Spectrele IR au fost obtinute in
ulei de vaselini folosind un spectrometru de tip Specord 70. Spectrele *H si *C RMN au fost
inregistrate pe un spectrometru de tip Bruker Avance DRX 400 in DMSO-d si CDCls (400,13
MHz pentru *H si 100,61 MHz pentru 13C, respectiv).

Deplasarile chimice sunt exprimate in ppm, iar constantele de cuplare (J) in Hertz.

Pentru cromatografie analitica in strat subtire (CSS) s-au folosit placi cu silicagel Merck
60G cu grosimea de 0,25 mm. Separarile cromatografice pe coloana au fost efectuate pe silicagel
60 Merck, folosind un amestec de eter petroleic (EP) si acetat de etil (EtOAc) in gradient. Toti
solventii au fost purificati si uscati prin tehnici standard inainte de utilizare. Prelucrarea produsului
de reactie a inclus diluarea acestuia cu apa, urmata de extractia cu eter dietilic ((C2Hs)20), spélarea
extractelor organice combinate cu apa si, la necesitate, cu solutie saturata de sare de bucatarie,

uscarea pe Na2SOg si distilarea la presiune redusd pana la uscat.
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2.3. Analiza statistica a datelor
Rezultatele obtinute cu utilizarea metodelor prezentate mai sus au fost prelucrate statistic,
determinand media aritmetica, devierea standard, coeficientul de variatie si gradul de corelare R2

prin metode computerizate [63].

2.5. Concluzii la capitolul 2

1. In calitate de obiect de studiu in vivo au servit plantele speciei R. rosea L., colectate din
populatia muntilor Carpati, masivul Ineu, Romania. La fel au fost utilizate plantele cultivate in
conditiile Republicii Moldova (Rezervatia Stiintifica ,,Plaiul Fagului”, raionul Ungheni), cultura
in vitro a calusului si agregatelor celulare de R. rosea. In cercetiri au fost utilizate si plante de R.
rosea obtinute din seminte si cultivate in conditii de laborator.

2. In cercetiri au fost utilizati rizomi si seminte ale plantelor de R. rosea. Rizomii plantelor
de R. rosea au servit pentru multiplicarea vegetativa in conditii de camp si pentru analiza
biochimica a MS acumulati in conditiile habitatelor naturale si celor de camp, iar semintele au
servit pentru multiplicarea generativa si initierea culturii in vitro din aceste genotipuri. Cercetarile
fiziologice si biochimice au fost realizate utilizand materialul biologic obtinut in urma introducerii
in vitro a speciei R. rosea: plantulele de R. rosea micropropagate in vitro (1); cultura calusului (2)
si agregatele celulare (3) obtinute din calus.

3. Drept metode de cercetare au servit procedeele de multiplicare si cultivare a plantelor
de R. rosea in conditiile in vivo, introducerea si micropropagarea plantelor de R. rosea in cultura
in vitro, inducerea si mentinerea culturii calusului si agregatelor celulare de R. rosea.

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

5. Utilizarea tehnicilor rapide ale diferitor metode de cromatografie, inclusiv, HPLC,
spectrofotometria si electroforeza au permis identificarea calitativa si cantitativa in extracte a
compozitiei metabolirilor secundari, enzimelor implicate in degradarea SRO si a polipeptidelor

caracteristice pentru diferite variante ale materialului vegetal.
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3. ANALIZA COMPOZITIEI METABOLITILOR SECUNDARI iN
EXTRACTELE DIN RIZOMII PLANTELOR DE R. ROSEA COLECTATE
N MUNTII CARPATI, ROMANIA, SI CELOR CULTIVATE iN
CONDITIILE REPUBLICII MOLDOVA

In ultimele decenii cercetirile stiintifice au confirmat faptul ca medicamentele traditionale
obtinute din plante contin MS [288]. De asemenea, a fost demonstrat ca acumularea si biosinteza
MS in plante depinde de conditiile de mediu din habitatele naturale. Printre conditiile de crestere
care in primul rand influenteaza acumularea MS sunt: altitudinea, temperatura, iluminarea si
umiditatea [102, 177]. Scopul cercetarilor noastre a fost de a determina si compara compozitia
principiilor active extrase din rizomii de R. rosea din populatia carpatina, Romania, cu cea descrisa
in literatura de specialitate pentru rizomii de R. rosea colectati in Muntii Altai si alte regiuni ale
Rusiei (Ural, Saian) [32, 329]. Mentionam ca in literatura de specialitate informatii privind
continutul MS 1in rizomii plantelor colectate in Muntii Carpati, in general, si din Carpatii din
Romania, in special, la momentul initierii cercetarilor noastre practic lipseau.

In acest capitol sunt prezentate rezultatele obtinute ce tin de studierea compozitiei
principiilor active in extractele din rizomii de R. rosea colectati din Muntii Carpati, masivul Ineu,
Romania, utilizdnd cromatografia in strat subtire (CSS), cromatografia pe coloana (CC),
cromatografia cu lichide de fnalti performanta (HPLC) si analiza spectrofotometrici UV-VIS. In
calitate de standarde au fost utilizati MS precum acidul galic, p-tirosolul, salidrozidul si rosavinul.
De asemenea, a fost analizatd compozitia biochimica a uleiului esential obtinut din acesti rizomi
si comparata cu cele ale uleiurilor volatile descrise pentru plantele de R. rosea colectate in diverse
regiuni geografice. La fel, a fost realizata analiza compozitiei extractelor obtinute din rizomi de
plante cu varsta de 4 ani cultivati in Rezervatia Stiintifica ,,Plaiul Fagului”, raionul Ungheni,
Republica Moldova. Extractia materiei prime a fost efectuata in conformitate cu procedura

standard, descrisa in compartimentul Materiale si metode.

3.1. Analiza metabolisilor secundari in extractele din rizomi de R. rosea colectati in
Muntii Carpati, Romania

3.1.1. Analiza compozitiei extractelor prin cromatografia in strat subtire

Scopul initial al cercetarilor a fost de a determina concentratia optimala a solutiei de alcool
etilic (40, 50, 60 si 70%) pentru extragerea principiilor active valoroase din rizomi, printre care
mentionam rosavinul, p-tirosolul si salidrozidul. Structura chimica a acestor si altor componenti

esentiali, caracteristici pentru R. rosea [97, 310, 317, 321, 326], este prezentata in Anexa 1 si 2
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(Fig. A1.1, A2.1, A2.2 si A2.3). Pentru analiza compozitiei extractelor initial a fost utilizata CSS,
tehnica frecvent utilizatda in identificarea si determinarea compusilor chimici [310, 317].
Rezultatele analizei cromatografice in strat subtire (CSS) a extractelor din rizomi de R. rosea au

demonstrat ca continutul cel mai inalt al MS este caracteristic pentru extractul realizat cu solutie

de alcool etilic de 40% (Figura 3.1).
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Fig. 3.1. Analiza cromatografica (CSS) a metabolifilor secundari in extractele hidroalcoolice
(de 40, 50, 60 si 70 %), obtinute din rizomi de R. rosea. Sistemul eluant format din
cloroform:metanol (3:1). Solutiile standard contin salidrozid (S), p-tirosol (T) si rosavin (R).
Intensitatea benzilor cu Rf caracteristic pentru rosavin, p-tirosol si salidrozid in cromatograma
extractului in solutia de alcool etilic cu concentratia de 40% la fel este mai inalta in comparatie cu
cea caracteristica pentru alte extracte. Marirea concentratiei alcoolului etilic de la 40% péna la 50,

60 si 70% a dus la diminuarea graduala a intensitatii tuturor componentilor.

3.1.2. Analiza prin spectrofotometria UV-VIS a conginutului metabolitilor secundari in

extractele alcoolice din rizomi de R. rosea
Pentru a obtine date cantitative privind continutul MS 1in solutiile hidroalcoolice cu
concentratii diferite, componentii mentionati in Figura 3.1., in special rosavinul, acidul galic si

salidrozidul, au fost extrasi, iar concentratia lor a fost determinata spectrofotometric [305, 332].
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Pentru fiecare din acesti componenti a fost construita curba de calibrare (Figura A4.2). Mentionam
ca densitatea opticad a fost determinatd pentru urmatoarele lungimi de unda: 276 nm pentru
salidrozid (Figura A4.2A), 254 nm pentru rosavin (Figura A4.2B) si 750 nm pentru acidul galic
(Figura A4.2C). S-a observat ca adsorbtia solutiilor creste in dependentda de concentratia
componentilor, iar sensibilitatea determinarii continutului componentelor in baza aprecierii
densitatii optice scade semnificativ in urmatoarea secventa: acid galic > rosavin > salidrozid.

In baza acestor curbe au fost determinate concentratiile substantelor mentionate in
extractele din rizomi de R. rosea (Tabelul 3.1). Aceste date confirma concluzia trasata anterior,
care sugereaza ca odata Cu Cresterea in solutia de extragere a concentratiei de alcool etilic mai sus
de 40% se manifesta diminuarea graduala a continutului fiecarui component.

Tabelul 3.1. Continutul de acid galic, salidrozid si rosavin in extractele alcoolice din rizomi

de R. rosea.
Compusul Acid galic, Salidrozid, Rosavin,

Proba (% mg/mL mg/mL mg/mL
alcool etilic)

40% 9,69+1,15 2,23+0,58 1,244+0,11

50% 2,46 £0.41 1,53+0,42 0,53+0,05

60% 1,11+0,3 0,63+0,25 0,12+0,03

70% 0,345+0,1 0,2+0,07 0,085+0,007

De exemplu, procentul salidrozidului si al rosavinului in extractul alcoolic de 40% este de 11 si,
respectiv, de 14,5 ori mai inalt fata de cel din extractul alcoolic de 70%. Aceste date demonstreaza
ca extragerea principiilor active din rizomi de R. rosea depinde de gradul de hidrofilizare al
solventului. De asemenea, rezultatele obtinute ne releva ca continutul de salidrozid in extractele
din rizomi de R. rosea constituie 1,53 + 0,98%, rosavin 1,25 £+ 0,19%, acid galic 0,18 £+ 0,09%, iar
suma totala a compusilor fenolici reprezinta 4,09 + 0,19% din masa uscata a rizomilor. Studiile
efectuate de Kurkin [324], Weglarz [282] si Galambosi [103] au demonstrat ca continutul de
salidrozid in rizomii de R. rosea, colectati din diferite habitate naturale, variaza de la 0,13% pana
la 2%, iar concentratia rosavinului de la 0,05 pana la 2,8 % (Tabelul A5.1). Prin urmare, datele
obtinute de noi pentru rizomii din populatia carpatind se incadreaza in valorile indicilor de
acumulare a MS in rizomii de R. rosea caracteristici pentru rizomii plantelor din alte habitate
naturale.

Prin urmare, in baza datelor obtinute prin metoda CSS si spectrofotometrica putem
concluziona ca MS din rizomi de R. rosea se extrag cel mai bine in solutie de alcool etilic in
concentratie de 40%, iar continutul principiilor active in rizomii colectati in Muntii Carpati,

Romania, se incadreaza in limita datelor caracteristice pentru rizomii de R. rosea colectati in alte
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regiuni ale Terrei. Luand in considerare aceste concluzii, ulterior, pentru a analiza continutul si
spectrul MS, acestia au fost extrasi din materialul vegetal de R. rosea de diferita origine (habitate

naturale si conditii de camp) doar in solutie de 40% de alcool etilic.

3.1.3. Analiza HPLC a componen¢ilor metaboligilor secundari in extractele din rizomi de
R. rosea

Metodele traditionale de separare a MS din extractele rizomilor de R. rosea necesita timp
si multiple procedee privind purificarea componentilor esentiali [6, 310, 321]. Din aceste
considerente a fost utilizatd metoda HPLC, o tehnica rapida, sensibila si eficientd in identificarea
profilului metabolitilor din extractele plantelor. Aceasta metoda, fiind una fundamentala, este tot
mai des utilizata pentru distinctia exactd a speciilor genului Rhodiola care sunt morfologic
aseminitoare, dar din punct de vedere biochimic diferite [281]. In plus, populatiile plantelor de R.
rosea dintr-o anumitd zona geografica pot prezenta un nivel ridicat al diversitatii genetice [86].
Astfel, variatiile genotipice si fenotipice ale compozitiei MS pot afecta continutul si chiar
compozitia principiilor active.

Componenta MS in extractele de R. rosea a fost analizata pe o coloana cu faza inversa,
utilizdnd metoda HPLC. Pentru a obtine o sensibilitate ridicata si capacitate maxima de absorbtie,
conditiile de cromatografiere au fost optimizate, precum este descris in sectiunea Materiale si
metode, (Analiza HPLC a metabolifilor secundari din rizomi de R. rosea). Monitoring-ul
continutului de MS din probele analizate a fost efectuat la trei lungimi de unda: 222 nm, 280 nm
(maximele de absorbtie a p-tirosolului, salidrozidului si acidului galic) [176, 272] si la 254 nm
(absorbtia specifica a fenilpropanoidelor: rosavinului, rosinului si rosarinului [105, 106, 176, 272,
321].

Rezultatele analizei HPLC a extractelor de R. rosea sunt prezentate in Figura 3.2, care
include cromatogramele extractelor, inregistrate la lungimile de unda mentionate. Din figura se
observa ca componentii (5) si (7) se detecta la cele trei lungimi de unda utilizate: 222 nm (Figura
3.2A), 254 nm (Figura 3.2B) si, respectiv, la 280 nm (Figura 3.2C). Profilul cromatografic si
timpul de retentie a componentilor coincid cu cei ai compusilor de referinta si cu valorile indicate
in literatura de specialitate [106, 176, 215, 272]. 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 fenilpropanoidele, si anume rosavinul si rosarinul.

Mentionam ca in Figura 3.2 au fost numerotate picurile componentilor, care au fost identificate
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Fig. 3.2. Analiza HPLC a metabolirilor secundari extrasi din rizomi de R. rosea si detectati la lungimile de unda: A - 222 nm; B - 254 nm; C - 280
nm. Separarea a fost efectuati pe coloana Zorbax XDB C-18 combinata cu coloana de protectie Extend C-18. 1 — metilgalat; 2 — p-tirosol;
3 - acid galic; 4 — salidrozid; 5 — rosavin; 6 — rosin; 7 — rosarin; 8 — acid cinamic.
prin comparatie cu markerii autentici si elucidate datoritd comparatiei cu cromatogramele prezentate in literatura de specialitate [106, 215, 272]. In baza
acestor analize am concluzionat ca componentii 1-8 din Figura 3.2 reprezintd metilgalatul, p-tirosolul, acidul galic, salidrozidul, rosavinul, rosinul,
rosarinul si, respectiv, acidul cinamic.

Analiza cromatogramei prezentate in Figura 3.2 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 3.2A) si a produsului de transformare a acestuia,
metilgalatul (componentul 1 in Figura 3.2A), depaseste valoarea ariei picurilor pentru alte componente. Aria picului si intensitatea adsorbtiei rosinului

(componentul 7 in Figura 3.2), unul dintre cei mai importanti compusii biologic activi caracteristici pentru R. rosea, sunt la un nivel relativ scazut.
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Rezultatele analizei componentilor detectati pe cromatograma prezentata in Figura 3.2, 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 [14, 272, 315], 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.

Separarea MS din extractele de R. rosea prin metoda HPLC a fost o provocare din mai
multe motive. Asa cum se observa din Figura Al.1, 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 restul de glucozi. In plus, feniletanoloidele: p-tirosolul si
glicozidul lui, salidrozidul, sunt mult mai polare decat fenilpropanoidele: rosavinul, rosinul si
rosarinul.

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

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

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 analizei HPLC a permis analiza corecti si
fiabila a extractelor de R. rosea. De asemenea, s-a dovedit ca rizomii de R. rosea colectati din
populatia carpatina, masivul Ineu, Romania [35, 37, 72], ca si cei din Rusia [322] se caracterizeaza
printr-un continut bogat de principii active, precum p-tirosolul, salidrozidul, rosavinul, rosinul si

rosarinul.

3.1.4. 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 rezonanta magnetica nucleara (RMN).
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Aceastd metoda prezintd numeroase avantaje in cartografierea metabolitilor vegetali. De
asemenea, analiza RMN a fost selectata 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 0 a doua oscilatie, cAmp magnetic. in
prezentele cercetiri, nucleele importante de oscilatie in cAmp magnetic au fost protonii *H si atomii
de carbon *C, deoarece rezonantele lor sunt cele mai insemnate pentru identificarea moleculelor

naturale organice.
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Fig. 3.3. Spectrul protonic al p-tirosolului.

In Figura 3.3 este prezentat spectrul *H RMN al p-tirosolului ce contine doua 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
prezenta a doua grupe hidroxil, caracteristice pentru p-tirosol. Prin urmare, a fost validat p-tirosolul

atat dupa spectrul protonic (Figura 3.3), cat si dupa cel carbonic (Figura 3.4).
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Fig. 3.4. Spectrul carbonic al p-tirosolului.

Ambele spectre au confirmat structura p-tirosolului prezent in extractele de R. rosea.
Profilul spectrului RMN al protonilor de *H si atomilor de carbon *3C al p-tirosolului coincide cu
cel al compusului de referinta si cu valorile indicate in literatura de specialitate [61, 62, 66, 148].
Valorile maximelor de adsorbtie sugereaza ca componentul (2) din Figura 3.2 reprezintd p-
tirosolul. Spectrul carbonic (Figura 3.4) include semnalele atomilor de carbon secundari C; si C»
la 38,17 si 62,57 ppm, atomilor aromatici nesubstituiti C2'-Cs® (129,43 si 129,64 ppm) si C3!-Cs?
(114,81 si 114,91 ppm) si ale celor substituiti C:* la 155,41 ppm si C4* la 62,45 ppm.

Ulterior, datele spectrale ale p-tirosolului au fost confirmate dupa acetilare si analiza RMN
a formei acetilate, Figura 3.6 si 3.7. In spectrul *H RMN al diacetatului p-tirosolului (Figura 3.6)
sunt prezente doud grupari metil la 2,04 ppm si 2,29 ppm, fapt ce confirma ca ambele grupari
hidroxil ale moleculei p-tirosolului au fost acetilate. Spectrul *C RMN confirmi prezenta a doui
grupe acetat prin semnalele atomilor de carbon de la 20,97 ppm si 21,13 ppm si cele ale grupelor
carbonil de la 169,57 ppm si 171,01 ppm (Figura 3.7).

Prezentarea structurii chimice determinate prin analiza RMN pana si dupa acetilare este

inclusa in Figura 3.5.
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Fig. 3.6. Spectrul protonic al diacetatului de p-tirosol.
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Fig. 3.7. Spectrul carbonic al diacetatului de p-tirosol.

Deci, utilizind metoda RMN, am confirmat ca componentul din Figura 3.6 si 3.7 intr-
adevar reprezinta p-tirosolul, iar caracteristicile de separare a MS prin metoda HPLC, efectuata de

noi, corespund celor realizate de catre alti autori [106, 215, 272].

3.1.5. Analiza HPLC a uleiului volatil din rizomi de R. rosea

Uleiurile volatile reprezinta MS, care in mare masura determind proprietatile 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 [229].

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% [103] si comparabil cu cel mentionat din rizomii de origine
norvegiana, in care continutul uleiului volatil constituie 0,04% [133]. Totodata, continutul uleiului
volatil in rizomii plantelor colectate in Carpati este mai mic decat cel raportat pentru rizomii din

Altai [322], Bulgaria, China si India, care contin 0,2%, 0,1% si, respectiv, 0,25% ulei volatil [88].
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Cromatograma uleiului volatil din rizomi de R. rosea, obtinuta prin metoda HPLC, este
prezentatd in Figura 3.8. In figura sunt numerotati doar componenti confirmati prin comparare cu
markerii autentici. Printre compusii detectati in uleiul volatil din rizomii de R. rosea din populatia
carpatina pot fi mentionati linaloolul, geraniolul, timolul, cariofilena, p-cimenul, limonenul, alcool

feniletilic, carvacrolul si carvona.

b

1k

Fig. 3.8. Analiza HPLC a uleiului volatil din rizomi de R. rosea, detectie la Amax 195 nm.
Separarea a fost efectuati pe o coloana de tip Zorbax XDB C-18 cu 0 coloani 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 indicate doar componentii, care au

fost identificati prin comparare cu markerii autentici.

