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ADNOTARE 
 Călugăru-Spătaru Tatiana, Acumularea in vivo și in vitro a metaboliților secundari la 

specia Rhodiola rosea L. din populația carpatină, teza de doctor în științe biologice, Chișinău, 2019. 

Teza este constituită din compartimentul introductiv, patru capitole, concluzii generale și recomandări, 

bibliografie cu 333 titluri, 18 anexe, 135 pagini text de bază, 58 figuri, 13 tabele. Rezultatele obținute 

sunt publicate în 36 lucrări științifice. 

Cuvintele cheie: Rhodiola rosea, calus, agregate celulare, HPLC, RMN, metaboliți secundari 

(MS), p-tirosol, salidrozid, rosavin, flavonoide, terpene, peroxidaza, catalaza.  

 Scopul lucrării: evaluarea particularităților acumulării principiilor active în rizomii plantelor 

de R. rosea din populațiile carpatine (îndeosebi cele din România) și celor din zonele de cultivare in 

vivo privind fundamentarea științifică a interrelațiilor „genotip-mediu-procese metabolice” ca bază 

teoretică de elaborare a căilor și metodelor de optimizare a proceselor de acumulare a metaboliților 

secundari și obținerii lor pe cale biotehnologică. 

Obiectivele lucrării: determinarea compoziției MS și a uleiului volatil din rizomi plantelor de 

R. rosea din populația carpatină, România, precum și din cei cultivați în Moldova; introducerea în 

cultura in vitro a explanților din plantele de R. rosea și determinarea influenței diferitor factori fizici 

și chimici, izolat și în combinație, asupra productivității biomasei și acumulării diferitor componente 

ale MS în cultura celulară de R. rosea; compararea compoziției chimice a rizomilor de R. rosea din 

populația carpatină cu cea a rizomilor obținuți prin cultivarea in vivo, precum și a celei acumulate în 

biomasa celulară obținută în condițiile in vitro. 

Noutatea și originalitatea științifică: pentru prima dată a fost determinată compoziția MS, 

precum și a uleiului volatil, din rizomi de R. rosea din Carpații de Est a României. La fel a fost 

demonstrat că expunerea de scurtă durată a culturii celulare la acțiunea temperaturilor joase și radiației 

UV, precum și introducerea în mediul de cultivare a alcoolului cinamic și reglatorului natural de 

creștere (RNC) Reglalg, influențează benefic acumularea MS în cultura in vitro de R. rosea, dar 

compoziția și mai ales conținutul lor este mai redus în comparație cu cel caracteristic pentru rizomii 

plantelor spontane, colectate din munții Carpați, România. 

Rezultatul obținut care contribuie la soluționarea unei probleme științifice importante constă 

în elaborarea procedeelor de aplicare de scurtă durată a temperaturilor joase, radiației UV, introducerea 

alcoolului cinamic și RNC Reglalg în mediul de cultură la începutul fazei exponențiale de creștere a 

culturii celulare, fapt ce a avut ca efect stimularea acumulării biomasei de R. rosea în condiții in vitro 

și sporirea substanțială a conținutul de metaboliți secundari, în vederea creării unor regimuri de 

cultivare în bioreactoare adaptate special pentru obținerea MS caracteristici pentru rizomii de R. rosea. 

Semnificația teoretică: cercetările realizate în condiții de laborator cu expunerea de scurtă 

durată a materialului biologic la radiația UV și la temperaturi joase dau posibilitatea de a concluziona 

că termoperiodismul zilnic și cel sezonier, radiațiile UV intense, schimbul umidității relative a aerului 

caracteristic pentru condițiile din munți, sunt factori importanți ce determină atât conținutul înalt de 

MS acumulați în rizomi, cât și viabilitatea plantelor de R. rosea. Cultura celulară de R. rosea reprezentă 

o metodă alternativă și un model prețios pentru a cerceta influența nivelului de organizare biologică 

asupra capacității plantelor de a acumula MS, precum și a determina influența factorilor fizici și chimici 

asupra acumulării acestor componenți. 

Valoarea aplicativă: cercetările în condiții in vivo și in vitro au demonstrat că pentru obținerea 

MS, caracteristici pentru R. rosea, este necesar de a crea unele regimuri de iluminare, umiditate și 

termoperiodism potrivite pentru plantele acestei specii. În așa fel, cultivarea speciei de R. rosea în 

condiții in vivo și in vitro ar putea asigura eliminarea pericolului dispariției speciei din cauza colectării 

intensive a plantelor în condiții naturale.  

Implementarea rezultatelor științifice: cultura calusului de R. rosea în vârstă de 10 ani este 

menținută până în prezent în IGFPP și continuă a fi implementată în activitatea de cercetare a 

mecanismelor de reglare a biosintezei MS, inclusiv în procesul didactic la Universitatea de Stat 

”Dimitrie Cantemir”.  
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ANNOTATION 

Calugaru-Spataru Tatiana, In vivo and in vitro accumulation of secondary 

metabolites in the carpathian population of the Rhodiola rosea L. species, doctoral thesis in 

biological sciences, Chisinau, 2019. The thesis contains an introduction, four chapters, general 

conclusions, recommendations, and a bibliography of 333 titles, 18 annexes, 143 pages of basic 

text, 58 figures, and 13 tables. The results are reflected in 36 scientific papers. 

Keywords: Rhodiola rosea, callus, cell aggregates, HPLC, NMR, secondary metabolites 

(SM), p-tyrosol, salidrozide, rosavin, flavonoids, terpenes, peroxidase, catalase. 

Aim of the study: assessment of the accumulation of active components in the rhizomes 

of plants of the carpathian population R. rosea (Romania), as well as plants grown in vivo in order 

to evaluate the scientific basis of the relationship “genotype – medium – metabolic processes” for 

developing the methods of optimizing the accumulation of secondary metabolites in R. rosea cells, 

cultured in vitro. 

 The objectives of the study: determinization of the composition of SM and volatile oils in 

the R. rosea rhizomes collected in Romanian Carpathian Mountains and in rhizomes of plants 

cultivated in Moldova; introduction in vitro of the explants from R. rosea plants and determination 

of the influence of different physical and chemical factors, separately and in combination, on the 

biomass productivity and as well on the accumulation of various components of SM. 

  Originality and scientific novelty: for the first time, the composition of the SM as well 

as the volatile oil of R. rosea rhizomes collected in the Eastern Carpathian Maintains of Romania 

was determined. It was also demonstrated that the short-term exposure of cell culture to low 

temperature and UV radiation, as well as the introduction in the cultivation medium of cinamic 

alcohol and plant growth regulator (PGR) Reglalg, has a beneficial effect on the accumulation the 

SM, but their composition and content was lower compared to that characteristic for R. rosea 

rhizomes of spontaneous plants.  

 The result obtained in solving an important scientific problem consists in the elucidation 

that short-term application of low temperatures and UV radiation, the introduction of cinnamic 

alcohol and PGR Reglalg in the culture medium at the beginning of the exponential phase of cell 

culture growth, assures the stimulation of the accumulation of SM in R. rosea biomass under in 

vitro conditions the open the possible ways to optimize the regimens of in vitro cultivation the R. 

rosea cells for obtaining the SM characteristics for rhizomes of spontaneous growing plants. 

 Theoretical value: Results of short-term exposure to UV radiation and low temperature of 

in vitro culture gives the possibility to conclude that such factors as daily and seasonal 

thermoperiodicity, UV radiation, the diurnal variation of the relative air humidity, characteristic 

for natural conditions in the mountains, are decisive factors which determines both the composition 

and the accumulation of active principles in rhizomes, as well as the for viability of the R. rosea 

plants. Cell culture of R. rosea represents an alternative method and a model for investigation the 

influence of the level of biological organization on the plants ability to accumulate SM and as well 

as the influence of physical and chemical factors on these processes. 

Application value: in vivo and in vitro investigations have shown that for obtaining the 

active components characteristic for R. rosea, it is necessary to assure UV illumination and 

thermoperiodicity that are natural for spontaneous growing R. rosea plants. Thus, the selection of 

optimal cultivation conditions of R. rosea in vivo and in vitro could ensure the preventing the 

species extinction due to the intensive collection of plants growing in natural conditions.  

Implementation of scientific results: R. rosea callus culture is maintained during of 10 

years in the IGFPP and continues to be used in the scientific researches of the mechanisms of 

regulation the biosynthesis of SM, and also as information used in the teaching programs of the 

State University „Dimitrie Cantemir”.  
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АННОТАЦИЯ 
Кэлугэру-Спэтару Татьяна, Накопление in vivo и in vitro вторичных метаболитов в 

растениях вида Rhodiola rosea L. карпатского происхождения, диссертация на соискание ученой 

степени доктора биологических наук, Кишинев, 2019. Диссертация состоит из введения, четырех 

глав, общих выводов и рекомендаций, библиографии из 333 наименований, 143 страниц основного 

текста, 58 рисунков, 13 таблиц и 18 приложении. Полученные результаты опубликованы в 36 

научных работах 

Ключевые слова: Rhodiola rosea (родиола розовая), каллус, клеточные агрегаты, ВЭЖХ, 

ЯМР, вторичные метаболиты (ВМ), п-тирозол, салидрозид, розавин, флавоноиды, терпены, 

пероксидаза, каталаза. 

Задача работы: оценка особенностей накопления активных компонентов в корневищах 

растений Карпатской популяции R. rosea (Румыния), а также растений, выращенных в условиях in 

vivo; для выявления взаимоотношений «генотип-среда-метаболические процессы» для 

практической разработки методов оптимального накопления вторичных метаболитов в клетках R. 

rosea, культивируемых in vitro. 

Цели работы: определение содержания и состава ВМ и эфирных масел в корневищах 

растений R. rosea, собранных в Карпатах, Румыния, а также искусственно выращенных в Молдове; 

введение в культур in vitro эксплантов растений R. rosea и определение влияния различных 

физических и химических факторов, отдельно и в комбинации, на образование биомассы и 

накопление ВМ в культуре клеток in vitro; сравнение химического состава корневищ растений R. 

rosea карпатской популяции и тех, которые получены путем культивирования in vivo. 

Научная новизна, оригинальность и теоретическая значимость: впервые был определен 

состав ВМ и эфирных масел корневищ растений R. rosea собранных в Восточных Карпатах 

Румынии. Было показано, что кратковременное воздействие на клеточную культуру R. rosea 

выращиваемую in vitro, а также введение в питательную среду коричного спирта и препарата 

Reglalg, приводит к повышению содержания ВМ, хотя состав и особенно содержание указанных 

соединений оставались ниже по сравнению с теми, которые характерны для корневищ спонтанных 

растений. Таким образом, суточный и сезонный термопериодизм, интенсивное УФ излучение, 

вариация относительной влажности воздуха, которые характерны для горных условий, являются 

решающими факторами, определяющие состав и содержание активных веществ, накопленных в 

корневищах R. rosea. Культура клеток R. rosea представляет собой альтернативный метод и 

перспективную модель для исследования влияния уровня организации на способность растений 

накапливать ВМ, а также влияния физических и химических факторов на их накопление.  

Полученный результат, который способствует решению важной научной проблемы, 

заключается в выявлении того факта, что кратковременная экспозиция при низких температурах и 

УФ излучении, а также введение в питательную среду коричного спирта и препарата Reglalg в 

начале экспоненциальной фазы роста клеточной культуры, приводит к стимуляция накопления 

биомассы R. rosea в условиях in vitro и к существенному увеличению содержания ВМ, что является 

важной предпосылкой для создания искусственных режимов культивирования клеток в 

биореакторах, специально адаптированных для получения ВМ характерных для корневищ R. rosea. 

Практическая значимость работы: исследования in vivo и in vitro показали, что для 

получения активных компонентов, характерных для растений R. rosea, необходимо создать 

специфические условия освещения и температуры, подходящие для растений этого вида. Таким 

образом, подбор оптимальных условий культивирование R. rosea in vivo и in vitro может обеспечить 

устранение угрозы исчезновения вида из-за интенсивного сбора спонтанно растущих растений.  

Внедрение научных результатов: культура каллуса R. rosea в возрасте 10 лет 

поддерживается до настоящего времени в ИГФЗР и применяется в исследованиях механизмов 

регуляции биосинтеза ВМ, а также в учебном процессе государственного университета „Дмитрий 

Кантемир”.  
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INTRODUCERE 

Actualitatea și importanța temei abordate. Plantele reprezintă o sursă prețioasă de 

metaboliți secundari, care datorită activității lor biologice se utilizează pe larg în industria 

alimentară, farmaceutică și cosmetologie. În acest scop se colectează plantele din flora spontană. 

Colectarea necontrolată a plantelor agravează situația ecologică apărând pericolul dispariției unor 

specii și forme de plante prețioase [60]. De menționat, de asemenea, că acumularea metaboliților 

secundari în plante este determinată de specia plantei, țesut, organ sau chiar celulă și reprezintă o 

expresie a individualității speciei respective [89, 294]. Multiple plante medicinale, precum 

Catharanthus roseus L., Echinacea purpurea L., Silybum marianum L., Melissa officinalis L. etc., 

sunt utilizate în medicină datorită principiilor active foarte valoroase. Printre aceste plante poate 

fi inclusă și specia Rhodiola rosea L. 

Rhodiola rosea L. (rădăcina de aur) este o plantă medicinală valoroasă, care datorită 

proprietăților sale prețioase este intensiv colectată și se află în pericol de dispariție în multe regiuni 

ale globului. Plantele acestei specii se întâlnesc în flora spontană din regiunile muntoase ale 

diferitor continente [30, 84, 97, 102, 208, 229, 285, 329], inclusiv în munții Carpați din România 

[112] și Ucraina. Habitatele naturale de creștere a speciei se caracterizează prin condiții climaterice 

dure și accidentale, plantele fiind expuse diferitor condiții de stres, inclusiv a celor caracteristice 

pentru altitudini înalte (între 1000 și 5000 m, radiații ultraviolete intense, temperaturi extreme și 

variabile) [229, 237]. Componenții activi, caracteristici speciei R. rosea, se acumulează 

preponderent în rizomi, având proprietăți adaptogene, biostimulatoare și antioxidante. În extractele 

obținute din rizomii acestei plante au fost identificate substanțe active aparținând diferitor clase de 

compuși chimici: fenilpropanoide, feniletanoloide, proantocianidine, monoterpenoide, flavonoide, 

taninuri și acizi organici [321, 329]. A fost demonstrat că proprietățile curative ale speciei 

menționate se datorează în mare parte fenilpropanoidelor (glicozide ale alcoolului cinamic – 

rosavin, rosarin și rosin), feniletanoloidelor (p-tirosol și glicozidul său salidrozidul) [208, 215, 

259, 285, 322], și terpenelor [30, 208, 229, 308, 320]. Din punct de vedere practic prezintă interes 

și 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 conține 

rosavin și rosarin. Calitatea extractelor din R. rosea sunt standardizate după conținutul de rosavin 

și salidrozid [30, 90, 305, 330]. Salidrozidul a fost identificat și în alte specii din genul Rhodiola, 

de acea acest compus nu poate servi în calitate de marker unic al speciei R. rosea [315, 323]. În 

literatura de specialitate, informațiile privind compoziția chimică a rizomilor de R. rosea din 

populațiile carpatine, mai cu seamă a celor din România, sunt foarte limitate și incomplete [112]. 
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Deși rădăcina de aur se cultiva în mai multe zone ale fostei Uniuni Sovietice [102], precum 

și în Suedia, Polonia [100, 102] și Germania [102], în prezent plantații industriale de R. rosea 

practic lipsesc. Această situație este cauzată de cheltuielile ridicate de cultivare, care includ 

stabilirea câmpurilor pentru transplantul de material săditor, recoltarea și post-recoltarea 

producției de rădăcini, ce reprezintă un proces destul de dificil. De asemenea, luând în calcul și 

faptul că rizomii de R. rosea acumulează cantitatea maximă de MS abia în al 4-5-lea an de cultivare 

[156], recolta de rizomi poate fi compromisă de unii factori (lipsa regimurilor agrotehnice bine 

elaborate, controlului buruienilor, fertilizării etc.) [31, 102]. Conținutul principiilor active în 

rizomii plantelor cultivate în condiții in vivo, de obicei este mult mai scăzut în comparație cu cel 

caracteristic pentru plantele colectate din flora spontană [7, 314, 321]. 

Prin urmare, obținerea dificilă a compușilor derivați din plante a determinat industria și 

oamenii de știință de a lua în considerare posibilitatea utilizării culturii in vitro, ca metodă 

alternativă și durabilă de obținere a produselor farmaceutice naturale valoroase [17]. Această 

metodă face posibilă stabilirea și monitorizarea factorilor de mediu favorabili pentru multiplicarea 

culturilor celulare și acumularea metaboliților secundari. Sistemul de cultivare in vitro este foarte 

efectiv, deoarece în condiții naturale plantele medicinale sunt expuse dăunătorilor, condițiilor 

meteorologice nefavorabile și lipsa disponibilității terenurilor, care afectează în mod negativ 

productivitatea și calitățile medicinale ale plantelor recoltate [26]. Mai mult decât atât, sporirea 

acumulării metaboliților secundari esențiali în culturile de celule și țesuturi este posibilă prin 

creșterea cantitativă a biomasei sau prin ameliorarea biosintezei metabolitului dorit [118, 173, 186, 

194]. În așa fel, sporirea randamentului în cultura in vitro este dependentă în primul rând de 

optimizarea mediului şi condițiilor de cultivare, factori care asigură acumularea în celulele 

cultivate a unor cantități semnificative de metaboliți secundari [29]. 

În ultimele decenii au fost efectuate multiple cercetări, privind obținerea MS caracteristici 

rizomilor de R. rosea pe cale biotehnologică, utilizând cultura celulelor și țesuturilor [173, 194, 

277]. Primele rapoarte privind culturile de celule și organe de R. rosea în condiții in vitro au fost 

obținute în 1980. În 1981, cercetătorul rus I.V. Alexandrova a obținut primul brevet pentru metoda 

de regenerare a rădăcinilor de R. rosea in vitro. În această lucrare nu a fost furnizată informația cu 

privire la termenii de inducere a culturii [1981]. Actualmente există un număr limitat de rapoarte 

privind biosinteza MS în cultura de calus și agregate celulare de R. rosea. Cercetările efectuate în 

Finlanda [11, 12] și Polonia [14] au demonstrat că adăugarea unor precursori ai metaboliților 

secundari duce la sporirea acumulării principiilor active în celulele cultivate in vitro. În prezent 

nu există publicații științifice referitor la introducerea în cultura in vitro a rădăcinilor izolate ale 

acestei specii. 
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Procesele proliferative ale culturilor celulare atât în condiții optimale de creștere, cât și în 

condiții de stres, sunt însoțite de producerea speciilor reactive de oxigen (SRO), excesul cărora 

creează condiții de stres în mediul celular. În acest sens, sistemele de apărare antioxidante din 

celule implică sistemul non-enzimatic, care promovează biosinteza multor metaboliți secundari 

(acizi fenolici, flavonoide, taninuri etc.) pe cale fenilpropanoidică, și un sistem antioxidant bazat 

pe activitatea enzimatică, localizat în mai multe compartimente celulare. Sistemul enzimatic 

include enzimele generatoare de H2O2, cum ar fi superoxid dismutaza (SOD) și enzimele de 

captare a H2O2 cum ar fi catalaza (CAT) și diferite peroxidaze (PO) etc. [68, 258, 279]. 

Metabolismul compușilor fenolici în plante se desfășoară cu implicarea unui spectru larg de 

enzime, precum CAT, PO, polifenoloxidaza (PFO) etc. [68, 258]. PO sunt considerate markeri 

molecular al creșterii și dezvoltării culturii țesuturilor vegetale [167], iar apariția unor izoenzime 

ale PO a fost stabilită în procesul organogenezei [206, 258] și diferențierii tisulare [51]. Este 

cunoscut faptul că la plante PO sunt localizate în majoritatea compartimentelor celulare, inclusiv 

în membranele tilacoidelor cloroplastelor, care se află în stare latentă sau activă. Activitatea 

enzimei latente poate fi modificată prin diferite metode, inclusiv prin tratarea cu diferite substanțe 

[115].  

Din cele menționate mai sus, putem afirma că atât cultura plantelor de R. rosea in vivo, cât 

și cea in vitro rămâne o direcție actuală de cercetări fundamentale cu interes practic la nivel 

mondial. 

 Scopul lucrării: Evaluarea particularităților acumulării principiilor active în rizomii plantelor 

de R. rosea din populațiile carpatine (îndeosebi cele din România) și celor din zonele de cultivare in 

vivo privind fundamentarea științifică a interrelațiilor „genotip-mediu-procese metabolice” ca bază 

teoretică de elaborare a căilor și metodelor de optimizare a proceselor de acumulare a metaboliților 

secundari și obținerii lor pe cale biotehnologică. 

Obiectivele cercetării au constat în: 

• determinarea compoziției metaboliților secundari și a uleiului volatil din rizomii plantelor 

de R. rosea din populația carpatină, România, și plantelor cultivate în Rezervația Științifică „Plaiul 

Fagului”, Republica Moldova și Grădina Botanică a Universității Naționale din or. Cernăuți, 

Ucraina.   

• introducerea în cultura in vitro a explanților din plante de R. rosea și determinarea 

compoziției chimice a metaboliților secundari în cultura calusului și agregatelor celulare de R. 

rosea; 

• determinarea efectului aplicării separate și combinate a temperaturii joase, radiațiilor 

ultraviolete, unor precursori ai biosintezei principiilor active și a reglatorului natural de creștere 
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Reglalg asupra productivității biomasei și spectrului cantitativ și calitativ de metaboliți secundari 

în cultura calusului și agregatelor celulare de R. rosea;  

• compararea compoziției metaboliților secundari ai rizomilor plantelor de R. rosea din 

populația carpatină, România, a celor obținuți prin cultivare în condițiile in vivo, precum și a 

biomasei celulare obținute in vitro, cu cea descrisă în literatura de specialitate privind compoziția 

chimică a rizomilor de R. rosea colectați în Munții Altai, care este considerată cea mai valoroasă 

și cea mai bine studiată populație de R. rosea,  privind conținutul de metaboliți secundari. 

Ipoteza de cercetare:  

1. S-a presupus existența unor relații corelative dintre condițiile mediului ambiant 

(temperatură, fotoperioadă, umiditatea aerului, radiația ultravioletă) și procesele de biosinteză, și 

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

 2. Conținutul de metaboliți secundari în celulele calusului și agregatelor celulare de R. 

rosea cultivate in vitro poate fi sporit prin introducerea în mediul de cultură a precursorilor 

acestora, reglatorilor naturali de creștere și prin manipularea intensității și frecvenței unor factori 

fizici, care influențează creșterea și metabolismul plantelor ce cresc în condiții naturale.  

  Sinteza metodologiei de cercetare și justificarea metodelor de cercetare alese. Pentru 

realizarea scopului și obiectivelor stabilite a fost utilizată metodologia aproximației sistemice care 

presupunea analiza integrată a specificului acumulării MS în plantele speciei de R. rosea colectate 

din habitatele naturale și cultivate în condiții in vivo, precum și în celulele calusului și biomasei 

celulare cultivate în condițiile in vitro. Aceasta a dat posibilitate de a aprecia separat și în 

combinație influența condițiilor de creștere, mediului de cultivare, vârstei, nivelului de organizare 

(celular, organ, plantă integră) asupra viabilității și acumulării MS în celulele de R .rosea. Utilizând 

materialul biologic obținut din habitatele naturale, cultivat în condiții in vivo și pe cale 

biotehnologică au fost realizate cercetări biochimice utilizând diferite metode de extragere, 

purificare și separare a componentelor biochimice caracteristice pentru materialul biologic. Studiul 

influenței factorilor chimici și fizici asupra culturii in vitro de R. rosea a fost realizat prin 

determinarea viabilității celulelor, conținutului de pigmenți fotosintetici, determinarea activității 

enzimatice, conținutului compușilor fenolici, conținutului total de flavonoide și a activității 

antioxidante totale etc. utilizând metoda spectrofotometrică UV-VIS. Extragerea proteinelor 

solubile totale pentru analiza spectrului polipeptidelor a fost realizată prin SDS-electroforeza, iar 

a izoformelor peroxidazelor prin electroforeza în condiții native. Analiza metaboliților secundari 

din rizomi, calus și agregatele celulare de R. rosea a fost efectuată cu utilizarea cromatografiei în 

strat subțire (CSS), cromatografiei pe coloană (CC), spectrofotometriei UV-VIS, cromatografiei 

cu lichide de înaltă performanță (HPLC), rezonanței magnetice nucleare (RMN) etc. Utilizarea 
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metodelor contemporane de analiză biochimică și de prelucrare statistică a datelor au asigurat 

obținerea unor rezultate valoroase din punct de vedere științific și practic.   

Sumarul capitolelor tezei  

Teza cuprinde: adnotare prezentată în limba română, engleză și rusă, lista tabelelor, lista 

figurilor, lista abrevierilor, introducere, patru capitole, concluzii și recomandări, bibliografie, 

declarația privind asumarea răspunderii, șaisprezece anexe și CV-ul autorului. 

În introducere se argumentează actualitatea și importanța temei abordate, sunt formulate 

scopul și obiectivele lucrării, se prezintă ipoteza de cercetare, sinteza metodologiei de cercetare și 

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

 Capitolul 1 ”Metabolismul secundar la plante” este consacrat  analizei realizărilor 

științifice în domeniul studiului biosintezei MS în cultura in vivo și in vitro, mai cu seamă celor 

caracteristice pentru rizomii plantelor de R. rosea. În prima parte a capitolului este analizată 

informația despre reacțiile biochimice implicate în procesele metabolice la plante, în special 

ciclurile de biosinteza a MS precum fenolii și fenilpropanoidele. În partea a doua a capitolului, o 

atenție deosebită este atrasă posibilității utilizării culturii in vitro drept metodă alternativă și 

durabilă de obținere a produselor farmaceutice naturale valoroase, prin creșterea cantitativă a 

biomasei sau prin ameliorarea biosintezei metabolitului dorit. Partea a treia a capitolului 

elucidează rolul speciilor reactive de oxigen (SRO) în biosinteza, degradarea și acumularea 

metaboliților secundari în plante. În ultima parte a acestui capitol este descrisă specia Rhodiola 

rosea L. ca sursă de MS și plantă medicinală foarte valoroasă. Informațiile privind compoziția 

chimică a rizomilor de R. rosea, în deosebi celor din populația carpatină, sunt limitate și 

incomplete. Componenții activi, caracteristici speciei R. rosea, se acumulează preponderent în 

rizomi, având proprietăți adaptogene, biostimulatoare și antioxidante. Cultivarea plantelor de R. 

rosea în condiții in vivo și in vitro a fost realizată în mai multe țări și continente, dar problema 

privind obținerea metaboliților secundari caracteristici pentru R. rosea rămâne un obiectiv neatins 

încă. Literatura de specialitate sugerează că cultura in vitro reprezintă o metodă importantă de 

cercetare a influenței diferitor factori chimici și fizici asupra sporirii biomasei și acumulării 

principiilor active în celule. Numai cunoscând mecanismele de reglaj ale acestor procese devine 

posibilă elaborarea unor tehnologii avantajoase de obținere a MS caracteristici pentru R. rosea prin 

cultivarea în condițiile in vivo și in vitro, care ar putea asigura eliminarea pericolului dispariției 

speciei din cauza colectării intensive a plantelor ce cresc în condiții naturale. Acest deziderat a 

constituit scopul cercetărilor noaste. 

Capitolul 2 ” Materiale și metode de cercetare”. În capitol dat sunt prezentate obiectele 

de studiu, condițiile de introducere, expunere și cultivare ale acestora, procedeele și metodele de 
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cercetare in vivo și in vitro. În calitate de obiect de studiu in vivo au servit plantele speciei R. rosea 

L., colectate din populația munților Carpați, masivul Ineu, România, și din alte habitate ale 

Munților Carpați, precum Ucraina și Polonia. La fel au fost utilizate plante cultivate în condiții in 

vivo, Rezervația Științifică „Plaiul Fagului”, raionul Ungheni, Republica Moldova și Grădina 

Botanică din or. Cernăuți, Ucraina, cultura in vitro a calusului și agregatelor celulare de R. rosea.  

În cercetări au fost utilizate și plante de R. rosea obținute din semințe și cultivate în condiții de 

laborator. Rizomii plantelor de R. rosea au fost incluși pentru analiza biochimică a MS acumulați 

de plante în condiții naturale și cultivate in vivo. Pentru inițierea culturii in vitro au fost utilizate 

plantulele sterile, obținute din semințele colectate în Munții Carpați. Cercetările fiziologice și 

biochimice au fost realizate utilizând materialul biologic obținut în urma introducerii in vitro a 

speciei R. rosea: cultura calusului (1) și agregatelor celulare (2) obținute din calus. 

Drept procedee de cercetare au servit metodele de multiplicare și cultivare a plantelor de 

R. rosea în condițiile in vivo, inducerea și menținerea culturii calusului și agregatelor celulare de 

R. rosea in vitro.  

 Pentru determinarea parametrilor fiziologici și biochimici caracteristici materialului 

vegetal de R. rosea, cât și studiul influenței factorilor fizici și chimici asupra dinamicii de creștere 

in vitro a culturii de R. rosea și acumulării MS, a fost utilizată metoda spectrofotometrică UV-VIS, 

analiza HPLC, electroforeza în gel de PAAG în condiții native și în prezența SDS-lui.  

Pentru realizarea lucrării au fost utilizate și metode de planificare a experimentelor și 

prelucrare statistică a datelor.  

Capitolul 3 „Analiza compoziției metaboliților secundari în extractele din rizomii 

plantelor de R. rosea colectate în munții Carpați, România, și celor cultivate în condiții 

Republicii Moldovaˮ. În acest capitol sunt prezentate rezultatele obținute privind studierea 

compoziției principiilor active în extractele din rizomii de R. rosea colectați din Munții Carpați, 

masivul Ineu, România, utilizând cromatografia în strat subțire (CSS), cromatografia pe coloană 

(CC), cromatografia cu lichide de înaltă performanță (HPLC) și analiza spectrofotometrică UV-

VIS. În calitate de standarde au fost utilizați acidul galic, p-tirosolul, salidrozidul și rosavinul. De 

asemenea, sunt prezentate date privind compoziția biochimică a uleiului volatil, obținut din acești 

rizomi, ea fiind comparată cu cele ale uleiurilor volatile descrise pentru plantele de R. rosea 

colectate în diverse regiuni geografice. La fel, sunt prezentate rezultatele obținute în analizele 

compoziției extractelor obținute din rizomii plantelor cu vârstă de 4 ani, cultivate în Rezervația 

Științifică „Plaiul Fagului”, raionul Ungheni, Republica Moldova și Grădina Botanică a 

Universității Naționale din or. Cernăuți, Ucraina. 
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Capitolul 4 „Influența factorilor chimici și fizici asupra creșterii biomasei și 

acumulării metaboliților secundari în cultura celulară de R. roseaˮ. Utilizarea culturilor 

celulare vegetale reprezintă o metodă importantă pentru studiile factorilor, implicați în reglajul 

proceselor de biosinteză și acumulare a MS în plante. În cercetările realizate de noi au fost trasate 

două obiective principale: elaborarea procedeelor de introducere a culturii in vitro (1); studiul 

influenței precursorilor, factorilor fizici și chimici asupra proliferării celulare și biosintezei MS, 

caracteristici pentru R. rosea prin intermediul culturii in vitro (2). 

 Metodele de determinare a parametrilor fiziologici și biochimici caracteristici 

materialului vegetal de R. rosea, cât și studiul influenței factorilor fizici și chimici asupra dinamicii 

de creștere in vitro a culturii de R. rosea și acumulării MS, au fost orientate spre obținerea unor 

date cantitative și calitative, privind specificul influenței acestor factori asupra parametrilor 

menționați. Utilizarea tehnicilor moderne precum analiza HPLC și spectrofotometrică, 

electroforeza în gel de PAAG în condiții native și în prezența SDS-lui au permis identificarea 

calitativă și cantitativă a compoziției în extracte a MS, enzimelor implicate în degradarea SRO și a 

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

1.1. Caracteristica generală a metabolismului secundar la plante 

Metabolismul reprezintă totalitatea reacțiilor biochimice ce au loc în organism. Compușii 

care contribuie la procesele de metabolism, numiți metaboliți, în dependență de origine și funcție, 

pot fi divizați în două categorii majore, și anume metaboliții primari și secundari. Metaboliții 

primari (MP) sunt esențiali pentru creșterea și dezvoltarea celulei. Aceștia sunt produși în mod 

continuu, fiind implicați în procesele metabolice primare, cum ar fi respirația și fotosinteza. MP 

implică biosinteza polizaharidelor, proteinelor, lipidelor, ARN-lui și ADN-lui prin utilizarea 

glucidelor, aminoacizilor, acizilor grași și nucleotidelor comune [218, 283, 293]. Toți acești 

compuși sunt componentele sau produsele căilor metabolice fundamentale sau ciclurilor, cum ar 

fi glicoliza, ciclul Krebs și ciclul Calvin [28, 129]. Pe lângă faptul că au roluri fundamentale în 

creșterea și dezvoltarea plantelor, unii MP sunt precursori pentru biosinteza metaboliților 

secundari. 

Metaboliții secundari (MS) sunt derivați ai MP obținuți în rezultatul reacțiilor de metilare, 

hidroxilare, glicozilare și altor reacții biochimice [158]. Deși sunt foarte importanți, MS au o 

distribuție mult mai limitată în natură, comparativ cu MP, și nu sunt esențiali pentru funcționarea  

întregii plante [15, 17, 28, 129,]. Aceștia nu sunt sintetizați continuu și adesea sunt produși pe 

parcursul fazei de non-creștere a celulelor. Dintre MS pot fi menționați fenolii, fenilpropanoidele, 

flavonoidele, uleiurile volatile, terpenele, alcaloizii, steroizii, ligninele, rășinile, etc. Procesele 

fiziologice și biochimice esențiale la plante sunt prezentate schematic în Figura 1.1.  

 

Fig.1.1. Prezentarea schematică a biosintezei metaboliților primari și secundari în plante. 
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În figura respectivă sunt trasate legăturile dintre factorii principali ce asigură viața plantelor: 

factorii externi (lumina, apa, sărurile minerale și substanțele organice din sol) și cei interni (MP și 

MS). 

Un aspect important îl constituie asigurarea energetică a tuturor proceselor esențiale pentru 

viața plantei, care se realizează datorită fotosintezei [25] și energiei ce se eliberează în urma 

degradării MP și MS [191]. Cel mai important ciclu de obținere a energiei îl reprezintă degradarea 

hidraților de carbon prin procesul denumit glicoliză (Figura 1.2). Oxidarea secvențială a acizilor 

grași din grăsimi, numită β–oxidare, prevede de asemenea eliberarea energiei [191].  

De-a lungul timpului, viziunile despre rolul MS s-a schimbat esențial. La început se 

considera că ei sunt doar „rămășițe” ale metaboliților în etapele de detoxifiere, izolare sau 

eliminare din organism. Această viziune a fost expusă de A. Kossel în anul 1891, fiziolog german, 

considerat a fi primul căruia îi aparține și conceptul de metabolit secundar [28]. După altă 

definiție, MS dețin rolul de stocare (acumulare). Ulterior, s-a presupus, că toți MS sunt de fapt MP, 

deoarece, nu erau încă cunoscute procesele importante la care participă MS. Punctul de plecare 

pentru dezvoltarea acestei idei a fost descoperirea căii shikimice de biosinteză a compușilor 

fenolici [22]. Un alt determinativ al MS a derivat din rolul protector al compușilor secundari față 

de diferiți factori de stres abiotici și biotici [82]. Astfel, definiția de MS s-a schimbat de-a lungul 

anilor. Cea mai acceptabilă definiție a MS este că ei sunt niște substanțe produse în mod natural și 

joacă un rol explicit în economia internă a organismului care îi produce [78, 126, 257, 284]. 

Totodată, funcțiile MS sunt diametral diferite față de cele ale MP, funcția lor principală fiind 

menținerea proceselor fundamentale în celulele vegetale și supraviețuirea speciilor în condiții 

nefavorabile ale mediului înconjurător [15, 78, 126]. 

Delimitarea între metabolismul primar și secundar nu este absolută, întrucât mulți dintre 

MP intermediari îndeplinesc roluri similare și în cadrul MS. Astfel, unii aminoacizi, precum 3--

alanina și acidul γ-aminobutiric [287], sunt în mod cert MS, în timp ce sterolii sunt compuși 

structurali esențiali ai multor organisme și, în consecință, trebuie considerați MP. Prin urmare, 

suprapunerea funcțiilor biologice ale mai multor componenți ai metabolismului creează o 

interrelație complexă între metabolismul primar și cel secundar [275]. 

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

propusă de Luckner [178]. După el, pentru MS sunt caracteristice următoarele particularități: 

• diversitatea structurilor chimice; 

• distribuirea limitată în plante; 

• formarea enzimelor codificate de materialul genetic special; 
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• controlul strict al biosintezei MS prin reglarea cantității de enzime și a activității lor; 

• compartimentarea enzimelor, precursorilor, produselor intermediare și produselor implicate 

în biosinteză, stocare și defalcare; 

• exprimarea metabolismului secundar ca aspect al specializării celulare sau a celulelor 

formate de novo individualizate prin integrarea în procesele de diferențiere și de dezvoltare a 

organelor producătoare; 

• lipsa de importanță a MS pentru celula sintetizată în sine, dar esențială pentru întreg 

organismul. 

MP și MS vegetali de interes economic au câteva caracteristici comune: majoritatea lor sunt 

compuși biochimici non-proteici, pot fi extrași din material vegetal prin distilare cu vapori sau prin 

extracție cu solvenți organici sau anorganici. Pe parcursul ultimilor 20-30 de ani, analiza MS a 

avansat foarte mult. Utilizarea de către cercetători a tehnicilor analitice moderne, precum 

cromatografia, electroforeza, metoda izotopilor marcați și a enzimologiei, le-a permis să  elucideze 

formulele structurale exacte și căile de biosinteză a MS [15, 19, 126]. 

 

a. Ciclurile metabolice implicate în biosinteza diferitor grupe de metaboliți secundari 

Biosinteza MS implică un număr relativ mic de compuși chimici, care ulterior sunt 

modificați prin diferite cicluri într-un număr nelimitat de substanțe secundare [130]. Există patru 

cicluri implicate în biosinteza MS, fiecare fiind responsabil de biosinteza diferitor clase de 

compuși: ciclul shikimic: fenoli simpli, acizi hidroxicinamici, fenilpropene, fenilpropanoide, 

flavonoide, lignine, cumarine, naftochinone, antrachinone, taninuri; ciclul mevalonic și ciclul 

metileritritol-fosfat: terpene; ciclul acetat: alcaloizi. Totodată, după originea lor biosintetică, MS 

se clasifică în mai multe clase, inclusiv clasa fenilpropanoidelor, terpenelor, alcaloizilor etc. 

Ciclurile respective se desfășoară cu implicarea derivaților esențiali ai intermediarilor acetil-CoA, 

acidului shikimic, acidului mevalonic și, respectiv, a metileritritolului-fosfat (Figura 1.2) [79]. În 

această figură sunt prezentate într-o formă simplificată ciclurile implicate în biosinteza MS și 

interconexiunea acestora cu metabolismul primar. 

 

 



28 

 

 

Fig.1.2. Schema simplificată a principalelor cicluri metabolice de biosinteză a metaboliților 

secundari și interconexiunea acestora cu metabolismul primar (adaptată după Dewick, 

2009). 

  Ciclurile metabolice de biosinteză a compușilor fenolici 

• Ciclul shikimic de biosinteză a compușilor fenolici. Ciclul shikimic se desfășoară prin 

intermediul ciclizării unor compuși intermediari pseudoaromatici (acidul 2-fosfoenol-piruvic, 4-

fosfoeritroza), care conduc la formarea structurii inelului benzoic. Ciclul shikimic include un 

intermediar-cheie, și anume acidul shikimic. Acesta este principalul precursor al biosintezei 

aminoacizilor aromatici, cum ar fi L-fenilalanina, L-tirozina și L-triptofanul (Figura 1.2), precum 
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și a altor compuși ca alcaloizii, fenolii și fenilpropanoidele [213]. Ciclul respectiv este comun 

pentru biosinteza acizilor aromatici existenți în bacterii, fungi, drojdii, microorganisme și plante, 

dar nu și pentru regnul animal [193]. Acest ciclu este esențial, deoarece este implicat în generarea 

de blocuri structurale pentru biosinteza proteinelor, vitaminelor și compușilor purtători de 

electroni, cum ar fi co-factorii și chinonele [183]. Acidul shikimic a fost izolat pentru prima dată 

în 1885 de către Eykman din fructele unei specii originare din Japonia Illicium religiosum Sieb. 

[241]. În prezent el reprezintă materia primă pentru sinteza oseltamivirului antiviral - Tamiflu, 

utilizat în tratarea gripei aviare. Sursa principală de extragere a acidului shikimic o constituie 

fructele de anason (Illicium verum Hook.f.) [79, 138].  

Precursorii sintezei acidului shikimic în ciclul respectiv - acidul 2-fosfoenol-piruvic, se 

formează din acidul 3-fosfogliceric, iar 4-fosfateritroza se formează prin scindarea produsului de 

condensare dintre 6-fosfofructoză și 3-fosfogliceraldehidă (Figura 1.2). Astfel, la condensarea 

celor doi precursori se formează acidul 3-deoxi-D-arabino-2-heptulosonic-7-fosfat (DAHP) 

(Figura 1.3) [26, 213].  

 

Fig.1.3. Ciclul de biosinteză a acidului shikimic (adaptat după Borah, 2015). 
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Compusul respectiv reprezintă o combinație de resturi glucidice, care deși au o catenă liniară, 

atomii de carbon sunt orientați în spațiu după o structură pseudociclică, ce permite ciclizarea 

ulterioară a catenei. Procesul de ciclizare se petrece în mai multe etape, prin reacții de oxidare și 

reducere, cu formarea acidul 3-dehidroqinic (Figura 1.3), antrenat ulterior într-un șir de 

transformări, cu formarea derivaților ciclohexanului. În etapa următoare are loc deshidratarea 

acidului 3-dehidroqinic cu formarea acidului 3-dehidroshikimic. Acesta din urmă, sub influența 

enzimei oxido-reducătoare shikimat-dehidrogenaza, se transformă în acid shikimic (Figura 1.3).  

             Acidul shikimic, spre deosebire de compușii aromatici, conține doar o legătură dublă. 

Ulterior, în rezultatul unui șir de conversii biochimice, acidul shikimic este transformat în acid 

horismic, un alt intermediar important, care are deja două duble legături (Figura 1.3). 

La etapa respectivă are loc ramificarea ciclului shikimic. Una din căile biosintetice în baza 

acidului horismic conduce la formarea L-triptofanului (și alți derivați indolici), cea dea doua cale 

la formarea – L-fenilalaninei și L-tirozinei. Anume cu a doua cale biosintetică sunt asociate 

transformările ulterioare, care în final duc la formarea compușilor fenolici în celulele și țesuturile 

vegetale (Figura 1.3). 

Acesta este punctul final al ciclului shikimic, fiind sursa acestor aminoacizi, reprezintă 

totodată unul din elementele metabolismului celular primar. Transformările specifice secundare 

conduc spre biosinteza fenolilor. 

• Ciclul metabolic de biosinteză a fenilpropanoidelor. L-fenilalanina și L-tirozina sunt 

precursorii importanți ai multor MS în plantele superioare, iar enzimele responsabile de 

redirecționarea acestor MP esențiali în ciclurile metabolice secundare sunt enzimele L-fenilalanin-

amoniac-liaza (PAL) și tirozin-decarboxilaza (TirDC). Acești precursori formează unitățile de 

bază ale fenilpropanoidelor (FP) C6C3, răspândite în multe produse naturale, precum acidul 

cinamic, cumarinele, ligninele și flavonoidele. Datorită interesului comercial, privind utilizarea 

FP în domeniul farmacologic și alte domenii industriale, au fost intensiv studiate funcțiile și ciclul 

de biosinteză a acestora la multe specii de plante. În schema generală de biosinteză a FP (Figura 

1.4), aminoacidul aromatic - L-fenilalanina - derivat al ciclului shikimic, este supus ulterior 

transformărilor biochimice, ce constă în dezaminarea lui în reacția catalizată de enzima PAL (EC 

4.3.1.5) în acidul trans-cinamic. 
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Fig.1.4. Biosinteza derivaților acidului p-cumaric în plante (adaptat după Dewick, 2009). 

  

Ultimul este expus procesului de para-hidroxilare cu cinamat-4-hidroxilază (C4H, EC 

1.14.13.11), obținându-se acidul 4-hidroxicinamic (sau acidul p-cumaric). Acidul p-cumaric este 

primul, iar din punct de vedere biogenetic, și cel mai simplu compus fenolic, fiind și compusul 

primordial în biosinteza celorlalți compuși fenolici vegetali (Figura 1.4). În urma transformărilor 

enzimatice ale acidului p-cumaric în celulele vegetale are loc biosinteza derivaților diferitor clase 

de compuși fenolici. Prin reducerea oxidativă a catenei laterale a acidului p-cumaric se formează 

acetofenonele, acizii fenilacetici, fenilcarbonici. Recuperarea lanțului său lateral, împreună cu 

dimerizarea sau polimerizarea ulterioară a produsului reconstituit, duce la formarea de lignină și 

de rășini fenolice - tip lignină. 

 Ciclurile metabolice de biosinteză a terpenelor 

Terpenele, denumite și terpenoide sau izoprene, constituie cea mai mare clasă de metaboliți 

vegetali raportată până în prezent, care include compuși cu o largă varietate structurală. Acestea 
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sunt produse de toate organismele vii [65, 222]. Până în prezent au fost identificate mai mult de 

45000 de terpene de origine vegetală și acest număr este în continuă creștere [59, 222]. Din zeci 

sau mii de terpene vegetale, doar câteva pot fi considerate MP, considerați esențiali pentru 

funcționarea plantei integre, și sunt, prin urmare, comuni tuturor speciilor de plante. Acestea includ 

molecule implicate în procesele de respirație (ubiquinonele), fotosinteză (clorofilele, 

carotenoidele, tocoferolii, filoquinonele, plastoquinonele), de reglare a creșterii și dezvoltării 

plantei (brassinosteroidele, citochininele, giberelinele, acidul abscisic,  strigolactonele) etc. 

(Figura 1.5) [279]. Restul terpenelor sunt metaboliți de specialitate, ale căror biosinteză este de 

obicei limitată la anumite familii de plante sau chiar la anumite specii [222]. Terpenele de obicei 

participă în protejarea plantelor împotriva erbivorelor și agenților patogeni, în atragerea 

polenizatorilor și dispersarea semințelor și ca alelochimicale, care influențează concurența dintre 

speciile de plante [266]. Un număr mare de metaboliți terpenici au valoare comercială și sunt 

utilizați în calitate de pigmenți, arome, polimeri sau medicamente [79]. Structurile tipice ale 

terpenelor conțin schelete de carbon reprezentate prin (C5)n unități și sunt clasificate drept 

hemiterpene (C5), monoterpene (C10), sesquiterpene (C15), diterpene (C20), sesterterpene (C25), 

triterpene (C30) și tetraterpene (C40) [79]. Conform regulii izoprenice, toți compușii terpenici 

derivă din doi precursori comuni ce conțin câte două unități izoprenice legate cap-coadă, și anume 

din izopentenil-pirofosfat (IPP) și dimetilalil-pirofosfat (DMAPP) (izomerul alilic al IPP) [79, 

190]. Biosinteza normală a terpenelor în plante depinde în mod esențial de fluxul de precursori 

eliberați de nucleul ciclurilor metabolice ale izoprenilor și, în consecință, de reglementarea 

dinamică a acestor cicluri. În plante, de biosinteza unităților izoprenice sunt responsabile două 

cicluri independente: ciclul acidului mevalonic (MVA) și ciclul metileritritol-fosfat (MEP) (Figura 

1.2 și 1.5). Ciclul MVA oferă predominant precursori de biosinteză a sesquiterpenelor, 

triterpenelor, brassinosteroidelor. Respectiv, în biosinteza hemiterpenelor, monoterpenelor, 

diterpenelor, tetraterpenelor, carotenoidelor și a produselor de degradare a acestora - 

citochininelor, giberelinelor, clorofilei, tocoferolilor și plastoqinonelor participă derivați ai ciclului 

MEP [222] (Figura 1.5). Acest ciclu este considerat exclusiv plastidic, deoarece setul de enzime 

implicate în biosinteza MS există numai în plastide, datele fiind bazate pe cercetările experimentale 

și predicțiile localizării lor subcelulare [136, 279]. Spre deosebire de precedentul, localizarea 

subcelulară a ciclului MVA nu este la fel de clară. Din punct de vedere istoric, acest ciclu a fost 

menționat ca ciclu citosolic, iar noile afirmații sugerează că ciclul MVA este distribuit între citosol, 

reticulul endoplasmatic și peroxizomi [11, 222, 248]. Localizarea subcelulară a enzimelor 

ciclurilor MEP și MVA în Arabidopsis thaliana este prezentată schematic în Figura 1.5. 
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Fig. 1.5. Ciclurile de biosinteză a compușilor izoprenici în celula vegetală (adaptate după 

Pulido, 2012). Enzimele ciclului MVA sunt reprezentate cu culoare albastră, iar cele ale 

ciclului MEP cu verde. Terpenele cu roluri de reglementare sunt evidențiate cu mov și, 

respectiv, cu galben (compuși asemănători 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. 

 

• Ciclul metabolic de biosinteză a acidului mevalonic. Primul pas în acest ciclu este 

formarea coenzimei A-(S)-3-hidroxi-3-metilglutaril (HMG-CoA) prin condensarea acetil-CoA cu 

acetoacetil-CoA. Următoarea etapă implică reducerea enzimatică ireversibilă a HMG-CoA cu 

hidrogenul din nicotinamid-adenin-dinucleotid-fosfat (2xNADPH) pentru a obține acidul 

mevalonic (MVA). Ulterior MVA suferă două fosforilări succesive cu adenozin-trifosfat (2xATP) 

formându-se 5-pirofosfatul. Etapa următoare implică deja trans-eliminarea grupării hidroxil-

terțiare și grupării carboxil a 5-pirofosfatului, cu formarea IPP. Această transformare este într-un 

echilibru cu formarea DMAPP (Figura 1.5) [65, 266, 279]. Enzimele-cheie implicate în ciclul MVA 

sunt acetoacetil-CoA tiolaza (AACT), HMG-CoA sintetaza (HMGS), HMG-CoA reductaza 

(HMGR) și mevalonat difosfat decarboxilaza (MPDC sau MVD) [266]. 
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• Ciclul metabolic de biosinteză a metileritritol-fosfatului. Izoprenoidele plastidice sunt 

derivați ai IPP prin intermediul ciclului 2-C-metil-D-eritritol 4-fosfat (MEP) [111, 222, 233, 266, 

279]. Prima etapă a acestui ciclu implică condensarea acidului piruvic (acidul 2-hidroxipropanoic) 

și a D-gliceraldehidei 3-fosfat. Reacția inițială este catalizată de 1-deoxi-D-xiluloză 5-fosfat 

(DXP) sintetază (DXS) pentru producerea DXP. Cea de-a doua etapă constă în rearanjarea 

intramoleculară și reducerea DXP cu ajutorul enzimei 1-deoxi-D-xiluloză 5-fosfat 

reductoizomerazei (DXR) ce duce la formarea 2-C-metil-D-eritritol 4-P (MEP) (Figura 1.5). 

Acesta, la rândul, său este supus în continuare unor serii de reacții pentru a forma IPP. Următorul 

pas este izomerizarea stereospecifică și reversibilă a dublei legături a IPP care duce la formarea 

DMAPP (Figura 1.5). Acest pas este foarte important, deoarece generează pirofosfatulalilic 

reactiv, ce ajută la unirea a două unități de izopren pentru a forma geranil-pirofosfatul (GPP, C10). 

Farnesil difosfatul (FPP, C15) derivă de la două unități de IPP și o unitate de DMAPP, 

geranilgeranil difosfat (GGPP, C20) – trei IPP și un DMAPP [233, 266]. Biosinteza 

monoterpenelor utilizează GPP ca substrat pentru a sintetiza monoterpene cu structură liniară și 

ciclică; biosinteza sesquiterpenelor utilizează FPP, iar a diterpenelor - GGPP [65] (Figura 1.5). 

Enzimele- cheie implicate în ciclul MEP sunt 1-deoxi-D-xiluloză 5-fosfat sintetaza (DXS), 1-

deoxi-D-xiluloză reductoizomeraza 5-fosfat (DXR) și (E)-4-hidroxi-3-metilbut-2-enil difosfat 

reductaza (HDR) [222, 233, 266, 279]. 

 

b. Rolul metaboliților secundari și specificul acumulării lor în plante 

Deși doar 20-30% din plantele superioare au fost investigate până în prezent, mai multe 

zeci de mii de MS au fost deja izolați, iar structurile lor au fost determinate prin spectrometrie de 

masă (MS), rezonanță magnetică nucleară (1H RMN, 13C RMN) sau difracția cu raze X pe 

monocristal [287]. Rolul MS a fost mult timp trecut cu vederea, dar este pe larg recunoscut acum. 

Ei sunt considerați neesențiali pentru susținerea vieții, dar cruciali pentru supraviețuirea 

organismului producător [126, 257, 284]. MS sunt adesea acumulați de plante în cantități mai mici 

decât MP, aproximativ 1-3% din masa uscată [65, 79], și pot fi identificați numai într-un anumit 

stadiu al creșterii și dezvoltării speciei sau în cadrul numai unei specii [89, 294], ceea ce face 

extragerea și purificarea lor dificilă. Deși MS sunt cunoscuți de sute de ani și au fost utilizați în 

calitate de coloranți (de exemplu indigo, shikonin), aromatizatori (vanilină, capsaicină, ulei de 

muștar), arome (ulei de trandafir, ulei de levănțică și alte uleiuri volatile), stimulatori (cofeină, 

nicotină, efedrină), halucinogeni (morfină, cocaina, scopolamină, tetrahidrocanabinol), 

insecticide (nicotină, piperină, piretrină, rotenon), toxine umane și pentru vertebrate (coniină, 

stricnină, aconitină, colchicină, glicozidele cardiace) și chiar ca agenți terapeutici (atropină, 
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chinină, codeină), funcțiile lor biologice presupuse au fost o chestiune contradictorie [17, 159, 

227, 287]. 

În ecosistemele naturale există un reglaj al efectivelor populațiilor, un control natural, în 

care intervin factorii interni ai populațiilor respective (factorii endogeni), precum și factorii externi 

(exogeni). La rândul lor, factorii exogeni pot fi abiotici și biotici. Printre factorii abiotici, cei mai 

relevanți sunt temperatura, radiația UV (afectează fenolii și derivații fenilalaninei), compoziția 

solului (afectează MS ce conțin azot). Unii MS, de exemplu flavonoidele, constituie compuși 

esențiali, ce absorb razele UV și totodată manifestă funcții protectoare față de razele respective 

[287], prevenind astfel fotodegradarea clorofilelor [107, 142], sau chiar distrugerea integrității 

structurale a cloroplastelor [107]. Efectele biotice însă includ agenții patogeni ai plantelor, precum 

virușii și bacteriile, dar și animalele erbivore. Pe parcursul perioadelor de stres, cauzate de atacul 

unor microorganisme, se activează biosinteza MS. Printre aceștia au fost descriși MS cu acțiune 

antibiotică, antifungică, antivirală, care sunt capabili de a proteja plantele de agenți patogeni 

(fitoalexinele) [116, 127]. De asemenea, sunt cunoscuți MS cu proprietăți antigerminative, precum 

monoterpenele, în următoarea ordine a puterii de inhibare: geraniol > carvona > borneol > β-

citronelol > α-terpineol > camfor > mentol > mentona > limonen > citral [77]. Totodată, camforul 

manifestă și efecte toxice (alelopatice) pentru plante [204], care joacă un rol important în 

interacțiunea cu polenizatorii și cu garnitura de semințe [1]. Adițional, plantele posedă și 

mecanisme de răspuns la factorii de stres, asemănător sistemului imunitar al animalelor. Ele se 

bazează pe acțiunea acidului salicilic și jasmonic. Biosinteza acestora pare fără semnificație directă 

pentru celula sintetizatoare, dar poate fi decisivă pentru dezvoltarea și funcționarea organismului 

integru. 

Unii MS determină gustul și aroma fructelor și legumelor, iar eterii, esterii, terpenele etc., 

prin mirosul lor plăcut, au un rol important în polenizarea plantelor. Pigmenții, care de asemenea 

sunt produși ai metabolismului secundar, au un rol important în reacțiile de oxido-reducere. Ei 

determină culoarea florilor, fructelor, legumelor, a tuturor organelor plantelor și au un rol 

important în procesul de polenizare. 

 

c. Utilizarea metaboliților secundari în medicină 

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

pot fi găsite într-o mare varietate de plante medicinale foarte prețioase, precum Echinacea 

purpurea, Rhodiola rosea, Silybum marianum, Melissa officinalis etc. FP joacă un rol esențial în 

integritatea plantelor, posedă efect protector contra stresurilor biotice și abiotice [91]. Ele sunt 

împărțite în mai multe clase majore, precum cumarinele, flavonoidele, acizii hidroxicinamici și 
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fenilpropenele [278]. FP posedă activitate antioxidantă și manifestă efecte benefice pentru 

sănătatea omului [149, 170]. De asemenea, FP sunt cunoscute prin proprietățile antibacteriene, 

antifungice și antiinflamatorii [76, 87, 158]. 