Analiza cromatogramei prezentate in Figura 3.8 demonstreaza cd, din punct de vedere
calitativ, cei mai reprezentativi compusi extrasi din rizomii de R. rosea de origine carpatina sunt
p-cimenul, geraniolul si limonenul [50]. 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 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, Roménia. Un
studiu comparativ al uleiului volatil din rizomii de R. rosea din Bulgaria [270], de asemenea, a
aratat ca geraniolul este compusul majoritar si similar celui detectat in rizomii din Mongolia [243].
De mentionat ca in uleiul volatil de origine indiana alcoolul feniletilic este cel mai important
compus, iar linaloolul are valori mici [88]. In probele noaste acesti compusi au fost detectati in
concentratii relativ mici. De asemenea, in concentratii mici au fost detectati carvona, carvacrolul,

timolul si cariofilena. Totodata, practic toti componentii detectati in rizomii populatiei carpatine
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se regasesc si in uleiul volatil extras din rizomii de origine finlandeza [133] si cei din Mongolia
[243]. Timpul de retentie, aria relativa si intensitatea de absorbtie a componentilor uleiului volatil
sunt prezentate in Tabelul 3.3.

Tabelul 3.3. Timpul de retentie, aria picului si intensitatea absorbtiei compusilor aromatici

din rizomi de R. rosea identificati prin metoda HPLC la Amax 195 nm, Fig. 3.8.

Compusul Timpul de retentie, min Avria picului, % | Intensitatea de absorbtie, mAU
Limonen 13,18 7,73 1600

Alcool feniletilic 13,67 0,11 25

p-Cimen 16,27 21,24 2500

Carvona 23,78 2,64 300

Geraniol 26,02 19,97 2200

Linalool 26,76 1,38 150

Carvacrol 27,43 3,19 300

Timol 28,55 0,38 50

Cariofilena 41,38 0,56 250

Rezultatele obtinute confirma datele privind compozitia uleiului volatil din rizomi de R.
rosea, publicate si de alti autori [88, 133, 229, 270, 320], ceea ce inca odata confirma apartenenta
probelor colectate speciei R. rosea.

3.1.6. 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 refractie 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 opticd [a]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 (Anexa 6).

Datele obtinute oferd posibilitatea de a mentiona cd cei mai importanti componenti ai
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 [103] (0,05% din masa uscata a rizomilor), dar care totusi este
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comparabil cu cel caracteristic rizomilor plantelor colectate in 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 1nalta, continutul redus al acestora, in comparatie cu cel caracteristic pentru plantele
aromatice, la care valoarea atinge 0,1 - 1% [230], sugereaza ca obtinerea uleiurilor volatile din R.
rosea in scopuri practice ar fi foarte costisitoare. Datele obtinute demonstreaza 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.

3.2. Analiza metabolirilor secundari in extractele din rizomi de R. rosea colectati in
diferite masive ale Muntilor Carpati (Roménia, Ucraina si Polonia)
a continutului de MS 1in rizomii plantelor de R. rosea din diferite habitate naturale. De exemplu,
diferentele in continutul de rosavin au atins 60% [7, 282, 323, 324]. Motivele cele mai importante
pentru aceasta diversitate pot fi factorii genetici si conditiile de crestere a plantelor. In cercetarile
efectuate, materia prima a fost obtinutd din trei populatii provenite din diferite habitate: Muntii
Carpati din Romania, Ucraina si Polonia, care ulterior a fost analizatd (Figura 3.9; 3.10 si 3.11) si
comparata (Figura 3.12). Materia prima a fost evaluata utilizand metoda HPLC la patru lungimi
de unda 205 nm, 220 nm, 254 nm si 330 nm. Calitatea rizomilor este diferita in ceea ce priveste
continutul de MS. in baza ariei picurilor, prezentate in Figura 3.12, printr-o aproximare a
cantitatilor relative ale componentilor, putem deduce ca continutul salidrozidului in rizomii din
habitatele mentionate este semnificativ diferit. In rizomii plantelor de R. rosea colectate in Carpatii
din Ucraina (Figura 3.10A) si Polonia (Figura 3.11A), continutul salidrozidului este mai mic cu
22% si, respectiv, cu 80 % fata de cel din Carpatii din Romania (Figura 3.9A). De asemenea,
putem remarca urme ale p-tirosolului — agliconul salidrozidului, in extractele din rizomii din
Polonia (Figura 3.11B). Concentratia scazuta a p-tirosolului (Figura 3.12) sugereaza ca compusul

functioneaza in principal ca intermediar metabolic in biosinteza salidrozidului.
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Fig. 3.9. Analiza HPLC a metabolirilor secundari extrasi din rizomii plantelor de R. rosea

din flora spontana a Muntilor Carpati, Roméania si detectati pentru lungimile de undi: A —

205 nm; B-220 nm:; C —254 nm; D — 330 nm.
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Fig. 3.10. Analiza HPLC a metabolirilor secundari extrasi din rizomii plantelor de R. rosea

din flora spontana a Muntilor Carpati, Ucraina si detectati pentru lungimile de undi: A —

205 nm; B-220 nm:; C —254 nm; D — 330 nm.
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Fig. 3.11. Analiza HPLC a metabolizilor secundari extrasi din rizomii plantelor de R. rosea

din flora spontana a Muntilor Carpati, Polonia si detectati pentru lungimile de unda: A —
205 nm; B - 220 nm; C — 254 nm; D — 330 nm.
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Atat salidrozidul, cat si p-tirosolul reprezinta produsele aceleiasi cdi metabolice [173, 273]. Acest
lucru indica faptul ca resursele metabolice considerabile acumulate in biosinteza salidrozidului au
fost initial sub forma de p-tirosol, care ulterior au fost transformate in mod activ in salidrozid. De
asemenea, concentratia scazuta a p-tirosolului si concentratia inalta a salidrozidului sugereaza ca
p-tirosolul are functii limitate ca metabolit secundar [237]. De mentionat, sunt si diferentele
semnificative in concentratiile fenilpropanoidelor. Acesti compusi sunt biosintetizati prin aceeasi
cale metabolicad si diferd numai prin unitatea de carbohidrat atasatd, de exemplu, rosinul este
precursorul de biosinteza a rosavinului.

Desi cele trei fenilpropanoide au cai de biosinteza similare, rosarinul a fost cel mai
abundent component in toate loturile cercetate (Figura 3.12). Astfel, suma fenilpropanoidelor este
mai mare cu 28% in rizomii plantelor din Ucraina (Figura 3.10C) si mai mica cu 12% in rizomii

plantelor din Polonia (Figura 3.11C) fata de cei din Romania (Figura 3.9C).
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Fig. 3.12. Aria picurilor diferitor componenti ai metaboligilor secundari extrasi din rizomii
plantelor de R. rosea colectati in Carpatii din Roménia, Ucraina si Polonia si analizati prin
cromatografia HPLC.

De asemenea au fost determinati si unii acizi fenolici, precum acidul galic, clorogenic si
cafeic, ce se caracterizeaza printr-un continut redus sau chiar lipsesc in unele probe (Figura 3.12).
Cercetdri similare au fost efectuate in Nordul Norvegiei de catre Gyorgy [125] asupra
plantelor colectate din zece habitate naturale cu utilizarea markerilor moleculari ISSR.
Rezultatele cercetarilor au demonstrat ca la nivelul speciilor se observa 0 variabilitate genetica

ridicatd, iar la nivelul populatiei - o variabilitate mai slaba. Prin urmare, analiza variatiei
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moleculare a continutului de glicozide a evidentiat ca acumularea de MS in plantele de R. rosea
este influentata doar de factorii de mediu [125]. Studiile efectuate de catre cercetatorii din Polonia
[221] confirma rezultatele obtinute de noi, care se caracterizeaza print-un continut mai redus al

MS acumulati in rizomii plantelor de R. rosea fata de cei din Romania si Ucraina.

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

Cultivarea plantelor de R. rosea in conditii in vivo reprezintd o cale ce ar putea asigura
industria farmaceutica cu materie prima pentru a diminua impactul negativ al colectarii excesive
a plantelor din habitatele populatiilor naturale. Din literatura de specialitate se cunoaste ca
acumularea principiilor active in rizomii de R. rosea cultivati in Muntii din provincia Alberta
(Canada) sporeste cu varsta plantelor, atingand valoarea maxima la 4-5 ani. Aceasta valoare se
mentine practic la acelasi nivel pana la varsta de 7 ani, iar ulterior se manifesta tendinta de scadere
a continutului de MS si a calitatii rizomilor [5]. Cercetari in acest domeniu au fost efectuate si de
catre cercetatorii din Rusia, Finlanda, Norvegia, Bulgaria, Polonia si China [104, 157, 221, 261,
282, 324]. Dupa cum am mentionat anterior, plantele de R. rosea cresc spontan si in Carpatii din
Romania [112] si Ucraina, dar populatiile de acolo sunt relativ mici si in pericol de disparitie din
cauza colectarii 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
(Figura A7.1).

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 [144]. 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
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 3.13).
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Fig. 3.13. Analiza compozitiei metabolizsilor secundari ale extractelor din rizomii

plantelor de R. rosea cultivate in conditii in vivo.

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 cercetdtori din Rusia [32, 324], Polonia [221, 282], Bulgaria [217]
etc. Trebuie remarcat faptul ca nu numai prezenta salidrozidului determina activitatea antioxidanta
a extractelor din rizomii plantelor de R. rosea, ci si alte substante fenolice similare quercetinului
[106, 144]. De asemenea, s-a constatat cd, 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 [32].

Cultivarea plantelor de R. rosea in conditii de camp este conditionatda de probleme
importante, si anume cheltuielile pentru cultivare relativ mari din cauza necesitatii obtinerii si
transplantarii rasadului, perioada de 4-5 ani necesara pentru cultivarea de la plantare pana la
colectare. Suplimentar, pentru a asigura aprovizionarea constanta cu materie prima sunt necesare
plantatii noi in fiecare an. Din aceste cauze, plantatiile existente in prezent de cultivare sunt mici,
iar costul productiei este mare. Pe langa toate acestea, nu este usor sa se obtina materie prima de
o calitate uniforma din plantele spontane introduse direct in cultivare [32, 102]. Asadar, cercetarile
noastre au demonstrat ca datorita specificului biologic al speciei, cultivarea in conditii de camp a
plantelor de R. rosea are perspective foarte reduse, iar crearea artificiald a conditiilor comparabile
cu cele din munti ar fi foarte costisitoare si fara avantaj economic [41, 43]. 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.
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3.4. Concluzii la capitolul 3.

1. Datele analizei HPLC a extractelor din rizomii plantelor de R. rosea colectati in Muntii
Carpati, Romania, confirma prezenta metabolizilor secundari caracteristici pentru aceasta specie,
iar continutul acestora este comparabil cu cel descris pentru plantele originare atat din muntii Altali,
cat si din alte regiuni geografice.

2. Analiza HPLC a uleiului volatil din rizomii plantelor de R. rosea din populatia
carpatind confirma prezenta UNnOr COMPUsi terpenici caracteristici pentru aceasta specie.

3. Analiza comparativda HPLC a extractelor din rizomii plantelor de R. rosea colectati din
diferite habitate ale Muntilor Carpati confirma prezenta metabolisilor secundari, care se
caracterizeaza print-un continut mai redus in rizomii colectati din Polonia fata de cei din Romania
si Ucraina.

4. 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,
Republica Moldova, si Gradina Botanica a Universitatii Nationale din or. Cernauti, Ucraina,
confirma prezenta metabolifilor secundari caracteristici pentru aceasta specie, iar continutul

acestora este redus in comparatie cu cele colectate din habitatele naturale.
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4. INFLUENTA FACTORILOR CHIMICT SI FIZICI ASUPRA CRESTERII
BIOMASEI SI ACUMULARII METABOLITILOR SECUNDARI IN
CULTURA CELULARA DE R. ROSEA

Culturile de celulare vegetale reprezintd un instrument important pentru studiile
fundamentale practice privind reglajul proceselor de biosinteza si acumulare a MS in plante [141,
150]. Metodele disponibile acestor biotehnologii includ initierea culturilor dediferentiate (cultura
calusului, suspensiilor celulare sau protoplastelor) si celor diferentiate (regenerarea plantei integre
sau organului, precum lastarii, raddcinile, radacinile adventive etc.). Culturile diferentiate pot fi
utile pentru studierea cdilor de biosinteza specifice tesuturilor vegetale, care nu totdeauna sunt
exprimate de citre cultura suspensiei celulare. In schimb, culturile dediferentiate in vitro sunt mai
convenabile pentru producerea pe scara largd a MS si pentru studiul proceselor celulare si
moleculare, deoarece oferda avantajul unui sistem model simplificat pentru studiul proceselor de
reglare a biosintezei si acumularii lor la plante [150, 226]. Culturile dediferentiate contin populatii
de celule relativ omogene, permitand un acces rapid si uniform la nutritie, precursori, hormoni de
crestere si compusi de semnalizare care influenteaza starea fiziologica a celulelor.

In prezent numarul publicatiilor privind introducerea in cultura in vitro a speciei R. rosea
sunt limitate. Sistemul in vitro a culturii de R. rosea este utilizat in principal pentru procedeele de
biotransformare a predecesorilor in scopul sporirii acumularii MS [122, 123, 124] sau pentru
micropropagarea plantelor, prin intermediul carora se vor putea restabili habitatele epuizate [165,
312]. Exista un sir de factori care influenteaza inducerea culturii in vitro de R. rosea, inclusiv
ecotipul plantei, tipul de explante, compozitia mediului nutritiv, iluminarea, temperatura si
prezenta precursorilor si elicitorilor [118, 295, 312]. In cercetirile realizate de noi au fost trasate
ambele obiective: elaborarea procedeelor de micropropagare (1) si studiul influentei precursorilor,
factorilor fizici si chimici asupra proliferarii celulare si biosintezei MS caracteristici pentru R.

rosea prin intermediul culturii in vitro (2).

4.1. Influenta continutului fitohormonilor in mediul de cultivare asupra acumularii
biomasei calusului si agregatelor celulare de R. rosea

Procesul de dediferentieire a culturii celulare este foarte complex si controlat de mai multi
factori, cum ar fi tipul si concentratia fitohormonilor, mediul nutritiv si faza de dezvoltare a
explantului pe parcursul cultivarii in conditiile in vitro [150]. Dintre cei mai importanti
fitohormoni se considera auxinele (ANA, AIA, AIB si 2,4-D), citokininele (BA, Kn, Zeatina,
TDZ), ABA, giberelinele si etilena. Pentru optimizarea conditiilor de cultivare a calusului si

agregatelor celulare de R. rosea, cresterea a fost realizata pe mediul nutritiv Murashige-Skoog
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[200] continand diferiti fitohormoni in concentratii si raporturi diferite (Tabelul 4.1). Cea mai
intensiva crestere a celulelor calusului de R. rosea s-a inregistrat pe mediul nutritiv ce contine
fitohormonii BA si ANA in concentratie de 1,5 si 0,5 mg/L, in raport de 3:1. Intensitatea
proliferdrii este mult mai joasd pe mediul nutritiv ce contine fitohormonii Kn si 2,4-D in
concentratie de 0,5 mg/L si 1,0 mg/L, in 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 egal cu 1:1. Prezintd interes faptul ca suplimentarea mediului
optimal de cultivare cu Kn in concentratia 0,5 mg/L nu a asigurat sporirea proliferdrii celulelor
calusului. 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 acumulirii 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 | 24D |AIB cultivare, g calusului, g
Mediul nutritiv agarizat
1 15 - 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 11,52+0,13 5,76
2 1 - - - 1 3,48+0,09 1,48+0,1 0,74

Consistenta calusului in toate variantele mentionate in Tabelul 4.1 este friabila. Calusul are
culoare de la verde inchisa (Fig. A8.1.A) pani la gilbuie (Fig. A8.1.B). In unele variante calusul
are nuanti rosiatica (Fig. A8.1.C). In timp ce culoarea verde se datoreaza continutului inalt de
clorofila din celulele calusului, cea rosiaticd denota prezenta In concentratii mai mari a
antocienilor. Cercetari similare au fost descrise si de catre alti autori [223, 242], care au introdus
suplimentar Kn Tn mediul nutritiv. Acesta din urma a si sporit acumularea antocienilor cu atat mai
mult, cu cat concentratia Kn in mediul de cultivare este mai inalta.

Utilizand calusul cu consistenta friabila a fost initiata cultura agregatelor celulare in mediul
lichid, lipsit de agar. Agregatele celulare cultivate in mediul nutritiv continand BA aveau culoare
verde deschisd (Fig. 8.2.A). Introducerea in mediul nutritiv a AIA a influentat starea agregatelor
celulare, 1n ziua a 22-a de cultivare ele avand culoarea verde-maronie (Fig. 8.2.B). Mentiondm ca

cultura agregatelor celulare si-a pastrat structura compactd si volumul pand la finele fazei
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stationare (ziua a 20-a de cultivare). In conditiile de epuizare a nutrietilor dupa finalizarea fazei
stationare, agregatele celulare au inceput sa se autolizeze, devenind friabile. Aceste caracteristici
sunt asemanatoare cu cele ale agregatelor celulare de R. sachalinensis [146].

Datele incluse in Tabelul 4.1 sugereaza ca introducerea in mediul de cultivare a BA
favorizeaza cresterea att a culturii calusului, cat si a agregatelor celulare de R. rosea. Cercetari
similare au fost efectuate si de catre Tasheva [261] si Gyoergy [122], care au utilizat In mediul
nutritiv 0,2 mg/L BA in combinatie cu 0,1 mg/L AIA si, respectiv, 1,5 mg/L BA in combinatie cu
0,5 mg/L ANA (la fel ca si in cercetirile noastre) [33, 40]. Intr-o serie de lucrari a fost demonstrat
ca inducerea si cresterea calusului este dependenta de ecotipul explantului [296, 312], de aceea
raportul fitohormonilor din mediul de cultivare trebuie sa fie apreciat in perioada de introducere a
materialului biologic in mediul de culturd. De exemplu, inducerea calusului la ecotipurile de R.
rosea din Uralul de Sud si Altai (Federatia Rusa) a fost determinata de BA si AIA, concentratia
cirora a variat intre 0,1-0,2 mg/L [312]. In alte studii, la ecotipurile din Altai inducerea calusului
a fost definita de concentratia BA de 10-15 ori mai mare in comparatie cu ecotipul tibetan de R.
rosea [295]. De mentionat ca in majoritatea cercetarilor a fost demonstrata influenta benefica a
BA asupra proceselor de proliferare celulara atat in cultura calusului, cat si in cea a agregatelor
celulare. De asemenea, citokininele nu numai ca stimulau diviziunea celulara, dar la fel retineau
senescenta. Se presupune ca ultimul efect se datoreaza reducerii concentratiei de radicali liberi,
care ar putea distruge integritatea membranelor celulare [302].

Pentru a determina perioada minima necesard de cultivare a calusului si agregatelor
celulare in vederea obtinerii biomasei maxime, a fost determinatd 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 [67, 184, 254], observam ca

cresterea culturii calusului si agregatelor celulare sunt reprezentate de curbe sigmoide, cu trei faze

distincte: lag, exponentiala si stationard. Analizand curbele de crestere putem stabili timpul optim
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de replantare a calusului pe un mediu proaspat si cel al perioadei de cultivare necesar pentru
obtinerea unui volum maxim de biomasa. Perioada de adaptare (faza lag), in timpul careia celulele
explantului se pregétesc pentru a se divide, este reprezentatd printr-o crestere lentd a biomasei,
care in conditiile create de noi pentru cultura calusului a durat 16 zile dupa transplantare, iar pentru
cultura agregatelor celulare - 6 zile. Faza de crestere rapida (exponentiala numita si logaritmica)
s-a manifestat pentru celulele calusului de la a 17-a pana in ziua 37-a de la transplantare. In cultura
agregatelor celulare aceasta perioada a durat doar 9 zile (de la a 7-a pana la a 16-a zi). Faza
mentionatd reprezentd perioada de dividere celulard rapidd. Din literatura de specialitate se
cunoaste cd in faza exponentiald de crestere, MS se acumuleazd in cantitdti mici, deoarece
precursorii lor, MP, sunt implicati in procesele de proliferare si acumulare a biomasei [225]. De
asemenea, a fost demonstrat ca biosinteza si acumularea MS din compusii primari se manifesta
pronuntat in faza stationara de crestere [67, 184]. Faza stationara pentru cultura calusului a durat
de la a 38-a pana la a 50-a zi de cultivare, biomasa calusului ramanand constanta (Figura 4.1A),
(chiar pan la a 90-a zi de cultivare, datele nu sunt prezentate), [40]. in cultura agregatelor celulare
faza stationara se instaleazi dupa 17 zile de cultivare (Figura 4.1B). in literatura se mentioneaza
ca replicarea culturii trebuie sa fie realizata inaintea trecerii ei la faza stationara de crestere, care
se apreciazd prin brunificarea culturii si pierderea viabilitatii celulare [254]. Tinand cont de
aceasta, pentru mentinerea culturii calusului si agregatelor celulare materialul pentru pasaj este
necesar sa fie prelevat in ziua 40-a si, respectiv, a 17-a, ceea ce corespunde perioadei timpurii a
fazei stationare la ambele culturi [40]. Transferarea culturii pe un mediu proaspat de cultivare la
intervale regulate poate evita procesele de senescenta, induse de reducerea continutului de nutrienti
si de acumularea in mediu a substantelor toxice la perioade mai tarzii de cultivare [254]. In asa fel,
pentru mentinerea calusului si agregatelor celulare sunt suficiente 40-45 zile si, respectiv, 20-22
zile de cultivare. Raportul masei uscate a calusului in faza lag si cea logaritmica fata de cea umeda
a fost relativ mai jos in comparatic cu acest raport pentru faza stationara [40]. Aceasta
demonstreaza ca in faza stationara are loc deshidratarea relativa a celulelor calusului, ceea ce ne
indica despre acumularea masei uscate si, inclusiv, a MS.

Perioada de crestere dupa subcultivarea celulelor calusului si agregatelor celulare si pana
la a 50-a zi de cultivare a calusului si a 22-a zi de cultivare a agregatelor celulare a fost divizata in
subfaze, in total delimitand sapte subfaze de crestere: faza lag timpurie (FLTp), faza lag tarzie
(FLT), exponentiald timpurie (FETp), exponentiald mijlocie (FEM), exponentiala tarzie (FET),
stationara timpurie (FSTp) si faza stationara (FS) (Tabelul 4.2).
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Tabelul 4.2. Delimitarea fazelor de crestere a calusului si agregatelor celulare de R. rosea in

baza cineticii de acumulare a biomasei

Fazele de crestere, zile
Faza lag Faza exponentiala Faza stationara
Explantele | Fazalag | Faza lag Faza Faza Faza | Faza | .
. . .. exponentiala| exponentiald| exponentiald| stationara . <
timpurie tarzie . . o n - . stationara
timpurie mijlocie tarzie timpurie ’
Calusul 0-11 12-16 17-21 22-34 35-37 38-39 40-45
Agregatele | 3 4-6 7-9 10-13 14-16 17-19 20-22
celulare

Prin urmare, realizand aceste delimitari ale subfazelor de crestere a devenit posibil de a
determina specificul actiunii factorilor fizici si chimici asupra cresterii si acumularii MS in
biomasa culturilor in cercetirile ulterioare. In literatura de specialitate existd informatie ci
expunerea culturilor in vitro la actiunea factorilor de stres nespecifici in subfaza exponentiala
tarzie poate duce la stimularea biosintezei si acumularii MS [225]. Influenta diferitor factori fizici
si chimici asupra acumularii MS la diferite faze de crestere poate asigura optimizarea conditiilor
de cultivare in vitro pentru sporirea atat a biomasei, cat si a continutului de MS. Conditiile in care
se blocheaza cresterea activa a celulelor, ca reguld, simultan activeazd enzimele metabolismului

secundar [225].

4.2. Spectrul polipeptidelor in extractele din celulele calusului de R. rosea la diferite
faze de crestere

Datele din literatura releva faptul, ca expresia polipeptidelor variaza in functie de diferite
etape de dezvoltare si de expresia diferentiata a genelor structurale [64]. Din aceste considerente,
spectrul polipeptidelor poate servi ca markeri moleculari pentru evidentierea proceselor de
defirentiere si derulare a potentialului organogen in vitro si in vivo [64, 168, 296]. Pentru
identificarea modificarilor spectrului polipeptidelor, extrase din celulele calusului de R. rosea la
diferite faze de crestere, a fost analizat spectrul polipeptidelor prin metoda electroforezei in gel de
poliacrilamidi in prezenta SDS. In Figura 4.2 este reprezentati fotografia electroforegramei
polipeptidelor extrase din celulele calusului de R. rosea de diferiti varsti. In baza
electroforegramei obtinute putem mentiona ca profilul spectrului proteic se modifica substantial
la unele faze de crestere a calusului. Aceasta se referd in primul rand la spectrul polipeptidelor
extrase din celulele calusului la varsta de 40 zile. In aceste celule se acumuleazi la un nivel
considerabil polipeptide noi cu masa moleculara relativa 146, 99, 95, 93, si 62 kD, continutul
componentului cu masa moleculard relativa 38 kD dublandu-se. Putem remarca disparitia

polipeptidelor cu MMR 41 si 25 kD. Mai tarziu majoritatea componentelor mentionate dispar.
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Fig. 4.2. Analiza SDS-PAAG. (Al):
180— Markeri cu masa moleculara cunoscuta
16— (M) - a2-macroglobulina (plasma
umana) - 180 kD, p-galactozidaza
97,5 (E.coli) -116kD, fosforilaza (muschi de
iepure) - 97,5 kD, catalaza (ficat de
38,1— bovine) — 58,1, alcool dehidrogenaza
(ficat de ecvina) — 39,8 kD, anhidraza
39,8— carbonica (eritrocite de bovine) - 29 kD,
lizocimul (ou de pui) -14 kD, aprotinina
gg:’_} (plimani de bovine) - 6,5 kD: (A2) —20,
30, 40, 50 si 90 - polipeptidele extrase
14— din calusul de R. rosea in varsti de 20,
30, 40, 50 si 90 zile (de la stinga la
6,5— dreapta).
kD M 20 30 40 50 90
Al A2

In schimb apare componenta cu MMR 29, 8 kD. In extractele din calusul de 90 zile polipeptidele
cu MMR mare practic dispar, ceea ce indica trecerea calusului la faza de declin (descompunere).
In asa fel, analizand spectrul polipeptidelor din celulele calusului de R. rosea obtinem informatie
suplimentara despre schimbarea starii celulelor calusului odata cu cresterea perioadei de cultivare
si trecerea calusului de la o etapa de crestere la alta. Din punct de vedere practic, este important
faptul ca sfarsitul fazei logaritmice si inceputul celei stationare este insotit de sporirea
complexitatii spectrului polipeptidic, fapt ce sugereazd ideea despre schimbarile in expresia
genelor, ceea ce se manifestd in sporirea procentului masei uscate a biomasei si ar putea provoca
acumularea MS, care dupa datele din literatura de specialitate se amplifica in aceastda perioada
[296]. Disparitia polipeptidelor cu MMR mare la perioadele mai tarzii de cultivare demonstreaza

agravarea proceselor proteolitice si degradarea celulelor calusului.

4.3. Influenta radiatiei ultraviolete asupra acumulirii biomasei, continutului
compusilor fenolici si activitatii antioxidante totale a extractelor din calusul de R. rosea
Radiatia ultravioletd (UV) reprezinta un factor important pentru dezvoltarea plantelor, care

in doze mari provoaca starea de stres. Indiferent de amploarea si starea impactului, iradierea cu
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razele UV modifica procesele de crestere si dezvoltare a plantelor [211]. Se stie ca durata expunerii
si doza de raspuns sunt esentiale pentru reactiile metabolice din celulele vegetale. Cercetarile din
acest domeniu au demonstrat acumularea MS in celulele si tesuturile plantelor cultivate dupa
iradiere, in special, cu doze mici ale razelor UV-B (280-315 nm) si UV-C (200-280 nm) [238].
Dozele mari de radiatii UV-B si UV-C induc modificari distructive in celulele organismului, inhiba
cresterea, micsoreaza continutul de substante de protectie nespecifica [211]. Totodata, Schreiner
si colab. [238] au raportat cd iradierea cu raze UV, in special UV-B, influenteazd favorabil
acumularea MS ca substante de protectie. Cercetarile efectuate de catre Tasheva, privind iradierea
calusului obtinut din plantele de R. rosea de origine bulgara cu raze UV [264], au demonstrat ca
modificarile In dinamica acumuldrii biomasei reprezinté un proces important pentru evaluarea
efectul cumulativ al perturbarilor minore in functionalitatea culturii. Iradierea cu raze UV-B, de
asemenea, a indicat reducerea acumularii biomasei in castraveti [166], spanac [3, 195] si fasole
mung [3]. Cu toate acestea, culturile celulare in vitro, care sintetizeaza MS dupa expunerea la
radiatii UV-B, sunt slab studiate si oferd perspectivd 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 acumuldrii biomasei in timp, practic proportional cu durata de expozitie (Figura 4.3).
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Fig. 4.3. Acumularea biomasei calusului de R. rosea tratat zilnic cu raze UV-B pe parcursul
a 0 (martor-M), 5, 15, 30, 60, 120 si 180 min incepand cu ziua a 12-a dupa inoculare si
terminand cu a 30-a zi de cultivare.

Cu cét durata de actiune a razelor UV-B asupra calusului este mai indelungata, cu atat inhibarea
cresterii biomasei calusului este mai profunda, iar culoarea calusului sugereaza despre stoparea
proceselor de proliferare (Fig. A9.1). Mentiondm ca sub actiunea radiatiei UV-B calusul se

decompacteaza si pierde culoarea verde. Aceste efecte se manifesta foarte evident deja in varianta
98



cu actiune de scurtd durata a razelor UV-B (pe parcursul a 30 min). De aici rezultd ca radiatia UV-
B reprezinta un factor ce franeaza proliferarea celulelor calusului de R. rosea, ceea ce se manifesta
atat prin diminuarea dinamicii de acumulare a biomasei, cat si prin schimbarea aspectului celulelor
calusului.

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 relativa a biomasei (Figura 4.4 si
4.5). Analizand aceste date concluzionam ca cresterea duratei de expozitie cu raze UV-B ca regula
asigura atat sporirea activitdtii 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
determinatd o concentratie mai Tnaltd de substante fenolice. Activitatea antioxidantd 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 4.4). Analizand datele prezentate in Figura 4.5 mentionam
tendinta evidenta de sporire a activitatii antioxidante a extractelor din probele de calus obtinute in
cazul sporirii duratei de expozitie la radiatia UV, care concomitent diminueazad dinamica de

acumulare a biomasei [38].
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Fig. 4.4. Influenta radiatiei UV-B pe parcursul Fig. 4.5. Dependenta dintre valorile

a 0 (martor-M), 5, 15, 30, 60, 120 si 180 min, activitatii antioxidante relative a

aplicate in ziua a 12-a de cultivare, asupra extractelor si cresterea relativa a
activititii antioxidante relative si continutului calusului de R. rosea tratat cu raze UV-B
compusilor fenolici in extractele din calusul timp de 0 (martor-M), 5, 15, 30, 60, 120
de R. rosea la sfarsitul perioadei de cultivare  si 180 min in ziua a 12-a de cultivare, la
(in ziua a 30-a). sfarsitul perioadei de cultivare (in ziua a

30-a).
Luand in considerare faptul cd diminuarea activitatii antioxidante relative se manifesta

foarte pronuntat dupa atingerea cresterii relative a valorii de 0,6 (Figura 4.5), iar acest nivel de

crestere relativa se observa la durata de expozitie cu radiatia UV-B pe parcursul a 60 min, Figura
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4.3, tragem concluzia ca pentru acumularea unei cantitdti maxime de substante cu efecte
antioxidante durata optima de expozitie a calusului la raze UV-B este de 60 min. Extinderea duratei
de expozitie duce la stagnarea cresterii biomasei calusului, Figura 4.3, de aceea aceste doze
depasesc valorile optimale privind activitatea antioxidanta totald a extractelor din biomasa
calusului acumulatd in aceste variante.

In asa fel, radiatia UV reprezinti un factor important care influenteazi acumularea
compusilor fenolici in celulele calusului de R. rosea. Cu toate acestea, atat continutul compusilor
fenolici, cat si capacitatea lor antioxidantd raman mult mai joase in comparatie cu parametrii

caracteristici pentru extractele din rizomi de R. rosea, colectati din Muntii Carpati.

4.4. Influenta temperaturilor joase pozitive asupra cresterii biomasei calusului si
agregatelor celulare de R. rosea, precum si a parametrilor biochimici ai extractelor din
biomasa acestora

Unul dintre principalii factori care determina posibilitatea existentei plantelor intr-un
anumit habitat este temperatura. Schimbarile de temperaturd provoaca modificari ale proceselor
metabolice din celula vegetala, iar conditiile ce provoaca stresul pronuntat pot duce la deteriorarea
sau chiar moartea plantelor. In dependenti de specia plantelor, intervalul de temperaturi favorabile
pentru crestere si dezvoltare este cuprins intre 10 si 35°C. Temperaturile de 35°C si 5 — 4°C sunt
considerate temperaturile pragului critic de tranzitie de la conditiile favorabile la conditiile
nefavorabile [309].

Multi cercetatori au examinat 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. Rezultatele aprecierii influentei temperaturilor de +4°C si +8°C pe parcursul a 3
si 6 ore asupra acumularii biomasei calusului de R. rosea, aplicate in ziua a 20-a de cultivare, sunt
prezentate pentru perioada de vara, Figura.4.6A si toamna, Figura.4.6B. Din rezultatele obtinute
s-a observat ca valoarea procentuala 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.
Interesant este si faptul cd expunerea la temperaturi joase pozitive a asigurat sporirea semnificativa
asupra indicelui de crestere al calusului atat in perioada de vara, cat si In cea de toamna. Totodata,
valorile de sporire ale acestui indice au fost mai inalte in perioada de vara in comparatie cu cele

de toamna.
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Fig.4.6. 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) A (vara, luna iunie) si B (toamna, luna
octombrie).

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 expunerii la temperaturi joase pozitive depinde nu numai de temperatura, dar si de
durata de expunere. In cazul variantei experimentale cu temperatura de +4°C, pe parcursul a 3 si 6
ore, aceasta valoare a atins un spor de 56% si, respectiv, 33,5% fata de varianta martor (Figura
4.6.A, B). Din rezultatele obtinute in cazul variantei experimentale cu temperatura de +8°C,
aceasta valoare a atins un spor de =36% si, respectiv, 27% fata de varianta martor (Figura 4.6.A,

B).

Cercetarile efectuate au demonstrat ca calusul de R. rosea cultivat timp indelungat si supus
ulterior tratarii cu temperaturi joase pozitive (+4°C, +8°C) este bine adaptat la conditiile de
cultivare in vitro. Aceasta ne releva indicele de crestere, care este mai mare de 1,56 ori, in cazul
variantei tratate cu temperatura de +4°C, pe parcursul a 3 ore, comparativ cu martorul. Indicele de
crestere al culturilor celulare si tesuturilor cultivate in vitro este unul din factorii limitativi pentru
implementarea In practica a acestora. Rezultatele obtinute sugereaza ca in cazul dat calusul de R.
rosea manifesta caracteristici de adaptare pentru supravietuire, care ar putea fi evaluate ca un
sistem de culturd model pentru speciile de aceeasi naturd. Aceste rezultate, in opinia noastra, sunt
de interes practic 1n legaturd cu problema sporirii cresterii biomasei atat a culturilor celulare, cat
si a tesuturilor producatoare de compusi valorosi.

Este cunoscut faptul ca modificarile celulare induse de catre oricare dintre temperaturile
extreme (ridicate sau joase), includ raspunsul ce conduce la acumularea in exces a compusilor
toxici, in special a SRO [192]. Plantele poseda diferite sisteme de aparare antioxidante pentru

minimizarea efectelor nocive ale SRO.
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Procesele care implica controlul concentratiei SRO in celulele plantelor sunt asociate cu
biosinteza si acumularea MS in ele, ceea ce reprezintd un interes deosebit pentru cultura in vitro
de R. rosea. Printre SRO, o atentie deosebita a fost atrasa continutului de H2O2. In prezent este
demonstrat ca H2O; participa la reglarea mai multor procese fiziologice, cum ar fi dobandirea
rezistentei, consolidarea peretelui celular, senescenta, producerea fitoalexinelor, fotosinteza,
deschiderea stomatelor etc. [203, 300]. Multifunctionalitatea, pe de o parte, si pericolul prezentei
in concentratii ridicate, pe de altd parte, impune controlul foarte strict al concentratiei H2O2 1n
celulele vegetale. Productia activa a H2O: in celulele vegetale este o conditie preliminara pentru
cresterea, dezvoltarea normala si moartea celulelor [192]. Luand in considerare cele mentionate,
am realizat cercetari privind activitatea substantelor oxidative in cultura in vitro de R. rosea supuse
influentei temperaturilor joase pozitive.

Rezultatele aprecierii influentei temperaturii de +4°C pe parcursul a 3 si 6 ore, aplicata 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 4.7) au relevat ca continutul minim al peroxidului de hidrogen
a fost Tnregistrat in calusul cultivat in varianta martor (7,15 mM H20>/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 H»02/g biomasa)

si, respectiv, 6 ore (10,84 mM H202/g biomasa).
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Fig.4.7. Influenta temperaturii de +4°C pe
parcursul a 3 si 6 ore, aplicati 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).

Fig.4.8. Dependenta dintre valorile
biomasei calusului si continutului de H202
in extractele din celulele calusului de R.
rosea, tratat cu temperatura de +4°C pe
parcursul a 3 si 6 ore in ziua a 20-a de
cultivare, determinate la sfarsitul perioadei
de cultivare (in ziua a 40-a).

Cantitatea inregistratd in aceste variante experimentale a crescut cu 92% si, respectiv, 52% fata de

varianta martor. In asa fel se observa ci continutul relativ al peroxidului de hidrogen in celulele
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calusului de R. rosea in general este mai inalt in variantele cu acumulare mai intensiva a biomasei
calusului (Figura 4.7). 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 4.8). Din literatura de specialitate se stie ca ciclurile metabolice se activeaza in
celulele cu proliferare activd [253]. Aceasta duce la marirea continutului de peroxid de hidrogen,
care iese de sub control si induce procesele ce asigura marirea activitatii catalazelor care sunt
necesare pentru degradarea lui [179]. Datele obtinute demonstreaza ca totusi continutul
peroxidului in biomasa calusului este cu atat mai mare, cu cat acumularea biomasei este mai inalta,
deci si proliferarea celulelor este mai intensiva.

De aici rezultd ca continutul peroxidului in cultura calusului de R. rosea poate fi un indice
al activitatii proceselor proliferative ale celulelor. In asa fel, putem conclude ci socul cu
temperaturi joase pozitive activeaza procesele de proliferare ale celulelor, deci manifesta tendinta
de rejuvenilizare a celulelor calusului de R. rosea. Pentru a valida aceasta viziune a fost necesar
sa apreciem activitatea PO si CAT ca indicatori ai proceselor de descompunere a peroxidului de
hidrogen si a viabilitatii celulelor calusului. Totodata, este necesar s mentionam ca CAT joaca un
rol important in procesele de crestere si diferentiere a culturilor vegetale, iar activitatea lor ridicata
ar putea corela cu procesul de proliferare in timpul inducerii activitatii lor [140].

Analizand valorile activitatii CAT in extractele din calusul de R. rosea dupa 40 de zile de
cultivare (Figura 4.9A) observam cd maximul de biosintezd a CAT a fost inregistrat la varianta
calusului supus socului cu temperatura de +4°C pe parcursul a 3 ore, valoarea activitatii fiind egala

cu 0,32 unitati/mL fata de 0,24 unitati/mL la martor.

ap
w
(&)

o
w

N
3

o
)

PO; mM

oo benzid.oxid./min/g biomasa

o
-

Activitatea CAT; mM

o HZO%gnin/g bjomas
[
()]

[=}
a

O P N W b 01 O N

o

>

Martor 3ore 6 ore

Martor 3ore 6 ore

Fig.4.9. Influenta temperaturii de +4°C pe parcursul a 3 si 6 ore, aplicati in ziua a 20-a de
cultivare, asupra activitatii CAT (A) si PO (B) in extractele din calusul de R. rosea

determinate la sfarsitul perioadei de cultivare (in ziua a 40-a).