Terpenele, fiind sintetizate de către toate organismele vii, reprezentă cea mai numeroasă 

clasă de compuși naturali. Ele constituie un component esențial al nutriției umane, iar multe dintre 

aceste substanțe sunt importante din punct de vedere economic ca preparate farmaceutice, 

substanțe aromatice și potențial biocombustibil de ultima generație [11]. În industria farmaceutică, 

terpenele au un spectru larg de utilizare, fiind folosite atât ca excipienți pentru îmbunătățirea 

penetrării pielii, cât și ca principii active medicamentoase [23, 303] cu proprietăți farmacologice 

anticancerigene, antimicrobiene, antifungice, antivirale, antihiperglicemice, antiinflamatoare etc. 

[127, 205]. Datele din literatura de specialitate sugerează că cele mai multe dintre materialele 

studiate descriu profilul analgezic al monoterpenelor și sesquiterpenelor, singure sau în combinație 

cu alte componente biochimice cum ar fi uleiurile esențiale extrase din plantele medicinale. 

Aceasta ne confirmă că terpenele reprezintă unii din cei mai importanți compuși pentru 

ameliorarea durerii [120]. Drept exemple de medicamente de proveniență biologică, 

comercializate în prezent ca produse terpenice, sunt artemisininul (sesquiterpenoid), taxolul 

(diterpenoid) și vincristinul (monoterpenoid). 

Acizii hidroxicinamici (clorogenic, ferulic, cafeic etc.) și alți hidroxiacizi aromatici (acizii 

galic și salicilic etc.) sunt cei mai răspândiți acizi fenolici din plantele superioare și acționează ca 

precursori biogenetici în biosinteza celorlalți compuși fenolici vegetali (Figura 1.4 și 1.11) Atât 

acizii, cât și derivații lor sunt antioxidanți puternici, care posedă proprietăți antiradicale pronunțate 

în testările in vitro. Activitățile lor imunostimulatoare, antivirale și antiinflamatorii sunt foarte bine 

studiate. A fost stabilit efectul colagenic pronunțat al acizilor ferulic, cafeic și clorogenic. 

Totalitatea acizilor cafeic, clorogenic, ferulic, cumaric și altor acizi hidroxicinamici este esențială 

în prevenirea și tratamentul obezității, diabetului și tulburărilor asociate [4], îmbunătățesc funcția 

renală, stimulează funcția antitoxică a ficatului și au un efect antimicrobian, antimalign [228]. 

Conținutul ridicat de acizi hidroxicinamici și derivații lor este caracteristic pentru speciile 

Echinacea purpurea, Rhodiola rosea, ale căror materii vegetale sunt utilizate pe scară largă în 

medicină pentru corectarea tulburărilor sistemului imunitar [208]. 

Deci, evaluarea mecanismelor implicate în acumularea MS cu efect benefic pentru 

ameliorarea sănătății, precum și evidențierea acelor factori exogeni cu efect de stimulare a 

principiilor active, reprezintă o problemă științifică de importanță semnificativă socială și 

economică. 
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1.2. Metode alternative de cultivare a plantelor pentru obținerea metaboliților 

secundari 

Mai multe plante au fost evaluate științific, privind posibilitatea aplicării lor în medicină. 

Asigurarea industriei cu produse naturale active din punct de vedere farmaceutic adesea a fost o 

provocare datorită ritmului de creștere lentă a unor specii de plante, randamentului scăzut și 

variabilității imprevizibile în acumularea MS [155]. De asemenea se cunoaște că habitatele 

naturale ale plantelor medicinale sunt pe cale de dispariție rapidă, împreună cu instabilitatea 

mediului și a geopoliticii [60]. Pe lângă acestea, în special în cazul structurilor foarte complexe, 

sinteza chimică a MS este practic imposibilă din punct de vedere economic. Prin urmare, devine 

tot mai problematică obținerea mai multor MS derivați din plante. Acest lucru a determinat 

industria și oamenii de știință de a lua în considerare posibilitatea investigării culturilor celulare, 

ca metodă alternativă de obținere a produselor farmaceutice naturale [17, 80, 83, 201, 240]. 

Celulele plantelor sunt biosintetic totipotente, ceea ce înseamnă că fiecare celulă introdusă în 

cultură păstrează informația genetică completă, prin urmare este capabilă de a produce gama de 

compuși chimici detectați în celulele materne. 

În ultimii ani, numeroase cercetări au fost dedicate producerii de compuși activi prin culturi 

de celule și țesuturi vegetale in vitro, fiind înregistrate progrese tehnologice remarcabile, astfel că 

în prezent studiile bazate pe culturi de celule și țesuturi se desfășoară atât la nivel fundamental, cât 

și sub forma cercetărilor aplicative, care utilizează culturi de celule pe scară industrială, pentru 

producerea comercială a MS [141, 150]. Beneficiul acestor metode este că în final se poate asigura 

continuu o sursă sigură de produse naturale. Avantajele majore ale culturilor de celule sunt: 

• biosinteza MS bioactivi efectuată într-un mediu controlat; 

• eliminarea influențelor factorilor sporadici, cum ar fi microorganismele, insectele etc., care 

afectează biosinteza MS; 

• posibilitatea multiplicării celulelor oricărei plante, tropicale sau alpine, în scopul producerii 

metaboliților specifici; 

• compușii de interferență care apar în plantele cultivate în câmp pot fi evitați în culturile celulare; 

• culturile celulare și țesuturile sunt un potențial model pentru a testa acțiunea elicitorilor și 

precursorilor; 

• controlul automat al creșterii celulare și reglarea proceselor metabolice contribuie la reducerea 

volumului forței de muncă și la îmbunătățirea productivității; 

• ciclurile biosintetice ale culturilor celulare în bioreactoare sunt mult mai rapide decât cele ale 

plantei în condiții naturale. De exemplu, în cazul shikoninului un ciclu de producție în bioreactoare 
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durează câteva săptămâni, în timp ce pentru extracția produsului farmaceutic sunt recomandate 

plantele în vârstă de 5 ani; 

• prin selecție clonară și mutageneză se pot izola linii celulare, care sintetizează MS în cantități 

chiar mai mari decât cele prezente în organele specializate ale plantei intacte; 

• culturile celulare în suspensie pot fi utilizate și pentru biotransformarea unor substraturi pentru 

obținerea unor noi compuși neidentificați în natură sau pentru producerea unor enzime utilizate 

ulterior în sinteza chimică a compușilor naturali. 

În timp ce cercetătorii au reușit să producă până în prezent prin culturi de calus sau de 

celule vegetale diverși MS valoroși (Tabelul 1.1), în alte cazuri producția necesită plante 

micropropagate sau culturi de organe diferențiate [232].  

Tabelul 1.1. Randamentul obținerii MS în culturile celulare vegetale (adaptat după 

Ruffoni, 2010). 

Metabolitul 

secundar 
Specia plantei Randamentul 

(% masă uscată) 
Tipul 

culturii

* Cultura Planta 
Shikonin Lithospermum erythrorhizon Siebold & Zucc 20 1.5 s 
Ginsenosid Panax ginseng C.A.Mey 27 4.5 c 

Antraquinonă 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 
Diosgenină Dioscorea deltoidea Wall. ex Griseb. 2 2 s 
Alcaloidul 

benzilizoquinolină  
Coptis japonica Makino 11 

 
510 

 
s 

Berberină Thalictrum minus L. 10 0.01 s 
Berberină Coptis japonica Makino 10 2 4 s 
Antraquinonă Galium verum L. 5.4 1.2 s 
Antraquinonă Galium aparine L. 3.8 0.2 s 
Nicotină 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 celulară; c – calus 

 

Această situație apare adesea, atunci când metabolitul de interes este produs numai în 

țesuturile vegetale sau glandele specializate ale plantei. Un prim exemplu este ginsengul (Panax 

ginseng), unde saponina și alți metaboliți valoroși sunt produși în mod special în rădăcinile de 

ginseng. Prin urmare, inducerea culturii de rădăcini izolate in vitro a fost un procedeu 

indispensabil. Însă, pentru a regla metabolismul secundar în culturile de țesuturi și celule vegetale, 

care vizează obținerea unei producții maxime de compuși utili, este important de a stabili în primul 

rând care sunt mecanismele implicate  aceste sisteme de cultură. 

 



39 

 

a. Obținerea metaboliților secundari prin metode biotehnologice 

În prezent un rol important în cercetarea mecanismelor de reglare și obținere practică a MS 

reprezintă metodele biotehnologice de cultivare a calusului și agregatelor celulare. Culturile 

celulare vegetale includ în principiu câteva abordări esențiale. Și anume, cultura calusului, cultura 

celulelor (în suspensie sau agregate) și cultura celulelor diferențiate [150, 201, 226]. Culturile 

celulare sunt produse în mod obișnuit în condiții sterile din fragmente ale plantei integre. Aceste 

fragmente, denumite explante, pot constitui bucăți de organe, cum ar fi frunzele sau rădăcinile, sau 

pot fi tipuri de celule specifice, cum ar fi polenul sau endospermul. În general, țesutul tânăr, fiind 

în creștere rapidă sau prelevat într-un stadiu mai timpuriu de dezvoltare, este cel mai eficient 

explant. 

Creșterea culturilor de calus și celule vegetale este determinată prin tehnici standard 

(determinarea masei proaspete și masei uscate, indicelui de creștere etc.) [234], iar conținutul 

metaboliților prin metode analitice specifice (colorimetrică, HPLS, GC, ELISA etc.) [8]. Fiind 

inițiate, culturile de calus și celule vegetale sunt menținute în condiții controlate cu factori 

optimizați și subcultivate periodic pe medii nutritive proaspete. Perioada optimă de subcultivare 

variază în fiecare caz individual. În general, sunt prelevate probe din fiecare subcultură și sunt 

utilizate pentru determinarea modificării creșterii și producerii metaboliților. Se menționează că 

diferite chemotipuri co-habitează în țesut [251], iar selecția repetitivă a celor mai producente celule 

este esențială pentru a evita proliferarea exagerată a celulelor mai puțin producătoare în inițierea 

culturilor productive [109, 280]. 

Specificul inițierii culturii calusului. Caracteristica principală a celulelor vegetale este 

plasticitatea înaltă pentru diferențiere celulară. Ca răspuns la rănire sau infectare cu patogeni, 

plantele generează mase de celule dezorganizate, cum ar fi calusul sau tumorile. După descoperirea 

revoluționară, precum că cultura de calus poate fi generată în condiții artificiale in vitro și că 

echilibrul dintre doi fitohormoni, auxine și citochinine determină starea de diferențiere și 

dediferențiere [252], cultura de calus a fost pe larg utilizată atât în cercetările fundamentale, cât și 

în aplicațiile industriale [28]. Calusul poate fi produs de o singură celulă diferențiată, iar 

majoritatea celulelor, fiind totipotente, sunt capabile de a genera plantule în întregime (Figura 1.6) 

[256]. 

Aplicarea exogenă a auxinelor și citochininelor a indus formarea calusului la diferite specii 

de plante, prin cultivarea pe mediu semisolid. La general vorbind, un raport intermediar de auxine 

și citochinine inițiază inducția calusului, în timp ce un raport ridicat de auxine și citochinine sau 

citochinine și auxine va induce regenerarea rădăcinilor și, respectiv, a lăstarilor [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 și organe de regenerare 

Calus caulinar de R. rosea Calus embriogen de 

       Quercus pubescens 
Calus rizogen de R. rosea 

Fig. 1.6. Ilustrarea schematică a diferitor tipuri de calus (imaginile prezentate au fost 

obținute de noi la diverse culturi). 

 

Alți hormoni, cum ar fi brassinosteroidele sau acidul abscisic, de asemenea induc formarea 

calusului, iar în unele specii pot substitui chiar auxinele și citochininele în formarea calusului 

[139]. Cu toate acestea, auxinele și citochininele sunt indiscutabil cei mai extensiv utilizați și 

cercetați fitohormoni în contextul formării calusului și regenerării organelor ulterioare. 

Specificul generării și cultivării agregatelor celulare. După efectuarea screening-ului și 

selecției liniilor producente, cultura de calus este utilizată pentru inițierea culturii de celule (în 

suspensie sau agregate). Aceste sisteme sunt cele mai recomandabile pentru realizarea unui proces 

de producție la scară largă. Cultura de celule este generată prin transferarea unei porțiuni a 

calusului relativ friabil în mediul lichid și menținerea în condiții adecvate de aerare, agitare, 

iluminare, temperatură și alți parametri fizici. Cultura de celule din mediul lichid are avantaje în 

comparație cu cultura sub formă semi-solidă. În primul rând, suprafața de contact al celulelor cu 

mediul de cultivare este mult mai mare, și, prin urmare, nutrienții vor fi utilizați mult mai ușor de 

către celule și cu o eficiență mai sporită [134, 202]. În al doilea rând, compușii nocivi, formați pe 

parcursul cultivării, pot fi diluați în mod eficient pentru a evita inhibarea creșterii ulterioare. În al 

treilea rând, în sistemul de cultură lichid, mediul de cultivare este bine agitat, iar oxigenul dizolvat 

poate fi monitorizat și controlat în mod independent de condițiile de climă și sol [150]. Această 

tehnică prezintă o alternativă mai accesibilă pentru plantele dificil de cultivat și/sau au o perioadă 
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de cultivare mai îndelungată [134]. Ciclurile rapide și scurte de creștere a culturilor de celule in 

vitro fac posibilă producerea de noi MS la scară industrială, devenind în cele din urmă o sursă 

continuă, fiabilă a produselor naturale [226]. De asemenea, producerea și acumularea MS în 

culturile de celule este îmbunătățită prin manipularea micromediilor chimice și fizice și selectarea 

clonelor celulare cu randament înalt. Densitatea inițială a inoculului este un factor-cheie în 

stabilirea culturii de celule din orice specie de plante, deoarece celulele nu pot relua sau chiar opri 

creșterea lor activă după transfer, dacă densitatea inoculul inițial este sub densitatea celulelor 

critice. 

Pentru cultivarea în masă a celulelor vegetale au fost folosite diferite tipuri de bioreactoare. 

Prima aplicare comercială a cultivării pe scară industrială a celulelor vegetale a fost efectuată în 

reactoare tip rezervor cu agitare de 200 rot/min și capacitate de 750 litri pentru a produce shikonina 

prin cultură celulară de Lithospermum erythrorhizon [212]. Celule de Catharanthus roseus, 

Dioscorea deltoidea, Digitalis lanata, Panax ginseng, Taxus wallichiana, Podophyllum 

hexandrum și Rhodiola rosea au fost de asemenea cultivate în diferite bioreactoare pentru 

producerea MS. 

 

b. Creșterea biomasei și acumularea metaboliților secundari în cultura in vitro în 

dependență de compoziția mediilor și influența factorilor fizici 

Culturile celulare vegetale reprezintă un potențial enorm privind acumularea biomasei și 

producerea MS care sunt influențate de un șir de factori fizici și chimici [8, 184]. Compoziția 

mediului de cultivare, condițiile de cultură și combinațiile exogene ale reglatorilor de creștere luate 

împreună influențează acumularea metabolitului în celulă. Compoziția mediului este un factor 

fundamental și critic care afectează fiziologia și metabolismul culturii celulare [201, 226]. 

Influența compoziției mediului nutritiv asupra culturii in vitro. Un parametru important 

în tehnologia de cultivare a culturilor celulare vegetale reprezintă optimizarea mediului de 

cultivare. Deși mediul Murashige-Skoog [200] este unul dintre cele mai utilizate pentru creșterea 

rapidă a calusului, acesta nu a fost remarcat ca mediu ideal pentru inducerea acumulării MS. 

Compoziția macro- și microelementelor în mediul de cultivare a culturilor celulare are un efect 

primordial atât asupra metabolismului primar și secundar al celulelor vegetale, cât și în mediul 

celular care conduce la diviziunea rapidă a celulelor. De asemenea, compoziția macro- și 

microelementelor limitează staționarea precoce a creșterii exponențiale, fiind considerată necesară 

pentru biosinteza MS. Culturile celulare sunt, la fel, influențate de glucidele simple ca sursă de 

carbon împreună cu contribuția anorganică a altor substanțe nutritive [226]. 
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• Reglatorii de creștere. După cum a fost menționat mai sus, reglatorii de creștere ocupă 

poziții cheie în procesele de multiplicare celulară și în creșterea acestora. Ei sunt specifici în 

acțiunea lor și reglementează extinderea și diviziunea celulară, diferențierea celulelor, 

organogeneza, senescența și latența celulară [302]. Tipul și concentrația de auxină și citochinină 

sau raportul auxină/citochinină modifică dramatic atât creșterea, cât și biosinteza MS în culturile 

celulare vegetale [185]. De exemplu, acidul β-indolilacetic (AIA) și chinetina (Kn) a sporit 

creșterea biomasei și conținutul de antociane în cultura suspensiilor celulare de Daucus carota 

[223, 242], iar acidul 2,4-diclorfenoxiacetic (2,4-D) a îmbunătățit producția carotenoidelor în 

această cultură. În schimb, 2,4-D a inhibat producția de nicotină din Nicotiana tabacum [235]. 

• Introducerea precursorilor. Pe baza cunoștințelor despre ciclurile metabolice, 

introducerea precursorilor sau compușilor structural înrudiți cu MS, detectați în culturile celulare 

vegetale, este cea mai eficientă strategie pentru sporirea biosintezei MS în celulele culturilor de 

țesuturi și de celule. Conceptul se bazează pe ideea că orice compus este intermediarul sau 

inițiatorul unei căi de biosinteză a MS și este un procedeu accesibil în creșterea randamentului 

produsului final [226]. Încercările de a induce producerea MS vegetali, prin furnizarea 

precursorilor sau intermediarilor, au fost eficace în multe cazuri. De exemplu, Fett-Neto și colab. 

[92] au raportat că introducerea fenilalaninei, ca precursor al N-benzoilfenilizoserinei din catena 

laterală a taxolului, a condus la ameliorarea și sporirea randamentului de obținere a acestuia din 

cultura celulară de Taxus cuspidat L. [93]. De asemenea, fenilalanina acționează ca un precursor 

al biosintezei acidului rozmarinic. Introducerea fenilalaninei în cultura de suspensie celulară de 

Salvia officinalis L. a stimulat biosinteza acidului rozmarinic de 10 ori și totodată a redus timpul 

de producere a lui de la 25 zile până la 10 zile [134]. În plus, adăugarea de leucină a dus la 

ameliorarea biosintezei monoterpenelor volatile α- și β-pinen în cultura de Perilla frutescens, în 

timp ce adăugarea geraniolului în cultura celulară de trandafir a dus la acumularea nerolului și 

citronelolului [199]. Introducerea în cultura celulară de Scutellaria baicalensis a precursorului, 

precum cinamatul de sodiu și acidul cinamic, a dus la sporirea acumulării flavonoidelor [187]. 

Pentru sporirea randamentului sintezei MS este necesar de a lua în considerare factorii, cum ar fi 

concentrația precursorilor și timpul (perioada) aplicării lor în mediul de cultivare. 

Influența factorilor fizici asupra culturii in vitro. Prin manipularea condițiilor de 

cultivare, cum ar fi iluminarea, temperatura, pH-ul mediului, au fost găsite variații în proliferarea 

și biosinteza MS în culturile țesuturilor și celulelor vegetale. 

• Influența temperaturii. La începutul dezvoltării biotehnologiei plantelor a fost investigat 

efectul temperaturii asupra culturilor de țesuturi și celule în intervalul de 17-25oC, utilizat în mod 

normal pentru menținerea acestor culturi. Totuși, fiecare specie de plante poate prezenta creștere 
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și metabolism sporit la diferite regimuri de temperatură. La cultura de Lavandula vera, proliferarea 

maximă a culturii a fost determinată la 30oC, iar acumularea acidului rozmarinic la 28oC [108]. 

Hoopen a atestat că temperatura optimă pentru producerea ajmalicinei în cultura calusului de 

Catharanthus roseus a fost de 27,5oC [135]. Morris [197], în schimb, a studiat linia celulară C87 

de Catharanthus roseus, constatând că rata maximă de creștere s-a obținut la temperatura de 35oC, 

iar randamentul maximal de substanță uscată de 0,47g/g a fost observat la temperatura de 25oC. 

Scragg și colab.[240] au investigat linia celulară ID1 de Catharanthus roseus la temperaturile de 

20, 25 și 30oC, însă randamentul maximal de biomasă de 0,65g/g a fost observat la 25oC. Morris 

[197] de asemenea a mai raportat că temperatura optimă pentru producerea serpentinei este de 

25oC și 20oC pentru producerea ajmalicinei. 

Shohael și colab. [247] au studiat efectul temperaturilor scăzute (12 și 16oC) și ridicate 

(30oC) și au raportat că temperaturile joase sau ridicate provoacă diminuarea semnificativă a 

acumulării biomasei și reduce conținutul fenolilor și flavonoidelor. În același timp, un alt tip de 

experiențe demonstrează că temperaturile scăzute stimulează acumularea eleuterosidului E în 

embrionii somatici de Eleutherococcus senticosus și corelează cu acumularea sporită a 

eleuterosidului E după stresul oxidativ. 

• Iluminarea. Efectul iluminării asupra proliferării culturilor de țesuturi și celulelor 

vegetale, precum și asupra acumulării MS variază la diverse culturi celulare. Cultura celulară de 

Daucus carota a produs mai multe antociane, în cazul când aceasta este cultivată la lumină [242], 

iar cultivarea la întuneric este benefică pentru culturile celulare de Citrus lemon producând mai 

multe monoterpene [199]. 

• Concentrația ionilor de hidrogen. pH-ul mediului de cultivare este ajustat de obicei 

între valorile 5 și 6 înainte de autoclavare, iar valorile extreme ale lui sunt evitate. Modificările 

pH-lui mediului pe parcursul cultivării se datorează absorbției nutrienților sau ca urmare a 

acumulării unui metabolit în cultură. De exemplu, McDonold și Jackman [189] au raportat că 

valoarea pH-lui mediului de cultivare se micșorează din cauza asimilării sărurilor de amoniu și, 

respectiv, crește datorită eliberării amoniacului rezultat prin reducerea intracelulară a nitraților. În 

cultura rădăcinilor izolate de Withania somnifera, pH-ul inițial al mediului a fost stabilit la valoarea 

de 5,8, fiind favorabil pentru acumularea biomasei (12,1 g/l masă uscată), iar pH-ul 6,0 a favorizat 

acumularea în rădăcini a withanolidei A (13,84 mg/g masă uscată) [220]. Cultura rădăcinilor 

izolate de Panax ginseng, în variantele mediilor de cultivare cu pH-ul 6,0 și 6,5, a favorizat atât 

acumularea biomasei, cât și producția de ginsenozide [250]. 

• Iradierea cu raze UV. Diverși stimulenți externi sunt capabili de a declanșa schimbări 

la nivelul celulelor vegetale cu inițierea unui șir de reacții. Printre aceștia se numără și razele 



44 

 

ultraviolete (UV). Contrar numeroaselor cercetări anterioare asupra razelor ultraviolete (UV-B) ce 

ajung la suprafața Pământului, din cauza epuizării stratului de ozon stratosferic [211], recentele 

investigații au demonstrat că radiațiile UV-B sunt un important regulator al metabolismului 

secundar în plante. Nivelul scăzut al razelor UV-B declanșează modificări distincte în biosinteza 

MS, cum ar fi biosinteza compușilor fenolici, carotenoidelor, glicozinolaților etc. Cunoașterea 

fundamentală a perceperii și răspunsului razelor UV-B asupra plantelor, deschide noi oportunități 

pentru manipularea culturilor. Astfel, tratarea cu doze reduse de raze UV-B, ca tehnologie 

emergentă, poate fi utilizată pentru a genera fructe, legume și plante pentru consum zilnic în stare 

proaspătă sau ca sursă de alimente funcționale sau substanțe biologic active [238]. 

Iradierea cu raze UV-B a culturilor celulare vegetale reprezintă un factor abiotic, ce 

stimulează biosinteza MS [29], și anume sporește activitatea enzimelor ciclului fenilpropanoidic 

de sinteză a compușilor fenolici, în special a fenilalaninamoniac-liazei. Un astfel de studiu a fost 

efectuat de către Hao și colab.[128], la nivelul biosintezei flavonoidelor din calusul de Ginkgo 

biloba. Zagoskin și colab, 2003, au studiat două linii de calus de Camelia sinensis L., care ca 

răspuns la iradierea cu UV s-au deosebit prin capacitatea de biosinteză, localizarea și acumularea 

în țesut a compușilor fenolici [299]. Antognoni și colab.[9], au demonstrat că iradierea cu UV a 

calusului de Passiflora quadrangularis a sporit activitatea antioxidantă față de cultura netratată de 

la 28% până la 76%. Iradierea cu UV a culturii de suspensie celulară și a numeroșilor lăstari de 

Catharanthus roseus a indicat că induce o creștere considerabilă a producției de alcaloizi indolici 

terpenoide, împreună cu precursorii dimeri alcaloizi vinblastinul și vincristinul [24]. Alți 

cercetători, precum Ramani și Chelliah, [224], au expus culturile de suspensie celulară de 

Catharanthus roseus iradierii cu doze mici în faza staționară și au reușit să consolideze substanțial 

cantitățile de vindolin și catarantine, fără a afecta creșterea celulară și viabilitatea lor. 

Concentrațiile acestor MS au fost identificate după 48-72 ore de la iradierea cu UV. 

 

1.3. Implicarea speciilor reactive de oxigen în biosinteza, degradarea și acumularea 

metaboliților secundari la plante 

Mecanismele implicate în biosinteza, degradarea și acumularea MS au o importanță majoră 

în dezvoltarea strategiei de sporire a principiilor active în culturile celulare și plantele medicinale. 

Procesele proliferative ale celulelor plantelor și culturilor celulare atât în condiții optimale de 

creștere, cât și în condiții de stres sunt însoțite de modificări ale cantității și calității producerii 

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

), radicalul hidroxil (OH•) și forme non-radicale (H2O2, O2) [96, 131, 236]. SRO sunt produse în 
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mod constant în cloroplaste, mitocondrii și peroxizomi prin intermediul proceselor aerobe [10]. 

Sistemele de apărare antioxidante din celule implică sistemul non-enzimatic, care promovează 

biosinteza multor MS (acizi fenolici, flavonoide, taninuri etc.) pe calea fenilpropanoidică, și un 

sistem antioxidant bazat pe activitatea enzimatică. Sistemul enzimatic include enzimele 

generatoare de H2O2, cum ar fi superoxid dismutaza (SOD, EC 1.15.1.1.) și enzimele de captare a 

H2O2, cum ar fi catalaza (CAT, EC 1.11.1.6) și peroxidaza (PO, EC 1.11.1.7) etc. [68, 258]. Redox 

homeostaza în celulele plantelor este menținută de echilibrul între generarea SRO și mecanismele 

de anihilare a lor [10]. Condițiile de stres biotic și abiotic generează sporirea nivelului SRO, ceea 

ce duce la modificarea homeostazei redox celulare. Supraproducția SRO duce la deteriorări 

oxidative, cum ar fi peroxidarea lipidică a membranelor celulare [143] sau chiar la moartea 

celulară. De exemplu, radicalul superoxid poate distruge aparatul fotosintetic, provocând daune în 

producerea de MP, ceea ce împiedică creșterea și dezvoltarea plantelor și poate duce la moartea 

celulelor. De asemenea, radicalul superoxid (O2
-
) și H2O2 servesc ca molecule importante de 

semnalizare în creșterea și diferențierea plantelor [253]. În cazul rizogenezei, a fost demonstrat că 

SRO sunt implicate în formarea centrilor de dormitare [147], alungirea rădăcinilor [175], 

dezvoltarea rădăcinilor izolate [95] și diferențierea xilemului [269]. 

Biosinteza MS, indusă de factorii de stres, nu este similară pentru toate speciile și reprezintă 

un obiect de studiu important și în continuare. Cu toate acestea, culturile celulare se pot adapta la 

mediul corespunzător prin intermediul unor mecanisme biochimice și genetice, ce pot fi benefice 

pentru supraviețuirea lor, precum și pentru obținerea MS. Metabolismul compușilor fenolici în 

plante se desfășoară cu implicarea unui spectru larg de enzime, precum CAT, PO, polifenoloxidaza 

(PFO) etc. [68, 258]. PO este implicată în multe procese fiziologice din plante, cum ar fi 

degradarea H2O2, îndepărtarea compușilor toxici, apărarea împotriva insectelor erbivore și multe 

alte răspunsuri legate de stres [171]. De asemenea, PO este considerată un marker molecular al 

creșterii și dezvoltării culturii țesuturilor vegetale [167], iar apariția unor izoenzime ale PO a fost 

stabilită în procesul organogenezei [206, 258] și diferențierii tisulare [51]. În general, în condiții 

de stres atât plantele, cât și culturile celulare își măresc activitatea enzimatică, ce duce la biosinteza 

MS. 

După cum a fost menționat în p.1.1, în baza ciclurilor de biosinteză, MS sunt clasificați în 

trei grupuri principale: compușii fenolici (fenilpropanoide și flavonoide), terpene și compușii ce 

conțin azot (alcaloizi, glicozide, glucozinolați și glicozide cianogene). Acumularea MS se 

datorează creșterii activității enzimelor, precum L-fenilalanin-amoniac-liaza (PAL)(EC 4.1.3.5.) 

și chalcon sintetaza (CHS)(EC 2.3.1.74). Ambele enzime sunt enzime-cheie în biosinteza 
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flavonoidelor și pot afecta activitatea în funcție de stresul mediului [27]. PAL este principala 

enzimă în calea fenilpropanoidelor și una dintre cele responsabile pentru biosinteza polifenolilor 

(Figura 1.7). Ea catalizează dezaminarea L-fenilalaninei pentru producerea acidului trans-cinamic, 

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

 

 

Fig.1.7. Influența stresului biotic și/sau abiotic la redirecționarea metabolismului primar al 

plantelor către ciclurile de biosinteză ale metabolismului secundar (adaptă după Borges, 

2017). 

De asemenea, compușii fenolici asigură un șir de funcții fiziologice privind supraviețuirea 

plantelor și au importanță fundamentală în apărarea plantelor de modificările de mediu induse 

[276]. 

 

1.4. Rhodiola rosea L. – sursă de metaboliți secundari importantă pentru medicină 

Rhodiola rosea L. (sinonim Sedum rhodiola, S. rosea (L.) Scop.), cunoscută și sub 

denumirea de „rădăcină de aur”, „rădăcină arctică” sau „rădăcină de trandafir”, este o plantă 

ierboasă perenă, dioică din familia Crassulaceae, cu un polimorfism foarte evidențiat [30], care 

crește în crăpăturile rocilor din regiunile muntoase. Specia R. rosea se întâlnește în flora spontană 

la altitudini mari, precum și în regiunile reci ale continentului Asia, Europa și America (Figura 

1.8) [30, 84]. În Asia continentală se întâlnește abundent în munții Altai, situați între Mongolia și 

Siberia [97, 102]. În Europa continentală, este larg răspândită în Islanda și Insulele Britanice, între 

Scandinavia și alte zone muntoase, precum Pirinei, Alpi și munții din regiunea balcanică [30, 208, 

285]. 

În Carpații din România, specia R. rosea a fost întâlnită în munții Bucegi, Călimani, 

Rodnei, Făgăraș, Ceahlău, Rarău și Maramureș [112]. Mai mult decât atât, unele varietăți de 
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Rhodiola au fost găsite în diferite regiuni de înaltă altitudine din Alaska, Canada și alți munți de 

pe continentul nord-american [30]. Condițiile de creștere se caracterizează prin factori climaterici 

duri și accidentali, plantele fiind expuse diferitor condiții de stres, inclusiv altitudini înalte (între 

1000 și 5000 m) [229], temperaturi extreme și radiații ultraviolete intense. Potrivit datelor GBIF 

[2010], genul Rhodiola conține 136 de specii acceptate în compartimentul „Lista Plantelor” de pe 

site-ul http://data.gbif.org [137]. 

 

Fig. 1.8. Distribuția geografică a speciei R. rosea (GBIF, Portal data, 2017). 

 

R. rosea este considerată plantă sacră și este utilizată în medicina populară de sute, ba chiar 

de mii de ani. Proprietățile sale medicinale au fost descrise de Pedanius Dioscorides, medicul, 

farmacologul și biologul grec din Armata Romană [180]. Romanii și grecii antici o foloseau pentru 

combaterea oboselii, iar vikingii pentru creșterea rezistenței și împotriva mahmurelii, în timp ce 

eschimoșii și laponii o consumau după vânătorile lungi și extenuante, în drum spre casă. Cu toate 

acestea, renumele R. rosea a fost câștigat în Orientul Îndepărtat și Siberia. În aceste regiuni a fost 

utilizată pentru a spori rezistența fizică, productivitatea muncii, longevitatea, rezistența la altitudini 

și în tratamentul oboselii, depresiei, anemiei, impotenței, bolilor gastrointestinale, infecțiilor și 

tulburărilor sistemului nervos [30, 102, 152], mai este utilizată și pentru tratarea bolilor mentale 

[30]. Pentru o scurtă perioadă de timp, s-a crezut chiar că este un antidot pentru ciumă. Rețeta 

extractului din această plantă a constituit, timp de secole, un secret bine păstrat, știut doar de 

cunoscători. 

În 1961, Krîlov, profesor la Academia Rusă de Științe, a desfășurat o expediție în Munții 

Altai. Acesta a descoperit că misterioasa rădăcină de aur, planta cu puteri tămăduitoare 

miraculoase, este R. rosea. După această descoperire, specialiștii au început să studieze planta în 

profunzime, cu utilizarea metodelor științifice standard. S-a dovedit că extractul din această plantă 

http://data.gbif.org/
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este un adaptogen puternic. Termenul de adaptogen a fost introdus pentru prima dată de către 

Lazarev în 1949 [207] și reprezentă un agent fiziologic care crește în mod natural rezistența 

organismului în fața stresului fizic și emoțional. Datorită acestor proprietăți, R. rosea a fost folosită 

în cadrul programului sovietic de cercetare spațială din 1960 și a devenit rapid una dintre panaceele 

folosite de astronauți [102]. Pe lângă efectul adaptogen al R. rosea, au fost descrise și alte efecte 

terapeutice, cum ar fi  cardioprotector, hepatoprotector, antioxidant, stimulator asupra sistemului 

nervos (efecte asupra funcțiilor cognitive precum atenția, memorarea), împotriva oboselii, 

antidepresiv și anxiolitic, totodată prelungește durata vieții [208]. Acțiunea adaptogenă și 

stimulantă asupra sistemului nervos central al R. rosea se datorează capacității acesteia de a 

influența activitatea unor monoamine biogene, cum ar fi serotonina, noradrenalina și dopamina. 

Numeroase cercetări privitor la acțiunea MS și efectele farmacologice ale plantei R. rosea 

au fost însoțite și de cercetări referitoare la dezvoltarea biologică a plantelor [161, 313], 

introducerea în cultură [312, 333], germinarea semințelor [160, 329], calitatea materiei prime [315, 

322, 323], culturii de țesuturi [325] și micropropagare [162, 304, 312]. În Occident această plantă 

a fost descoperită abia în anii 90, deoarece majoritatea cercetărilor au fost publicate în limba 

slavonă. 

 

a. Conținutul metaboliților secundari caracteristici pentru rizomii de R. rosea. Dintre 

organele plantei R. rosea se evidențiază rizomul, care reprezintă cea mai mare parte din masa totală 

a plantei, în care se realizează biosinteza și acumularea substanțelor biologic active. Investigațiile 

privind spectrul fitochimic al extractului din rizomii acestei plante au demonstrat prezența a 

aproximativ 28 de compuși, care sunt clasificați după Brown [30], în șase grupe distincte. Acestea 

sunt fenilpropanoidele, derivații feniletanolului, flavonoidele, acizii fenolici (hidroxicinamici), 

monoterpenele și triterpenele [319, 320, 321, 329]. Fenilpropanoidele: rosavinul, rosinul, 

rosarinul, [271, 321, 310], cinamil-(6’-O-β-xilopiranozil)-O-β-glucopiranozid 4-metoxi-cinamil-

(6’-O-α-aranopiranozil)-O-β-glucopiranozida, picein și benzil-O-β-glucopiranozida [271] 

reprezintă glicozidele acidului cinamic (Figura A1.1). Derivații feniletanolului includ în primul 

rând p-tirosolul, care este un aglicon și, respectiv, glicozidul său – salidrozidul (rodiolozid) 

(Figura A1.1).  

• Ciclul ipotetic de biosinteză a salidrozidului. Salidrozidul este un β-D-glicozid 

sintetizat prin glicolizarea p-tirosolului [317, 331], care se acumulează preponderent în rizomii și 

rădăcinile de R. rosea. Pe parcursul mai multor ani ciclul de biosinteză a salidrozidului a fost neclar 

[173], iar reglarea lui nu foarte bine înțeleasă [16, 182]. În literatura de specialitate sunt descrise 

două cicluri de formare a p-tirosolului. Primul ciclu implică conversia L-tirozinei în tiramină de 
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către tirozin-decarboxilază (TDC) (Figura 1.9) și transformarea ulterioară consecutivă a tiraminei 

în tirosol de către tiraminoxidază (TIO) și alcooldehidrogenază (ADH) [16]. Al doilea ciclu 

presupune biosinteza tirosolului de către decarboxilază dintr-un precursor al acidului p-cumaric, 

care este derivat al fenilalaninei [181].  

 Recent a fost elucidat complet ciclul de biosinteză a salidrozidului. Așa dar, pentru 

biosinteza salidrozidului, tirozina este direct convertită în 4-hidroxifenilacetaldehidă (4-HPAA) 

de către 4-hidroxifenilacetaldehid sintetază (4-HPAAS) în celulele plantelor de R. rosea (Figura 

1.9) [273].  

 

Fig. 1.9. Ciclul de biosinteză a salidrozidului în plantele genului Rhodiola. Ciclul propus 

anterior este reprezentat cu negru, în timp ce calea descrisă recent este evidențiată cu roșu 

(adaptată după Torrens-Spence, 2018). 

Următoarea etapă include reducerea 4-HPAA cu 4-HPAA reductază. Într-un studiu efectuat 

anterior de Yu și colab. a fost izolată glicoziltransferaza UGT73B6 din R. sachalinensis, fiind 

demonstrat că această enzimă poate transforma p-tirosolul în salidrozid [298]. Din aceste motive 

a apărut interes considerabil și pentru biosinteza MS din R. rosea, prin modularea expresiei 

enzimelor endogene sau prin introducerea enzimelor noi [16, 182, 183]. Prin urmare, ultima etapă 

de biosinteză a salidrozidului reprezintă glicolizarea p-tirosolului cu UDP-glicoziltransferaza 

(UGT73B6) [182, 183, 273, 298] (Figura 1.9.). 
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Cei mai simpli compuși fenolici care se sintetizează în plantele de R. rosea sunt acizii 

hidroxicinamici, care se formează în rezultatul modificării acidului trans-cinamic (Figura 1.4). 

Printre acizii hidroxicinamici pot fi enumerați acizii clorogenic, ferulic și cafeic, iar dintre acizii 

fenolici – acidul galic și salicilic (Figura A1.1) [229, 322]. 

Nu mai puțin importante sunt și alte grupe de MS, precum flavonoidele și terpenele. Un 

conținut ridicat de flavonoide este specific nu numai rizomilor, dar și frunzelor și florilor plantelor 

de R. rosea. Spectrul lor conține glicozide ale herbacetinei, gosipetinei și kaemferolului, precum 

rhodionin (herbacetin-7-O-α-L-ramnopiranozida), rhodionidin (herbacetin-7-O-α-L-

ramnopiranozid-8-O-β-D-glucopiranozida), rhodiolgin (gosipetin-7-O-α-L-ramnopiranozida), 

rhodiolgidin (gosipetin-7-O-α-L-ramnopiranozid-8-O-β-D-glucopiranozida), rhodalin 

(herbacetin-8-O-β-D-xilopiranozida), rhodalidin (herbacetin-8-O-β-D-xilopiranozid-3-O-β-D-

glucopiranozida), rhodiosin (herbacetin-(3''-O-β-D-glucopiranozil)-7-O-α-L-ramnopiranozida) și 

kaempferol-7-O-α-L-ramnopiranozida (Figura A2.1) [311, 317, 318], iar alți zece compuși au fost 

identificați mai târziu de către Petsalo [216] etc. 

Pentru prima dată, din rizomi de R. rosea, chimistul rus Куркин В.А., în 1985, a izolat și 

stabilit structurile chimice a două monoterpene, și anume rosiridolul (3,7-dimetilocta-2,6-dien-

1,4-diol) și rosiridinul (3,7-dimetilocta-2,6-dien-1,4-diol-1-O-β-D-glucopiranozidă) (Figura A2.2) 

[320]. Prezența acestor monoterpene a fost confirmată mai târziu și de către Rohloff [229], Brown 

[30], Panossian [208]. Într-un studiu realizat de Ma și colab. [180], au fost identificate și elucidate 

structurile chimice a cinci noi glicozide monoterpenice, precum rhodiolosidele A-E (Figura 

A2.2), iar ulterior a fost identificată și monoterpena rhodiolosida F de către Ali [6]. De asemenea 

au fost izolate și stabilite structurile chimice a două triterpene daucosterol [30, 308, 320] și β-

sitostirol [30, 308]. 

Rizomii de R. rosea se caracterizează printr-o aromă plăcută de trandafir, care se datorează 

uleiului esențial. În urma analizei compoziției uleiului esențial din rizomi de R. rosea, cultivați în 

diferite zone, au fost identificate numeroase componente. Potrivit lui Rohloff, în compoziția 

uleiului esențial din rizomii cultivați în Norvegia au fost identificați în total 86 de constituenți 

[229]. În principal, cele mai abundente substanțe volatile au fost n-decanolul, geraniolul, 1,4-p-

mentadien-7-olul, limonenul, α-pinenul și dodecanolul (Figura A2.3).  

Geraniolul a fost identificat ca cea mai importantă aromă asemănătoare trandafirului, 

alături de formatul și acetatul de geranil, alcoolii benzilici și fenilici. Notele florale, cum ar fi 

linalolul și oxizii săi, nonanalul, decanalul, nerolul și alcoolii cinamici, accentuează aroma florală 

a rizomilor de R. rosea (rădăcină de trandafir). 
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Conform datelor FAO [133], uleiul esențial din rizomii de R. rosea cultivați în Finlanda și 

Ungaria a constituit 0,05% din masa uscată, iar cele mai abundente substanțe volatile au fost 

miterolul, trans-pinocarveolul, geraniolul și alcoolul dihidrocumin. 

 

b. Principiile de standardizare a extractelor metaboliților secundari din rizomii de R. 

rosea. Numeroase studii, care demonstrează potențialele efecte bioactive ale R. rosea, au condus 

la clasificarea acesteia ca plantă medicinală de către Comitetul Farmacologic Rus al Ministerului 

Sănătății, Farmacopeea Națională Suedeză și Canadiană [208]. Standardizarea extractelor din 

rizomi de R. rosea a trecut prin două faze. Inițial, în anul 1970, salidrozidul a fost considerat un 

compus cu proprietăți farmacologice unice. De aceea, prima generație de extracte de R. rosea 

aprobată de Comitetul pentru Farmacopeea Rusă a fost standardizată la un conținut de minimum 

0,8% salidrozid [30, 305]. Dar, salidrozidul se conține și în alte specii din genul Rhodiola, de aceia 

acest compus nu a putut fi utilizat drept marker unic al speciei [315, 322]. La sfârșitul anilor 80, 

pe baza analizelor comparative, a fost demonstrat că extractul inițial cu potențial farmacologic 

conține și alți compuși activi specifici pentru specia R. rosea. Aceștia nu fuseseră încă identificați. 

Din datele prezentate de Pannosian, numai în regiunea Altai există aproximativ 24 specii de 

Rhodiola, care pot fi identificate greșit drept R. rosea [208]. Printre ele se numără R. kirilowii, R. 

yunnanensis, R. crenulata, R. sacra și R. sachalinensis. În cercetările recente, referitor la 

identificarea speciilor de Rhodiola ale genului respectiv, se utilizează metode noi, precum 

genotiparea și markerii chemotaxonomici. Pe baza profilurilor chimice, obținute din 47 probe de 

Rhodiola colectate în China, bunăoară R. crenulata, R. sachalinensis, R. himalensis, R. serrata, R. 

fastigiata, R. kirilowii și R. rosea, au fost detectați opt markeri de referință caracteristici în diferite 

concentrații și la diverse specii [176]. Ca markeri de referință au fost luați compușii: rosavinul, 

rosarinul și rosinul, p-tirosolul și salidrozidul, catehina, rhodionina și acidul galic. Salidrozidul și 

acidul galic au fost identificați în toate speciile, în timp ce rosarinul și rosinul au fost detectați în 

R. sachalinnsis, R. himalensis și R. rosea. Rosavinul a fost caracteristic numai pentru R. 

himalensis, R. serrata și R. rosea. Prin urmare, din cele circa 136 specii ale genului Rhodiola 

numai specia R. rosea conține rosavin și rosarin [271, 322]. Până în prezent, calitatea extractului 

de R. rosea este în principal determinată de suma conținutului glicozidelor acidului cinamic în 

raport cu rosavinul (nu mai mic de 1%) și salidrozidul (nu mai puțin de 0,8%) [90, 330, 332]. 

Activitatea farmacologică a extractelor metaboliților secundari din rizomi de R. rosea. 

Testarea biologică a diferitor extracte de adaptogeni vegetali, utilizând modele de animale, a 

demonstrat că componentele active ale extractelor din rizomi de R. rosea, sunt în principal 

fenilpropanoidele și derivații feniletanolului, inclusiv salidrozidul, p-tirosolul și rosavinul [215, 
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285, 322]. Fenilpropanoidele: rosavinul, rosinul și rosarinul sunt nu doar markeri pentru rizomii 

de R. rosea, ci și farmacologici activi, antioxidanți și neostimulatori [208]. Compușii, cum ar fi p-

tirosolul și acidul galic, s-au dovedit a fi agenți de anihilare a radicalilor liberi [259]. Un studiu 

recent a arătat că rhodioninul și salidrozidul pot avea efecte antitumorale [259]. În plus, 

rhodioninul este recunoscut a fi implicat în procesul de învățare și memorare [61]. 

 

c. Conservarea și cultivarea plantelor de R. rosea. Datorită proprietăților sale prețioase, 

în ultimele decenii plantele de R. rosea sunt intensiv colectate. Principala sursă de rădăcini și 

rizomi disponibili în comerț este din Munții Altai [32, 102, 105; 208, 221]. De exemplu, în anul 

2005 au fost raportate exporturi de rizomi de R. rosea în cantități de 20-30 t pe an, exclusiv din 

Rusia [101]. Peste 46 de companii din întreaga lume comercializează produse de R. rosea, iar 

aproximativ 30 de companii furnizează aceste produse ca ingrediente alimentare [101, 290]. 

Creșterea rapidă a cererii, precum și prețul ridicat oferit pentru materia primă a produs presiuni 

sporite asupra habitatelor naturale ale acestei specii. Deși colectarea în țările europene nu este la 

fel de extinsă precum în zona Altai din Rusia, specia a fost raportată ca  plantă medicinală pe cale 

de dispariție în Federația Rusă, Republica Cehă, Bosnia-Herțegovina [217] și vulnerabilă în 

Slovacia [102]. R. rosea este, de asemenea, inclusă în Cartea Roșie a Bulgariei, Ucrainei, 

Scandinaviei și Suediei [102]. 

Cele menționate sugerează că sursele naturale de materie primă de R. rosea sunt în continuă 

descreștere, fapt ce determină necesitatea elaborării unor metode efective și economic avantajoase 

de cultivare a plantei în condiții in vivo și in vitro. 

Cultivarea în condiții de câmp. Capacitatea de regenerare a plantelor de R. rosea este 

destul de lentă și constituie aproximativ 10 – 15 ani [329]. Problema satisfacerii necesităților în 

materie primă și de conservare a populațiilor naturale de R. rosea poate fi soluționată prin 

cultivarea în câmp a plantelor și micropropagarea lor. Deși există informație că R. rosea se cultiva 

în mai multe zone ale fostei Uniuni Sovietice, [102], precum și în Suedia, Polonia [100, 102], 

Germania [102], la ora actuală plantațiile de R. rosea sunt limitate din cauza costurilor ridicate de 

cultivare, care includ stabilirea câmpurilor pentru transplantul de material săditor, recoltarea și 

post-recoltarea producției de rădăcini, ce reprezintă un proces destul de dificil. De asemenea, luând 

în calcul și faptul că rizomii de R. rosea acumulează cantitatea maximă de MS abia în al 4-5-lea 

an de cultivare [156], recolta de rizomi poate fi compromisă de anumiți factori (lipsa condițiilor 

agrotehnice bine elaborate, controlului buruienilor, fertilizării etc.) [31, 102]. 

Cu toate că cultivarea plantelor de R. rosea în condiții de câmp a fost realizată în mai multe 

țări și continente, elaborarea unei agrotehnici de cultivare economic avantajoase a plantei rămâne 
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a fi un obiectiv neatins încă. Principalele obiective care necesită a fi elucidate constau în obținerea 

artificială a biomasei rizomilor de R. rosea cu conținut și compoziție de MS comparabilă cu cea 

caracteristică rizomilor colectați în condiții naturale. 

Micropropagarea plantelor de R. rosea în condiții in vitro. Pe parcursul cercetărilor din 

ultimii ani au fost elaborate și stabilite mai multe protocoale de micropropagare in vitro a speciei 

Rhodiola (R. crenulata, R. kirilowii, R. quadrifida, R. sachalinensis), inclusiv R. rosea, care este 

și cea mai pretențioasă privind condițiile de cultivare. Acest lucru este confirmat și de numeroase 

publicații, în care au fost prezentate rezultate contradictorii. Datele din literatură ne demonstrează 

că pentru fiecare caz în parte, condițiile optime sunt determinate experimental. Trebuie remarcat 

faptul că rezultatele obținute cu succes asupra inducerii organogenezei in vitro au fost realizate 

utilizând toate organele plantei R. rosea. Practic, fiecare lucrare separată, privind cultivarea in 

vitro a R. rosea, oferă protocoale de cultivare independente, care determină compoziția și 

concentrația regulatorilor de creștere, precum BA, AIA, ANA, AIB și 2,4-D [112, 261, 262]. 

Concentrația optimă și combinarea regulatorilor de creștere a plantelor depinde de genotip, ecotip, 

tipul explantului și stadiul de dezvoltare [295].  

Unele scheme eficiente de micropropagare in vitro a plantelor de R. rosea, care ar permite 

restabilirea habitatelor, conservarea germoplasmelor și posibila aplicare biotehnologică pentru 

producerea substanțelor valoroase, au fost elaborate de către Tasheva [261] și Ghiorghită [112]. 

Aceste cercetări au inclus utilizarea diverselor tipuri de explant, precum mugurii apicali și 

rizomoidali, noduri de frunze, segmente de tulpină și rădăcină, inclusiv semințe de la plantele din 

habitatele naturale. Rezultate reușite au fost obținute din semințele germinate pe mediul de 

cultivare Murashige-Skoog modificat [200], ce conține 2 mg/l Zea sau BA fiecare [261]. 

Reducerea concentrației acestor regulatori a stimulat formarea lăstarilor, obținând în pasajele 

următoare un coeficient de multiplicare egal cu 5. Inducerea rizogenezei a avut loc pe ½ MS 

suplimentat cu 2 mg/l AIB, iar stimularea creșterii rădăcinii prin adăugarea a 0,2 mg/l AIA [261]. 

În cazul când se dorește micropropagarea unui genotip valoros, se recurge la inițierea 

culturii direct din plantele mature ce se găsesc în habitatele naturale. Anume, printr-un astfel de 

procedeu au fost micropropagate plantele de R. rosea de către Ghiorghită [112], utilizând segmente 

și vârfuri de lăstari. Dintre toate variantele experimentale, cele mai bune combinații pentru 

micropropagarea acestei specii au fost Kn/ANA și Zea/AIA, caracterizate și prin rizogeneză 

intensă. 

Rezumând cele menționate, constatăm că anumite cerințe privind condițiile de cultivare in 

vitro a speciei R. rosea nu sunt disponibile în acest sens și este necesar de a elabora propriul 

protocol pentru micropropagarea genotipului selectat. 
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d. Cultura in vitro de R. rosea ca metodă alternativă de obținere a metaboliților 

secundari. Obținerea tot mai dificilă a compușilor derivați din plante a determinat industria și 

oamenii de știință să ia în considerare posibilitatea investigării culturilor celulare, ca metodă 

alternativă și durabilă de obținere a produselor farmaceutice naturale valoroase. Acest procedeu 

oferă posibilitatea constituirii factorilor de mediu favorabili pentru multiplicarea culturilor celulare 

și acumularea metaboliților secundari. Mai mult decât atât, pot fi aplicate mai multe strategii 

privind creșterea metabolitului dorit, facilitând procesele descendente și obținând randamente 

crescute ale metabolitului-cheie [118, 173, 186]. În ultimele decenii au fost efectuate un șir de 

cercetări, privind obținerea MS caracteristici rizomilor de R. rosea pe cale biotehnologică, 

utilizând cultura celulelor și țesuturilor [17, 173, 277]. Primele rapoarte privind culturile de celule 

și organe de R. rosea în condiții in vitro au fost obținute în 1980, iar în 1981, de către Alexandrova, 

a fost obținut și primul brevet pentru metoda de regenerare a rădăcinilor de R. rosea in vitro. În 

această lucrare nu a fost furnizată informație cu privire la termenii de inducere a culturii [329]. 

Numeroase cercetări au fost efectuate privitor la stabilirea culturii de calus la specia 

Rhodiola. Sheng și colab. au investigat inducerea și menținerea culturii de calus la Rhodiola 

quadrifida (plantă utilizată în medicina tradițională chineză de peste 1000 de ani) [244]. Cultura 

de calus a fost indusă pe mediul nutritiv Murashige și Skoog [200] suplimentat cu 2,4-D, ANA, 

BA și Kn, iar pentru menținerea lui, mediul nutritiv a fost suplimentat numai cu 2,4-D, Ba și Kn. 

Tasheva și Kosturkova au reușit să inducă cultura de calus de Rhodiola rosea în prezența unui 

spectru mai variat de fitohormoni, precum BAP, 2-iP, Kn, 2,4-D, AIA, ANA, dar cele mai reușite 

rezultate au fost obținute în variantele ce conțineau BA și 2,4-D [262]. După 30 de zile de cultivare, 

a fost determinat conținutul de salidrozid, totodată s-a constatat biosinteza și a altor substanțe 

biologic active în cultura de calus cercetată. Kim și colab. au descoperit că în calusul obținut din 

frunze de Rhodiola sachalinensis, cultivat pe mediul nutritiv Gamborg, suplimentat cu ANA, BA 

și 5% zaharoză, biosinteza salidrozidului a atins un nivel superior (0,41% raportat la masa uscată), 

comparativ cu rizomul intact (0,17%) [153].  

Actualmente există un număr limitat de rapoarte privind biosinteza MS în cultura de calus 

și agregate celulare de R. rosea, iar publicații științifice pentru inducerea și cultivarea rădăcinilor 

izolate ale acestei specii încă nu sunt. MS biosintetizați în calusul și agregatele celulare de R. rosea 

includ fenilpropanoidele: rosavinul, rosinul, rosarinul (Figura A1.1) și triandrina [98, 122, 123, 

124, 163], feniletanoloidele: salidrozidul și p-tirosolul [164], acidul fenolic – acidul galic și acizii 

hidroxicinamici: clorogenic, cafeic și acidul p-cumaric (Figura A1.1) [98, 163, 325]. Cu toate 

acestea, MS produși în vitro sunt sintetizați în cantități mici [122], iar în unele cazuri nici nu au 

fost generați [187] sau au nevoie de condiții specifice pentru biosinteza lor, cum ar fi adaosul de 



55 

 

precursori [117, 122, 123, 124]. Există rapoarte privind biosinteza salidrozidului de către 

microorganisme [16]. Unul din motivele biosintezei scăzute a salidrozidului este eficiența scăzută 

a glicolizării și non-sincronizarea activității UDP-glicoziltransferazei cu acumularea p-tirosolului 

[117, 291]. 

Rezumând cele menționate mai sus, putem conclude că cultura in vitro de R. rosea 

reprezintă o metodă valoroasă de cercetare a influenței diferitor factori chimici și fizici asupra 

sporirii biomasei și acumulării principiilor active în celule. Numai cunoscând mecanismele de 

reglare a acestor procese devine posibilă elaborarea unor tehnologii avantajoase de obținere a 

metaboliților secundari din sursele vegetale. 

 

1.5. Concluzii la capitolul 1 

1. Biosinteza metaboliților secundari implică un număr relativ mic de compuși biochimici, 

care ulterior sunt modificați prin diferite cicluri într-un număr extrem de larg de substanțe 

secundare. Metaboliții secundari obținuți în rezultatul reacțiilor biochimice sunt considerați 

cruciali pentru supraviețuirea organismului producător, adesea identificați numai într-un anumit 

stadiu al creșterii și dezvoltării speciei sau în cadrul numai unei specii.  

2. Cercetarea mecanismelor de reglare și biosinteză a metaboliților secundari la plante dă 

posibilitate de a intensifica procesul producerii lor pe cale biotehnologică. Culturile in vitro a 

celulelor și țesuturilor este unanim apreciată ca metodă alternativă și durabilă de obținere a 

metaboliților secundari. Acest procedeu oferă posibilitatea constituirii factorilor de mediu 

favorabili pentru multiplicarea culturilor celulare și acumularea produselor farmaceutice naturale 

valoroase.  

3. Rhodiola rosea L., datorită proprietăților sale medicinale prețioase și colectării 

intensive, se află în pericol de dispariție în multe regiuni ale globului. Componenții activi, 

caracteristici speciei R. rosea, se acumulează preponderent în rizomi, având proprietăți 

adaptogene, biostimulatoare și antioxidante. Cultivarea plantelor de R. rosea în condiții in vivo și 

in vitro a fost realizată în mai multe țări și continente, dar problema privind obținerea metaboliților 

secundari caracteristici pentru R. rosea rămâne un obiectiv neatins încă.  