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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Activitatea mai inalta a CAT in varianta expusa temperaturilor joase pozitive pe parcursul
a 3 ore demonstreaza rolul principal al CAT in lichidarea H2O2 produs intens in cazul dat (Figura
4.9A) si este determinat atat de conditiile de temperaturd, 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 PO (Figura 4.9B) 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 unitéti benzid.oxid./min/g biomasa in varianta expusa socului cu temperatura
de +4°C pe parcursul a 3 ore si, respectiv, 6 ore. Analiza activititii 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
multifunctionald [210], participa nu numai la detoxifierea H2O>, dar si in alte procese importante
pentru dividerea si diferentierea celulelor [210].

In acest context, activitatea mai mare sau la acelasi nivel a principalelor enzime
antioxidante extrase din calusul de R. rosea, concomitent cu continutul de H20. este in
concordantd cu rezultatele mai multor autori pe culturi de tesuturi ale diferitor specii de plante
[255, 267, 301]. De asemenea, este cunoscut faptul ca sub actiunea stresului raportul enzimelor
antioxidante se poate schimba in dependentd de specia plantei [246].

Luand in considerare faptul ca sub influenta temperaturilor joase pozitive se manifesta
tendinta de rejuvenilizare a celulelor calusului de R. rosea, am determinat influenta acestui factor
asupra perioadei de intrare a culturii calusului in faza de senescentd. Acest obiectiv a fost realizat
prin determinarea viabilitatii celulelor calusului de R. rosea la etape diferite de cultivare. Testele
de determinare a viabilitatii s-au bazat pe determinarea integritatii membranei celulare, apreciind
difuzia citoplasmatica a colorantului Metilen blue [12]. Acest procedeu este rapid si precis. Drept
exemplu de determinare a viabilitatii celulelor calusului de R. rosea au servit probele prelevate in
ziua a 20-a dupa aplicarea temperaturii de +4°C, pe parcursul a 3 ore (in total 40 zile de cultivare).
Procentul celulelor moarte ale calusului de R. rosea expus socului cu temperatura de +4°C pe
parcursul a 3 ore este de 4 ori mai jos In comparatie cu calusul din varianta martor, cea ce
demonstreaza intarzierea trecerii la senescentd a celulelor din varianta experimentald (Figura
4.10A). Acest efect benefic al socului cu temperatura de +4°C a asigurat majorarea masei celulelor
calusului cu 41% fatd de cea caracteristicd pentru calusul din varianta martor (Figura 4.10B).
Datele prezentate demonstreaza indirect trecerea mai rapida la senescenta a celulelor calusului din
varianta martor in comparatie cu cele ale calusului care in faza exponentiala au fost expuse socului

cu temperatura de +4°C.
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Fig.4.10. Influenta temperaturii de +4°C pe parcursul a 3 ore, aplicata in ziua a 20-a
de cultivare, asupra procentului de celule moarte (A) si acumularea biomasei (B) in calusul

de R. rosea determinate la sfarsitul perioadei de cultivare (in ziua a 40-a).

Un alt indice utilizat pentru a aprecia influenta socului cu temperaturi joase pozitive asupra
fenomenului de mentinere a viabilitatii celulelor calusului de R. rosea a fost analiza extractelor
privind continutul pigmentilor clorofilieni. Datoritd implicarii acestor pigmenti in procesul de
fotosinteza si indirect in procesele de crestere, se pesupune ca concentratia lor sa fie mai mare in
calusul cu un procent mai inalt de celule viabile. Luand in considerare aceasta, am determinat
cantitatea de clorofila a si b, cantitatea totala de pigmenti verzi (clorofila a + b) si continutul

carotenoidelor (Figura 4.11).
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Fig. 4.11. Influenta temperaturii de +4°C pe parcursul a 3 ore, aplicati in ziua a 20-a de
cultivare, asupra cantitétii pigmentilor clorofilieni in calusul de R. rosea determinate la
sfarsitul perioadei de cultivare (in ziua a 40-a).

Extragerea pigmentilor asimilatori din calusul de R. rosea, dupa 40 zile de cultivare, ne
indica ca continutul de clorofild a in extractul calusului cultivat in varianta martor este relativ jos
(6,09 mg/g de material vegetal proaspat), iar in varianta experimentald (calusul expus la
temperatura de +4°C pa parcursul a 3 ore) continutul a crescut pana la 8,25 mg/g, fapt ce
demonstreaza sporirea continutului acestui pigment. Cantitatea inregistratd a marcat un spor cu

47% fata de varianta martor. Aceeasi tendinta se observa si in cazul clorofilei b, cantitatii totale de
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pigmenti verzi (clorofila a si b) si, respectiv, a carotenoidelor (Figura 4.11). In general aceste date
atesta viziunea despre influenta benefica a socului cu temperaturi joase pozitive, aplicat asupra
calusului de R. rosea in faza exponentiala de crestere a lui.

Datele privind continutul compusilor fenolici (CCF) si capacitatea antioxidanta totala (Cat)
a extractelor din varianta martor si cea experimentald (Figura 4.12) indicd ca atat valorile
continutului compusilor fenolici (Figura 4.12A), cat si valorile capacitatii antioxidante totale
(Figura 4.12B) a extractelor din calusul variantei experimentale au fost mai joase decat valorile
caracteristice pentru varianta martor. Totodata, datele prezentate demonstreaza ca capacitatea

antioxidanta totald coreleaza pozitiv cu continutul compusilor fenolici.
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Fig.4.12. Influenta temperaturii de +4°C pe parcursul a 3 ore, aplicati in ziua a 20-a de
cultivare, asupra continutului compusilor fenolici (CCF)(A) si capacitatii antioxidante
totale (Cat) (B) in extractele calusului de R. rosea determinate la sfarsitul perioadei de

cultivare (in ziua a 40-a).

Datele cantitative privind continutul total de flavonoide (CTF) in calusul de R. rosea in
dependenta de aplicarea temperaturii de +4°C pe parcursul a 3 ore (Figura 4.13) indica ca valorile
continutului total de flavonoide a scazut semnificativ in comparatie cu valorile variantei martor.
In asa fel, aceste date sustin viziunea ¢ socul cu temperaturi joase pozitive retine trecerea la
senescentd a celulelor calusului, trecere care deseori este insotitd de acumularea compusilor
fenolici si a flavonoidelor [18].

In concluzie, desi calusul reprezinta un tesut dediferentiat, tratarea lui cu temperaturi joase
pozitive determina fenomenul de retinere a trecerii culturii calusului de R. rosea de la faza

exponentiala de crestere la cea stationara, ceea ce asigura sporirea acumularii biomasei totale.
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Fig.4.13. Influenta temperaturii de +4°C pe parcursul a 3 ore, aplicati in ziua a 20-a de
cultivare, asupra continutului total de flavonoide (CTF) in extractele calusului de R. rosea

determinat la sfarsitul perioadei de cultivare (in ziua a 40-a).

Aceste efecte benefice ale socului cu temperaturi joase pozitive sunt asociate cu sporirea
continutului pigmentilor implicati in procesul de fotosinteza si cu tendinta de diminuare a
continutului componentilor ce determina potentialul oxido-reducitor al celulelor in perioada de
trecere la senescentd [18]. Aceasta sugereaza ca prin combinarea rationala a factorilor caracteristici
pentru conditiile naturale de crestere a speciei R. rosea (variatia temperaturii si a activitatii razelor
ultraviolete) este posibil de a influenta cresterea si acumularea MS Tn biomasa plantelor de R. rosea
cultivate in conditii in vivo. De aici rezulta ca sporirea randamentului de obtinere a MS in cultura
in vitro de R. rosea poate fi realizata prin combinarea rationala a expozitiilor la temperaturi joase

pozitive si radiatii UV.

4.5. Influenta temperaturilor negative asupra parametrilor fiziologici ai calusului si
agregatelor celulare de R. rosea, precum si a parametrilor biochimici ai extractelor din
biomasa acestora

Din literatura de specialitate este cunoscut faptul ca suspensiile celulare sunt capabile sa se
aclimeze la frig si sd dezvolte o tolerantd mai mare la inghet [202]. Temperatura joasa afecteaza
in mod diferit functiile celulelor plantelor si structura lor. Ea poate provoca leziuni celulare si
moartea celulelor sau plantelor. In unele conditii, la plantele expuse temperaturilor joase se
ajusteazi metabolismul celular, sporeste rezistenta plantelor la temperaturile de inghet [174]. In
conditii naturale de Tnalta altitudine, pe perioada vegetatiei plantele de R. rosea sunt deseori supuse
influentei temperaturilor joase si chiar negative.

Anterior a fost demonstrat cd dupa aplicarea temperaturilor joase pozitive, valoarea
procentuald a indicelui de crestere a calusului de R. rosea la etapa de trecere in faza stationara
inregistreaza o majorare a acestor valori peste 40% fatd de varianta martor. De asemenea, luand in

considerare ca habitatele naturale ale plantelor de R. rosea L. constituie zonele cu conditii
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climaterice dure si accidentale, fiind expuse diferitor conditii de stres, inclusiv la temperaturi
extreme, ne-am propus sd determindm rezistenta si la actiunea diverselor temperaturi negative a
celulelor calusului si agregatelor celulare de R. rosea. Acest obiectiv a putut fi realizat prin
determinarea influentei temperaturilor negative asupra acumularii biomasei si a viabilitatii celulare
a calusului si agregatelor celulare R. rosea.

Cercetarile noastre au vizat in primul rand determinarea valorilor temperaturilor negative,
la care celulele calusului si agregatelor celulare non-embriogene raspund la actiunea factorului
termic sporind toleranta la ger si totodatd demonstrand viabilitate celulara cu 50% mai mare fata
de mator. Evaluand supravietuirea celulelor, dupa actiunea cu temperaturi negative (-8°C, - 12°C,
14°C si -16°C) timp de 8 ore, a fost determinata rezistenta lor la actiunea socului conditionat de
temperaturile mentionate. Viabilitatea celulelor a fost exprimata in % fata de martor (celule ale
calusului care nu au fost supuse congelarii). Datele privind actiunea temperaturilor negative asupra
viabilitatii celulelor (%) si acumularii biomasei calusului de R. rosea pe mediul solid sunt
prezentate in Figurile 4.14 si 4.15. Din Figura A9.2 se poate observa cd odata cu diminuarea
temperaturii de expunere la socul cu temperaturi negative, culoarea verde a calusului devine tot
mai slab evidentd. Cantitativ aceastd legitate se manifesta in datele prezentate in Figura 4.14.
Diminuarea temperaturii negative a socului a dus la sporirea liniara a nivelului de celule moarte
de la circa 24% 1n varianta martor pana la 89% de celule in calusul prealabil expus socului cu -
14°C. Daca dupa expozitia la -4°C au supravietuit 67% dintre celule, dupa expozitia la -8°C au

supravietuit doar 52% de celule.
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Fig.4.14. Influenta temperaturilor negative Fig. 4.15. Dependenta dintre valorile
pe parcursul a 8 ore, aplicate in ziua a 20-a biomasei si cele ale viabilitatii celulelor
de cultivare, asupra viabilitatii celulelor si calusului de R. rosea, tratat cu
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acumularii biomasei calusului de R. rosea, la temperaturi negative pe parcursul a 8 ore
sfarsitul perioadei de cultivare (in ziua a 40- 1in ziua a 20-a de cultivare, determinate la
a). sfarsitul perioadei de cultivare (in ziua a

40-a).
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Diminuarea temperaturii de expozitic panad la -12°C si -14°C a cauzat amplificarea
proceselor distructive si diminuarea procentului celulelor viabile pana la 20% si, respectiv, 11%.
Prin urmare, temperatura la care a Survenit pieirea a 50% din numarul total de celule este de
aproximativ -8°C. Diminuarea procentului de celule vii odata cu diminuarea temperaturii negative
de expozitie a cauzat micsorarea si mai semnificativd a acumuldrii de biomasa, Figura 4.14.
Biomasa calusului s-a micsorat de la 12,3 g (martor) pana la 10,8 si 7,3 g in varianta calusului
obtinut dupa expunerea la -4°C si -12°C, respectiv. Valorile mentionate constituie diminuarea
raportului biomasei calusului in variantele respective fatd de cele martor cu 12 si 41%.

Dupa cum a fost mentionat mai sus, calusul de R. rosea, supus actiunii temperaturilor
negative, a inregistrat atat micsorarea viabilitatii celulelor, cat si a indicelui de crestere a biomasei.
Compararea legitatilor schimbarii acestor valori (Figura 4.15) demonstreaza existenta unei
corelatii pozitive dintre biomasa si indicele de viabilitate, coeficientul de corelatie fiind R =
0,9722. In asa fel, putem concluziona ci sporirea procentului de celule viabile cu o unitate duce la
cresterea biomasei finale a calusului cu 0,0799 g. De aici rezulta ca diviziunea celulelor calusului
in conditiile create artificial este limitata.

Cercetari similare privind actiunea temperaturilor negative asupra viabilitatii celulelor si
acumularii biomasei au fost efectuate si cu agregatele celulare de R. rosea cultivate in mediu lichid.
Datele obtinute sunt prezentate in Figurile 4.16 si A9.3. Mentionam, ca ca si in cazul culturii
calusului de R. rosea pe mediu solid, temperaturile negative au cauzat efecte deteriorative. De
exemplu, in varianta experimentala dupa expunerea la -12°C si -14°C, masa agregatelor celulare
din mediul nutritiv lichid s-a micsorat fata de cea a masei din varianta martor cu 2,8 g si, respectiv,
3,1 g, ceea ce constituie diminuarea cu 24 % si 27% fatda de martor. Viabilitatea celulelor dupa
expunerea la socul cu temperatura de -12°C -14°C a scazut de la 79% in varianta martor pana la
19% si, respectiv, 16% 1n variantele experimentale.

Daca dupa expozitia calusului la -8°C au supravietuit doar 52% de celule, in cazul expunerii
in varianta experimentald a agregatelor celulare de R. rosea la -8°C, am observat ca valoarea
viabilitatii celulelor este de 68%. Aceasta sugereaza cd toleranta la ger a agregatelor celulare este
mai inaltd decat cea a celulelor calusului, ceea ce indica exact ca si in cazul actiunii radiatiei
ionizante ca toleranta la factorul de stres este cu atat mai inaltd, cu cat gradul de organizare a
sistemului biologic este mai jos (regula Bergonie-Tribondeau) [306]. Aceste rezultate ne
demonstreaza ca temperaturile letale pentru cultura agregatelor celulare pot fi considerate valorile
mai joase de -12°C.

Dependenta biomasei calusului de procentul celulelor viabile la sfarsitul perioadei de

cultivare a agregatelor celulare (Figura 4.17) ne demonstreaza ca diminuarea biomasei agregatelor
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celulare este direct proportionald cu micsorarea celulelor viabile, coeficientul de corelatie fiind

R=0,9434.
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Fig. 4.16. Influenta temperaturilor negative Fig. 4.17. Dependenta dintre valorile

pe parcursul a 8 ore, aplicate in ziua a 12-a biomasei si cele ale viabilitatii celulelor
de cultivare, asupra viabilitatii celulelor si agregatelor celulare de R. rosea, tratate
acumulirii biomasei agregatelor celulare de cu temperaturi negative pe parcursul a 8
R. rosea, la sfarsitul perioadei de cultivare ore in ziua a 12-a de cultivare,
(in ziua a 20-a). determinate la sfarsitul perioadei de
cultivare (in ziua a 20-a).

Cum era de asteptat, unghiul de inclinatie a acestei dependente pentru agregatele celulare este egal
cu 0,0445 (Figura 4.17). El este mai mic In comparatie cu cel caracteristic pentru celulele calusului
0,0799 (Figura 4.15). Aceasta si mai mult dovedeste cad celulele agregatelor celulare sunt mai
tolerante la ger in comparatie cu cele ale calusului.

Se cunoaste cd actiunea asupra plantelor cu temperaturi negative, doza cdrora este
moderatd, poate asigura aclimatizarea lor [145]. Acestea se caracterizeaza prin rezistenta sporita
fata de temperaturile negative, care altfel ar fi fost letale [121, 260]. Formarea mecanismelor de
adaptare la temperaturi joase implicd diverse niveluri ale metabolismului celular, starea
membranelor, modificari in expresia genelor, ceea ce duce la acumularea in celule a proteinelor
de stres si a compusilor osmo- si crioprotectori [145]. Aceste modificari sunt menite sa asigure
organismul vegetal nu numai sd supravietuiasca conditiilor nefavorabile, dar si sd revina la
functionarea normala dupa ce temperatura ambianta atinge optimul necesar. De asemenea, este
cunoscut ca nivelul de tolerantd manifestat de o anumitd planta depinde de specia, tesutul sau tipul
celulelor supuse stresului [260]. Prin urmare, rezultatele obtinute demonstreaza ca celulele
agregatelor celulare sunt mai rezistente la actiunea temperaturilor negative, tolerdnd temperaturi
cu circa 4°C mai joase in comparatie cu celulele calusului. Aceasta sugereaza despre tendinta de
diminuare a rezistentei la ger odata cu sporirea gradului de complexitate al relatiilor dintre celulele

calusului In comparatie cu cele ale agregatelor celulare.
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Pe parcursul cultivarii atat a culturii calusului, cat si a agregatelor celulare de R. rosea, a
fost vizual remarcatd micsorarea intensitatii culorii verzui sau chiar brunificarea explantelor in
variantele experimentale fatd de cele martor. Luand in considerare aceasta, am determinat
continutul pigmentilor clorofilieni si carotinoidelor in materialul cercetat. Rezultatele obtinute
(Tabelele 4.3 si 4.4) demonstreaza ca continutul pigmentilor fotosintetici extrasi din biomasa
calusului din varianta martor I-a depasit pe cel caracteristic pentru variantele experimentale (cu
expunere la temperaturi negative). De exemplu, concentratia de clorofild a in calusul (mediul
solid) din varianta martor era 1,27 mg/g de masa proaspata, iar in celule calusului tratat cu
temperaturi negative de -4°C si -8°C — 1,19 si, respectiv, 1,04 mg/g (cu 6 si 18% mai putin decat

in varianta martor) de material vegetal proaspat.

Tabelul 4.3. Influenta temperaturilor negative pe parcursul a 8 ore, aplicate in ziua a
20-a de cultivare, asupra continutului pigmentilor fotosintetici in celulele calusului de R.

rosea la sfarsitul perioadei de cultivare (in ziua a 40-a).

Parametrii aparatului Variantele

fotosintetic +26°C -4°C -8°C -12°C
Clorofila a, mg/g 1,27+0,10 1,194+0,13 1,04+0,3 0,48+0,10
Clorofila b, mg/g 0,75+0,04 0,64+0,11 0,5540,2 0,17+0,20
Suma totala (a+b) 2,02+0,24 1,83+0,12 1,59+0,6 0,65+0,16
Raportul a/b 1,7 1,85 1,89 2,82
Carotenoidele ¢, mg/g 1,14+0,02 1,2240,21 1,39+0,3 0,20+0,05

Totodatd, am observat ca continutul de clorofila b in calusul acestor variante s-a micsorat fata de
continutul din celulele calusului din varianta martor cu 14% (expunere la -4°C) si, respectiv, 26%
(expunere la -8°C). Concomitent continutul carotenoidelor in variantele experimentale mentionate
s-a majorat cu 7 si, respectiv, cu 30%. Asadar, nivelul relativ scazut al modificarii continutului
pigmentilor fotosintetici dupa expunerea la -4°C sugereaza ca calusul de R. rosea tolereaza
expunerea la aceastd temperaturd, dar expunerea la temperaturi de -8°C si mai joase sunt
daunatoare. Socul efectuat cu temperatura de -14°C a avut urmadri grave atit asupra continutului
de pigmenti fotosintetici, Tabelul 4.3, cat si asupra acumularii biomasei calusului, Figura 4.14 si
4.15, fenomene ce sunt asociate cu necroza celulelor calusului. in asa fel, devine clar ca calusul
tolereaza socul cu temperaturi negative mai inalte de -4°C, fiind deteriorat de socul cu temperatura
negativa de -12°C.