4. Din informația din literatura de specialitate urmează, că în foarte puține lucrări este 

investigată influența proceselor de acumulare a metaboliților secundari în organele plantelor 

medicinale, în particular, în rizomii de R. rosea în funcție de condițiile arealului de  creștere. 

5. Cultura in vitro de R. rosea reprezintă o metodă valoroasă de cercetare a influenței 

diferitor factori chimici și fizici asupra sporirii biomasei și acumulării principiilor active în celule. 

În așa fel atât cultura calusului, cât și cultura agregatelor celulare de R. rosea reprezintă un obiect 
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model important în vederea cercetării influenței diferitor factori asupra proliferării celulare, 

biosintezei și acumulării metaboliților secundari. Numai cunoscând mecanismele de reglare a 

acestor procese devine posibilă elaborarea unor tehnologii avantajoase de obținere a metaboliților 

secundari din surse vegetale cultivate în condiții in vivo și in vitro. Acest deziderat constituie 

scopul cercetărilor noaste.  

 În acest context lucrarea are o deosebită importanță și actualitate incontestabilă în aspectul 

gnoseologiei mecanismelor privind acumularea principiilor active în rizomii de R. rosea din 

populațiile carpatine (îndeosebi cele din România) și zonele de cultivare in vivo privind 

fundamentarea științifică a interrelațiilor „genotip-mediu-procese metabolice” ca bază teoretică de 

elaborare a căilor și metodelor de optimizare a proceselor de acumulare a metaboliților secundari 

și obținerii lor pe cale biotehnologică. 
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2. MATERIALE ȘI METODE DE CERCETARE 

2.1. Obiectele de studiu 

Ca obiect de studiu in vivo au servit plantele din specia R. rosea L., colectate din 

populațiile munților Carpați, masivul Ineu, Romania (Figura 2.1A, B). În cercetări au fost utilizați 

rizomi (Figura 2.1C) și semințe (Figura 2.1D) ale plantelor de R. rosea colectate din habitatele 

naturale ale României în timpul expedițiilor organizate în Carpații Orientali, pe masivul Rodnei, 

piscul Pietrosul și Ineu (județul Bistrița-Năsăud), și masivul Ceahlău (jud. Piatra Neamț).  

  

  

Fig. 2.1. Plante (A, B), rizomi (C) și semințe (D) de R. rosea colectate din habitatele 

naturale ale munților Carpați (Masivul Ineu, România). 

Rizomii plantelor de R. rosea colectați la începutul lunii septembrie, anul 2004, au fost 

incluși pentru multiplicarea vegetativă și pentru analiza biochimică a MS acumulați în condiții 

naturale, iar semințele au servit pentru multiplicarea generativă și inițierea culturii in vitro din 

aceste genotipuri. De asemenea, au fost analizați rizomii plantelor de R. rosea colectați din diferite 

habitate ale Munților Carpați din România, Ucraina și Polonia. În cercetări au fost la fel utilizate 
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și plante de R. rosea obținute din semințe și cultivate în condiții de laborator, în Rezervația 

Științifică „Plaiul Fagului”, raionul Ungheni, și Grădina Botanică a Universității Naționale din or. 

Cernăuți, Ucraina. 

Pentru cercetările fiziologice și biochimice a fost utilizat materialul biologic obținut în 

cultura în vitro a speciei R. rosea: plantulele de R. rosea micropropagate in vitro (1); calusul (2) 

și agregatele celulare (3). 

 

2.2. Metodele și procedeele de cercetare 

2.2.1. Metode de multiplicare și cultivare a plantelor de R. rosea în condiții in vivo 

Multiplicarea plantelor de R. rosea prin germinarea semințelor colectate de la plantele 

spontane din Masivul Ineu, România. Semințele de R. rosea au fost colectate la sfârșitul lunii 

august. Pentru eliminarea stării de dormitare și sporire a ratei de germinare, semințele au fost 

imersate timp de 24 ore în soluție de acid giberelic (GA3) cu concentrația de 0,05% [160]. Ulterior, 

au fost puse la stratificare. Stratificarea semințelor a fost realizată după metoda clasică prin 

incubare pe nisip umed la temperatura de +4oC și întuneric [69, 307], în termostat (Friocell) cu 

umiditatea relativă a aerului de 75-85%. După expirarea perioadei de stratificare, la a 21-a zi, rata 

de germinare a semințelor de R. rosea a atins ≈ 95% (Figura A3.1A). 

Ulterior, cutiile Petri cu semințele germinate au fost transferate în termostat la temperatura 

de +22oC, umiditatea relativă a aerului 75-80% și fotoperioada de 16 ore și 8 ore întuneric. După 

o săptămână de cultivare plantulele au atins înălțimea între 0,5 și 2,5 cm (Figura A3.1B). La fel 

menționăm că în această perioadă a fost depistat un număr mare de plantule de R. rosea albinoase 

(Figura A3.1B) cu/sau fără rădăcini. Plantulele bine dezvoltate au fost transferate în sol și 

menținute în camera de cultivare iluminată natural. 

Pentru cultivarea ulterioară a plantelor de R. rosea în condiții de câmp, o parte din plantule 

au fost cultivate în sera Institutului de Genetică, Fiziologie și Protecție a Plantelor, iar altă parte în 

sera special construită în rezervația științifică „Plaiul Fagului” din raionul Ungheni și în câmp 

deschis (grilă de referință 61° 44'N, 27° 18'E) pe o parcelă cu expoziție spre răsărit-sud. Solul din 

sera IGFPP era constituit din cernoziom tipic moderat, cu pH-ul 6,5, iar cel din „Plaiul Fagului” 

era sol de pădure, cu pH-ul 6,2. Mărimea parcelelor experimentale a variat de la 2 m² până la 40 

m², în trei repetiții. 

Multiplicarea plantelor de R. rosea prin creșterea rizomilor secționați. R. rosea, fiind 

plantă perenă, poate fi propagată și prin divizarea rizomilor. Pentru aceasta, rizomul subteran a 

fost separat în secțiuni cu lungimea de 1,5 și 15 cm, care conținea cel puțin un mugure și câteva 

rădăcini pe fiecare porțiune. Fragmentele secționate au fost plantate primăvara în sol, în rezervația 



59 

 

științifică „Plaiul Fagului”. Datorită faptului că secțiunile au fost relativ mari, ele au început să 

crească după aproximativ 3 săptămâni de la plantarea în condiții de câmp. Durata cultivării a 

constituit aproximativ 3 ani. 

 

2.2.2. Multiplicarea plantelor de R. rosea în condiții in vitro 

Introducerea in vitro a speciei R. rosea a constat mai întâi în obținerea materialului aseptic 

utilizat în elaborarea metodei de micropropagare in vitro (1); inițierea culturii calusului (2), din 

care ulterior au fost obținute agregate celulare (3). 

Plante aseptice de R. rosea au fost obținute din semințe sterilizate cu soluție de ACE (agent 

de înălbire pe bază de clor), în concentrație de 20%, pe parcursul a 7 min și spălate de trei ori cu 

apă distilată sterilă. Ulterior, semințele au fost plasate la stratificare în condiții sterile pe strat de 

agar dizolvat în apă distilată în concentrație de 0,6%. După 21 zile de stratificare și 14 sile de 

menținere în camera de cultivare (vezi p. 2.2.1.) au fost obținute plantule sterile (Figura A3.2). O 

parte dintre acestea a fost utilizată pentru elaborarea metodei de micropropagare, iar alta  pentru 

inducerea calusului și a agregatelor celulare. 

Introducerea și micropropagarea plantelor de R. rosea în cultura in vitro. Pentru 

realizarea micropropagării plantelor de R. rosea au fost testate mai multe medii de cultivare. În 

final, pentru micropropagare a fost utilizat mediul nutritiv Murashige-Skoog de bază [200]. 

Mediile nutritive se deosebeau după conținutul unor componenți, precum BA - 0,2 mg/L, AIA - 

0,1 mg/L și cărbune activ – 1200 mg/L [34, 36]. Înainte de autoclavare mediile de cultivare au fost 

ajustate la valoarea pH 5,8-6,5 cu ajutorul soluției de 2N NaOH sau 1 N HCl. Recipientele cu 

mediile nutritive au fost autoclavate la 1210C, presiunea 1,1 bari, timp de 22 min. Cultivarea in 

vitro a fost realizată la temperatura de +260C, fotoperioada de 16 ore (intensitatea luminii 1000-

2000 lx) și 8 ore întuneric. Umiditatea relativă a aerului în camera de cultivare a constituit ≈70%.  

Inducerea și menținerea culturii calusului și a agregatelor celulare de R. rosea. 

Inducerea calusului a fost realizată din frunzele plantelor sterile. Segmente foliare au fost inoculate 

pe mediul nutritiv MS solid (0,6% agar), suplimentat cu 1,5 mg/L BA și 0,5 mg/L ANA, și 

amplasate în camera de cultivare cu fotoperioada de 16 ore și 8 ore întuneric, intensitatea luminii 

de 2000 lx. În baza mai multor testări efectuate a fost demonstrat că în acest mediu celulele 

calusului proliferează activ, fiind denumit ulterior mediul de bază MS. Pentru menținerea 

calusului, la fiecare 40 zile de cultivare fragmente de calus cu masa de aproximativ 2 g se transfera 

pe mediul MS proaspăt cu aceeași compoziție. 

În scopul obținerii culturii agregatelor celulare au fost utilizate 2 g fragmente de calus cu 

vârsta de 20 zile inoculate pe mediul de bază MS - lichid (lipsit de agar), suplimentat cu 1,5 mg/L 
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BA și 0,5 mg/L ANA. Vasele de cultivare au fost amplasate pe un giratoriu cu cauciucuri la 75 

rot./min aflat în camera de cultivare. Pentru menținerea culturii, la fiecare 20 de zile de cultivare, 

agregatele celulare au fost transferate prin decantare în mediu MS proaspăt. 

 

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

Determinarea dinamicii de creștere a calusului și agregatelor celulare în condiții in vitro. 

Creșterea calusului a fost monitorizată consecutiv, la intervale de 10 zile, până în ziua 90-a de 

cultivare. La cultura agregatelor celulare monitorizarea a fost realizată la intervale de 5 zile, până 

la vârsta de 25 zile. Pentru fiecare analiză au fost luate aleatoriu câte 3 vase. În baza valorilor 

masei materialului proaspăt și a celui uscat a fost determinată dinamica creșterii calusului și 

agregatelor celulare, iar în baza rezultatelor obținute a fost construită curba dinamicii de creștere 

a calusului și agregatelor celulare. Pentru a caracteriza dinamica de creștere a fost determinat 

indicele de creștere. El reprezintă raportul dintre acumularea biomasei în dinamică și biomasa 

inițială, conform Godoy-Hernández, G., Vázquez-Flota [114]. 

 

2.2.4. Studiul influenței factorilor chimici și fizici asupra dinamicii de creștere a culturii 

in vitro de R. rosea 

Influența fitohormonilor. Pentru optimizarea condițiilor de cultivare a calusului și 

agregatelor celulare, inițial au fost testate medii nutritive ce conțineau următorii fitohormoni: BA 

(6-benzilaminopurină), Kn (chinetină), ANA (acid -naftilacetic), 2,4-D (acid 2,4-

diclorfenoxiacetic) și AIB (acid indolil-3-butiric) în concentrații și raporturi variate, Tabelul 2.1. 

O atenție deosebită a fost atrasă raportului dintre conținutul citochininelor și auxinelor.  

Tabelul 2.1. Parametrii mediilor de testare a influenței diferitor fitohormoni, introduși în 

mediul nutritiv MS agarizat și lichid, asupra creșterii calusului și agregatelor celulare de  

R. rosea. 

№  
variantei 

Concentrația fitohormonilor, mg/L 
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 1,5 - 0,5 - - 
5 - 0,5 1 - - 
6 - 0,5 - 1 - 

Mediul nutritiv lichid 
1 0,5 - - - 0,5 
2 1,5 - 0,5 - - 
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În cercetare au fost introduse șase variante cu concentrații diferite de fitohormoni pe mediul 

nutritiv MS agarizat și două variante pe mediul nutritiv MS lichid (Tabelul 2.1). 

Influența alcoolului cinamic. Cultivarea calusului și agregatelor celulare a fost realizată 

pe mediul nutritiv MS de bază (martor) și pe medii experimentale, la care suplimentar s-a adăugat 

alcool cinamic (Sigma), precursorul de sinteză a rosavinului. Alcoolul cinamic a fost introdus în 

mediul lichid, atingând concentrația finală de 1, 2 și 4 mM. Sterilizarea alcoolului cinamic a fost 

efectuată cu ajutorul filtrului cu membrană Millipore cu diametrul porilor de 0,2 µm. 

Influența reglatorului natural de creștere Reglalg. RNC Reglalg, testat în experiențe, a 

fost inițial sterilizat prin filtrare (conform procedeului descris mai sus), iar ulterior introdus în 

mediul nutritiv MS de bază steril (conținând fitohormonii BA și ANA) în următoarele rapoarte: 

1/800, 1/1000, 1/1200, 1/1400 și 1/1800 (variante experimentale). În mediul din varianta martor 

au fost introduși doar fitohormoni. 

Influența radiațiilor ultraviolete. Pentru testarea acțiunii radiațiilor ultraviolete, creșterea 

calusului de R. rosea a fost efectuată la regimul de temperatură de +26oC, cu perioada de 16 ore 

lumină (2000 lux) și 8 ore întuneric (martor), calusul a fost tratat suplimentar, începând 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 efectuată zilnic pe parcursul a 18 zile (începând cu ziua a 12-a de la 

realizarea pasajului). Expunerea la radiația UV a fost efectuată pe parcursul a 5, 15, 30, 60, 120 și 

180 min. În total au fost testate 7 variante. 

 Influența expunerii de scurtă durată la temperaturi joase pozitive. Pentru testarea acțiunii 

de scurtă durată a temperaturilor joase pozitive, creșterea calusului și a agregatelor celulare a fost 

realizată la regimul de temperatură de +26oC (martor), cu expoziția în termostat la temperatura 

+4oC, +8oC timp de 30, 60, 180, 360 min (variantele experimentale) în ziua a 20-a și, respectiv, a 

12-a după pasaj (la începutul fazei exponențiale de creștere). 

Influența expunerii de scurtă durată la temperaturi negative. Pentru testarea acțiunii de 

scurtă durată a temperaturilor negative, creșterea calusului și a agregatelor celulare a fost realizată 

la regimul de temperatură de +26oC (martor) și de expoziție la -16oC, -14oC, -12oC, -8oC, -4oC 

timp de 8 ore (variantele experimentale) în ziua a 20-a și, respectiv, a 12-a după pasaj (la începutul 

fazei exponențiale de creștere). 

 

2.2.5. Metode fiziologice și biochimice de analiză a materialului vegetal 

Determinarea viabilității celulelor cultivate in vitro. Determinarea viabilității celulelor 

calusului și agregatelor celulare de R. rosea a fost realizată prin metoda spectrofotometrică. Atât 

în cazul dat, cât și în restul cercetărilor spectrele de absorbție UV-VIS au fost înregistrate la 
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spectrofotometrul Agilent 8453 în diferite diapazoane (190 - 1100 nm). Metoda de determinare a 

viabilității celulelor reprezintă evaluarea integrității membranei celulare utilizând colorantul 

Metilen blue (Panreac), care difuzează prin membranele deteriorate colorând doar conținutul 

celulelor moarte. În baza unor experiențe preliminare, metoda respectivă a fost adaptată pentru 

cultura calusului și agregatelor celulare de R. rosea. Inițial a fost construită curba de calibrare. 

Pentru aceasta au fost prelevate mostre din calusul de R. rosea în faza exponențială de creștere (la 

a 20-a zi de cultivare când se presupune că toate celulele sunt vii). Cultura prelevată a fost divizată 

în două variante. Prima variantă reprezenta celulele intacte – vii. La celulele din varianta a doua a 

fost indusă moartea totală prin incubarea probei în soluție de 10% NaCl, la +37oC, timp de 1 oră. 

Ulterior, proba cu celule vii a fost amestecată cu cele moarte în următoarele proporții: 100:0; 

75:25; 50:50; 25:75 și, respectiv, 0:100%. Amestecurile rezultate au fost colorate prin adăugarea 

soluției de Metilen blue de 0,1% și menținute la temperatura camerei timp de 5 min. Raportul 

dintre masa culturii celulare și volumul soluției de colorant a fost de 1:5 (m/v). Probele obținute 

au fost spălate de excesul de colorant cu patru volume de apă distilată. Ulterior, colorantul din 

probe a fost extras prin agitare cu soluție de 20% acid acetic în etanol pe parcursul a 15 min. 

Amestecurile alcătuite din celule vii și moarte în raporturi diferite au format o dependență directă 

între procentul conținutului de celule moarte și valoarea absorbției la lungimea de undă egală cu 

660 nm (Figura A4.1) [239]. Graficul construit, a fost utilizat ca curbă de calibrare în determinarea 

viabilității celulelor culturi calusului de R. rosea. La diferite faze de creștere a culturii calusului și 

agregatelor celulare a fost realizată colorarea cu Metilen blue, după metoda descrisă mai sus, și 

determinând procentul de celule moarte la diferite faze de creștere a culturilor. 

Determinarea conținutului de pigmenți fotosintetici în celulele calusului și agregatelor 

celulare de R. rosea. Determinarea conținutului de clorofila a, b și carotenoide a fost realizată prin 

metoda spectrofotometrică [328]. Pigmenții fotosintetici au fost extrași din celulele calusului și 

agregatelor celulare, prealabil macerate în prezența pulberii de sticlă, cu soluție de 90% acetonă în 

apă, adăugând 5 volume de soluție pentru extragere la o unitate de masă biologică proaspătă. 

Extractele obținute au fost separate de biomasă prin filtrare. Concentrația pigmenților în extracte 

a fost apreciată prin determinarea densității optice a extractelor la lungimi de undă cu absorbție 

maximă pentru fiecare component: 662 nm (clorofila a), 644 nm (clorofila b) și 440 nm 

(carotenoidele), utilizând următoarele ecuații [328]. 

Extragerea proteinelor solubile totale. Extragerea proteinelor solubile totale din calusul 

de R. rosea destinate studiului prin electroforeza unidimensională a cuprins o serie de operațiuni 

consecutive, care aveau drept scop obținerea unei soluții de proteine nealterate de proteaze. Probele 

luate în cercetare au fost mai întâi mărunțite la rece cu praf de sticlă până la obținerea unei 
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consistențe de pudră, iar apoi transferate în tuburi Eppendorf, adăugându-se soluție–tampon pentru 

extragere (într-un raport de 250 mg probă / 100 μL soluție de extragere). Soluția de extragere a 

proteinelor conținea 1,4% (v/v) β-mercaptoetanol, 0,1% (m/v) sodiudodecilsulfat (SDS), 1M Tris-

HCl, 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 în baia de apă fierbinte timp de 3-5 min 

pentru a reduce complet punțile bisulfide și a inhiba activitatea proteazelor. Ulterior, probele au 

fost centrifugate timp de 10 min într-o centrifugă de tip SIGMA 3K30 (SUA) la o viteză de 15.000 

rot./min. Supernatantul, este pus la păstrare în congelator la -16...-20°C sau imediat supus 

electroforezei unidimensionale. 

Electroforeza unidimensională a polipeptidelor. Electroforeza unidimensională a fost 

efectuată în bloc vertical în gel de poliacrilamidă (PAAG), conform metodei Laemmli [169], 

modificată, în condiții denaturante în prezență de SDS. Specificul metodei constă în faptul că gelul 

de separare este în formă de gradient liniar cu concentrația de 10 - 18% de acrilamidă/bisacrilamidă 

(29,2/0,8). Gelul de separare a fost preparat utilizând 1,5 M Tris-HCl (pH-ul 8,8), 10% SDS, 10% 

persulfat de amoniu și TEMED, iar gelul de concentrare (4,8%) – 1,0 M Tris-HCl (pH-ul 6,8), 

10% SDS, 10% persulfat de amoniu și TEMED. 

Electroforeza s-a desfășurat la 26 mA - 14 mA până când frontul colorantului a ajuns la 1 

cm de la marginea inferioară a gelului de separare. Soluția–tampon de migrare a avut următoarea 

componență: 25 mM Tris, 192 mM glicina, 0,1% SDS (m/v), pH-8,3. După electroforeză gelul a 

fost colorat cu 0,25% Coomasie Brilliant Blue G-250 (Fluka) în 10% acid acetic și 45% metanol, 

timp de 30 min. Ulterior, gelul a fost decolorat în soluție de 10% acid acetic și supus analizei. 

Pentru determinarea masei moleculare relative a proteinelor au fost utilizate probe cu markeri cu 

valori cuprinse între 6,5 kD și 180 kD. 

Obținerea extractelor proteice pentru determinarea activității enzimatice. Extractele 

enzimatice au fost obținute prin macerarea biomasei proaspete a calusului sau agregatelor celulare 

de R. rosea în soluția–tampon de 0,05 M fosfat de sodiu, cu adaos de 1,5% (m/v) 

polivinilpolipirolidon, 1 mM EDTA și 0,5 mM fenilmetilsulfonilflorură, pH – 6,8. Raportul dintre 

masa culturii celulare și volumul soluției de extracție a fost de 1:1. Proteinele solubile extrase au 

fost separate prin centrifugare la +4oC, 16 000 g pe parcursul a 15 min. 

Metodele de determinare a activității diferitor enzime  

Determinarea activității peroxidazei. Activitatea cantitativă a peroxidazei (PO) (EC 

1.11.1.7) în fracțiile proteice a fost determinată spectrofotometric (λ = 334 nm). Esența reacției 

constă în oxidarea benzidinei cu H2O2 în prezența peroxidazei, timp de 2-3 min la +25oC [119, 

188]. Benzidina oxidată trece în p-parahinondiimidă, care formează cu benzidina neoxidată un 
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compus de nuanță verde-albastră. Ulterior, nuanța extractului treptat se transformă în culoare 

maro. Amestecul reactant a constat din 4 mL soluție–tampon fosfat de sodiu de 50 mM (pH-ul 

7,8), 100 µL H2O2 de 2,5mM, 100 µL benzidină de 34 µM și 100 µL extract. În cuveta de referință 

a lipsit H2O2. Activitatea enzimatică a peroxidazei a fost efectuată determinată conform ecuației: 

𝐴 =  (𝛥𝐷 •  𝑉 •  𝑋) / (𝑇 •  𝐿 •  𝑚 • 𝛥𝑚 ), 

unde: A – activitatea enzimei; ΔD – modificarea densității optice (diferența dintre 

densitatea optică de la finele reacției și densitatea optică la momentul inițial); V– volumul total al 

extractului obținut, mL; X – diluția finală a extractului în cuvetă (raportul dintre volumul 

amestecului de reacție și cantitatea de extract care urmează să fie adăugată); T – durata reacției, s; 

L – grosimea stratului soluției analizate, cm; m – masa probei, g; Δm – raportul dintre masa uscată 

și masa proaspătă. 

Studierea spectrului electroforetic al PO a fost realizată prin electroforeză în condiții native, 

în gel de poliacrilamidă de 7,5% [75]. Vizualizarea benzilor corespunzătoare activității 

izoenzimelor PO a fost posibilă incubând gelul în soluție ce conține benzidină cu concentrația 1,9 

mM și 0,6% H2O2  în calitate de substrat [54]. Gelurile au fost menținute la temperatura camerei 

până la apariția benzilor maro. Reacția a fost oprită prin clătirea gelurilor cu apă deionizată. 

Determinarea activității catalazei. Pentru determinarea activității catalazei (CAT) (EC 

1.11.1.6) a fost utilizată metoda spectrofotometrică, monitorizând diminuarea absorbției la 240 nm 

prin descompunerea H2O2 pe parcursul a 2-3 min [21]. Amestecul reactant a constat din 2 mL 

soluție–tampon fosfat de potasiu 50 mM (pH-ul 7,0), 100 µL H2O2 de 20 mM și 100 µL extract. 

Activitatea enzimatică a catalazei fost determinată conform ecuației prezentate mai sus. Activitatea 

enzimatică a extractului a fost apreciată în baza numărului de micromoli de H2O2 care se 

descompun într-un minut, o unitate a activității CAT fiind egală cu 1 µmol H2O2 descompus într-

un minut [196]. 

 Prepararea extractelor din calusul de R. rosea și metodele de determinare a 

conținutului compușilor fenolici, conținutului total de flavonoide și a activității antioxidante 

totale. Pentru extragere a fost utilizată biomasa uscată și soluție de alcool etilic cu concentrația de 

60%, luate în raport de 1: 3. Amestecul a fost agitat pe parcursul a 4 ore la temperatura camerei (≈ 

20oC), apoi centrifugat pe parcursul a 15 min la 12000 rot./min. Supernatantul a fost utilizat pentru 

a determina conținutul compușilor fenolici, conținutul total de flavonoide și  activitatea 

antioxidantă totală. 

Metoda de determinare a conținutului compușilor fenolici. Conținutul compușilor fenolici 

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

reactant a constat din 100 µL extract diluat cu apă distilată în raport de 1:2,5 (v/v), 2,3 mL apă 
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distilată și 200 µL de reactiv Folin–Ciocalteu. Amestecul obținut a fost incubat la temperatura 

camerei timp de 3–5 min, la care ulterior s-a adăugat 1,4 mL de soluție de 29% carbonat de sodiu, 

agitându–l puternic. Înainte de a fi supus analizei la spectrofotometrul UV-VIS (Agilent 8453) la 

λ=760 nm, amestecul a fost incubat timp de 40 min la 18-20oC. Concentrația totală a compușilor 

fenolici într-un gram de masă proaspătă a fost exprimată în echivalenți ai acidului galic care 

asigură aceiași densitate optică a reacției (determinați în baza curbei de calibrare). Pentru 

construirea curbei de calibrare a fost utilizată substanța standard – acidul galic (Sigma). 

Metoda de determinare a conținutului total de flavonoide. Conținutul total de flavonoide 

(CTF) a fost determinat conform metodei [231]. Amestecul reactant a constat din 200 µL extract, 

100 µL soluție cu 1% de AlCl3 în 95% etanol, adăugându–se etanol de 95% până la volumul total 

de 2,5 mL. După 20 de min a fost măsurată densitatea optică a soluției la lungimea de undă egală 

cu 430 nm. CTF fiind exprimat în mg/g echivalenți de quercetină într-un gram de biomasă uscată. 

Pentru construirea curbei de calibrare a fost utilizată substanța  standard – quercetina (Sigma). 

 Metoda de determinare a capacității antioxidante totale. Capacitatea antioxidantă totală 

(Cat) a extractelor din explanții de R. rosea a fost măsurată spectrofotometric după metoda [198]. 

Amestecul reactant a constat din 100 µL extract, la care s–au adăugat 900 µL de amestec reactiv 

(în final concentrația soluției fiind de 0,6 M acid sulfuric, 28 mM fosfat de sodiu și 4 mM molibdat 

de amoniu). În cuveta de referință a fost introdus 100 µL soluție etanol de 60% și 900 µL de 

amestec reactiv. Densitatea optică a soluției a fost determinată la lungimea de undă egală cu 695 

nm, iar activitatea antioxidantă a fost exprimată în echivalenți de acid ascorbic într-un gram de 

biomasă uscată. 

Metoda de determinare a conținutului de prolină. Conținutul de prolină din masa uscată a 

calusului a fost evaluat în conformitate cu metoda [20]. Amestecul reactant, care a constat din 1 

mL extract, 1 mL acid acetic glacial, 1 mL reactiv de ninhidrină, a fost incubat timp de 1 oră pe 

baie de apă la fierbere. Reacția a fost oprită prin plasarea fiolelor cu probe într-un recipient cu 

gheață zdrobită. La amestecul reactant s–au adăugat 4 mL toluen, agitându–l puternic. Densitatea 

optică a soluției ninhidrină-prolină în toluen a fost măsurată la lungimea de undă egală cu 520 nm. 

Conținutul de prolină a fost determinat din curba de calibrare construită, folosind un set de soluții 

standard de prolină în acid sulfosalicilic 3%. 

 

2.2.6. Metodele utilizate în separarea, purificarea și analiza metaboliților secundari 

Determinarea masei uscate a rizomilor, calusului și agregatelor celulare de R. rosea. 

Rizomii de R. rosea au fost tăiați în secțiuni cu lungimea de 5-10 cm, care ulterior au fost cântărite 

și uscate în termostat la temperatura de 40 - 45°C până la atingerea masei constante. Umiditatea 
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rizomilor a fost determinată în 4 repetiții. În baza datelor obținute a fost calculată umiditatea medie 

a rizomilor de R. rosea, care pentru rizomii colectați în condiții naturale a constituit Wumid.med.= 

59,2 ±3,28%. 

Identic a fost determinată masa uscată a calusului și agregatelor celulare de R. rosea, care 

în mediu a constituit musc= 5,24±0,67% pentru celulele calusului și 4,98±0,14% pentru agregatele 

celulare. 