Cercetari similare privind actiunea temperaturilor negative asupra agregatelor celulare,
Tabelul 4.4 au demonstrat ca, la fel ca si in cazul culturii calusului de R. rosea pe mediu solid,
temperaturile negative deterioreazd celulele agregatelor celulare. De exemplu, concentratia de
clorofila a in agregatele celulare din varianta martor este de 2,42 mg/g de masa proaspata, iar in
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celulele agregatelor tratate cu temperaturi negative de -8°C si -12°C — 2,27 si, respectiv, 2,05 mg/g
(cu 6 si 15% mai putin decat in varianta martor) de material vegetal proaspat. Continutul de
clorofila b in celulele agregatelor acestor variante s-a micsorat fata de continutul din celulele din
varianta martor cu 15% (expunere la -8°C) si respectiv 28% (expunere la -12°C). De asemenea, ca
si in cazul calusului, continutul carotenoidelor in variantele experimentale ale agregatelor s-a
majorat cu 4 si, respectiv, cu 9%. Dacd comparam celulele calusului cu cele ale agregatelor
celulare expuse la -8°C, observam ca continutul de clorofild a in cele ale calusului s-a micsorat cu
18%, iar in cele ale agregatelor celulare numai cu 6%. Totodatd, remarcam ca si continutul
clorofilei b s-a micsorat cu 26% in celulele calusului fata de 15% in celulele agregatelor. Nivelul
relativ scizut al modificirii continutului pigmentilor fotosintetici dupd expunerea la -8°C,
sugereaza ca agregatele celulare de R. rosea tolerecaza expunerea la aceasta temperatura, dar

expunerea la temperaturi de -14°C si mai joase sunt degradante sau chiar letale (Figura 4.16).

Tabelul 4.4. Influenta actiunii temperaturilor negative pe parcursul a 8 ore, aplicate in
ziua a 12-a de cultivare, asupra continutului pigmentilor fotosintetici in agregatele

celulare de R. rosea la sfarsitul perioadei de cultivare (in ziua a 20-a).

Parametrii aparatului Variantele

fotosintetic +26°C -8°C -12°C -14°C
Clorofila a, mg/g 2,42+0,15 2,27+0,31 2,05+0,17 0,84+0,30
Clorofila b, mg/g 1,26+0,11 1,07+0,10 0,91+0,2 0,35+0,20
Suma totala (a+b) 3,68+0,29 3,3440,12 2,96+0,1 1,194+0,61
Raportul a/b 1,9 2,12 2,25 2,4
Carotenoidele ¢, mg/g 1,64+0,11 1,71+0,20 1,79+0,2 0,48+0,30

Prin urmare, aceste rezultate demonstreaza actiunea deteriorativa a temperaturilor negative
in functionarea aparatului fotosintetic, intrucat se cunoaste [2] ca pigmentii clorofilieni (clorofila
a si b) sunt implicati direct in procesul de fotosinteza si indirect in procesul de proliferare. Autorii
Georgieva si Lichtenthaler [110] au demonstrat cd temperaturile scdzute afecteazd nu numai
cantitatea de pigmenti, dar si marimea si forma celulelor fotosintetice si, in consecinta, procesul
de fotosinteza. De asemenea, observam ca a crescut usor continutul carotenoidelor, ceea ce indica
un posibil rol de protectie impotriva stresului oxidativ. Se cunoaste ca carotenoidele pot actiona
ca antioxidanti, ce includ protectia membranelor impotriva deteriorarii radicalilor liberi, iar
continutul lor creste sub actiunea temperaturilor scazute. Variatiile In anatomia, fiziologia si
morfologia celulelor reflecta adaptabilitatea plantelor la modificarile de temperatura [154].

In literatura de specialitate practic nu existi rapoarte privind actiunea temperaturilor
negative asupra culturii celulare de R. rosea in vitro si in vivo. Cercetarile efectuate au demonstrat

ca atat continutul de clorofila a si b, cat si al carotenoidelor este influentat de actiunea
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temperaturilor negative, lucru confirmat si de catre Carter si Knapp [52]. De asemenea, cultura
celulard de R. rosea a Inregistrat atat micsorarea viabilitatii celulelor, cat si a indicelui de crestere
a biomasei. Cultura calusului tolereaza socul cu temperaturi negative mai inalte de -4°C, fiind
deteriorat de socul cu temperatura negativa de -14°C. Agregatele celulare sunt mai rezistente la
actiunea temperaturilor negative cu -4°C in comparatie cu celulele calusului, ceea ce indica despre
tendinta de diminuare a rezistentei la ger odata cu sporirea gradului de complexitate a sistemelor

biologice.

4.6. Influenta reglatorului natural de crestere Reglalg asupra parametrilor fiziologici
ai calusului si agregatelor celulare de R. rosea, precum si a parametrilor biochimici ai
extractelor din biomasa acestora

Spre deosebire de fitohormoni, reglatorii naturali de crestere (RNC) ca reguld sunt
complecsi si demonstreaza activitate biologicd in concentratii mai mari, influenta biologica a lor
fiind armonioasa, asigurand adaptarea si mentinerea starii de homeostaza a plantelor in diferite
conditii ale mediului [73, 74]. In acest context, cea mai mare atentie este indreptatd spre obtinerea
RNC complecsi, creati pe bazd de materie prima naturald, care includ fitohormoni, vitamine,
aminoacizi, acizi grasi, precum si o gama largd de metaboliti secundari [74, 113]. Printre RNC cu
perspectiva pentru utilizare atat in conditii in vivo [73, 74, 85], cat si in vitro [16, 47, 55, 56, 57,
58, 292], se numara si preparatul Reglalg, certificat pentru aplicare in agricultura Republicii
Moldova [13]. Scopul acestor cercetari a fost de a determina posibilitatea utilizarii preparatului
Reglalg in vederea sporirii biomasei calusului si agregatelor celulare in cultura in vitro de R. rosea
L.

Analiza comparativa a rezultatelor cultivarii celulelor calusului de R. rosea pe mediul MS
solid si in mediu lichid a demonstrat ca pe parcursul a 40 zile in vasele de 150 mL, continand 40
mL de mediu nutritiv solid, se acumuleazd 8-10 g de masa proaspata a calusului, atunci cand in
mediul lichid, doar pe parcursul a 20 zile se acumuleaza 10-12 g de agregate celulare. De aici
rezulta ca viteza de proliferare a celulelor de R. rosea in mediul lichid este de cel putin doua ori
mai inaltd in comparatie cu cea pe mediul solid.

Datele privind influenta preparatului Reglalg asupra indicelui de crestere (in %) a culturii
de R. rosea pe mediul solid si lichid sunt prezentate in Figura 4.18 (biomasa calusului) si 4.19
(biomasa agregatelor celulare). Din datele prezentate in Figura 4.18 putem observa ca introducerea
Reglalgului in mediul de culturd a influentat benefic acumularea biomasei calusului in toate
variantele experimentale, atingand valoarea maxima la introducerea Reglalgului in mediul nutritiv

in raport de 1/1000 [46]. Masa calusului la aceasta variantd experimentala a depasit masa din
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varianta martor cu 38% [47]. La aceasta dilutie a Reglalgului cu mediul nutritiv lichid, Figura 4.19,

la fel s-a manifestat la maximum sporirea biomasei agregatelor celulare fata de martor (cu 22%).

130
Z» 140 = 120 T
% 120 % 110
g . E 100 -
R 3 90 -
= 80 - 2 4.
s 8 8 8 8 8 s o o o o
j= © o N < e} o o o o
3] = - — = - [e¢] o N <
> S S 3 S S S S =
Dilutia Reglalgului Dilutia Reglalgului
Fig.4.18. Influenta preparatului Reglalg Fig.4.19. Influenta preparatului Reglalg
diluat cu mediul MS in raport de 1/800, diluat cu mediul MS in raport de 1/800,
1/1000, 1/1200, 1/1400, 1/1800, aplicat in 1/1000, 1/1200, 1/1400, aplicat in ziua a 12-a
ziua a 20-a de cultivare, asupra indicelui de cultivare, asupra indicelui de crestere a
de crestere a calusului de R. rosea la agregatelor celulare de R. rosea la sfarsitul
sfarsitul perioadei de cultivare (in ziua a perioadei de cultivare (in ziua a 20-a).

40-a).

Prin urmare, s-a stabilit c¢d acumularea biomasei culturii calusului si agregatelor celulare
de R. rosea L. a fost maximala la dilutia Reglalgului cu mediul nutritiv in raport de 1/1000.
Rezultatele prezentate demonstreaza ca introducerea RNC Reglalg in mediul solid si lichid
influenteaza benefic proliferarea celulelor de R. rosea, efectul final depinzdnd de concentratia
preparatului in mediul de cultura. Trecerea culturii in vitro la faza stationara, realizata in mediul
lichid (cultura agregatelor celulare), a fost practic de doua ori mai rapida in comparatie cu cea pe
mediul solid (cultura calusului).

In rezultatul determinarii continutului pigmentilor clorofilieni si carotinoidelor in
materialul cercetat (Tabelele 4.5 si 4.6) observam ca continutul pigmentilor asimilatori in
variantele experimentale a demonstrat o tendinta de crestere, dar a atins valori maxime in varianta
cu introducerea Reglalgului in mediul de cultura in raport de 1/1000. De exemplu, concentratia de
clorofila a in calusul (mediul solid) din varianta martor este 1,27 mg/g de masa proaspata, iar in
celule calusului cultivat pe mediul suplimentat cu Reglalg in dilutia 1/1000 — 2,44 mg/g (cu 92%
mai mult decat In varianta martor) de material vegetal proaspat. Totodatd, observam ca in aceasta
varianta continutul de clorofila b a sporit doar cu 50%, iar cantitatea totala de pigmenti clorofilieni
(clorofila a+b) — cu 76% fata de continutul din celulele calusului din varianta martor [49]. Aceste
rezultate demonstreaza actiunea benefica a Reglalgului in functionarea aparatului fotosintetic.

Din literatura de specialitate se stie [268] cd 1n cadrul unei specii de plante, sub actiunea

diferitor factori, asa ca faza de crestere, iluminarea, diverse conditii de stres, se schimba atat
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cantitatea totald de pigmenti, cat si raportul dintre ei. In baza cercetirilor efectuate, putem
mentiona faptul ca in variantele de cultivare a calusului in prezenta Reglalgului raportul dintre
continutul de clorofila a si clorofila b a fost mai mare decat in celulele calusului din varianta
martor, sporind de la 1,7 pana la 2,17 (varianta Reglalg 1/1000), Tabelul 4.5. Comparand datele
din literatura cu rezultatele obtinute, mentionam ca raportul dintre clorofila a si b caracteristic
pentru calusul de R. rosea se incadreaza in limitele obisnuite pentru culturile calusului la diferite
specii de plante [274]. Acest raport poate servi ca indicator important privind adaptarea celulelor
calusului de R. rosea la mediului de cultivare suplimentat cu Reglalg. El poate reprezenta legatura
dintre acumularea pigmentilor clorofilieni si a biomasei calusului.

Tabelul 4.5. Influenta preparatului Reglalg in diferite concentratii, aplicat in ziua a 20-a

de cultivare, asupra continutului pigmentilor fotosintetici in celulele calusului de R. rosea

la sfarsitul perioadei de cultivare (in ziua a 40-a).

Parametrii  aparatului Variantele

fotosintetic Martor 1/800 1/1000 1/1200 1/1400 1/1800
Clorofila a, mg/g 1,27+0,1 1,87+0,19 | 2,44+0,3 2,29+0,1 1,9540,2 1,63£0,1
Clorofila b, mg/g 0,75+0,04 1,07+0,1 1,13+0,2 1,08+0,2 1,04+0,1 0,85+0,02
Suma totala (a+b) 2,02+0,24 | 2,94+0,12 3,57+0,6 3,37+0,16 3,14+0,2 2,49+0,4
Raportul a/b 1,7 1,75 2,17 2,12 1,9 1,9
Carotenoidele ¢, mg/g | 1,14+0,02 1,5240,2 1,74+£0,3 | 1,27+0,05 | 1,13+0,03 | 0,94+0,13
Raportul (a+b)/c 1,8 1,9 2,0 2,6 2,77 2,6

Dupa cum a fost mentionat mai sus, in calusul de R. rosea, cultivat pe mediul nutritiv solid
suplinit cu Reglalg, s-a inregistrat majorarea continutului relativ de clorofild a. Comparatia
valorilor acestui indice cu valorile acumularii biomasei (Figura 4.20) demonstreaza relatia stransa

intre acesti indici, coeficientul de regresie fiind egal cu 0,9115.
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Fig. 4.20. Relatia dintre valorile indicelui de crestere a biomasei si cele ale continutului de
clorofila a in celulele calusului de R. rosea, tratat cu diferite concentratii ale preparatului

Reglalg in ziua a 20-a de cultivare, la sfarsitul perioadei de cultivare (in ziua a 40-a).
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Mentiondm ca majorarea continutului de clorofila in calusul de R. rosea cultivat in prezenta
Reglalgului coreleaza si cu procesul de biosinteza a flavonoidelor si a compusilor fenolici in
cloroplastele culturii calusului [55, 56]. Legaturile pozitive intre continutul de clorofila si cel al
polifenolilor, flavonoidelor si antocienilor au fost mentionate si de catre Xu F.[292].

Analizand datele prezentate in Tabelul 4.5 observam ca introducerea Reglalgului in mediul
de cultivare a asigurat nu numai cresterea continutului clorofilei a si b, dar si al carotenoidelor.
Ultimele joacd un rol important n procesele de fotosinteza si in sistemul de protejare, in special
previne fotooxidarea distructiva a clorofilei si a altor substante active (citocromi, peroxidaze,
catalase, pigmenti flavonoidici, vitamine B12, E, K) [107, 142]. Carotenoidele au fost recunoscute
ca una dintre cele mai abundente grupe de lipide solubile antioxidante din celulele vegetale [107].
Determinarea cantitativa a carotenoidelor din calusul de R. rosea (Tabelul 4.5) a demonstrat ca
cea mai micd valoare a acestui indice se observa in varianta martor (1,14 mg/g substanta
proaspatd), iar cea mai mare valoare se manifesta in celulele calusului cultivat in prezenta
Reglalgului diluat cu mediul de cultura in raport de 1/1000. Cantitatea carotenoidelor inregistrata
in aceastd variantd este de 1,74 mg/g de material vegetal proaspat, marcand un spor de 52,76%,
comparativ cu varianta martor.

Daca analizam raportul clorofila (a+b)/carotenoide, observam ca el variaza de la 1,78 la
calusul din varianta martor pana 2,77 in varianta Reglalg diluat cu mediul de cultura in raport de
1/1000. Raportul dintre suma clorofilelor si carotenoidelor este un indicator al starii de “maturare”
a culturii. Valorile scdzute ale acestui raport indicd senescenta si deteriorarea aparatului
fotosintetic al tesutului vegetal [274]. Asadar, studiind influenta preparatului Reglalg asupra
acumularii clorofilei a, b, sumei totale a clorofilei a si b si, respectiv, a carotenoidelor in calusul
de R. rosea la a 40-a zi de la inoculare (Tabelul 4.4), putem remarca ca cele mai ridicate valori au
fost inregistrate in varianta cu dilutia 1/1000. Prin urmare, introducerea preparatului Reglalg in
mediul de cultivare asigura sporirea acumularii pigmentilor fotosintetici in celulele calusului de R.
rosea si totodatd franeaza senescenta si mentine viabilitatea celulelor pe o perioada de cultivare
mai indelungata.

Cercetari similare privind influenta Reglalgului asupra pigmentilor clorofilieni si a
carotinoidelor au fost efectuate si cu agregatele celulare de R. rosea cultivate in mediu lichid
(Tabelul 4.6). Analizand datele incluse in tabelul respectiv observam ca la fel ca si in cazul culturii
calusului de R. rosea pe mediu solid, preparatul Reglalg diluat cu mediul de cultura in raport de
1/1000 a influentat cel mai pronuntat acumularea clorofilei a, b, sumei totale a clorofilei a si b si

a carotenoidelor in agregatele celulare.
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Tabelul 4.6. Influenta preparatului Reglalg in diferite concentratii, aplicat in ziua a 12-a

de cultivare, asupra continutului pigmentilor fotosintetici in celulele agregatelor

celulare de R. rosea la sfarsitul perioadei de cultivare (in ziua a 20-a de cultivare).

Parametrii  aparatului Variantele

fotosintetic M 1/800 1/1000 1/1200 1/1400
Clorofila a, mg/g 2,42+0,15 2,77+0,2 3,75+0,3 3,52+0,2 3,29+0,17
Clorofila b, mg/g 1,26+0,11 1,67+0,15 1,91+0,14 1,8+0,2 1,58+0,19
Suma totala (a+b) 3,68+0,29 4,44+0,35 5,66+0,41 5,32+0,19 4,87+0,37
Raportul a/b 1,9 1,7 19 1,9 2,0
Raportul (a+b)/c 2,2 2,8 2,9 2,9 2,7
Carotenoidele ¢, mg/g 1,64+0,11 1,56+0,05 1,98+0,1 1,84+0,17 1,78+0,19

Este cunoscut faptul [316] ca clorofila b exercitd ecranarea clorofilei a, astfel mentinand
activitatea fotosinteticd in conditii naturale si mai ales la iluminare puternici. In cercetarile
efectuate, in varianta optima de influenta a Reglalgului, s-a observat cresterea continutului de
clorofila b atat in agregatele celulare, cat si in celulele calusului de R. rosea. Totodata, raportul
dintre continutul clorofilei a si b in celulele agregatelor celulare a ramas practic neschimbat, pe
cand in celule calusului acest raport s-a marit. De aici rezultd ca sporirea acumularii biomasei
calusului pe parcursul a 40 zile de cultivare sub influenta Reglalgului a dus la cresterea raportului
dintre celulele din interiorul calusului fatd de cele din exterior (doar ultimele contin clorofild), ele
fiind mai intensiv iluminate. In cultura agregatelor celulare practic toate celulele contin clorofila
si, datorita agitdrii continue, sunt uniform si alternativ iluminate, de aceea mai putin supuse
stresului fotooxidativ. In afard de aceasta, durata cultivirii agregatelor celulare este de doui ori
mai mica decat cea a calusului. Prin urmare la sfarsitul perioadei de cultivare celulele agregatelor
raman juvenile si viabile, ceia ce le deosebeste de celulele calusului. Cele mentionate, probabil, au
influentat acumularea mai semnificativa a clorofilei b in celulele agregatelor in comparatie cu
celulele calusului.

Dupa cum a fost mentionat mai sus, in agregatele celulare de R. rosea, cultivate pe mediul
nutritiv MS lichid suplinit cu RNC Reglalg, a fost inregistrata majorarea continutului relativ de
clorofila b. Totodata, din Figura 4.21 observam ca continutul clorofilei a este direct proportional
cu sporirea biomasei agregatelor celulare. Cum era de asteptat, unghiul de inclinatie a acestei
dependente pentru agregatele celulare (0,2395, vezi Figura 4.21) este mai mic in comparatie cu cel

caracteristic pentru celulele calusului (0,2908, vezi Figura 4.20).
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Fig. 4.21 Dependenta dintre valorile indicelui de crestere a biomasei si cele ale continutului
de clorofili a in agregatele celulare de R. rosea, tratate cu diferite concentratii ale
preparatului Reglalg in ziua a 12-a de cultivare si determinate la sfarsitul perioadei de

cultivare (in ziua a 20-a).

Asadar, calusul si agregatele celulare de R. rosea, cultivate pe mediul nutritiv MS
suplimentat cu Reglalg, manifesta capacitatea de a spori cresterea biomasei, dar continutul relativ
de clorofila a a fost mai inalt in agregatele celulare. Aceasta Inseamna ca aplicarea preparatului
Reglalg influenteaza benefic cresterea biomasei si acumularea clorofilei, ceea ce confirma datele
anterioare despre actiunea benefica a Reglalgului asupra acumulirii MS [49, 55, 56, 57, 58]. in
complex, aceste date sunt in concordanta cu informatiile care sugereaza ca clorofila este implicata
in formarea precursorilor de sinteza a MS [209], intermediari sau initiatori ai ciclului shikimic de
biosintezd a MS. De aici rezultad cd biosinteza si acumularea clorofilei in celulele de R. rosea
cultivate in vitro reprezinta un fenomen important ce contribuie sau asigura sporirea randamentului

acumularii substantelor biologic active in conditiile in vitro.

4.6.1. Influenta reglatorului natural de crestere Reglalg asupra potentialului oxido-
reducator al extractelor din celulele calusului de R. rosea

Dupa cum a fost demonstrat in experimentele precedente, aplicarea preparatului Reglalg in
mediul de cultivare asigura sporirea acumularii biomasei calusului de R. rosea, eficacitatea
maxima a preparatului fiind atinsa la dilutia acestuia cu mediul de cultivare in raport de 1/1000.
Datele privind CCF si capacitatea antioxidanta totala (Cat) a extractelor din varianta martor si cele
experimentale (Figura 4.22), demonstreaza, ca atat valorile CCF, cat si valorile 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, depdsind martorul cu 2%.
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Fig. 4.22. Influenta preparatului Reglalg Fig. 4.23. Dependenta dintre valorile

diluat cu mediul MS in raport de 1/1000,  continutului compusilor fenolici (CCF) si
1/1200, 1/1400, 1/1800, aplicat in ziua a 12-a  capacitatea antioxidanta totala (Cat) a

de cultivare, asupra continutului extractelor etanolice din calusul de R.
compusilor fenolici (CCF) si capacitatii rosea la sfarsitul perioadei de cultivare
antioxidante totale (Cat) in extractele din (in ziua a 40-a).

calusul de R. rosea la sfarsitul perioadei de
cultivare (in ziua a 40-a).

Totodata, datele prezentate in Figura 4.23 demonstreaza faptul cd Cat coreleaza pozitiv cu
CCF. Luand in considerare influenta benefica a Reglalgului asupra acumularii biomasei calusului
de R. rosea [47], putem spune ca aplicarea preparatului in mediul de cultivare actioneaza favorabil
asupra starii calusului, ceea ce contribuie la sporirea acumuldrii compusilor fenolici cu 44,9%.
Aceasta demonstreaza inalta eficacitate a preparatului Reglalg asupra acumularii CCF.

Dupa cum a fost mentionat anterior, MS din plante de R. rosea reprezinta compusi fenolici,
care in naturd manifesta diferite proprietati fiziologice, inclusiv capacitatea antioxidanti [118]. In
dependenta de component ea se desfasoara in mod diferit [118, 151, 214]. Evaluarea Cat a
extractelor etanolice din biomasa calusului de R. rosea in varianta martor si variantele
experimentale a demonstrat (Figura 4.22 si 4.23), cd modificarile Cat coreleaza cu CCF in
extractele din calusul de R. rosea. Aceasta sugereaza, ca stimularea cresterii biomasei sub influenta
Reglalgului, demonstratd anterior [47], poate avea loc datoritad sporirii potentialului oxido-
reducator al substantelor din celulele calusului cultivat in prezenta Reglalgului.

Metabolismul compusilor fenolici din plante se desfdsoard datorita implicarii unui numar
mare de enzime, inclusiv izoformelor polifenoloxidazei (PFO) [68, 206, 258]. A fost stabilit ca
PFO in plante este localizata in membranele tilacoidelor cloroplastelor in stare latentd sau activa.
Enzima latentd poate fi activata prin diferite moduri, inclusiv prin tratarea cu diferite substante
[94]. Membranele tilacoidelor, ce contin pigmenti clorofilieni, reprezinta structurile principale de
localizare a proceselor de fotosinteza. Ele depind de un sir de factori exogeni si endogeni, inclusiv

de componenta nutritivd a mediului de crestere si dezvoltare. Aceasta presupune implicarea PFO
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in procesele ce se desfisoari in cloroplaste. 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 4.24), 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
in raport de 1/1000. Totodata, la aceasta varianta se manifesta trei zone de activitate a PFO, care
dupa intensitate depdsesc semnificativ benzile caracteristice pentru varianta martor si cea
experimentala cu dilutia Reglalgului 1/1400. Dupa cum a fost mentionat mai sus, valoarea indicilor
de acumulare a biomasei calusului, precum si a CCF (Figura 4.18 si 4.22), de asemenea, a fost cea

mai inalta pentru varianta cu aplicarea dilutiei de 1/1000 a preparatului Reglalg.

M 1 2

Fig. 4.24. Separarea formelor izoenzimatice ale PFO din extractele calusului de R. rosea
cultivat pe mediu MS: M-martor; 1 si 2 - mediul MS suplimentat cu preparatul Reglalg
diluat in raport de /1000 si 1/1400.

In asa fel, influenta benefici a preparatului Reglalg asupra cresterii biomasei calusului de
R. rosea este asociatd cu stimularea activitdtii unor componenti ai PFO implicati in metabolismul
substantelor secundare din celule [297] si cu acumularea mai activd a componentilor fenolici,
substante ce determina 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
reactii fiziologice, precum anihilarea SRO, inclusiv Oz, H202, ‘OH si 10>. In celulele si tesuturile
vegetale aceste SRO se formeaza nu numai in conditii de stres, dar si in cele optimale de crestere
[236].

Datele cantitative privind continutul total de flavonoide (CTF) din calusul de R. rosea in

dependenta de prezenta Reglalgului diluat cu mediul de cultura in raport diferit, demonstreaza ca
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continutul flavonoidelor a depasit semnificativ valorile variantei martor doar in celulele calusului
cultivat pe mediul suplimentat cu Reglalg in raport de 1/1000 (Figura 4.25). Aceasta este 0
diferenta esentiala daca comparam datele actiunii Reglalgului asupra CTF si asupra CCF (Figura
4.22 si 4.25).
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Fig. 4.25. Influenta preparatului Reglalg Fig. 4.26. Dependenta dintre valorile

diluat cu mediul MS in raport de 1/1000, continutului total de flavonoide (CTF) si
1/1200, 1/1400, 1/1800, aplicat in ziua a 12-  ale capacitatii antioxidante totale (Cat) a
a de cultivare, asupra continutului total de extractelor etanolice din calusul de R.
flavonoide in extractele din calusul de R.  rosea la sfarsitul perioadei de cultivare (in
rosea la sfarsitul perioadei de cultivare (in ziua a 40-a).
ziua a 40-a).

Anume din aceastd cauza nu se manifestd o corelatie semnificativa dintre CTF si Cat a
extractelor (Figura 4.26). 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 stabilita 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 confirma rolul antioxidant al
flavonoidelor la plante prin aceea, cd continutul lor sporeste in perioada expunerii plantelor la
diferiti factori de stres [219, 286, 289]. Totodata, biosinteza flavonoidelor cu capacitate
antioxidantd in conditii de stres se desfdsoard mai intens la speciile de plante, care sunt mai
sensibile la factorii de stres [289]. Se presupune ca in modificarea balantei redox sunt implicate si
flavonoidele prin reglajul activitatii metabolismului lor [265]. 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 ca procesele proliferative in celulele calusului din aceasta varianta decurg mai
intensiv, in comparatie cu celulele calusului din alte variante, deoarece se stie cd aceasta contribuie

la sporirea formarii SRO si inductia acumularii flavonoidelor [231].
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Metabolismul compusilor fenolici implica un sir de enzime, inclusiv peroxidaza (PO) [68,
258]. PO este consideratd un marker molecular al cresterii si dezvoltarii culturii tesuturilor vegetale
[167], iar aparitia unor izoenzime ale PO a fost stabilitd in procesul organogenezei [206, 258] si

diferentierii tisulare [51]. Rezultatele cercetarilor efectuate sustin cele mentionate (Figura 4.27).
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Fig.4.27. Separarea formelor izoenzimatice  Fig. 4.28. Influenta preparatului Reglalg
ale PO a extractelor din calusul de R. rosea  diluat cu mediul MS in raport de 1/1000
in varsta de 32 zile, cultivat pe mediu MS: asupra activititii PO din calusul de R.
M-martor si suplimentat cu preparatul rosea de diferita varsta.
Reglalg diluat in raport de 1/1000(1),
1/1200(2) si 1/1400(3) cu mediul MS; I, IT si
111 — zonele de localizare a izoformelor PO.

Activitatea PO in extractele din calusul de R. rosea diminueaza concomitent cu varsta
celulelor. Cel mai nalt nivel al activitdtii PO a fost observat in extractele din calusul variantelor
in varstd de 12 zile, pe cand in cele extrase din calusul de 19 si, respectiv, 32 zile activitatea
enzimaticd diminueaza (Figura 4.28). Cu toate cd deosebirile dintre varianta martor si cea
experimentala sunt nesemnificative, spectrul PO din extractele calusului din varianta martor si cele
experimentale difera semnificativ (Figura 4.27). La varianta martor componentul III al PO practic
lipseste, pe cand la variantele experimentale activitatea acestui component este cu atat mai
pronuntatd, cu cat concentratia Reglalgului in mediul de cultivare este mai joasa, iar acumularea
biomasei mai inaltd [47]. Schimbarea activitatii componentului III al PO demonstreaza ca efectul
aplicarii Reglalgului coreleaza pozitiv cu acumularea biomasei calusului [47, 58]. Prin urmare,
pentru sporirea acumularii biomasei calusului si a CCF si CTF (Figura 4.22 si 4.25), cel mai
benefic mediu de cultivare a calusului de R. rosea s-a demonstrat a fi mediul nutritiv suplimentat
cu preparatul Reglalg in raport de 1/1000.

Procesele de proliferare a celulelor calusului sunt insotite de producerea SRO, excesul

carora creeaza conditii de stres in mediul celular, ceea ce initiaza acumularea prolinei [132]. Datele
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prezentate in Figura 4.29 demonstreaza ca in calusul variantei martor, fard suplimentarea cu

preparatul Reglalg, continutul prolinei este mai inalt comparativ cu variantele experimentale.
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Fig. 4.29. Influenta preparatului Reglalg diluat cu mediul MS in raport de 1/1000 si 1/1200,
aplicat in ziua a 12-a de cultivare, asupra continutului de prolina in extractele din calusul
de R. rosea la sfarsitul perioadei de cultivare (in ziua a 32-a).

Este stabilit ca nivelul SRO in tesuturile plantelor in stare de proliferare activa este mai inalt, iar
acumularea prolinei la sporirea producerii SRO creste [132]. In experimentele efectuate, datorita
influentei benefice a preparatului Reglalg asupra CCF si a proprietatilor lor antioxidante (Figura
4.22), observam ca, desi proliferarea calusului in varianta experimentald sporeste, continutul
prolinei, dimpotriva, scade. Acest fenomen sustine conceptia cd continutul prolinei in celulele
plantei coreleaza negativ cu potentialul oxido-reducator, care la randul lui este influentat de
compozitia fenolilor si activitatea enzimelor, implicate in determinarea nivelului acestui potential.

Astfel, datele obtinute demonstreaza ca aplicarea preparatului Reglalg influenteaza benefic
cresterea calusului de R. rosea, sporeste calitatea biomasei datoritd stimuldrii proceselor de

acumulare a fenolilor si flavonoidelor.

4.7. Testarea influentei combinate a factorilor fizici si chimici asupra acumularii
metabolitilor secundari in calusul de R. rosea

Rezultatele cercetdrilor, prezentate mai sus oferd posibilitatea de a concluziona ca
acumularea MS si a substantelor antioxidante in celulele calusului de R. rosea, cultivat pe mediu
solid, poate fi marita sub influenta radiatiei UV, temperaturii joase pozitive si a reglatorilor naturali
de crestere. Este cunoscut faptul ca alcoolul cinamic (AC) este un precursor al biosintezei
rosavinului si rosinului [122, 123]. De aceea, 1n cercetari el a fost testat ca elicitor, fiind introdus
in mediul de cultivare a calusului de R. rosea. Influenta AC asupra acumularii compusilor fenolici
in calusul de R. rosea a fost cercetatd prin introducerea separatd in mediul de cultivare a

precursorului si in combinatie cu actiunea razelor UV sau temperaturii joase pozitive. In mediul
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de cultivare a calusului a fost adaugat AC in concentratia de 2 si 4 mM. Avand in vedere rezultatele
cercetarilor expuse in p.4.3 si 4.4, calusul de R. rosea a fost iradiat cu UV timp de 60 min si expus
la temperaturi joase pozitive pe parcursul a 30 min. Datele sumare privind rezultatele acestor
cercetari sunt prezentate in Tabelul 4.7.
Tabelul 4.7. Activitatea antioxidanti si continutul compusilor fenolici in extractele
din calusul de R. rosea supus tratirii in ziua a 20-a cu radiatie UV, temperaturi joase
pozitive si dupa introducerea in mediul de cultivare a alcoolului cinamic, la sfarsitul

perioadei de cultivare (in ziua a 40-a).

Denumirea probei Activitatea antioxidanta Continutul compusilor
relativa fenolici, mg/mL
Martor 1,00 0,39
Temperaturi joase pozitive 0,72 0,36
uv 0,93 0,4
2mM AC 0,90 0,23
2mM AC, UV 1,07 0,35
2mM AC, temperaturi joase pozitive 0,99 0,23
4mM AC 0,91 0,27
4mM AC, UV 1,32 0,40
4mM AC, temperaturi joase pozitive 0,85 0,23

Este important s mentionam, cd introducerea separatd a AC in mediul de cultivare a
calusului nu a influentat benefic activitatea antioxidanta a extractelor din calus si CCF din extract.
Activitatea antioxidantd si CCF in extractele din calus, in mediul céruia s-a adaugat AC in
concentratie de 2 si 4 mM, s-au micsorat cu 7, 9% si, respectiv, cu 40, 30%. La fel nu a fost efectiva
administrarea combinatd a AC si a temperaturii joase pozitive. Activitatea antioxidanta din
varianta 2 mM AC in combinatie cu aplicarea socului cu temperaturi joase a ramas la nivelul
martorului, iar sporirea concentratiei AC pana la 4 mM a cauzat chiar diminuarea valorii acestui
parametru cu 15% fati de valoarea caracteristicd pentru varianta martor. In ambele variante CCF
s-a micsorat cu 40%. Insa aplicarea in ansamblu a AC in combinatie cu expozitia la radiatia UV a
stimulat acumularea substantelor antioxidante si a CCF. Expozitia calusului de R. rosea la
temperaturi joase pozitive aparte nu influenteaza acumularea substantelor antioxidante (informatia
in p.4.4), dar expozitia cu radiatie UV releva clar tendinta de stimulare a acumularii substantelor
antioxidante.

Mai mult ca atat, efect sinergic bine pronuntat demonstreaza administrarea concomitenta a
AC, temperaturii joase pozitive si a radiatiei UV. Prin urmare, administrarea concomitentd a
factorilor fizici care actioneaza periodic in conditii naturale (radiatia UV) asupra plantelor de R.

rosea, influenteaza benefic si asupra acumularii MS in celulele calusului de R. rosea.

124



4.8. Testarea influentei combinate a factorilor fizici si chimici asupra acumularii
metabolitilor secundari in agregatele celulare de R. rosea

In literatura de specialitate existd informatie care demonstreazi ci in unele cazuri
acumularea MS se efectueaza mai eficient in mediu lichid in comparatie cu cea caracteristica
pentru mediul solid [99, 122, 123, 164]. Tinand cont de aceasta, in experimentele efectuate au fost
realizate cercetari privind influenta acestor factori atat asupra culturi calusului, cat si a agregatelor
celulare de R. rosea cultivate in mediu lichid (Fig. A10.1).

Rezultatele extragerii componentilor activi din calusul si agregatele celulare de R. rosea
prezentate in Tabelul 4.8, releva datele privind cantitatea substantelor extrase in diferiti solventi
din calusul cultivat pe mediu solid (contindnd agar) si in mediu lichid (lipsit de agar). Din
rezultatele expuse 1n tabelul respectiv rezulta ca celulele calusului cultivate pe mediul solid difera
substantial de cele cultivate pe mediul lichid in ceea ce priveste continutul si componenta

substantelor extractibile.

Tabelul 4.8. Caracteristica parametrilor de extragere din biomasa calusului si agregatelor
celulare de R. rosea a substantelor extractibile in hexan si metanol, la sfarsitul perioadei de

cultivare (in ziua a 40-a si, respectiv, a 20-a).

Proba Masa Extractul in hexan (HE) Extractul in metanol (ME) Masa non
probei, extractibila,
g Greutatea, | Productivitatea, | Greutatea, | Productivitatea, g
g % g %
Calus 0,5622 0,0053 0,27 0,0357 6,35 0,5260
Agregate 0,1517 0,0024 0,12 0,0464 30,59 0,1054
celulare

Continutul total al substantelor extrase din masa celulard obtinuta pe mediul lichid este
de aproximativ de cinci ori mai inalt in comparatie cu cel din biomasa calusului. Totodata,
continutul substantelor extractibile cu proprietati lipofile (extrase in hexan) este mai inalt in
celulele calusului. In asa fel, continutul substantelor de origine fenolica (extrase in metanol) este
substantial mai inalt in agregatele celulare, cultivate in mediul lichid. Avand in vedere faptul ca
anume principiile active ale speciei R. rosea sunt in primul rand reprezentate de substantele
fenolice, devine clara prioritatea cultivarii calusului pe mediu lichid.

Studiul biotehnologic de transformare a metabolitilor in cultura celulara de R. rosea in vitro
este foarte important sd se determine factorii care influenteaza acumularea principiilor active
(salidrozidul si rosavinul). Cercetari similare pentru specia R. rosea au fost efectuate in Finlanda
[122, 123], Polonia [164] etc. Investigatiile au demonstrat cd adaugarea unor precursori conduce

la sporirea acumularii principiilor active in celulele cultivate in vitro. Optimizarea mediului
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nutritiv prin reducerea concentratiei de zaharoza de la 30 la 20 g/L a dus la sporirea de 2-3 ori a
biomasei agregatelor celulare, dar nu a fost sintetizat nici un component identic salidrozidului
[263]. De asemenea, nu a fost sintetizat nici rosavinul, atunci cand zaharoza a fost singura sursa
de carbon. Dar, in urma introducerii a 10 g de glucoza in schimbul a 10 g de zaharoza, continutul
glicozidelor alcoolului cinamic a crescut dublu [123, 124]. Si invers, adaugarea de glucoza
simultan cu tirosolul, de asemenea, nu a avut nici un efect pozitiv asupra producerii salidrozidului,
comparativ cu introducerea singurei surse de tirosol [123, 124]. Luand in considerare aceste
rezultate, de asemenea am testat introducerea in mediul de cultivare lichid pe langa 20 g/L de
zaharoza si cate 10 g/L de glucozd. Mediul nutritiv din varianta martor contine doar 30 g/L
zaharoza. De asemenea a fost testatd influenta introducerii in aceste medii a AC. Concentratia
finala a AC in mediul de cultivare a fost de 1, 2 si 4 mM. Datele despre influenta concentratiilor

de AC asupra acumuldrii biomasei celulare sunt prezentate pe Figura 4.30.
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Fig. 4.30. Influenta diferitor concentratii ale alcoolului cinamic in mediul MS, aplicate in
ziua a 10-a de cultivare, asupra cresterii relative a agregatelor celulare de R. rosea, la

sfarsitul perioadei de cultivare (in ziua a 20-a).

Rezultatele obtinute demonstreaza ca in concentratii mici AC nu influenteaza semnificativ
cresterea masei celulare. Doar in concentratia de 4 mM masa agregatelor celulare depaseste
valorile caracteristice pentru varianta martor, Figura 4.30. Culoarea agregatelor celulare a fost un
indicator suplimentar pentru determinarea viabilitatii celulelor. La etapele initiale de cultivare
celulele agregatelor celulare aveau culoare verzuie. Spre sfarsitul cultivarii s-a manifestat
degradarea celulara, confirmatd prin brunificarea celulelor si tulburarea mediului lichid, Figura
A10.2. De asemenea, mentiondm ca fenomenele de degradare au fost initiate mai timpuriu la

celulele calusului cultivat in mediul ce contine AC in concentratie de 4 mM.

126



[N
»

o
N D

[EnN
o

Martor AC 1mM AC 2mM AC 4mM

Continutul substantelor
extractibile, %
OoON B~ O

Concentratia alcoolului cinamic (AC)

Fig. 4.31. Continutul substantelor extractibile in metanol din agregatele celulare de R.
rosea obtinute in medii cu diferite concentratii ale alcoolului cinamic la sfarsitul perioadei
de cultivare (in ziua a 20-a).

Analizand datele prezentate in Figura 4.31, putem mentiona cd continutul substantelor
extractibile in metanol din variantele agregatelor celulare, cultivate in prezenta AC, a fost mai mare
fatd de varianta martor. Aceasta sugereaza ideea ca AC influenteaza benefic acumularea MS in

celulele agregatelor celulare de R. rosea.