Extragerea metaboliților secundari din rizomi. Fragmente uscate ale rizomilor de R. rosea 

au fost măcinate, obținându-se particule cu diametrul de 2-3 mm. Pentru extragerea MS, în baloane 

Erlenmeyer (V = 150 mL) au fost introduse câte 2,0 g de rizomi, fin mărunțiți, la care s-au adăugat 

câte 40 mL de metanol (de 60%). Conținutul acestora a fost agitat la temperatura camerei (22±20C) 

timp de 1,5 ore, apoi extractele metanolice au fost filtrate prin pâlnia Buchner. 

Pregătirea probei pentru analiza HPLC a inclus cromatografierea prealabilă a 1 mL de 

extract pe o coloană cu silicagel (1,5 cm x 25 cm, SiO2 2,5 g, L40/100) prin eluare cu un amestec 

(100 mL) format din CHCl3 : MeOH (1:1). Eluatul, conținând MS, a fost distilat la presiune redusă 

până la uscat, iar reziduul (20 mg) a fost redizolvat în 100% MeOH (1 mL), filtrat și supus analizei 

HPLC. 

Extragerea metaboliților secundari din agregatele celulare. Probele uscate de agregate 

celulare (2,0 g) au fost extrase cu metanol de 100% într-un raport de masă/volum 1 : 20, timp de 

24 ore, extractele filtrate, iar solventul distilat la presiune redusă. Separarea și identificarea 

metaboliților secundari din probele de agregate celulare de R. rosea au fost realizate cu ajutorul 

analizei HPLC-ESI-MS. 

Analiza HPLC a metaboliților secundari din agregate celulare de R. rosea. Extractele din 

agregatele celulare au fost redizolvate în metanol și supuse analizei HPLC-ESI-MS, utilizând 

sistemul HPLC Agilent 1200 Series echipat cu un degazor pentru solvenți, o pompa binară, un 

sistem de injectare automată, o coloană cromatografică cu fază inversă (Agilent 300 Extended C18, 

4.6 x 150 mm, 5 µm) și un detector UV-VIS DAD (diode array detector). Condițiile optime pentru 

separare au fost următoarele: temperatura camerei, volumul injectat - 10 µl probă, debitul de 

solvent 1 mL/min (cu spliter 9:1 pentru ESI-MS), eluție în 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; menținere 100% B până 

la 55 min, revenire la 0% B în 5 min și echilibrarea coloanei la 0% B încă 10 min, unde (A) este 

un amestec de 89% apă, 10% acetonitril și 1% acid formic, iar (B) este 100% metanol. Solvenții 

au fost filtrați și degazați înainte de utilizare. Separarea a fost monitorizată cu ajutorul detectorului 

UV-VIS DAD la 254 și 280 nm; sistemul LC a fost conectat direct la sursa de ionizare prin 

electrospray (ESI) a spectrometrului de masă. Condițiile din Q/TOF MS selectate au fost 
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următoarele: ESI în modul negativ, debitul gazului de uscare (N2) 7 L/min, temperatura gazului 

250ºC; presiunea din nebuliser 35 psig, voltajul capilarei 4200 V; voltajul de fragmentare 200 V; 

compușii au fost investigați pe domeniul m/z 100–1500. Datele au fost înregistrate și procesate 

folosind un software MassHunter Workstation. 

Analiza metaboliților secundari în extractele din rizomi de R. rosea cu ajutorul 

cromatografiei în strat subțire. Fragmente uscate ale rizomilor de R. rosea (10,0 g) au fost 

mărunțite și extrase cu soluție de 40% etanol (200 mL) la temperatura camerei (22±2oC) cu agitare 

energică timp de 1,5 ore. Extractele alcoolice obținute au fost supuse cromatografiei în strat subțire 

(CSS), pe placi de „Sorbfil” (sorbent SiO2 pe suport de plastic), folosind în calitate de sistem eluant 

amestecul format din cloroform : metanol (3:1). Detecția a fost efectuată cu acid sulfuric concentrat 

cu carbonizarea ulterioară a componentelor. Prin comparare cu standardele au fost identificați p-

tirosolul, salidrozidul și rosavinul (Cromatograma CSS este reprezentată în Figura 3.1). În mod 

identic au fost obținute extractele din rizomi de R. rosea folosind soluții hidroetanolice (de 50, 60 

și 70%), care au fost analizate prin metoda UV-VIS. 

Izolarea metaboliților secundari cu ajutorul metodei de cromatografie pe coloană. 

Procesul de extragere este asemănător celui descris mai sus. Suplimentar, pentru sedimentarea 

proteinelor și taninurilor, extractul alcoolic a fost tratat cu soluție de 10% tetraacetat de plumb 

(Pb(OAc)4) până la încetarea formării sedimentului galben. Apoi extractul a fost filtrat, sedimentul 

spălat cu soluție hidroetanolică (de 60%, 2 x 20 mL), iar filtratul obținut a fost centrifugat. 

Supernatantul combinat a fost tratat cu soluție de 5% sulfat de sodiu, filtrat și extras cu 1-butanol 

(3 x 50 mL). Extractele butanolice au fost combinate, iar solventul a fost distilat până la volum 

mic la presiune redusă. Reziduul a fost filtrat și distilat până la uscat, obținându-se (0,304 g, 3,04%) 

un extract brun deschis, care a fost supus cromatografiei pe coloană (CC). 

Analiza cu ajutorul spectrofotometriei UV-VIS a extractelor alcoolice din rizomi de R. 

rosea. Analiza extractelor etanolice obținute a constat în determinarea componenților principali, 

precum rosavinul și salidrozidul. Probele de extracte au fost analizate la lungimile de undă λmax 

254 și 276 nm, în cuvetă de cuarț cu grosimea 0,2 mm. În calitate de solvent a fost folosit alcoolul 

etilic de 40% (EtOH 40%). Anterior, utilizând substanțele-standard: rosavinul, acidul galic și 

salidrozidul (Sigma) au fost construite curbele de calibrare. În baza acestor curbe au fost 

determinate concentrațiile substanțelor cercetate (Fig. A4.2). 

Analiza HPLC a metaboliților secundari din rizomi de R. rosea. Analiza HPLC a MS a 

fost efectuată utilizând un sistem cromatografic de tip Agilent 1100, cu matrice de diode, coloana 

analitică - Zorbax RX 300 C-18, pre-coloană 300 SB C-18. Faza mobilă a constituit un amestec 

de MeCN: H2O (în gradient de la 2 până la 100%, apoi la 0%) cu spălare preliminară cu soluție–
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tampon fosfat (K2HPO4, 0,025 M) cu un debit de la 0,2 până la 0,8 mL/min, la presiunea maximă 

de 300 bar, iar timpul de analiză de 65 min. Detectarea a fost efectuată cu ajutorul unui detector 

DAD cu matrice de diode (diode array detector) la trei lungimi de undă: 222, 254 și 280 nm [315]. 

Obținerea substanțelor volatile din rizomi de R. rosea prin hidrodistilare. Pentru 

extragerea componentelor volatile din rizomi de R. rosea prin hidrodistilare a fost folosită o 

instalație compusă dintr-un reșou, un vas de extracție de 0,1 L, un recipient gradat de 5 mL (de tip 

Dean-Stark) și un condensator. La 2,0 g de rizomi mărunțiți (2 - 3 mm) de R. rosea s-a adăugat 

apă (V = 50 mL). Distilarea a durat 6 ore de la începutul fierberii. Distilatul obținut a fost ulterior 

extras cu eter dietilic, iar extractul eteric a fost filtrat și evaporat până la uscat, fiind apoi utilizat 

pentru analiza HPLC după solubilizare în acetonitril. Același lucru a fost efectuat cu o probă (50 

g) de rizomi uscați, obținându-se 0,025 g (0,05%) de ulei. În baza cercetărilor efectuate putem 

conchide că la uscare și păstrare rizomii pierd ≈ 70% din componentele volatile. Uleiul volatil din 

rizomi de R. rosea reprezintă un lichid de culoare galbenă deschisă, transparent, cu un miros 

specific plăcut. 

Analiza HPLC a substanțelor volatile din rizomi de R. rosea. Analizele au fost efectuate 

utilizând sistemul cromatografic de tip Agilent 1100. S-a folosit o coloană analitică de tip Zorbax 

XDB C-18 cu pre-coloană Extend C-18. Faza mobilă a fost constituită dintr-un amestec de MeCN 

: H2O (în gradient), cu un debit de la 0,4 până la 1,2 mL/min. Presiunea maximă a fost de 300 bari, 

temperatura – 40oC, timpul de analiză 43 min. Detectarea a fost efectuată cu ajutorul detectorului 

DAD pe trei lungimi de undă 195, 200 și 210 nm. 

Extragerea, izolarea și caracterizarea p-tirosolului din rizomi de R. rosea. Rizomii uscați 

de R. rosea (200,0 g) au fost mărunțiți în particule de 2 -3 mm. Fragmentele obținute au fost extrase 

cu MeOH într-un extractor de tip Soxhlet timp de 8 ore. Extractul a fost filtrat, iar solventul 

îndepărtat la presiune redusă, obținându-se un lichid de culoare brună închisă (82,0 g), care a fost 

redizolvat în apă și extras repetat cu n-butanol. Extractul obținut a fost evaporat până la uscat, iar 

reziduul (24,2 g) redizolvat într-un volum minim de etanol, purificat apoi prin eluție cu apă printr-

o coloană cu poliamidă. Fracțiile colectate au fost monitorizate prin cromatografie în strat subțire 

(CSS), utilizând sistemul: toluen – EtOAc – EtOH (2: 2: 1). Fracțiile, conținând produsele de 

interes, au fost combinate și extrase cu n-butanol, apoi concentrate, iar produsul (0,16 g) a fost 

purificat prin cromatografie pe coloană cu silicagel și eluat cu un amestec format din cloroform - 

MeOH (1: 1). Unul dintre compușii izolați a fost p-tirosolul (21 mg, 0,01%), un compus cristalin 

alb. Structura acestuia a fost confirmată prin analiza RMN și IR.  

p-Tirosol (1), p.t. 87oC, (92-93oC), lit. IR γmax (ulei de vaselină) cm-1: 710, 805, 1045, 1215, 

1385, 1460, 1595, 2920, 3395. 
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1H RMN (400 MHz, DMSO, ppm): δ 2.61 (t, 2H, C2-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): δ 38.17 (C1), 62.45 (C4
1), 62.57 (C2), 114.81 (C3

1), 

114.91 (C5
1), 129.43 (C2

1), 129.64 (C6
1), 155.41 (C1

1). 

Acetilarea p–tirosolului. Pentru a confirma structura acestuia, o probă mică de p-tirosol a 

fost supusă acetilării în condiții standard, folosind anhidrida acetică (CH3CO)2O în piridină (Py) 

timp de 3 ore la temperatura camerei (Figura 3.5). În continuare, amestecul de reacție a fost diluat 

cu apă și extras cu eter dietilic ((C2H5)2O) de trei ori. Extractul eteric combinat a fost spălat cu 

soluție de HCI (15%) pentru îndepărtarea urmelor de piridină (Py) din sistem, apoi cu apă și uscat 

pe Na2SO4 (anh.). După filtrarea și îndepărtarea solventului, produsul a fost purificat prin 

cromatografie pe coloană cu SiO2, prin eluare cu 15% etilacetat (EtOAc) în eter petroleic (EP), 

obținându-se diacetat de p-tirosol, un compus cristalin alb (Figura 3.5). Datele spectrale ale 

diacetatului de p-tirosol confirmă structura acestuia și sunt în conformitate cu cele din literatura 

de specialitate [106, 176, 215, 272]. 

1H RMN (400 MHz, DMSO, ppm): δ 2.04 (s, 3H), 2.29 (s, 3H), 2.93 (t, 2H, C2-CH2, J 7.0 

Hz), 4.27 (t, 2H, J 7.0 Hz, C1-CH2), 7.02 (d, 2H, J 8.4 Hz), 7.22 (d, 2H, J 8.4 Hz). 

13C RMN (100 MHz, DMSO, ppm): δ 20.97 (CH3CO), 21.13 (CH3CO), 34.47 (C1), 64.75 

(C2), 121.58 (C3
1și C5

1), 129.85 (C2
1și C6

1), 135.44 (C6
1), 149.36 (C1

1), 169.57(CH3CO), 171.01 

(CH3CO). 

Analiza RMN a p-tirosolului și diacetatului p-tirosolului. Spectrele IR au fost obținute în 

ulei de vaselină folosind un spectrometru de tip Specord 70. Spectrele 1H și 13C RMN au fost 

înregistrate pe un spectrometru de tip Bruker Avance DRX 400 în DMSO-d și CDCl3 (400,13 

MHz pentru 1H și 100,61 MHz pentru 13C, respectiv). 

Deplasările chimice sunt exprimate în ppm, iar constantele de cuplare (J) în Hertz. 

Pentru cromatografie analitică în strat subțire (CSS) s-au folosit plăci cu silicagel Merck 

60G cu grosimea de 0,25 mm. Separările cromatografice pe coloană au fost efectuate pe silicagel 

60 Merck, folosind un amestec de eter petroleic (EP) și acetat de etil (EtOAc) în gradient. Toți 

solvenții au fost purificați și uscați prin tehnici standard înainte de utilizare. Prelucrarea produsului 

de reacție a inclus diluarea acestuia cu apă, urmată de extracția cu eter dietilic ((C2H5)2O), spălarea 

extractelor organice combinate cu apă și, la necesitate, cu soluție saturată de sare de bucătărie, 

uscarea pe Na2SO4 și distilarea la presiune redusă până la uscat. 
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2.3. Analiza statistică a datelor 

Rezultatele obținute cu utilizarea metodelor prezentate mai sus au fost prelucrate statistic, 

determinând media aritmetică, devierea standard, coeficientul de variație și gradul de corelare R2  

prin metode computerizate [63]. 

 

2.5. Concluzii la capitolul 2 

1. În calitate de obiect de studiu in vivo au servit plantele speciei R. rosea L., colectate din 

populația munților Carpați, masivul Ineu, Romania. La fel au fost utilizate plantele cultivate în 

condițiile Republicii Moldova (Rezervația Științifică „Plaiul Fagului”, raionul Ungheni), cultura 

in vitro a calusului și agregatelor celulare de R. rosea. În cercetări au fost utilizate și plante de R. 

rosea obținute din semințe și cultivate în condiții de laborator. 

2. În cercetări au fost utilizați rizomi și semințe ale plantelor de R. rosea. Rizomii plantelor 

de R. rosea au servit pentru multiplicarea vegetativă în condiții de câmp și pentru analiza 

biochimică a MS acumulați în condițiile habitatelor naturale și celor de câmp, iar semințele au 

servit pentru multiplicarea generativă și inițierea culturii in vitro din aceste genotipuri. Cercetările 

fiziologice și biochimice au fost realizate utilizând materialul biologic obținut în urma introducerii 

în vitro a speciei R. rosea: plantulele de R. rosea micropropagate in vitro (1); cultura calusului (2) 

și agregatele celulare (3) obținute din calus. 

3. Drept metode de cercetare au servit procedeele de multiplicare și cultivare a plantelor 

de R. rosea în condițiile in vivo, introducerea și micropropagarea plantelor de R. rosea în cultura 

in vitro, inducerea și menținerea culturii calusului și agregatelor celulare de R. rosea. 

4. Metodele de determinare a parametrilor fiziologici și biochimici caracteristici 

materialului vegetal de R. rosea, precum și studiul influenței factorilor chimici și fizici asupra 

dinamicii de creștere a culturii in vitro de R. rosea au fost orientate spre obținerea unor date 

cantitative și calitative privind specificul influenței acestor factori asupra parametrilor menționați. 

5. Utilizarea tehnicilor rapide ale diferitor metode de cromatografie, inclusiv, HPLC, 

spectrofotometria și electroforeza au permis identificarea calitativă și cantitativă în extracte a 

compoziției metaboliților secundari, enzimelor implicate în degradarea SRO și a polipeptidelor 

caracteristice pentru diferite variante ale materialului vegetal. 
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3. ANALIZA COMPOZIȚIEI METABOLIȚILOR SECUNDARI ÎN 

EXTRACTELE DIN RIZOMII PLANTELOR DE R. ROSEA COLECTATE 

ÎN MUNȚII CARPAȚI, ROMÂNIA, ȘI CELOR CULTIVATE ÎN 

CONDIȚIILE REPUBLICII MOLDOVA 

În ultimele decenii cercetările științifice au confirmat faptul că medicamentele tradiționale 

obținute din plante conțin MS [288]. De asemenea, a fost demonstrat că acumularea și biosinteza 

MS în plante depinde de condițiile de mediu din habitatele naturale. Printre condițiile de creștere 

care în primul rând influențează acumularea MS  sunt: altitudinea, temperatura, iluminarea și 

umiditatea [102, 177]. Scopul cercetărilor noastre a fost de a determina și compara compoziția 

principiilor active extrase din rizomii de R. rosea din populația carpatină, România, cu cea descrisă 

în literatura de specialitate pentru rizomii de R. rosea colectați în Munții Altai și alte regiuni ale 

Rusiei (Ural, Saian) [32, 329]. Menționăm că în literatura de specialitate informații privind 

conținutul MS în rizomii plantelor colectate în Munții Carpați, în general, și din Carpații din 

România, în special, la momentul inițierii cercetărilor noastre practic lipseau. 

În acest capitol sunt prezentate rezultatele obținute ce țin de studierea compoziției 

principiilor active în extractele din rizomii de R. rosea colectați din Munții Carpați, masivul Ineu, 

România, utilizând cromatografia în strat subțire (CSS), cromatografia pe coloană (CC), 

cromatografia cu lichide de înaltă performanță (HPLC) și analiza spectrofotometrică UV-VIS. În 

calitate de standarde au fost utilizați MS precum acidul galic, p-tirosolul, salidrozidul și rosavinul.  

De asemenea, a fost analizată compoziția biochimică a uleiului esențial obținut din acești rizomi 

și comparată cu cele ale uleiurilor volatile descrise pentru plantele de R. rosea colectate în diverse 

regiuni geografice. La fel, a fost realizată analiza compoziției extractelor obținute din rizomi de 

plante cu vârsta de 4 ani cultivați în Rezervația Științifică „Plaiul Fagului”, raionul Ungheni, 

Republica Moldova. Extracția materiei prime a fost efectuată în conformitate cu procedura 

standard, descrisă în compartimentul Materiale și metode. 

 

3.1. Analiza metaboliților secundari în extractele din rizomi de R. rosea colectați în 

Munții Carpați, România 

3.1.1. Analiza compoziției extractelor prin cromatografia în strat subțire 

Scopul inițial al cercetărilor a fost de a determina concentrația optimală a soluției de alcool 

etilic (40, 50, 60 și 70%) pentru extragerea principiilor active valoroase din rizomi, printre care 

menționăm rosavinul, p-tirosolul și salidrozidul. Structura chimică a acestor și altor componenți 

esențiali, caracteristici pentru R. rosea [97, 310, 317, 321, 326], este prezentată în Anexa 1 și 2 
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(Fig. A1.1, A2.1, A2.2 și A2.3). Pentru analiza compoziției extractelor inițial a fost utilizată CSS, 

tehnică frecvent utilizată în identificarea și determinarea compușilor chimici [310, 317]. 

Rezultatele analizei cromatografice în strat subțire (CSS) a extractelor din rizomi de R. rosea au 

demonstrat că conținutul cel mai înalt al MS este caracteristic pentru extractul realizat cu soluție 

de alcool etilic de 40% (Figura 3.1). 

 

 

Fig. 3.1. Analiza cromatografică (CSS) a metaboliților secundari în extractele hidroalcoolice 

(de 40, 50, 60 și 70 %), obținute din rizomi de R. rosea. Sistemul eluant format din 

cloroform:metanol (3:1). Soluțiile standard conțin salidrozid (S), p-tirosol (T) și rosavin (R). 

Intensitatea benzilor cu Rf caracteristic pentru rosavin, p-tirosol și salidrozid în cromatograma 

extractului în soluția de alcool etilic cu concentrația de 40% la fel este mai înaltă în comparație cu 

cea caracteristică pentru alte extracte. Mărirea concentrației alcoolului etilic de la 40% până la 50, 

60 și 70% a dus la diminuarea graduală a intensității tuturor componenților. 

 

 3.1.2. Analiza prin spectrofotometria UV-VIS a conținutului metaboliților secundari în 

extractele alcoolice din rizomi de R. rosea 

Pentru a obține date cantitative privind conținutul MS în soluțiile hidroalcoolice cu 

concentrații diferite, componenții menționați în Figura 3.1., în special rosavinul, acidul galic și 

salidrozidul, au fost extrași, iar concentrația lor a fost determinată spectrofotometric [305, 332]. 

  S         40%   50%    60%   70%       T                   40%        R     
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Pentru fiecare din acești componenți a fost construită curba de calibrare (Figura A4.2). Menționăm 

că densitatea optică a fost determinată pentru următoarele lungimi de undă: 276 nm pentru 

salidrozid (Figura A4.2A), 254 nm pentru rosavin (Figura A4.2B) și 750 nm pentru acidul galic 

(Figura A4.2C). S-a observat că adsorbția soluțiilor crește în dependență de concentrația 

componenților, iar sensibilitatea determinării conținutului componentelor în baza aprecierii 

densității optice scade semnificativ în următoarea secvență: acid galic > rosavin > salidrozid. 

În baza acestor curbe au fost determinate concentrațiile substanțelor menționate în 

extractele din rizomi de R. rosea (Tabelul 3.1). Aceste date confirmă concluzia trasată anterior, 

care sugerează că odată cu creșterea în soluția de extragere a concentrației de alcool etilic mai sus 

de 40% se manifestă diminuarea graduală a conținutului fiecărui component. 

Tabelul 3.1. Conținutul de acid galic, salidrozid și rosavin în extractele alcoolice din rizomi 

de R. rosea. 

                    Compusul  
Proba (%  
alcool etilic)  

Acid galic, 
mg/mL 

Salidrozid, 
mg/mL 

Rosavin, 
mg/mL 

40% 9,69±1,15 2,23±0,58 1,24±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 și al rosavinului în extractul alcoolic de 40% este de 11 și, 

respectiv, de 14,5 ori mai înalt față de cel din extractul alcoolic de 70%. Aceste date demonstrează 

că extragerea principiilor active din rizomi de R. rosea depinde de gradul de hidrofilizare al 

solventului. De asemenea, rezultatele obținute ne relevă că conținutul de salidrozid în extractele 

din rizomi de R. rosea constituie 1,53 ± 0,98%, rosavin 1,25 ± 0,19%, acid galic 0,18 ± 0,09%, iar 

suma totală a compușilor fenolici reprezintă 4,09 ± 0,19% din masa uscată a rizomilor. Studiile 

efectuate de Kurkin [324], Węglarz [282] și Galambosi [103] au demonstrat că conținutul de 

salidrozid în rizomii de R. rosea, colectați din diferite habitate naturale, variază de la 0,13% până 

la 2%, iar concentrația rosavinului de la 0,05 până la 2,8 % (Tabelul A5.1). Prin urmare, datele 

obținute de noi pentru rizomii din populația carpatină se încadrează în valorile indicilor de 

acumulare a MS în rizomii de R. rosea caracteristici pentru rizomii plantelor din alte habitate 

naturale. 

Prin urmare, în baza datelor obținute prin metoda CSS și spectrofotometrică putem 

concluziona că MS din rizomi de R. rosea se extrag cel mai bine în soluție de alcool etilic în 

concentrație de 40%, iar conținutul principiilor active în rizomii colectați în Munții Carpați, 

România, se încadrează în limita datelor caracteristice pentru rizomii de R. rosea colectați în alte 
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regiuni ale Terrei. Luând în considerare aceste concluzii, ulterior, pentru a analiza conținutul și 

spectrul MS, aceștia au fost extrași din materialul vegetal de R. rosea de diferită origine (habitate 

naturale și condiții de câmp) doar în soluție de  40% de alcool etilic. 

 

3.1.3. Analiza HPLC a componenților metaboliților secundari în extractele din rizomi de 

R. rosea 

Metodele tradiționale de separare a MS din extractele rizomilor de R. rosea necesită timp 

și multiple procedee privind purificarea componenților esențiali [6, 310, 321]. Din aceste 

considerente a fost utilizată metoda HPLC, o tehnică rapidă, sensibilă și eficientă în identificarea 

profilului metaboliților din extractele plantelor. Această metodă, fiind una fundamentală, este tot 

mai des utilizată pentru distincția exactă a speciilor genului Rhodiola care sunt morfologic 

asemănătoare, dar din punct de vedere biochimic diferite [281]. În plus, populațiile plantelor de R. 

rosea dintr-o anumită zonă geografică pot prezenta un nivel ridicat al diversității genetice [86]. 

Astfel, variațiile genotipice și fenotipice ale compoziției MS pot afecta conținutul și chiar 

compoziția principiilor active. 

Componența MS în extractele de R. rosea a fost analizată pe o coloană cu fază inversă, 

utilizând metoda HPLC. Pentru a obține o sensibilitate ridicată și capacitate maximă de absorbție, 

condițiile de cromatografiere au fost optimizate, precum este descris în secțiunea Materiale și 

metode, (Analiza HPLC a metaboliților secundari din rizomi de R. rosea). Monitoring-ul 

conținutului de MS din probele analizate a fost efectuat la trei lungimi de undă: 222 nm, 280 nm 

(maximele de absorbție a p-tirosolului, salidrozidului și acidului galic) [176, 272] și la 254 nm 

(absorbția specifică a fenilpropanoidelor: rosavinului, rosinului și rosarinului [105, 106, 176, 272, 

321]. 

Rezultatele analizei HPLC a extractelor de R. rosea sunt prezentate în Figura 3.2, care 

include cromatogramele extractelor, înregistrate la lungimile de undă menționate. Din figură se 

observă că componenții (5) și (7) se detectă la cele trei lungimi de undă utilizate: 222 nm (Figura 

3.2A), 254 nm (Figura 3.2B) și, respectiv, la 280 nm (Figura 3.2C). Profilul cromatografic și 

timpul de retenție a componenților coincid cu cei ai compușilor de referință și cu valorile indicate 

în literatura de specialitate [106, 176, 215, 272]. Valorile relative ale maximelor de adsorbție și 

cele ale ariei picurilor la lungimea de undă de 222 și 254 nm, precum și ale timpului de retenție 

sugerează că componenții (5) și (7) reprezintă fenilpropanoidele, și anume rosavinul și rosarinul. 

Menționăm că în Figura 3.2 au fost numerotate picurile componenților, care au fost identificate  
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Fig. 3.2. Analiza HPLC a metaboliților secundari extrași din rizomi de R. rosea și detectați la lungimile de undă: A - 222 nm; B - 254 nm; C - 280 

nm. Separarea a fost efectuată pe coloana Zorbax XDB C-18 combinată cu coloana de protecție Extend C-18. 1 – metilgalat; 2 – p-tirosol;  

3 - acid galic; 4 – salidrozid; 5 – rosavin; 6 – rosin; 7 – rosarin; 8 – acid cinamic. 

prin comparație cu markerii autentici și elucidate datorită comparației cu cromatogramele prezentate în literatura de specialitate [106, 215, 272]. În baza 

acestor analize am concluzionat că componenții 1-8 din Figura 3.2 reprezintă metilgalatul, p-tirosolul, acidul galic, salidrozidul, rosavinul, rosinul, 

rosarinul și, respectiv, acidul cinamic. 

Analiza cromatogramei prezentate în Figura 3.2 demonstrează că, din punct de vedere cantitativ, componenții de bază extrași din rizomi de R. 

rosea sunt salidrozidul, p-tirosolul și rosavinul. Ariile picurilor și intensitatea semnalelor ce caracterizează adsorbția maximă a acestor compuși sunt cele 

mai pronunțate. Suma ariilor picurilor caracteristice pentru acidul galic (componentul, 3 în Figura 3.2A) și a produsului de transformare a acestuia, 

metilgalatul (componentul 1 în Figura 3.2A), depășește valoarea ariei picurilor pentru alte componente. Aria picului și intensitatea adsorbției rosinului 

(componentul 7 în Figura 3.2), unul dintre cei mai importanți compușii biologic activi caracteristici pentru R. rosea, sunt la un nivel relativ scăzut.
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Rezultatele analizei componenților detectați pe cromatograma prezentată în Figura 3.2, identificați 

datorită utilizării salidrozidului, p-tirosolului și rosavinului, ca markeri, precum și analizei 

comparative a timpilor de retenție și a caracteristicilor de adsorbție ale componenților la diferite 

lungimi de undă expuse în literatura științifică [14, 272, 315], au oferit posibilitatea de a compara 

indicii calitativi ai diferitor componenți din rizomii de R. rosea din populația munților Carpați, 

România. Datele sunt prezentate în Tabelul 3.2. 

Separarea MS din extractele de R. rosea prin metoda HPLC a fost o provocare din mai 

multe motive. Așa cum se observă din Figura A1.1, structura rosavinului (1) și rosinului (8) diferă 

numai prin fragmentele lor glicozidice: pentru rosavin sunt specifice resturi de glucoză și 

arabinoză, iar pentru rosin numai restul de glucoză. În plus, feniletanoloidele: p-tirosolul și 

glicozidul lui, salidrozidul, sunt mult mai polare decât fenilpropanoidele: rosavinul, rosinul și 

rosarinul.  