4.8.1. Analiza HPLC a metabolitilor secundari din extractele agregatelor celulare de R.
rosea supuse expozitiei radiatiei UV, temperaturilor joase pozitive si precursorului alcoolului
cinamic

Extractele obtinute anterior au fost supuse analizei prin cromatografia HPLC. Detectia a
fost realizatd cu matrice de diode la 254 si 276 nm. Datele obtinute au demonstrat ca spectrul
metabolitilor extrasi din celulele agregatelor celulare este foarte sarac. Numai extractul din celulele
calusului in varianta unde mediul de cultivare contine 2 mM AC a demonstrat prezenta
salidrozidului si rosavinului, Figura 4.32 A si B. Mentiondm ca salidrozidul are timpul de retentie
2,32 min, iar rosavinul 10,80 min. Aceste date demonstreaza ca AC in concentratii specifice poate

stimula biosinteza si acumularea rosavinului in agregatele celulare, cultivate in mediu lichid.
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Fig. 4.32. Analiza HPLC a metabolitilor secundari extrasi din agregatele celulare de R. rosea
cultivate pe mediul nutritiv continind 2 mM de alcool cinamic si detectati la lungimile de

unda 274 nm (A) si 254 nm (B).

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)). 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 4.33, care contine 13 semnale bine definite.
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Fig. 4.33. Analiza HPLC-ESI-MS a metabolitilor secundari extrasi din rizomii de R. rosea si
detectati la lungimea de unda 254 nm. Separarea a fost efectuata pe coloana
cromatografica cu fazi inversa (Agilent 300 Extended Cis, 4.6 x 150 mm, 5 pm). 1 — acid
galic; 2 —salidrozid; 3,4 — 4—metoxi—cinamil—(6'—O—a-arabinopiranozil) —-O—-p-
glucopiranozida; 5,6 — derivati de tipul compusilor 3,4; 7 — rosarin; 8 — rosavin; 9 —
cinamil- (6'—O—p—xilopiranozil) -O—p—glucopiranozida); 10 — rosiridin; 11 — derivati de

tipul compusilor 3,4; 12, 13 — derivati de tipul compusilor 3,4.

Comparand timpii de retentie obtinuti pentru extractul din rizomi cu cet ai probelor martor
si din spectrele de masa (MS) s-a reusit atribuirea semnalelor urmatorilor compusi: 1 — acid galic
(Rt=1,8 min, m/z=169, [M-H]), 2 — salidrozid (Rt=2,5 min, m/z=299 [M-H], m/z=345 [M-
HCOO], m/z=599 [2M-H]), 3,4 - 4-metoxi—cinamil—(6"-O-a—arabinopiranozil)-O—fp—
glucopiranozida (Rt=4,2 si 5,1 min, m/z=457 [M-H]", m/z=915 [2M-H]), 5,6 — derivati de tipul
compusilor 3,4 (Rt=8,9 min, m/z=491 si 10.2 min m/z=269, 711), 7 — rosarin (Rt=12,8 min,
m/z=473 [M-HCOOQO]’, m/z=855 [2M-H]), 8 — rosavin (Rt=14,2 min, m/z=427 [M-H]", m/z=473
[M-HCOO]m/z=855 [2M-H]), 9 - cinamil—(6'—O—p—xilopiranozil)-O—p—glucopiranozida
(Rt=14,6 min, m/z=427 [M-H]", m/z=473 [M-HCOO]", m/z=855 [2M-H]"), 10 — rosiridin (Rt=16,2
min, m/z=377 [M-HCOO]’, m/z=663 [2M-H]’), 11 — derivati de tipul compusilor 3,4 (Rt=19,3
min, m/z=469 [M-H], m/z=939 [2M-H]), 12, 13 — derivati de tipul compusilor 3,4 (Rt=24,3 si
28,2 min, m/z=173, 287, 455).

Cromatogramele extractelor din probele de agregate celulare de R. rosea, supuse expozitiei
radiatiei UV, temperaturilor joase pozitive si precursorului AC sunt prezentate in Figura 4.34

(cromatogramele A, B, C si D).
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Fig. 4.34. Analiza HPLC-ESI-MS a metabolitilor secundari extrasi din agregatele celulare
de R. rosea: unde A — proba martor, B — proba supusi 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-§-
glucopiranozida; 5,6 — derivati de tipul compusilor 3,4; 8 — rosavin; 11, 12— derivati de
tipul compusilor 3,4.

Din Figura 4.34 se poate observa ca in cromatograma extractului din agregatele celulare —
proba martor (Figura 4.34A), este prezent un numar mai mic de semnale si cu o intensitate mai
redusd in comparatie cu extractul din rizomi (Figura 4.33). Este importanta Insd 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 4.34C), a favorizat

acumularea atat a salidrozidului si rosavinului, cat si a altor componenti, cum ar fi 11, 12 cu

130



m/z=469 si 455, care conform spectrului de masa pot fi derivati de tipul 4-metoxi-cinamil-(6"-O-
a-arabinopiranozil)-O-B-glucopiranozida.

Influenta radiatiei UV in combinatie cu prezenta AC in mediul de cultivare a influentat si
mai pronuntat compozitia biochimicad a culturii agregatelor celulare (Figura 4.34B). A aparut
componentul 5 cu m/z= 491 derivat din aceeasi categorie cu componentii 11 si 12. Combinatia
influentei celor trei factori: AC, radiatia UV si temperatura joasa pozitiva (Figura 4.34D) a
favorizat acumularea tuturor compusilor aparuti si in celelalte probe. Este evidentd intensitatea
sporitd a componentului 11 in comparatie cu ceilalti.

Datele expuse in acest capitol demonstreaza cd proliferarea celulard, 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 mentiondm cei asociati
cu cresterea plantelor de R. rosea in conditii naturale si, anume radiatia UV si variatia
temperaturilor [229]. 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 cercetdri complexe cu variatia largd 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
posibila nu numai obtinerea unor efecte financiare, dar si asigurarea unor premise de protectie a

habitatelor naturale a speciei R. rosea.

4.9. Concluzii la capitolul 4

1. Proliferarea optima a celulelor calusului de R. rosea pe mediu Murashige-Skoog solid
si lichid are loc in cazul mentinerii concentratiei de BA si ANA la nivelul 1,5 mg/L si, respectiv,
0,5 mg/L, raportul dintre concentratiile acestor componenti fiind de 3:1.

2. Cresterea calusului si agregatelor celulare reprezintd o curbd sigmoida cu trei faze
distincte: faza lag, logaritmica, stationard. Initierea fazei stationare poate fi marcata prin analiza
spectrului polipeptidelor, care devine mai bogat. Sfarsitul fazei stationare este insotitd de
degradarea polipeptidelor cu masd moleculara relativ inalta si aparitia unor componenti cu masa
moleculara relativa joasa.

3. Radiatia UV reprezintd un factor important care influenteaza benefic acumularea
compusilor fenolici in celulele calusului de R. rosea. Cu toate acestea, atat continutul compusilor
fenolici, cat si capacitatea lor antioxidanta in extractele din biomasa colectata in vitro raman mult
mai joase in comparatie cu parametrii caracteristici pentru extractele din rizomi plantelor de R.

rosea, colectati din Muntii Carpati.
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4. Tratarea calusului de R. rosea cu temperaturi joase pozitive determina fenomenul de
rejuvenilizare a celulelor prin stimularea acumularii biomasei si activitatea mai joasa a valorilor
parametrilor componentilor ce caracterizeaza potentialul oxido-reducator. Aceasta indica faptul,
ca termoperiodismul zilnic si sezonier reprezintd un factor important care determind cresterea
plantei si acumularea metabolitilor secundari in rizomi. Sporirea randamentului de obtinere a
metabolitilor secundari in cultura in vitro de R. rosea poate fi realizata prin combinarea rationala
a expozitiilor la temperaturi joase pozitive si radiatii UV, ceea ce la fel sugereaza despre influenta
specifica a acestor factori caracteristici pentru zonele montane asupra plantelor spontane de R.
rosea.

5. Agregatele celulare supravietuiesc expozitiei la temperaturi cu 4°C mai joase in
comparatie cu celulele calusului, ceea ce confirma legea Iui Bergonie si Tribondeau privind
diminuarea rezistentei fatd de factorii de stres a sistemelor biologice cu grad mai Tnalt de
complexitate.

6. Expozitia calusului de R. rosea la temperaturi joase pozitive si in prezenta alcoolului
cinamic nu influenteaza semnificativ acumularea compusilor fenolici in celulele calusului.
Cultivarea calusului de R. rosea in prezenta alcoolului cinamic in combinatie cu expozitia la
temperatura joasa si la radiatie UV induce in particular acumularea fenolilor si, in general, a
substantelor antioxidante in celulele calusului.

7. Introducerea RNC Reglalg in mediul Murashige-Skoog de cultivare a influentat benefic
proliferarea atdt a calusului, cat si a agregatelor celulare de R. rosea, efectul final diferit in
dependentd de concentratia preparatului in mediul de culturd. Actiunea benefica a introducerii
preparatului Reglalg in mediul de cultura se manifesta si prin majorarea continutului de clorofila,
care, la randul lui, asigurda acumularea metabolitilor secundari in conditii in vitro, precum
continutul compusilor fenolici, inclusiv al flavonoidelor.

8. Influenta benefica a preparatului Reglalg se manifesta si asupra proceselor antioxidante
in extractele din celule calusului de R. rosea prin sporirea continutului compusilor fenolici, precum
si prin intensificarea activitatii unor izoforme ale peroxidazei, ceea ce contribuie la accelerarea
restabilirii potentialului oxido-reducator in celule calusului.

9. Datele obtinute au demonstrat ca temperaturile joase pozitive si radiatia UV sunt
factorii importanti, ce determind acumularea metabolitilor secundari in celulele agregatelor
celulare de R. rosea. Utilizarea acestor factori, in combinatie cu introducerea in mediul de cultivare
a alcoolului cinamic si a Reglalgului asigura extinderea componentei si a continutului de

metaboliti secundari in cultura in vitro de R. rosea.
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CONCLUZII S RECOMANDARI
Concluzii

1. Continutul si componenta metabolitilor 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 [35,
37,50, 70, 71, 72], 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 [41, 43].

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 [38, 42, 44, 48].

3. Termoperiodismul zilnic si sezonier, precum si radiatia UV reprezintd factoril
importanti ce determind acumularea metabolitilor secundari in rizomii plantelor de R. rosea, care
cresc spontan in zonele montane. Sporirea randamentului metabolitilor 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 [45, 46, 47, 49, 53, 55, 56, 57, 58].

5. Obtinerea practica a metabolitilor 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 stationara (marcatd prin

schimbarea spectrului de polipeptide in extractele din biomasa celulara) [33, 38, 40].

Recomandari

Obtinerea practica si economic avantajoasa a materiei prime de R. rosea ca sursa pretioasa
de metaboliti 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
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productivd a materiei prime cu un continut bogat de metaboliti 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 radiatiec UV caracteristice habitatelor naturale de crestere ale plantelor,
favorizeaza obtinerea pe cale biotehnologica a metabolitilor secundari caracteristici pentru aceasta

specie.
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Anexa 1. Structura chimica a celor mai importanti MS caracteristici pentru rizomii de

R. rosea.

Fenilpropanoidele

HO, O
kOH J o _ OH HO™ " 0.0 P
0 HO,, 0 e ’ 00
OH (OH : ’ HO OH (OH
(0] HO
HO OH HO ; OH
HO™

Rosavin Rosin Rosarin

Derivarii feniletanolului

OH OH
O~ e T
HO of

OH

HO
OH

p — Tirosol (aglicon) Salidrozid (glicozid)

Acizii hidroxicinamici si fenolici

@ O O
HO oH HO._O OM\@OH " “OH
HO b M ko
OH oH J ﬁH OCHj
Acid galic Acid clorogenic Acid ferulic
e @]
OH " "OH
OH HO
OH
Acid salicilic Acid cafeic

Fig. A1.1. Structura chimica a celor mai importante fenilpropanoide, feniletanoloide, acizi

hidroxicinamici si fenolici caracteristici pentru rizomii de R. rosea.
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Anexa 2. Structura chimica a celor mai importante flavonoide, monoterpene si compusi

volatili caracteristici pentru rizomii de R. rosea.

R1 - H, R2— Ra, R3— Glu — Rhodiolgidin R1 - Glu, Rz — H, R3— Xilo - Rhodalidin
R1, R3- H, R2 - Ra - Rhodiolgin Ri- H, R2 — Ra, R3,- Glu - Rhodionidin
R1, R3,- H, R2 — Ra - Rhodionin

Fig. A2.1. Structura chimica a celor mai importante flavonoide caracteristice pentru

rizomii de R. rosea.

HO ., HO %,
_ (@] -
HO HO OH

Rosiridol Rhodiolosid A
HO, RO~
R1O 4F<_\:< RZO 4/—<_\_€
— = OH
0
HO% © HO% ©
Ri - H, R2 - H— Rosiridin Ri- OH, R2 — H - Rhodiolosid D
R1- H, Rz - Glu - Rhodiolosid B R: - H, Rz - Ara - Rhodiolosid E

Ri1 - Glu, Rz - H - Rhodiolosid C
Fig. A2.2. Structura chimica a celor mai importante monoterpene caracteristice pentru

rizomii de R. rosea.

H3C
CHs(CH2)sCHoOH TN TNAOR

CH
n-Decanol 3 CH,
Geraniol

CHs
H2Cﬁ\\"©/ ch 7 CH3(CH2)100H20H
CHs ch CH3

Limonen a-Pinen n-Dodecanol
Fig. A2.3. Structura chimica a celor mai importanti compusi volatili caracteristici pentru

rizomii de R. rosea.
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Anexa 3. Imaginea semintelor germinate si a plantulelor de R. rosea obtinute in

conditii in vivo si in vitro.

Fig. A3.1. Imaginea semintelor germinate in ziua a 21-a de stratificare (A) si a plantulelor

de R. rosea in ziua a 7-a de cultivare suplimentara in termostat (B).

Fig. A3.2. Imaginea plantulelor de R. rosea obtinute in conditii sterile din seminte (A) —

imagine obisnuita; B — imagine marita de 4 ori.
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Anexa 4. Curbe de calibrare.

18
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% celulelor moarte

Fig. A4.1. Curba de calibrare a continutului celulelor moarte in cultura calusului de R.

rosea determinata cu ajutorul spectrofotometriei UV-VIS.
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Fig. A4.2. Curbele de calibrare ale compusilor standard: salidrozid (A), rosavin (B) si acid
galic (C) construite in baza absorbtiei determinate cu ajutorul spectrofotometriei UV-VIS.
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Anexa 5. Continutul de salidrozid si rosavin in rizomii de R. rosea colectati in diferite

regiuni geografice.

Tabelul A5.1. Continutul de salidrozid si rosavin in rizomii de R. rosea colectati in diferite

regiuni geografice (%, din masa uscata).

Tara Salidrozid, % Rosavin, % Referinta
Rusia, Altai 0,2-1,5 0,05-0,1 322, 329
Rusia, Ural 1,31 2,39 103
Ucraina, Transcarpatia 12 2,5 322
Finlanda 0,63 1,36 103
China 0,13-1,11 0,8 103
Mongolia, Altai 0,14 19-42 103
Polonia 0,13-1,9 2,8 221, 282
Bulgaria 0,4-2,0 1,6-2,8 88, 217
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Anexa 6. Testarea organoleptica a uleiului volatil din rizomii de R. rosea.

Moldova 2069 Chisindu, str. Mesager 1 % 3 Monposa 2069 Kuwwuhay, yn. Mecamxkep 1
tel. (3732) 74-89-50  fax (3732) 74-26-86 & 2% Ten. (3732) 74-89-50 dpakc (3732) 74-26-86
cont de decontare 2251104011191 Y Lok P.C. 2251104011191 ¢
AKB “"Moldova-Agroindbanc" filiala "Miron Costin™ B (o, AKB "Monnosa-ArpouHaGank” dunman "Mupon Koctun®
S 29560 0xd YVA 0SU03E2 b % M®0 280101710

; . koa 207950 koa HAC 0500362

VIORICA-CO METIC S.A.

N0 — O7- /74/ Directorului Institutului de

O of 200 g Fiziologie a plantelor ASRM
‘ D-ul Tudorache Gheorghe

in raspuns la solicitarea dv-strd de a determina nota parfumerici a
probei de ulei volatil obtinut din rizomii de Rhodiola rosea L. extras
de studenta Matei Lilia va anuntdm c3 la testarea mirosului probei
date de citre Consiliul de degustare de la S.A. “Viorica-Cosmetic” el
a primit nota 4,8.

Seful-adjunct e /
pe probleme stiintifice C A E.Vorobiova

Parfumerul principal

01.08.05
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Anexa 7. Plantele de R. rosea la al 3-a an de cultivare in conditii de cAmp, Rezervatia

Stiintifica “Plaiul Fagului”.

Fig. A7.1. Plantele de R. rosea la al 3-a an de cultivare in conditii de cAmp, Rezervatia

Stiintifica “Plaiul Fagului”.
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Anexa 8. Imaginile calusului si agregatelor celulare de R. rosea cultivate pe mediul nutritiv

Murashige-Skoog solid si lichid

Fig. A8.1. Imaginile calusului de R. rosea in varsta de 40 zile cultivat pe mediul nutritiv

Murashige-Skoog solid (A — varianta 1), (B — varianta 5), (C — varianta 3).

Fig. A8.2. Imaginile agregatelor celulare de R. rosea in varsta de 22 zile cultivate pe mediul
nutritiv Murashige-Skoog lichid (A — varianta 1), (A — varianta 2).
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Anexa 9. Imaginile calusului si agregatelor celulare de R. rosea expuse diferitor factori

fizici.

; ‘..\'-; | B ¥ .. E_iz
‘tﬁ;

Fig. A9.1. Imaginele diferitor variante ale calusului de R. rosea in ziua 30-a de cultivare,

care a fost tratat cu UV-B pe parcursul a 0 (martor), 30, 60 si 180 min incepand cu ziua a

12-a dupa inoculare.

.

Fig. A9.2. Imagini ale calusului de R. rosea expus socului cu temperaturi negative (-8°C, -

120C si -14°C) pe parcursul a 8 ore la a 20-a zi de cultivare si mentinut ulterior 20 zile la

temperatura de + 26°C.

Martor+26°

Fig. A9.3. Imagini ale agregatelor celulare de R. rosea expuse socului cu temperaturi
negative (-8°C, -12°C, - 14°C si -16°C) pe parcursul a 8 ore la a 12-a zi de cultivare si

mentinute ulterior 8 zile la temperatura + 26°C.
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Anexa 10. Imaginile culturii agregatelor celulare de R. rosea.

Fig. A10.1. Imaginea culturii agregatelor celulare de R. rosea in mediul nutritiv lichid

cultivate pe giratoriu.

Fig. A10.2. Agregatele celulare de R. rosea cultivate pe mediul nutritiv lichid ce contine
alcool cinamic in concentratie de 4 mM. De la stinga la dreapta vase in ziua a 13, 17 si 20

de cultivare.
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Anexa 11. Brevet de inventie 3375.
Procedeu de micropropagare a plantelor de Rhodiola rosea L. in vitro.
Autori: CALUCARU-SPATARU Tatiana, DELEAN Tatiana, DASCALIUC Alexandru

MD 3375 G2 2007.08.31
REPUBLICA MOLDOVA
| e
', (19) Agentia de Stat an 337543 G2
pentru Proprietatea Intelectuali (51) Int. CL: AOLH 4/00 (2006.01)
AOIH 5/04 (2006.01)
AOIH 5/06 (2006.01)
A6IK 36/41(2006.01)

(12) BREVET DE INVENTIE

(45) Data publicirii hotirarii de
acordare a brevetului:
2007.08.31, BOPI nr. 8/2007

(21) Nr. depozit: a 2007 0082
(22) Data depozit: 2007.03.23

(71) Solicitant: INSTITUTUL DE GENETICA $I FIZIOLOGIE A PLANTELOR AL ACADEMIEI DE
STIINTE A MOLDOVEI, MD

(72) Inventatori: CALUGARU Tatiana, MD; DELEAN Tatiana, MD; DASCALIUC Alexandru, MD

(73) Titular: INSTITUTUL DE GENETICA $I FIZIOLOGIE A PLANTELOR AL ACADEMIEI DE
STIINTE A MOLDOVEI, MD

(54) Procedeu de micropropagare a plantelor de Rhodiola rosea L. in vitro

(57) Rezumat:

1
Inventia se referd la biotchnologic si poate fi
utilizata pentru micropropagarea plantelor de

2

26°C si umiditatea relativa a acrului de 70% cu o
fotoperioada de 16 ore si intensitatea ilumindrii de

Rhodiola rosea L. in vitro. 5 1000 ix. i soos :
Procedeul im;,lude cultivarea minirizomilor §i a Rezultatul inventiei constd in sporirca co-
A z A s eficientului de multiplicare a plantelor de Rhodiola
explantelor de pe minirizomi, obtinute din mugurii rosea L, pe baza majordrii intensitatii de formare a
axilari pe mediul nutritiv agarizat Murashige-Skoog, lastarik;r
ce contine suplimentar carbune activat in cantitate e
de 1200 mg/l, avind pH-ul 6,5, la o temperatura de  |Q Revendiciri: 1
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Anexa 12. Brevet de inventie 894.