Tabelul 3.2. Timpul de retenție, aria picului și intensitatea absorbției metaboliților 

secundari principali din rizomii de R. rosea identificați prin metoda HPLC la λmax 222 nm. 

Compusul Timpul de retenție, 
min 

Aria picului, 
% 

Intensitatea de 

absorbție, mAU 

Мetilgalat 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 obținerea unei separări acceptabile, a fost necesar de mărit în mod 

excesiv timpul total de separare. Timpul de retenție și aria relativă (aria picului este legată de 

zonele integrale ale tuturor ariilor) ale acestor compuși sunt prezentate în Tabelul 3.2. 

În concluzie, separarea MS prin intermediul analizei HPLC a permis analiza corectă și 

fiabilă a extractelor de R. rosea. De asemenea, s-a dovedit că rizomii de R. rosea colectați din 

populația carpatină, masivul Ineu, România [35, 37, 72], ca și cei din Rusia [322] se caracterizează 

printr-un conținut bogat de principii active, precum p-tirosolul, salidrozidul, rosavinul, rosinul și 

rosarinul. 

 

3.1.4. Analiza RMN a p-tirosolului și diacetatului de p-tirosol 

Deși analiza componenței MS în extractele de R. rosea prin determinarea simultană a mai 

multor componenți prin metoda HPLC este realizabilă, o altă metodă de determinare a 

componenților, extrem de fezabilă, este spectrometria de rezonanță magnetică nucleară (RMN). 
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Această metodă prezintă numeroase avantaje în cartografierea metaboliților vegetali. De 

asemenea, analiza RMN a fost selectată ca principala modalitate analitică privind elucidarea 

structurii compușilor izolați. Ea se bazează pe fenomenul care apare atunci când nucleele anumitor 

atomi sunt plasate într-un câmp magnetic static și expuse la o a doua oscilație, câmp magnetic. În 

prezentele cercetări, nucleele importante de oscilație în câmp magnetic au fost protonii 1H și atomii 

de carbon 13C, deoarece rezonanțele lor sunt cele mai însemnate pentru identificarea moleculelor 

naturale organice. 

 

 

Fig. 3.3. Spectrul protonic al p-tirosolului. 

 

În Figura 3.3 este prezentat spectrul 1H RMN al p-tirosolului ce conține două semnale ale 

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

benzenic (la 6,65 ppm și 6,98 ppm), precum și două semnale (la 4,57 ppm și 9,12 ppm), care indică 

prezența a două grupe hidroxil, caracteristice pentru p-tirosol. Prin urmare, a fost validat p-tirosolul 

atât după spectrul protonic (Figura 3.3), cât și după cel carbonic (Figura 3.4). 

 

OH H2,6 H3,5 OH CH2 

CH2 
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Fig. 3.4. Spectrul carbonic al p-tirosolului. 

 

Ambele spectre au confirmat structura p-tirosolului prezent în extractele de R. rosea. 

Profilul spectrului RMN al protonilor de 1H și atomilor de carbon 13C al p-tirosolului coincide cu 

cel al compusului de referință și cu valorile indicate în literatura de specialitate [61, 62, 66, 148]. 

Valorile maximelor de adsorbție sugerează că componentul (2) din Figura 3.2 reprezintă p-

tirosolul. Spectrul carbonic (Figura 3.4) include semnalele atomilor de carbon secundari C1 și C2 

la 38,17 și 62,57 ppm, atomilor aromatici nesubstituiți C2
1-C6

1 (129,43 și 129,64 ppm) și C3
1-C5

1 

(114,81 și 114,91 ppm) și ale celor substituiți C1
1 la 155,41 ppm și C4

1 la 62,45 ppm. 

Ulterior, datele spectrale ale p-tirosolului au fost confirmate după acetilare și analiza RMN 

a formei acetilate, Figura 3.6 și 3.7. În spectrul 1H RMN al diacetatului p-tirosolului (Figura 3.6) 

sunt prezente două grupări metil la 2,04 ppm și 2,29 ppm, fapt ce confirmă că ambele grupări 

hidroxil ale moleculei p-tirosolului au fost acetilate. Spectrul 13C RMN confirmă prezența a două 

grupe acetat prin semnalele atomilor de carbon de la 20,97 ppm și 21,13 ppm și cele ale grupelor 

carbonil de la 169,57 ppm și 171,01 ppm (Figura 3.7). 

Prezentarea structurii chimice determinate prin analiza RMN până și după acetilare este 

inclusă în Figura 3.5. 
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Figura 3.5. Schema transformării p-tirosolului în diacetat de p-tirosol. 

 

 

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, utilizând metoda RMN, am confirmat că componentul din Figura 3.6 și 3.7 într-

adevăr reprezintă p-tirosolul, iar caracteristicile de separare a MS prin metoda HPLC, efectuată de 

noi, corespund celor realizate de către alți autori [106, 215, 272]. 

 

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

Uleiurile volatile reprezintă MS, care în mare măsură determină proprietățile aromate și 

gustative ale plantelor. Din literatura de specialitate se cunoaște că uleiul volatil din rizomi de R. 

rosea se caracterizează printr-un conținut complex și variat în funcție de sursa materialului vegetal, 

precum și de metoda de extracție [229]. 

În cercetările efectuate la hidrodistilarea rizomilor uscați de R. rosea, au fost obținute 

mostre ale uleiului volatil de culoare gălbuie. Ele au constituit circa 0,05% din masa rizomilor 

supuși extracției. Acest conținut este mai mare față de cel citat în rizomii plantelor din Nordul 

Finlandei, ce atinge valoarea de 0,027% [103] și comparabil cu cel menționat din rizomii de origine 

norvegiană, în care conținutul uleiului volatil constituie 0,04% [133]. Totodată, conținutul uleiului 

volatil în rizomii plantelor colectate în Carpați este mai mic decât cel raportat pentru rizomii din 

Altai [322], Bulgaria, China și India, care conțin 0,2%, 0,1% și, respectiv, 0,25% ulei volatil [88]. 

  CO 

  

 

OAc OAc 

CO 
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Cromatograma uleiului volatil din rizomi de R. rosea, obținută prin metoda HPLC, este 

prezentată în Figura 3.8. În figură sunt numerotați doar componenți confirmați prin comparare cu 

markerii autentici. Printre compușii detectați în uleiul volatil din rizomii de R. rosea din populația 

carpatină pot fi menționați linaloolul, geraniolul, timolul, cariofilena, p-cimenul, limonenul, alcool 

feniletilic, carvacrolul și carvona.  

 

 

Fig. 3.8. Analiza HPLC a uleiului volatil din rizomi de R. rosea, detecție la λmax 195 nm. 

Separarea a fost efectuată pe o coloană de tip Zorbax XDB C-18 cu o coloană de protecție 

Extend C-18. 1 – limonen, 2 - alcool feniletilic, 3 - p-cimen, 4 – carvona, 5 – geraniol, 6 – 

linalool, 7 – carvacrol, 8 – timol, 9 – cariofilenă. Sunt indicate doar componenții, care au 

fost identificați prin comparare cu markerii autentici. 

 

Analiza cromatogramei prezentate în Figura 3.8 demonstrează că, din punct de vedere 

calitativ, cei mai reprezentativi compuși extrași din rizomii de R. rosea de origine carpatină sunt 

p-cimenul, geraniolul și limonenul [50]. Picurile și intensitatea semnalelor acestor compuși, 

conform analizei HPLC, au dominat în comparație cu cele ale altor componenți. În așa fel 

geraniolul, componentul responsabil pentru aroma caracteristică florilor de trandafir, a fost 

identificat ca component caracteristic nu numai pentru rizomii de R. rosea de origine din Finlanda, 

Norvegia, China, Mongolia și India, ci și pentru cei colectați din populația carpatină, România. Un 

studiu comparativ al uleiului volatil din rizomii de R. rosea din Bulgaria [270], de asemenea, a 

arătat că geraniolul este compusul majoritar și similar celui detectat în rizomii din Mongolia [243]. 

De menționat că în uleiul volatil de origine indiană alcoolul feniletilic este cel mai important 

compus, iar linaloolul are valori mici [88]. În probele noaste acești compuși au fost detectați în 

concentrații relativ mici. De asemenea, în concentrații mici au fost detectați carvona, carvacrolul, 

timolul și cariofilena. Totodată, practic toți componenții detectați în rizomii populației carpatine 
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se regăsesc și în uleiul volatil extras din rizomii de origine finlandeză [133] și cei din Mongolia 

[243]. Timpul de retenție, aria relativă și intensitatea de absorbție a componenților uleiului volatil 

sunt prezentate în Tabelul 3.3. 

Tabelul 3.3. Timpul de retenție, aria picului și intensitatea absorbției compușilor aromatici 

din rizomi de R. rosea identificați prin metoda HPLC la λmax 195 nm, Fig. 3.8. 

Compusul Timpul de retenție, min Aria picului, % Intensitatea de absorbție, mAU 

Limonen 13,18  7,73  1600 
Alcool feniletilic 13,67  0,11  25 
р-Cimen 16,27  21,24  2500 
Carvonă 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 
Cariofilenă 41,38  0,56  250 

  

Rezultatele obținute confirmă datele privind compoziția uleiului volatil din rizomi de R. 

rosea, publicate și de alți autori [88, 133, 229, 270, 320], ceea ce încă odată confirmă apartenența 

probelor colectate speciei R. rosea. 

 

3.1.6. Caracteristica fizico-chimică a uleiului volatil din rizomi de R. rosea 

Pentru a aprecia caracteristicile fizico-chimice ale uleiurilor volatile au fost determinate 

densitatea, indicele de refacție, activitatea optică și valoarea tehnologică a preparatului. 

Densitatea relativă a uleiului volatil din rizomi de R. rosea a fost determinată prin metoda 

picnometrică la temperatura de 20oC. Ca rezultat al analizei a fost demonstrat că densitatea uleiului 

obținut, este d20 = 0,8385 g/cm3. 

Indicele de refracție a uleiului volatil de R. rosea a fost determinat cu ajutorul 

refractometrului „ИРФ – 22” (URSS). Valoarea acestui parametru (nd
20) fiind egală cu 1,512. 

Activitatea optică []D
t a fost determinată folosind polarimetrul circular „CM-2” (URSS), 

în soluție de cloroform, valoarea rotației specifice fiind egală cu +0,61º. De aici rezultă că uleiul 

volatil de R. rosea conține componenți optic activi. 

De asemenea, a fost efectuată testarea organoleptică a uleiului volatil din rizomi de R. 

rosea de către Consiliul de degustare al S.A. „Viorica-Cosmetic”, care a apreciat Nota parfumerică 

cu 4,8 puncte din 5 posibile și a recomandat utilizarea acestuia în compoziția cremelor (Anexa 6). 

Datele obținute oferă posibilitatea de a menționa că cei mai importanți componenți ai 

uleiului volatil extrași din rizomi de R. rosea colectați în Munții Carpați corespund celor 

caracteristici rizomilor plantelor colectate în alte regiuni geografice. Conținutul lor este redus, ceea 

ce este caracteristic speciei date [103] (0,05% din masa uscată a rizomilor), dar care totuși este 
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comparabil cu cel caracteristic rizomilor plantelor colectate în Munții Altai. Spectrul principiilor 

active și conținutul relativ al lor corespunde datelor din literatura de specialitate și este caracteristic 

pentru rizomii de R. rosea. Cu toate că Nota parfumerică a uleiului volatil din rizomi de R. rosea 

este foarte înaltă, conținutul redus al acestora, în comparație cu cel caracteristic pentru plantele 

aromatice, la care valoarea atinge 0,1 - 1% [230], sugerează că obținerea uleiurilor volatile din R. 

rosea în scopuri practice ar fi foarte costisitoare. Datele obținute demonstrează că compoziția și 

conținutul diferitor MS din rizomii de R. rosea din populația carpatină sunt comparabile cu 

parametrii caracteristici pentru rizomii plantelor colectate în Munții Altai. Ultimele se consideră 

ca plante-etalon după conținutul MS, de aceea putem conclude că plantele de R. rosea din Carpații 

României la fel reprezintă o sursă valoroasă de MS. 

 

3.2. Analiza metaboliților secundari în extractele din rizomi de R. rosea colectați în 

diferite masive ale Munților Carpați (România, Ucraina și Polonia) 

Datele din literatura de specialitate demonstrează existența unei variabilități intraspecifice 

a conținutului de MS în rizomii plantelor de R. rosea din diferite habitate naturale. De exemplu, 

diferențele în conținutul de rosavin au atins 60% [7, 282, 323, 324]. Motivele cele mai importante 

pentru această diversitate pot fi factorii genetici și condițiile de creștere a plantelor. În cercetările 

efectuate, materia primă a fost obținută din trei populații provenite din diferite habitate: Munții 

Carpați din România, Ucraina și Polonia, care ulterior a fost analizată (Figura 3.9; 3.10 și 3.11) și 

comparată (Figura 3.12). Materia primă a fost evaluată utilizând metoda HPLC la patru lungimi 

de undă 205 nm, 220 nm, 254 nm și 330 nm. Calitatea rizomilor este diferită în ceea ce privește 

conținutul de MS. În baza ariei picurilor, prezentate în Figura 3.12, printr-o aproximare a 

cantităților relative ale componenților, putem deduce că conținutul salidrozidului în rizomii din 

habitatele menționate este semnificativ diferit. În rizomii plantelor de R. rosea colectate în Carpații 

din Ucraina (Figura 3.10A) și Polonia (Figura 3.11A), conținutul salidrozidului este mai mic cu 

22% și, respectiv, cu 80 % față de cel din Carpații din România (Figura 3.9A). De asemenea, 

putem remarca urme ale p-tirosolului – agliconul salidrozidului, în extractele din rizomii din 

Polonia (Figura 3.11B). Concentrația scăzută a p-tirosolului (Figura 3.12) sugerează că compusul 

funcționează în principal ca intermediar metabolic în biosinteza salidrozidului.  
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Fig. 3.9. Analiza HPLC a metaboliților secundari extrași din rizomii plantelor de R. rosea 

din flora spontană a Munților Carpați, România și detectați pentru lungimile de undă: A – 

205 nm; B – 220 nm; C – 254 nm; D – 330 nm. 
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Fig. 3.10. Analiza HPLC a metaboliților secundari extrași din rizomii plantelor de R. rosea 

din flora spontană a Munților Carpați, Ucraina și detectați pentru lungimile de undă: A – 

205 nm; B – 220 nm; C – 254 nm; D – 330 nm. 
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Fig. 3.11. Analiza HPLC a metaboliților secundari extrași din rizomii plantelor de R. rosea 

din flora spontană a Munților Carpați, Polonia și detectați pentru lungimile de undă: A –

205 nm; B – 220 nm; C – 254 nm; D – 330 nm. 
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Atât salidrozidul, cât și p-tirosolul reprezintă produsele aceleiași căi metabolice [173, 273]. Acest 

lucru indică faptul că resursele metabolice considerabile acumulate în biosinteza salidrozidului au 

fost inițial sub formă de p-tirosol, care ulterior au fost transformate în mod activ în salidrozid. De 

asemenea, concentrația scăzută a p-tirosolului și concentrația înaltă a salidrozidului sugerează că 

p-tirosolul are funcții limitate ca metabolit secundar [237]. De menționat, sunt și diferențele 

semnificative în concentrațiile fenilpropanoidelor. Acești compuși sunt biosintetizați prin aceeași 

cale metabolică și diferă numai prin unitatea de carbohidrat atașată, de exemplu, rosinul este 

precursorul de biosinteză a rosavinului. 

Deși cele trei fenilpropanoide au căi de biosinteză similare, rosarinul a fost cel mai 

abundent component în toate loturile cercetate (Figura 3.12). Astfel, suma fenilpropanoidelor este 

mai mare cu 28% în rizomii plantelor din Ucraina (Figura 3.10C) și mai mică cu 12% în rizomii 

plantelor din Polonia (Figura 3.11C) față de cei din România (Figura 3.9C). 

 

 

Fig. 3.12. Aria picurilor diferitor componenți ai metaboliților secundari extrași din rizomii 

plantelor de R. rosea colectați în Carpații din România, Ucraina și Polonia și analizați prin 

cromatografia HPLC. 

De asemenea au fost determinați și unii acizi fenolici, precum acidul galic, clorogenic și 

cafeic, ce se caracterizează printr-un conținut redus sau chiar lipsesc în unele probe (Figura 3.12). 

Cercetări similare au fost efectuate în Nordul Norvegiei de către György [125] asupra 

plantelor colectate din zece habitate naturale cu utilizarea markerilor moleculari ISSR.  

Rezultatele cercetărilor au demonstrat că la nivelul speciilor se observă o variabilitate genetică 

ridicată, iar la nivelul populației - o variabilitate mai slabă. Prin urmare, analiza variației 
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moleculare a conținutului de glicozide a evidențiat că acumularea de MS în plantele de R. rosea 

este influențată doar de factorii de mediu [125]. Studiile efectuate de către cercetătorii din Polonia 

[221] confirmă rezultatele obținute de noi, care se caracterizează print-un conținut mai redus al 

MS acumulați în rizomii plantelor de R. rosea față de cei din România și Ucraina. 

 

3.3. Analiza compoziției metaboliților secundari în extractele din rizomii plantelor de 

R. rosea cultivate în condițiile Republicii Moldova 

Cultivarea plantelor de R. rosea în condiții in vivo reprezintă o cale ce ar putea asigura 

industria farmaceutică cu materie primă pentru a diminua impactul negativ al colectării excesive 

a plantelor din habitatele populațiilor naturale. Din literatura de specialitate se cunoaște că 

acumularea principiilor active în rizomii de R. rosea cultivați în Munții din provincia Alberta 

(Canada) sporește cu vârsta plantelor, atingând valoarea maximă la 4-5 ani. Această valoare se 

menține practic la același nivel până la vârsta de 7 ani, iar ulterior se manifestă tendința de scădere 

a conținutului de MS și a calității rizomilor [5]. Cercetări în acest domeniu au fost efectuate și de 

către cercetătorii din Rusia, Finlanda, Norvegia, Bulgaria, Polonia și China [104, 157, 221, 261, 

282, 324]. După cum am menționat anterior, plantele de R. rosea cresc spontan și în Carpații din 

România [112] și Ucraina, dar populațiile de acolo sunt relativ mici și în pericol de dispariție din 

cauza colectării excesive. Cultivarea plantelor de R. rosea în condițiile Republicii Moldova și 

Ucrainei a fost inițiată cu utilizarea rizomilor de R. rosea în vârstă de un an, colectați din Munții 

Carpați, România, și cultivați ulterior în Rezervația Științifică „Plaiul Fagului”, raionul Ungheni, 

Republica Moldova, și Grădina Botanică a Universității Naționale din or. Cernăuți, Ucraina. Este 

important de menționat că rizomii plantați au supraviețuit și au crescut intensiv în aceste condiții 

(Figura A7.1). 

Analiza calitativă a componenților extrași din rizomii plantelor de R. rosea cultivate în 

condiții de câmp a confirmat prezența principiilor active specifice pentru această specie. Cu toate 

acestea, indicii calitativi și activitatea antioxidantă a extractelor din rizomii plantelor au fost 

semnificativ diferiți. Astfel, în extractele din plantele în vârstă de 6 ani, furnizate de către 

cercetătorii de la Grădina Botanică a Universității Naționale din or. Cernăuți, conținutul 

compușilor fenolici (CCF) a fost de 3,6 ori mai mic decât în cazul extractelor din rizomii plantelor 

din mediul natural de creștere. Capacitatea antioxidantă totală (Cat) a extractelor din aceste probe 

a fost mai mică și a constituit 415,50 ± 48,74 µM GAE/g de reziduu uscat [144]. Extractele din 

rizomii plantelor de R. rosea colectate din Munții Carpați, România, au prezentat activitate 

antioxidantă egală cu 1312,84 ± 285,04 μM GAE/g de reziduu uscat. Rizomii cultivați de noi 

conțineau de 6,9 ori mai puține substanțe fenolice, iar extractele din ei au demonstrat activitate 

antioxidantă egală cu 238,24 ± 22,04 μM GAE/g de reziduu uscat (Figura 3.13). 
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Fig. 3.13. Analiza compoziției metaboliților secundari ale extractelor din rizomii 

plantelor de R. rosea cultivate în condiții in vivo.  

 

Modificări similare privind indicatorii cantitativi, și anume descreșterea conținutului de 

salidrozid (de aproximativ de două ori comparativ cu condițiile naturale în cercetările efectuate de 

noi), au fost descrise și de alți cercetători din Rusia [32, 324], Polonia [221, 282], Bulgaria [217] 

etc. Trebuie remarcat faptul că nu numai prezența salidrozidului determină activitatea antioxidantă 

a extractelor din rizomii plantelor de R. rosea, ci și alte substanțe fenolice similare quercetinului 

[106, 144]. De asemenea, s-a constatat că, din punct de vedere al activității biologice, extractele 

din biomasa culturii celulare de R. rosea obținute prin metoda biotehnologică au fost inferioare 

extractelor din materia primă din habitatele naturale de aproximativ 2 ori [32]. 

Cultivarea plantelor de R. rosea în condiții de câmp este condiționată de probleme 

importante, și anume cheltuielile pentru cultivare relativ mari din cauza necesității obținerii și 

transplantării răsadului, perioada de 4-5 ani necesară pentru cultivarea de la plantare până la 

colectare. Suplimentar, pentru a asigura aprovizionarea constantă cu materie primă sunt necesare 

plantații noi în fiecare an. Din aceste cauze, plantațiile existente în prezent de cultivare sunt mici, 

iar costul producției este mare. Pe lângă toate acestea, nu este ușor să se obțină materie primă de 

o calitate uniformă din plantele spontane introduse direct în cultivare [32, 102]. Așadar, cercetările 

noastre au demonstrat că datorită specificului biologic al speciei, cultivarea în condiții de câmp a 

plantelor de R. rosea are perspective foarte reduse, iar crearea artificială a condițiilor comparabile 

cu cele din munți ar fi foarte costisitoare și fără avantaj economic [41, 43]. Aceste neajunsuri pot 

fi depășite prin posibilitatea investigării culturilor in vitro, fiind considerată o cale alternativă și 

durabilă de obținere 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 colectați în Munții 

Carpați, România, confirmă prezența metaboliților secundari caracteristici pentru această specie, 

iar conținutul acestora este comparabil cu cel descris pentru plantele originare atât din munții Altai, 

cât și din alte regiuni geografice. 

2. Analiza HPLC a uleiului volatil din rizomii plantelor de R. rosea din populația 

carpatină confirmă prezența unor compuși terpenici caracteristici pentru această specie. 

3. Analiza comparativă HPLC a extractelor din rizomii plantelor de R. rosea colectați din 

diferite habitate ale Munților Carpați confirmă prezența metaboliților secundari, care se 

caracterizează print-un conținut mai redus în rizomii colectați din Polonia față de cei din România 

și Ucraina. 

4. Datele analizei HPLC a extractelor din rizomii de R. rosea colectați în Munții Carpați, 

România, și cultivați ulterior în Rezervația Științifică „Plaiul Fagului”, raionul Ungheni, 

Republica Moldova, și Grădina Botanică a Universității Naționale din or. Cernăuți, Ucraina, 

confirmă prezența metaboliților secundari caracteristici pentru această specie, iar conținutul 

acestora este redus în comparație cu cele colectate din habitatele naturale. 
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4. INFLUENȚA FACTORILOR CHIMICI ȘI FIZICI ASUPRA CREȘTERII 

BIOMASEI ȘI ACUMULĂRII METABOLIȚILOR SECUNDARI ÎN 

CULTURA CELULARĂ DE R. ROSEA 

Culturile de celulare vegetale reprezintă un instrument important pentru studiile 

fundamentale practice privind reglajul proceselor de biosinteză și acumulare a MS în plante [141, 

150]. Metodele disponibile acestor biotehnologii includ inițierea culturilor dediferențiate (cultura 

calusului, suspensiilor celulare sau protoplastelor) și celor diferențiate (regenerarea plantei integre 

sau organului, precum lăstarii, rădăcinile, rădăcinile adventive etc.). Culturile diferențiate  pot fi 

utile pentru studierea căilor de biosinteză specifice țesuturilor vegetale, care nu totdeauna sunt 

exprimate de către cultura suspensiei celulare. În schimb, culturile dediferențiate în vitro sunt mai 

convenabile pentru producerea pe scară largă a MS și pentru studiul proceselor celulare și 

moleculare, deoarece oferă avantajul unui sistem model simplificat pentru studiul proceselor de 

reglare a biosintezei și acumulării lor la plante [150, 226]. Culturile dediferențiate conțin populații 

de celule relativ omogene, permițând un acces rapid și uniform la nutriție, precursori, hormoni de 

creștere și compuși de semnalizare care influențează starea fiziologică a celulelor.  

În prezent numărul publicațiilor privind introducerea în cultura in vitro a speciei R. rosea 

sunt limitate. Sistemul in vitro a culturii de R. rosea este utilizat în principal pentru procedeele de 

biotransformare a predecesorilor în scopul sporirii acumulării MS [122, 123, 124] sau pentru 

micropropagarea plantelor, prin intermediul cărora se vor putea restabili habitatele epuizate [165, 

312]. Există un șir de factori care influențează inducerea culturii in vitro de R. rosea, inclusiv 

ecotipul plantei, tipul de explante, compoziția mediului nutritiv, iluminarea, temperatura și 

prezența precursorilor și elicitorilor [118, 295, 312]. În cercetările realizate de noi au fost trasate 

ambele obiective: elaborarea procedeelor de micropropagare (1) și studiul influenței precursorilor, 

factorilor fizici și chimici asupra proliferării celulare și biosintezei MS caracteristici pentru R. 

rosea prin intermediul culturii in vitro (2). 

 

4.1. Influența conținutului fitohormonilor în mediul de cultivare asupra acumulării 

biomasei calusului și agregatelor celulare de R. rosea 

Procesul de dediferențieire a culturii celulare este foarte complex și controlat de mai mulți 

factori, cum ar fi tipul și concentrația fitohormonilor, mediul nutritiv și faza de dezvoltare a 

explantului pe parcursul cultivării în condițiile in vitro [150]. Dintre cei mai importanți 

fitohormoni se consideră auxinele (ANA, AIA, AIB și 2,4-D), citokininele (BA, Kn, Zeatina, 

TDZ), ABA, giberelinele și etilena. Pentru optimizarea condițiilor de cultivare a calusului și 

agregatelor celulare de R. rosea, creșterea a fost realizată pe mediul nutritiv Murashige-Skoog 
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[200] conținând diferiți fitohormoni în concentrații și raporturi diferite (Tabelul 4.1).  Cea mai 

intensivă creștere a celulelor calusului de R. rosea s-a înregistrat pe mediul nutritiv ce conține 

fitohormonii BA și ANA în concentrație de 1,5 și 0,5 mg/L, în raport de 3:1. Intensitatea 

proliferării este mult mai joasă pe mediul nutritiv ce conține fitohormonii Kn și 2,4-D în 

concentrație de 0,5 mg/L și 1,0 mg/L, în raport de 1:2, sau pe mediul nutritiv ce conține ANA (în 

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

cu raportul fitohormonilor BA și AIB egal cu 1:1. Prezintă interes faptul că suplimentarea mediului 

optimal de cultivare cu Kn în concentrația 0,5 mg/L nu a asigurat sporirea proliferării celulelor 

calusului. Aceeași legitate s-a menținut și în cazul cultivării agregatelor celulare pe mediul nutritiv 

lichid (Tabelul 4.1). 

 

Tabelul 4.1. Influența compoziției fitohormonilor introduși în mediul nutritiv Murashige-

Skoog asupra acumulării biomasei în cultura calusului și agregatelor celulare de R. rosea 

№ 

probei 
Concentrația fitohormonilor,  

mg/L 
Masa proaspătă,  
6 săptămâni de 

cultivare, g 

Creșterea 

masei 

calusului, g 

Creșterea 

relativă 
BA Kn ANA 2,4-D AIB 

Mediul nutritiv agarizat 
1 1,5 - 0,5 - - 16,16±0,19 14,16±0,2 7,08 
2 - 0,5 1,0 - - 11,57±0,11 9,57±0,15 4,78 
3 0,5 0,5 1,5 - - 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 

 

Consistența calusului în toate variantele menționate în Tabelul 4.1 este friabilă. Calusul are 

culoare de la verde închisă (Fig. A8.1.A) până la gălbuie (Fig. A8.1.B). În unele variante calusul 

are nuanță roșiatică (Fig. A8.1.C). În timp ce culoarea verde se datorează conținutului înalt de 

clorofilă din celulele calusului, cea roșiatică denotă prezența în concentrații mai mari a 

antocienilor. Cercetări similare au fost descrise și de către alți autori [223, 242], care au introdus 

suplimentar Kn în mediul nutritiv. Acesta din urmă a și sporit acumularea antocienilor cu atât mai 

mult, cu cât concentrația Kn în mediul de cultivare este mai înaltă. 