Procedeu de obtinere a biomasei calusului de Rhodiola rosea L. in vitro.

Autori: CALUGARU-SPATARU Tatiana, CAUS Maria, DASCALIUC Alexandru

---------------------------- 4
0.0.0.0.0.0.0.0.0.0.0.0.0.0.0.0.0.0.0.0.0.0.0.0.0.0.0.8%
7D B DB B B B B B B LS B B D) By B e (5 B B 1. B By B B B G
OVEOVEODEOVEODEOVEODEOVEODEOVEOVEOVEOVEOVEOVEODEODEODEOVEODEOVEODEOVEOVEODEOVE OV G f
L=

REPUBLICA MOLDOVA

Agentia de Stat pentru
Proprietatea Intelectuala

BREVET

DE INVENTIE
DE SCURTA DURATA

Nr. 894

Eliberat in temeiul Legii nr. 50/2008 privind protectia inventiilor

Titlul: ~ Procedeu de obtinere a biomasei calusului de
Rhodiola rosea L. in vitro

Titular: INSTITUTUL DE GENETICA, FIZIOLOGIE SI
PROTECTIE A PLANTELOR AL ACADEMIEI DE
STIINTE A MOLDOVEI, MD

Data depozit: 2014.10.20
Durata brevetului: 6 ani

Descrierea inventiei, revendicarile si desenele constituie parte
integranta a prezentului brevet de inventie de scurtd durata

Director General




Anexa 13. Act de implimentare a rezultatelor stiintifice

‘-\\: v.‘-,f\ﬁ_‘_ e N\ APROB:
/ -?nﬁ LInstitutului de Genetica,
nﬁgx i'Protectie a Plantelor
7| L. ANDRONIC

ACT DE IMPLIMENTARE A REZULTATELOR STIINTIFICE

Prin prezentul, se confirmi ¢i cultura calusului de Rhodiola rosea L. in virsta de 10 ani
este menfinutd in vitro in cadrul laboratorului Biochimia Plantelor, fiind utilizatd in realizarea
mai multor proiecte de cercetare, inclusiv: proiecte fundamentale - .Influenta procesclor de
initiere §i reglare a transformarilor speciilor reactive de oxigen (SRO) asupra dezvoltirii
plantelor §i rezistentei lor fata de factorii de stres abiotic”, (2015 — 2019); ..Elaborarca.
determinarea proprietatilor fizico-chimice si biologice a reglatorilor naturali de crestere si
implementarea lor in tehnologiile agricole contemporane™, (2011 - 2014); proiect de transfer
tehnologic - ,Controlul cresterii calusului si acumularii metabolitilor secundari in vitre la
Rhodiola rosea 1.7, (2009) si proiect international moldo-rus “Reglarea  biosintezei
metabolitilor secundari in cultura celulelor si a plantelor in vitro §1 in vivo si aprecierea influentei
aceslor substante asupra reactiilor fiziologice fati de actiunca factorilor abiotici (temperaturi
extremale) §i biotici (actiunea parazitilor)”, (2010).

Responsabil pentru mentinerea si cultivarea culturii celulare de R, rosea L. in conditiile in
vitro este cercetiitorul stiintific Cilugiru—Spataru Tatiana.

Membrii Comisiei:

Seful laboratorului Biochimia Plantelor, doctor habilitat, @e(

prof. universitar, DASCALIUC Alexandru

Director adjunct pentru activitate stiintifica, /44;
doctor, SMEREA Svetlana k4

(/
Secretar gtiintific W -
doctor, COTENCO Eugenia

Cercetitor stiintific coordonator, @
doctor, CAUS Maria s

V
Cercetiitor stiintific, //24/
CALUGARU-SPATARU Tatiana ;
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Anexa 14. Act de valorificare a rezultatelor tezei de doctor

===
Ministerul Edweatiei, " UNNERYITATEA  Ministry of Educatiug,
Cultwrii yi Cerectanis al Republicii Moldoya Cubture aml Resvarch of the Repahlic of Moldera
Lnnvrsitatea de Stat "IEmitric Cantenar™ “Dimdtrie Camtemiv™ State University
st Acadenuei 32 Chigndie Repoblica Moldova, MD-2028 32 Acadorwet sir, Clusisan, MD-NIZS, Repahls of Meldova

el 3TN0 TR N0 L6, fanc (o273 022 TR T e, phone: (43735022 7330 1o, fas (373022 75 T,
pesonaluniveraasnmd, weowusdemd  DIMITRIE CANTEMIR  porsonal uniy oo oo md www.usde mnd

nr.Mdin. 25.10.4019

ACT DE VALORIFICARE
a rezultatelor tezei de doctor in biochimie
~Acumularea in vivo si in vifro a metabolitilor secundari la specia Rhodiola
rosea L. din populatia carpatind”

Universitatea de Stat _Dimitrie Cantemiy” confirmi valorificarea
rezultatelor investigatiilor stiintifice la tema . Acumularea in vivo §i in vitro a
metabolitilor secundari la specia Rhodiola rosea L. din populatia carpatind™
realizate de dna Tatiana CALUGARU-SPATARU, cercetator stiintific, in
cadrul Laboratorului Biochimia Plantelor al Institutului de Genetica.
Fiziologie si Protectie a Plantelor.

Rezultatele studiului efectuat sunt utilizate in procesul didactic la
Universitatea de Stat “Dimitrie Cantemir”, Facultatea Stiinfe fundamentale,
Departamentul Chimie, Matematica si Informaticd la predarea cursurilor:

«Terpeni si terpenoide”, ttular de curs dl profesor, doctor habilitat
Nicon UNGUR, la ciclul 11, studii de masterat, si

~Chimia produselor farmaceutice §i cosmetice”, titular de curs dl
doctor, conferentiar universitar Alexandru CIOCARLAN, la ciclul 1, studii de
licenta.

Conferentiar universitar,
dr. Alexandru Ciocarlan

Profesor universitar. =
dr. hab. Nicon Ungur /() W
Sef departament Chimie,

Matematica si Informatici, /%//V

dr. Natalia Velisco
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Anexa 15. Diplomi pentru medalia de bronz - INFOINVENT 2009, CHISINAU




Anexa 16. Diploma pentru medalia de aur —,, TRAIAN VUIA” 2016, TIMISOARA

SALONUL INTERNATIONAL DE

) INVENTIIZ
Y INOVATI ¢

«1 RAIAN VUIA" ) TIMISOARA

MEDALIA

SE ACORDA DE AUR

pentru inventia
Procedeu de obtinere a biomasei calusului de Rhodiola rosea in
vitro biomasei calusului de Rhodiola rosea L in vitro

a u t o ri
Calugdru-Spataru Tatiana,Dr.Caug Maria Dr.hab.Dascaliuc Alexandru
insti tuti a
INSTITUTUL DE GENETICA, FIZIOLOGIE
SI PROTECTIA PLANTELOR AL ACADEMIEI DE

Presedinte juriu

loan GROZESCU

Pre;cdmu salon

Remi RADULESCU

Data 27 mai 20




Anexa 17. Diploma pentru medalia de aur — INVENTICA 2016, 1ASI

& | I
NATIONAL INSTITUTE OF INVENTICS, ,
IASI, ROMANIA G

INVENTICA 2016

Offered to Mr [ Ms

CALUGARU-SPATARU TATIANA,
CAUS MARIA, DASCALIUC ALEXANDRU

PROCESS FOR IN VITRO PRODUCTION OF
RHODIOLA ROSEA L. CALLUS BIOMASS

in recognition of high scientific contribution
and loyalty to the XX-th International Salon of Research,
Innovation and Technological Transfer

INVENTICA 2016

lasi, Romania,
June 29 -July 01, 2016.

PRESIDENT GENERAL MANAGER
INVENTICA 2016 NATIONAL INSTITUTE OF INVENTICS
Prof. Boris PLAWTEANU PhD Prof. Neculai SEGHEDIN PhD
, G
v —_—
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Anexa 18. Diploma pentru medalia de aur —- PROINVENT- 2016, CLUJ-NAPOCA

* UNIVERSITATEA TEHNICA DIN CLUJ-NAPOCA

sub egida MINISTERULUI EDUCATIEI NATIONALE $I CERCETARII STIINTIFICE
si ACADEMIEI DE STIINTE TEHNICE DIN ROMANIA, FILIALA CLUJ

SALONUL INTERNATIONAL DE INVENTICA
PRO INVENT, Editia a XiV-a, 2016, Cluj-Napoca, Romania

NIRIARAA
o b Wa\S Wl e

DE EXCELENTA
S| MEDALIA DE AUR CU MENTIUNE SPECIALA

Se acordd  CALUGARU-SPATARU TATIANA, CAUS MARIA, DASCALIUC ALEXANDRU

De Ia INSTITUTUL DE GENETICA, FIZIOLOGIE SI PROTECTIE A PLANTELOR AL ACADEMIEI DE STIINTE A
MOLDOVEI

Pentru PROCEDEU DE OBTINERE A BIOMASE|I CALUSULUI DE RHODIOLA ROSEA L. IN VITRO

PRESEDINTELE SALONULUI, €3 PRESEDINTELE JURIULUI,

Prof. dr.ing. VASILE TOPA \ 8 Prof. dr. ing. RADU MUNTEANU
Rector al )

Universitatii Tehnice din Cluj-Napoca \ 4 ?Q,L C\Mw:ztaA—

©

GG ROMANIA

SLINOVARI

EURO

INVENT

10 EDITION

EUROFEAN EXHIBITION OF
CREATIVITY AND INNOVATION

2018

gﬁ VL | S, 1 is awarded to:

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

Calugaru-Spataru Tatiana, Caus Maria, Dascaliuc A.

President of International Jury President of Exhibition

Dr.Eng. Mohd Mustal akri ABDULLAH me Ion//}NDU
‘D“'E, = T
o surope géﬁ'w ted EiFia Q’ [
May 19,2018 g [P e iR

187



DECLARATIA PRIVIND ASUMAREA RASPUNDERII

Subsemnata, Calugaru-Spataru Tatiana, declar pe raspundere personald ca materialele
prezentate in teza de doctorat sunt rezultatul propriilor cercetdri si realizari stiintifice.
Constientizez cd, 1n caz contrar, urmeaza sa suport consecintele in conformitate cu legislatia in

vigoare.

CALUGARU-SPATARU Tatiana
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CURRICULUM VITAE
CALUGARU-SPATARU Tatiana

Cetatenie: MD

Studii

2001 - 2004 Institutul de Fiziologie al ASM, studii doctorale

1990 - 1995 Universitatea de Stat din Tiraspol, facultatea biologie si chimie

1980 — 1990 Scoala medie din or. Floresti

Stagii

2004 — prezent cercetator stiintific, Institutul de Genetica, Fiziologie si Protectie a Plantelor
2001 - 2004 doctorand, Institutul de Fiziologie al ASM

1995 -2001 lector asistent, Universitatea de Stat din Tiraspol (cu sediul la Chisinau)
1995 -2001 laborant, Universitatea de Stat din Tiraspol (cu sediul la Chisinau)

Competente dobandite la locul de munca

e Specialist in biochimie si biotehnologie;

metode de reglare si analiza a biosintezei metabolitilor secundari in cultura in vitro;

tehnici de analiza electroforetica a spectrelor polipeptidice si enzimatice;

procedee de multiplicare clonala si mentinere a genotipurilor valoroase;

metode de obtinere a culturilor de calus si regenerarea plantelor din celulele somatice a unor

genotipuri pretioase si rare in vitro;

inducerea si mentinerea culturilor de calus si agregatelor celulare;

e regenerarea si aclimatizarea plantelor la transferul de la conditii de cultura in vitro la cele in
Vivo etc.

Proiecte
proiecte fundamentale:

2015-2019 e proiect 15.817.05.13A - Influenta proceselor de initiere si reglare a
transformarilor speciilor reactive de oxigen (SRO) asupra dezvoltarii plantelor
si rezistentei lor fata de factorii de stres abiotic;

2011 -2014 o proiect 11.817.04.06A - Elaborarea, determinarea proprietitilor fizico-chimice
si biologice a reglatorilor naturali de crestere si implementarea lor in
tehnologiile agricole contemporane;

e Rolul proteinelor de rezerva si chitenazelor in determinarea dormitarii plantelor

2006 —2010  |a boli si daunatori;

o Disecarea, maturarea, dormitarea si germinatia semintelor: rolul proteinelor si
2005-2009 gt factori.

proiecte de transfer tehnologic si aplicative:
e Controlul cresterii calusului si acumularii metabolitilor secundari in vitro la
2005-2009  Rpodiola rosea L.;
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2003 — 2006 e Introducerea in cultura in vitro si obtinerea embrioizilor somatici la stejarul
pufos (Quercus pubescens);

2003 — 2005 e Elaborarea procedeelor de micropropagare a nucului (Juglans regia L.), la
etapa: Inducerea embrioizilor somatici la Juglans regia L.

proiecte internagionale:

2010-2011 e proiectul STCU Nr. 5063 - Implementarea metodelor fizico-chimice din
biologie in agricultura organica;

2008 -2010 e proiect moldo-rus C-24 - Reglarea biosintezei metabolitilor secundari in
cultura celulelor si a plantelor in vitro si in vivo si aprecierea influentei
acestor substante asupra reactiilor fiziologice fata de actiunea factorilor
abiotici (temperaturi extremale) si biotici (actiunea parazitilor);

e proiectul INTAS - Mentinerea aparatajului CTBA, suportul tinerilor savanti

2006 —2007 si a studentilor;

e proiectul INTAS Nr. 05-104-7603 - Selectia si cultivarea Rhodiola rosea L.

2005 —2008 bazata pe metodele moleculare, fitochimice si fiziologice;
e proiectul CRDF MR2-996 - Elaborarea procedeului si tehnologiei obtinerii
2004 2006 substantelor native din plante si utilizarea lor in agricultura si medicina;

e proiectul CRDF MA1-3029 - Introducerea Rhodiola rosea L. in agricultura

2003 — 2005 de producere a Moldovei.

Lucriri stiintifice publicate:

Rezultatele stimntifice sunt publicate in peste 50 lucrari stimntifice, inclusiv:

e 3 articole in diferite reviste stiintifice internationale,

e 9 articole in reviste nationale de profil categoria B/C,

15 articole in culegeri stiintifice nationale/internationale,

21 materiale/ teze la conferinte/simpozioane stiintifice internationale (peste hotare) si in republica;
7 brevete de inventii.

Articole stiintifice in reviste internationale

in reviste internationale cotate 1S1 si SCOPUS

1. DASCALIUC A., CALUGARU-SPATARU T., CIOCARLAN, A., COSTICA M., COSTICA
N., KRAJEWSKA-PATAN, A., DREGER M., MSCISZ A., FURMANOVA M. Chemical
composition of golden root (Rhodiola rosea L.) rhizomes of Carpathian origin. Herba Polonica.
2008, vol. 54, nr 4, pp. 17-27. ISSN 0018-0599. http://www.herbapolonica.pl/magazines-
files/1687607-02_Chemical.pdf

2. CALUGARU-SPATARU T., SILION M., CIOCARLAN A., DASCALIUC A. Study of
biotransformation compounds in callus culture of Rhodiola rosea specie. In: Agronomy Series
of Scientific Research. Lucrari st. Univ. de Stiinfe Agricole si Medicina Veterinara ,,Ion
lonescu de la Brad”. Seria Agronomie. 2013, vol. 56 nr 2, pp. 57-60. ISSN 1454-7414.
http://www.revagrois.ro/PDF/2013-2/paper/2013-56(2) 09-en.pdf

in reviste din Registrul National al revistelor de profil, cu indicarea categoriei

categoria B

1. CALUGARU-SPATARU T., CIOCARLAN A., DASCALIUC A. Compozitia chimicai a
extractelor si uleiului volatil din rizomii de Rhodiola rosea L. de origine Carpatina In:
Buletinul ASM. Stiingele vierii. 2017, nr. 3(333), pp. 76-83. ISSN 1857-064X.
http://bsl.asm.md/article/id/57334

2. CALUGARU-SPATARU, T. Influenta Reglalgului asupra acumularii biomasei si
pigmentilor fotosintetici in celulele calusului si agregatelor celulare ale radacinii aurii
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(Rhodiola rosea L.). In: Buletinul ASM. Stiinzele vierii. 2017, nr. 1 (333), pp. 39-47. ISSN
1857-064X. http://bsl.asm.md/article/id/52247

3. CALUGARU-SPATARU. T. Effects of Natural Growth Regulator Reglalg on the Rhodiola
rosea L. callus growth rate. Journal of Botany, Chisinau, 2015, vol. VII, nr. 1(10), pp. 5-9.
ISSN 1857-095X.
http://www.gradinabotanica.asm.md/sites/default/files/revista botanica2015.pdf

4. CALUGARU-SPATARU T. Acumularea metabolitilor secundari in Rhodiola rosea L. in
functie de conditiile mediului. In: Buletinul ASM. Stiingele vierii. nr 1(325) 2015, pp. 85-92.
ISSN 1857-064X. http://bsl.asm.md/article/id/37175

5. CAUS M., CALUGARU-SPATARU T., DASCALIUC A. Influenta reglatorului natural de
crestere Reglalg asupra potentialului oxidoreducator al celulelor calusului de Rhodiola rosea
L. In: Buletinul ASM. Stiingele vierii 2016, nr. 2(329), pp. 40-48. ISSN 1857-064X.
http://bsl.asm.md/article/id/47017

Brevete de inventie

1. CALUCARU T. MALOCOC A. DELEAN T. DASCALIUC A. Procedeu de
micropropagare a plantelor de gerberd in vitro. MD 3219 G2 2007.01.31.

2. CALUCARU-SPATARU T., DELEAN T., DASCALIUC A. Procedeu de micropropagare
a plantelor de Rhodiola rosea L. in vitro. MD 3375 G2 2007.08.31.

3. CALUCARU-SPATARU T., DASCALIUC A. Procedeu de micropropagare a plantelor de
Actinidia arguta in vitro. MD 605 2013.10.31.

4. CALUGARU-SPATARU, T., CAUS, M., DASCALIUC, A. Procedeu de obtinere a
biomasei calusului de Rhodiola rosea L. in vitro. MD 894 2015.11.30.

5. CAUS, M., CALUGARU-SPATARU, T., DASCALIUC, A. Procedeu de determinare a
sexului la plantele de Actinidia arguta in vitro. MD 1055 Z 2017.02.28.

6. CALUGARU-SPATARU T., CIOCARLAN N., CAUS M., DASCALIUC A. Procedeu de
micropropagare a plantelor de Mentha gattefossei Maire in vitro. MD 1091, 2017.06.30.

7. CAUS, M., CALUGARU-SPATARU, T., DASCALIUC, A. Metodd de determinare a
temperaturii de inhibisie a sistemului radicular la castravete Cucumis sativus L. MD 1134,
2017.11.30.

Rezultatele inovationale au fost apreciate la saloane nationale/internationale de inventica cu 9
medalii de aur, 2 argint si 2 bronz.

Apartenenta la societiti: Societatea de Biochimie din Moldova
Cunoasterea limbilor: limba roména — limba materna, franceza - bine, limba rusa — bine.

Date de contact:

Mun. Chisinau,

str. Padurii 20

tel: +37322530177

mob. +37368380072

= tcalugaru@yahoo.com
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