Utilizând calusul cu consistență friabilă a fost inițiată cultura agregatelor celulare în mediul 

lichid, lipsit de agar. Agregatele celulare cultivate în mediul nutritiv conținând BA aveau culoare 

verde deschisă (Fig. 8.2.A). Introducerea în mediul nutritiv a AIA a influențat starea agregatelor 

celulare, în ziua a 22-a de cultivare ele având culoarea verde-maronie (Fig. 8.2.B). Menționăm că 

cultura agregatelor celulare și-a păstrat structura compactă și volumul până la finele fazei 
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staționare (ziua a 20-a de cultivare). În condițiile de epuizare a nutrieților după finalizarea fazei 

staționare, agregatele celulare au început să se autolizeze, devenind friabile. Aceste caracteristici 

sunt asemănătoare cu cele ale agregatelor celulare de R. sachalinensis [146]. 

Datele incluse în Tabelul 4.1 sugerează că introducerea în mediul de cultivare a BA 

favorizează creșterea atât a culturii calusului, cât și a agregatelor celulare de R. rosea. Cercetări 

similare au fost efectuate și de către Tasheva [261] și Gyoergy [122], care au utilizat în mediul 

nutritiv 0,2 mg/L BA în combinație cu 0,1 mg/L AIA și, respectiv, 1,5 mg/L BA în combinație cu 

0,5 mg/L ANA (la fel ca și în cercetările noastre) [33, 40]. Într-o serie de lucrări a fost demonstrat 

că inducerea și creșterea calusului este dependentă de ecotipul explantului [296, 312], de aceea 

raportul fitohormonilor din mediul de cultivare trebuie să fie apreciat în perioada de introducere a 

materialului biologic în mediul de cultură. De exemplu, inducerea calusului la ecotipurile de R. 

rosea din Uralul de Sud și Altai (Federația Rusă) a fost determinată de BA și AIA, concentrația 

cărora a variat între 0,1-0,2 mg/L [312]. În alte studii, la ecotipurile din Altai inducerea calusului 

a fost definită de concentrația BA de 10-15 ori mai mare în comparație cu ecotipul tibetan de R. 

rosea [295]. De menționat că în majoritatea cercetărilor a fost demonstrată influența benefică a 

BA asupra proceselor de proliferare celulară atât în cultura calusului, cât și în cea a agregatelor 

celulare. De asemenea, citokininele nu numai că stimulau diviziunea celulară, dar la fel rețineau 

senescența. Se presupune că ultimul efect se datorează reducerii concentrației de radicali liberi, 

care ar putea distruge integritatea membranelor celulare [302]. 

Pentru a determina perioada minimă necesară de cultivare a calusului și agregatelor 

celulare în vederea obținerii biomasei maxime, a fost determinată cinetica creșterii biomasei 

proaspete, Figura 4.1.  

  

Fig. 4.1. Dinamica creșterii biomasei proaspete a calusului (A) și agregatelor celulare (B) de 

R. rosea în dependență de durata de cultivare. 

În conformitate cu legitățile descrise pentru alte culturi [67, 184, 254], observăm că 

creșterea culturii calusului și agregatelor celulare sunt reprezentate de curbe sigmoide, cu trei faze 

distincte: lag, exponențială și staționară. Analizând curbele de creștere putem stabili timpul optim 
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de replantare a calusului pe un mediu proaspăt și cel al perioadei de cultivare necesar pentru 

obținerea unui volum maxim de biomasă. Perioada de adaptare (faza lag), în timpul căreia celulele 

explantului se pregătesc pentru a se divide, este reprezentată printr-o creștere lentă a biomasei, 

care în condițiile create de noi pentru cultura calusului a durat 16 zile după transplantare, iar pentru 

cultura agregatelor celulare - 6 zile. Faza de creștere rapidă (exponențială numită și logaritmică) 

s-a manifestat pentru celulele calusului de la a 17-a până în ziua 37-a de la transplantare. În cultura 

agregatelor celulare această perioadă a durat doar 9 zile (de la a 7-a până la a 16-a zi). Faza 

menționată reprezentă perioada de dividere celulară rapidă. Din literatura de specialitate se 

cunoaște că în faza exponențială de creștere, MS se acumulează în cantități mici, deoarece 

precursorii lor, MP, sunt implicați în procesele de proliferare și acumulare a biomasei [225]. De 

asemenea, a fost demonstrat că biosinteza și acumularea MS din compușii primari se manifestă 

pronunțat în faza staționară de creștere [67, 184]. Faza staționară pentru cultura calusului a durat 

de la a 38-a până la a 50-a zi de cultivare, biomasa calusului rămânând constantă (Figura 4.1A), 

(chiar până la a 90-a zi de cultivare, datele nu sunt prezentate), [40]. În cultura agregatelor celulare 

faza staționară se instalează după 17 zile de cultivare (Figura 4.1B). În literatură se menționează 

că replicarea culturii trebuie să fie realizată înaintea trecerii ei la faza staționară de creștere, care 

se apreciază prin brunificarea culturii și pierderea viabilității celulare [254]. Ținând cont de 

aceasta, pentru menținerea culturii calusului și agregatelor celulare materialul pentru pasaj este 

necesar să fie prelevat în ziua 40-a și, respectiv, a 17-a, ceea ce corespunde perioadei timpurii a 

fazei staționare la ambele culturi [40]. Transferarea culturii pe un mediu proaspăt de cultivare la 

intervale regulate poate evita procesele de senescență, induse de reducerea conținutului de nutrienți 

și de acumularea în mediu a substanțelor toxice la perioade mai târzii de cultivare [254]. În așa fel, 

pentru menținerea calusului și agregatelor celulare sunt suficiente 40-45 zile și, respectiv, 20-22 

zile de cultivare. Raportul masei uscate a calusului în faza lag și cea logaritmică față de cea umedă 

a fost relativ mai jos în comparație cu acest raport pentru faza staționară [40]. Aceasta 

demonstrează că în faza staționară are loc deshidratarea relativă a celulelor calusului, ceea ce ne 

indică despre acumularea masei uscate și, inclusiv, a MS. 

Perioada de creștere după subcultivarea celulelor calusului și agregatelor celulare și până 

la a 50-a zi de cultivare a calusului și a 22-a zi de cultivare a agregatelor celulare a fost divizată în 

subfaze, în total delimitând șapte subfaze de creștere: faza lag timpurie (FLTp), faza lag târzie 

(FLT), exponențială timpurie (FETp), exponențială mijlocie (FEM), exponențială târzie (FET), 

staționară timpurie (FSTp) și faza staționară (FS) (Tabelul 4.2). 
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Tabelul 4.2. Delimitarea fazelor de creștere a calusului și agregatelor celulare de R. rosea în 

baza cineticii de acumulare a biomasei 

 
Explantele 

Fazele de creștere, zile 

Faza lag Faza exponențială Faza staționară 

Faza lag 

timpurie 
Faza lag 

târzie 

Faza 

exponențială 
timpurie 

Faza 

exponențială 

mijlocie 

Faza 

exponențială 

târzie 

Faza 

staționară 
timpurie 

Faza 

staționară 

Calusul 0-11 12-16 17-21 22-34 35-37 38-39 40-45 

Agregatele 

celulare 
0-3 4-6 7-9 10-13 14-16 17-19 20-22 

 

Prin urmare, realizând aceste delimitări ale subfazelor de creștere a devenit posibil de a 

determina specificul acțiunii factorilor fizici și chimici asupra creșterii și acumulării MS în 

biomasa culturilor în cercetările ulterioare. În literatura de specialitate există informație că 

expunerea culturilor in vitro la acțiunea factorilor de stres nespecifici în subfaza exponențială 

târzie poate duce la stimularea biosintezei și acumulării MS  [225]. Influența diferitor factori fizici 

și chimici asupra acumulării MS la diferite faze de creștere poate asigura optimizarea condițiilor 

de cultivare in vitro pentru sporirea atât a biomasei, cât și a conținutului de MS. Condițiile în care 

se blochează creșterea activă a celulelor, ca regulă, simultan activează enzimele metabolismului 

secundar [225]. 

 

4.2. Spectrul polipeptidelor în extractele din celulele calusului de R. rosea la diferite 

faze de creștere 

Datele din literatură relevă faptul,  că expresia polipeptidelor variază în funcție de diferite 

etape de dezvoltare și de expresia diferențiată a genelor structurale [64]. Din aceste considerente, 

spectrul polipeptidelor poate servi ca markeri moleculari pentru evidențierea proceselor de 

defirențiere și derulare a potențialului organogen in vitro și in vivo [64, 168, 296]. Pentru 

identificarea modificărilor spectrului polipeptidelor, extrase din celulele calusului de R. rosea la 

diferite faze de creștere, a fost analizat spectrul polipeptidelor prin metoda electroforezei în gel de 

poliacrilamidă în prezența SDS. În Figura 4.2 este reprezentată fotografia electroforegramei 

polipeptidelor extrase din celulele calusului de R. rosea de diferită vârstă. În baza 

electroforegramei obținute putem menționa că profilul spectrului proteic se modifică substanțial 

la unele faze de creștere a calusului. Aceasta se referă în primul rând la spectrul polipeptidelor 

extrase din celulele calusului la vârsta de 40 zile. În aceste celule se acumulează la un nivel 

considerabil polipeptide noi cu masa moleculară relativă 146, 99, 95, 93, și 62 kD, conținutul 

componentului cu masa moleculară relativă 38 kD dublându-se. Putem remarca dispariția 

polipeptidelor cu MMR 41 și 25 kD. Mai târziu majoritatea componentelor menționate dispar.                                                                                                                                              
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În schimb apare componenta cu MMR 29, 8 kD. În extractele din calusul de 90 zile polipeptidele 

cu MMR mare practic dispar, ceea ce indică trecerea calusului la faza de declin (descompunere). 

În așa fel, analizând spectrul polipeptidelor din celulele calusului de R. rosea obținem informație 

suplimentară despre schimbarea stării celulelor calusului odată cu creșterea perioadei de cultivare 

și trecerea calusului de la o etapă de creștere la alta. Din punct de vedere practic, este important 

faptul că sfârșitul fazei logaritmice și începutul celei staționare este însoțit de sporirea 

complexității spectrului polipeptidic, fapt ce sugerează ideea despre schimbările în expresia 

genelor, ceea ce se manifestă în sporirea procentului masei uscate a biomasei și ar putea provoca 

acumularea MS, care după datele din literatura de specialitate se amplifică în această perioadă 

[296]. Dispariția polipeptidelor cu MMR mare la perioadele mai târzii de cultivare demonstrează 

agravarea proceselor proteolitice și degradarea celulelor calusului. 

 

 4.3. Influența radiației ultraviolete asupra acumulării biomasei, conținutului 

compușilor fenolici și activității antioxidante totale a extractelor din calusul de R. rosea 

Radiația ultravioletă (UV) reprezintă un factor important pentru dezvoltarea plantelor, care 

în doze mari provoacă starea de stres. Indiferent de amploarea și starea impactului, iradierea cu 
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Fig. 4.2.  Analiza SDS-PAAG. (A1): 

Markeri cu masă moleculară cunoscută 

(M) - α2-macroglobulina (plasmă 

umană) - 180 kD, β-galactozidaza 

(E.coli) -116kD, fosforilaza (mușchi de 

iepure) - 97,5 kD, catalaza (ficat de 

bovine) – 58,1, alcool dehidrogenaza 

(ficat de ecvină) – 39,8 kD, anhidraza 

carbonică (eritrocite de bovine) - 29 kD, 

lizocimul (ou de pui) -14 kD, aprotinina 

(plămâni de bovine) - 6,5 kD; (A2) –20, 

30, 40, 50 și 90 - polipeptidele extrase 

din calusul de R. rosea în vârstă de 20, 

30, 40, 50 și 90 zile (de la stânga la 

dreapta). 
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razele UV modifică procesele de creștere și dezvoltare a plantelor [211]. Se știe că durata expunerii 

și doza de răspuns sunt esențiale pentru reacțiile metabolice din celulele vegetale. Cercetările din 

acest domeniu au demonstrat acumularea MS în celulele și țesuturile plantelor cultivate după 

iradiere, în special, cu doze mici ale razelor UV-B (280-315 nm) și UV-C (200-280 nm) [238]. 

Dozele mari de radiații UV-B și UV-C induc modificări distructive în celulele organismului, inhibă 

creșterea, micșorează conținutul de substanțe de protecție nespecifică [211]. Totodată, Schreiner 

și colab. [238] au raportat că iradierea cu raze UV, în special UV-B, influențează favorabil 

acumularea MS ca substanțe de protecție. Cercetările efectuate de către Tasheva, privind iradierea 

calusului obținut din plantele de R. rosea de origine bulgară cu raze UV [264], au demonstrat că 

modificările în dinamica acumulării biomasei reprezintă un proces important pentru evaluarea 

sensibilității culturii in vitro la iradierea cu doze mici ale razelor UV-B. Acest parametru reflectă 

efectul cumulativ al perturbărilor minore în funcționalitatea culturii. Iradierea cu raze UV-B, de 

asemenea, a indicat reducerea acumulării biomasei în castraveți [166], spanac [3, 195] și fasole 

mung [3]. Cu toate acestea, culturile celulare in vitro, care sintetizează MS după expunerea la 

radiații UV-B, sunt slab studiate și oferă perspectivă de extindere a investigațiilor privind rolul 

razelor UV-B în acumularea MS. Ținând cont de aceasta, am atras o atenție deosebită cercetării 

influenției radiației UV asupra creșterii biomasei și acumulării MS în cultura in vitro de R. rosea. 

Mărirea duratei zilnice de expoziție a calusului de R. rosea la radiațiile UV-B duce la 

diminuarea acumulării biomasei în timp, practic proporțional cu durata de expoziție (Figura 4.3).  

 

 

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 și 180 min începând cu ziua a 12-a după inoculare și 

terminând cu a 30-a zi de cultivare. 

Cu cât durata de acțiune a razelor UV-B asupra calusului este mai îndelungată, cu atât inhibarea 

creșterii biomasei calusului este mai profundă, iar culoarea calusului sugerează despre stoparea 

proceselor de proliferare (Fig. A9.1). Menționăm că sub acțiunea radiației UV-B calusul se 

decompactează și pierde culoarea verde. Aceste efecte se manifestă foarte evident deja în varianta 

0

1

2

3

4

5

M 5min 15min 30min 60min 120min 180min

A
cu

m
u
la

re
a 

b
io

m
as

ei
, 

g

Tratarea cu UV



99 

 

cu acțiune de scurtă durată a razelor UV-B (pe parcursul a 30 min). De aici rezultă că radiația UV-

B reprezintă un factor ce frânează proliferarea celulelor calusului de R. rosea, ceea ce se manifestă 

atât prin diminuarea dinamicii de acumulare a biomasei, cât și prin schimbarea aspectului celulelor 

calusului. 

Din cultura de calus obținută la diferite perioade de expoziție la UV-B au fost extrași MS 

și supuși analizei activității antioxidante, concomitent apreciind conținutul compușilor fenolici și 

relațiile posibile dintre activitatea antioxidantă și acumularea relativă a biomasei (Figura 4.4 și 

4.5). Analizând aceste date concluzionăm că creșterea duratei de expoziție cu raze UV-B ca regulă 

asigură atât sporirea activității antioxidante a extractelor, cât și a conținutului compușilor fenolici. 

Astfel, calusul tratat pe parcursul a 18 zile cu raze UV-B pentru o perioadă mai îndelungată de 30 

min manifestă o activitate antioxidantă mai sporită. Paralel cu aceasta, în extractul din calus a fost 

determinată o concentrație mai înaltă de substanțe fenolice. Activitatea antioxidantă a extractelor 

din celulele calusului de R. rosea poate fi ridicată de 1,24-1,44 ori prin tratarea zilnică a lui cu raze 

UV-B timp de 30-180 min (Figura 4.4). Analizând datele prezentate în Figura 4.5 menționăm 

tendința evidentă de sporire a activității antioxidante a extractelor din probele de calus obținute în 

cazul sporirii duratei de expoziție la radiația UV, care concomitent diminuează dinamica de 

acumulare a biomasei [38]. 

  

Fig. 4.4. Influența radiației UV-B pe parcursul 

a 0 (martor-M), 5, 15, 30, 60, 120 și 180 min, 

aplicate în ziua a 12-a de cultivare, asupra 

activității antioxidante relative și conținutului 

compușilor fenolici în extractele din calusul 

de R. rosea la sfârșitul perioadei de cultivare 

(în ziua a 30-a). 

 

Fig. 4.5. Dependența dintre valorile 

activității antioxidante relative a 

extractelor și creșterea relativă a 

calusului de R. rosea tratat cu raze UV-B 

timp de 0 (martor-M), 5, 15, 30, 60, 120 

și 180 min în ziua a 12-a de cultivare, la 

sfârșitul perioadei de cultivare (în ziua a 

30-a). 

Luând în considerare faptul că diminuarea activității antioxidante relative se manifestă 

foarte pronunțat după atingerea creșterii relative a valorii de 0,6 (Figura 4.5),  iar acest nivel de 

creștere relativă se observă la durata de expoziție cu radiația UV-B pe parcursul a 60 min, Figura 
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4.3, tragem concluzia că pentru acumularea unei cantități maxime de substanțe cu efecte 

antioxidante durata optimă de expoziție a calusului la raze UV-B este de 60 min. Extinderea duratei 

de expoziție duce la stagnarea creșterii biomasei calusului, Figura 4.3, de aceea aceste doze 

depășesc valorile optimale privind activitatea antioxidantă totală a extractelor din biomasa 

calusului acumulată în aceste variante. 

În așa fel, radiația UV reprezintă un factor important care influențează acumularea 

compușilor fenolici în celulele calusului de R. rosea. Cu toate acestea, atât conținutul compușilor 

fenolici, cât și capacitatea lor antioxidantă rămân mult mai joase în comparație cu parametrii 

caracteristici pentru extractele din rizomi de R. rosea, colectați din Munții Carpați.  

 

4.4. Influența temperaturilor joase pozitive asupra creșterii biomasei calusului și 

agregatelor celulare de R. rosea, precum și a parametrilor biochimici ai extractelor din 

biomasa acestora 

Unul dintre principalii factori care determină posibilitatea existenței plantelor într-un 

anumit habitat este temperatura. Schimbările de temperatură provoacă modificări ale proceselor 

metabolice din celula vegetală, iar condițiile ce provoacă stresul pronunțat pot duce la deteriorarea 

sau chiar moartea plantelor. În dependență de specia plantelor, intervalul de temperaturi favorabile 

pentru creștere și dezvoltare este cuprins între 10 și 35oC. Temperaturile de 35oC și 5 – 4oC sunt 

considerate temperaturile pragului critic de tranziție de la condițiile favorabile la condițiile 

nefavorabile [309]. 

Mulți cercetători au examinat efectul acțiunii temperaturilor joase asupra creșterii diferitor 

specii de plante atât în cultura in vivo, cât și în cultura in vitro. Totuși, cercetări în această direcție 

cu cultura de R. rosea nu au fost efectuate. Utilizând cultura in vitro de R. rosea a fost testată 

influența temperaturilor joase pozitive de +4oC, +8oC pe parcursul a 3 și 6 ore asupra acumulării 

biomasei și MS. Rezultatele aprecierii influenței temperaturilor de +4oC și +8oC pe parcursul a 3 

și 6 ore asupra acumulării biomasei calusului de R. rosea, aplicate în ziua a 20-a de cultivare, sunt 

prezentate pentru perioada de vară, Figura.4.6A și toamnă, Figura.4.6B. Din rezultatele obținute 

s-a observat că valoarea procentuală a indicelui de creștere al calusului de R. rosea, la a 40-a zi de 

la inoculare pe mediul MS solid, a înregistrat o majorare în toate variantele experimentale. 

Interesant este și faptul că expunerea la temperaturi joase pozitive a asigurat sporirea semnificativă 

asupra indicelui de creștere al calusului atât în perioada de vară, cât și în cea de toamnă. Totodată, 

valorile de sporire ale acestui indice au fost mai înalte în perioada de vară în comparație cu cele 

de toamnă. 
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Fig.4.6. Influența temperaturilor de +4oC și +8oC pe parcursul a 3 și 6 ore, aplicate în ziua 

a 20-a de cultivare, asupra acumulării biomasei calusului de R. rosea determinate la 

sfârșitul perioadei de cultivare (în ziua a 40-a) A (vara, luna iunie) și B (toamna, luna 

octombrie). 

De menționat și faptul, că sporirea duratei de expoziție de la 3 ore până la 6 ore a dus la diminuarea 

nivelului de majorare a valorii indicelui de creștere. De aici rezultă că stimularea creșterii calusului 

sub influența expunerii la temperaturi joase pozitive depinde nu numai de temperatură, dar și de 

durata de expunere. În cazul variantei experimentale cu temperatura de +4oC, pe parcursul a 3 și 6 

ore, această valoare a atins un spor de 56% și, respectiv, 33,5% față de varianta martor (Figura 

4.6.A, B). Din rezultatele obținute în cazul variantei experimentale cu temperatura de +8oC, 

această valoare a atins un spor de ≈36% și, respectiv, 27% față de varianta martor (Figura 4.6.A, 

B). 

Cercetările efectuate au demonstrat că calusul de R. rosea cultivat timp îndelungat și supus 

ulterior tratării cu temperaturi joase pozitive (+4oC, +8oC) este bine adaptat la condițiile de 

cultivare in vitro. Aceasta ne relevă indicele de creștere, care este mai mare de 1,56 ori, în cazul 

variantei tratate cu temperatura de +4oC, pe parcursul a 3 ore, comparativ cu martorul. Indicele de 

creștere al culturilor celulare și țesuturilor cultivate in vitro este unul din factorii limitativi pentru 

implementarea în practică a acestora. Rezultatele obținute sugerează că în cazul dat calusul de R. 

rosea manifestă caracteristici de adaptare pentru supraviețuire, care ar putea fi evaluate ca un 

sistem de cultură model pentru speciile de aceeași natură. Aceste rezultate, în opinia noastră, sunt 

de interes practic în legătură cu problema sporirii creșterii biomasei atât a culturilor celulare, cât 

și a țesuturilor producătoare de compuși valoroși. 

Este cunoscut faptul că modificările celulare induse de către oricare dintre temperaturile 

extreme (ridicate sau joase), includ răspunsul ce conduce la acumularea în exces a compușilor 

toxici, în special a SRO [192]. Plantele posedă diferite sisteme de apărare antioxidante pentru 

minimizarea efectelor nocive ale SRO.  
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Procesele care implică controlul concentrației SRO în celulele plantelor sunt asociate cu 

biosinteza și acumularea MS în ele, ceea ce reprezintă un interes deosebit pentru cultura in vitro 

de R. rosea. Printre SRO, o atenție deosebită a fost atrasă conținutului de H2O2. În prezent este 

demonstrat că H2O2 participă la reglarea mai multor procese fiziologice, cum ar fi dobândirea 

rezistenței, consolidarea peretelui celular, senescența, producerea fitoalexinelor, fotosinteza, 

deschiderea stomatelor etc. [203, 300]. Multifuncționalitatea, pe de o parte, și pericolul prezenței 

în concentrații ridicate, pe de altă parte, impune controlul foarte strict al concentrației H2O2 în 

celulele vegetale. Producția activă a H2O2 în celulele vegetale este o condiție preliminară pentru 

creșterea, dezvoltarea normală și moartea celulelor [192]. Luând în considerare cele menționate, 

am realizat cercetări privind activitatea substanțelor oxidative în cultura in vitro de R. rosea supuse 

influenței temperaturilor joase pozitive. 

 Rezultatele aprecierii influenței temperaturii de +4oC pe parcursul a 3 și 6 ore, aplicată în 

ziua a 20-a de cultivare, asupra conținutului de H2O2 în calusul de R. rosea la sfârșitul perioadei 

de cultivare (în ziua a 40-a) (Figura 4.7) au relevat că conținutul minim al peroxidului de hidrogen  

a fost înregistrat în calusul cultivat în varianta martor (7,15 mM H2O2/g biomasă), care nu a fost 

tratat cu temperaturi joase pozitive, iar cea mai mare cantitate de H2O2 a fost determinată la 

varianta calusului tratat cu temperatura de +4oC pe parcursul a 3 ore (13,73 mM H2O2/g biomasă) 

și, respectiv, 6 ore (10,84 mM H2O2/g biomasă). 

 

  

Fig.4.7. Influența temperaturii de +4oC pe 

parcursul a 3 și 6 ore, aplicată în ziua a 20-

a de cultivare, asupra biomasei calusului și 

conținutului de H2O2 în extractele din 

celulele calusului de R. rosea, determinate 

la sfârșitul perioadei de cultivare (în ziua a 

40-a). 

Fig.4.8. Dependența dintre valorile 

biomasei calusului și conținutului de H2O2 

în extractele din celulele calusului de R. 

rosea, tratat cu temperatura de +4oC pe 

parcursul a 3 și 6 ore în ziua a 20-a de 

cultivare, determinate la sfârșitul perioadei 

de cultivare (în ziua a 40-a). 

 

Cantitatea înregistrată în aceste variante experimentale a crescut cu 92% și, respectiv, 52% față de 

varianta martor. În așa fel se observă că conținutul relativ al peroxidului de hidrogen în celulele 
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calusului de R. rosea în general este mai înalt în variantele cu acumulare mai intensivă a biomasei 

calusului (Figura 4.7). Aceste date demonstrează existența corelației pozitive dintre conținutul 

peroxidului de hidrogen într-un gram de extract și biomasa calusului acumulată în ziua a 40-a de 

cultivare (Figura 4.8). Din literatura de specialitate se știe că ciclurile metabolice se activează în 

celulele cu proliferare activă [253]. Aceasta duce la mărirea conținutului de peroxid de hidrogen, 

care iese de sub control și induce procesele ce asigură mărirea activității catalazelor care sunt 

necesare pentru degradarea lui [179]. Datele obținute demonstrează că totuși conținutul 

peroxidului în biomasa calusului este cu atât mai mare, cu cât acumularea biomasei este mai înaltă, 

deci și proliferarea celulelor este mai intensivă. 

De aici rezultă că conținutul peroxidului în cultura calusului de R. rosea poate fi un indice 

al activității proceselor proliferative ale celulelor. În așa fel, putem conclude că șocul cu 

temperaturi joase pozitive activează procesele de proliferare ale celulelor, deci manifestă tendința 

de rejuvenilizare a celulelor calusului de R. rosea. Pentru a valida această viziune a fost necesar 

să apreciem activitatea PO și CAT ca indicatori ai proceselor de descompunere a peroxidului de 

hidrogen și a viabilității celulelor calusului. Totodată, este necesar să menționăm că CAT joacă un 

rol important în procesele de creștere și diferențiere a culturilor vegetale, iar activitatea lor ridicată 

ar putea corela cu procesul de proliferare în timpul inducerii activității lor [140]. 

Analizând valorile activității CAT în extractele din calusul de R. rosea după 40 de zile de 

cultivare (Figura 4.9A) observăm că maximul de biosinteză a CAT a fost înregistrat la varianta 

calusului supus șocului cu temperatura de +4oC pe parcursul a 3 ore, valoarea activității fiind egală 

cu 0,32 unități/mL față de 0,24 unități/mL la martor.  

  

Fig.4.9. Influența temperaturii de +4oC pe parcursul a 3 și 6 ore, aplicată în ziua a 20-a de 

cultivare, asupra activității CAT (A) și PO (B) în extractele din calusul de R. rosea 

determinate la sfârșitul perioadei de cultivare (în ziua a 40-a). 

 

În varianta calusului obținut în urma expunerii la șocul cu temperatura de +4oC pe parcursul a 6 

ore activitatea CAT s-a diminuat până la 0,23 unități/mL. 
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Activitatea mai înaltă a CAT în varianta expusă temperaturilor joase pozitive pe parcursul 

a 3 ore demonstrează rolul principal al CAT în lichidarea H2O2 produs intens în cazul dat (Figura 

4.9A) și este determinat atât de condițiile de temperatură, cât și de procesele intensive de formare 

și acumulare a biomasei. În acest context, putem remarca că activitatea enzimelor antioxidante se 

poate modifica diferit: în unele cazuri are loc creșterea activității enzimelor, iar în altele - 

diminuarea, ceea ce depinde de intensitatea și durata acțiunii factorului de stres. 

Tendința de diminuare a activității PO (Figura 4.9B) a fost înregistrată în extractele din 

calusul de R. rosea după 40 de zile de cultivare, de la 7,05 unități benzid.oxid./min/g biomasă la 

martor la 6,80 și 6,29 unități benzid.oxid./min/g biomasă în varianta expusă șocului cu temperatura 

de +4oC pe parcursul a 3 ore și, respectiv, 6 ore. Analiza activității enzimatice a PO în extractele 

din calusul de R. rosea tratat cu +4oC pe parcursul a 3 și 6 ore demonstrează că PO, fiind enzimă 

multifuncțională [210], participă nu numai la detoxifierea H2O2, dar și în alte procese importante 

pentru dividerea și diferențierea celulelor [210]. 

În acest context, activitatea mai mare sau la același nivel a principalelor enzime 

antioxidante extrase din calusul de R. rosea, concomitent cu conținutul de H2O2 este în 

concordanță cu rezultatele mai multor autori pe culturi de țesuturi ale diferitor specii de plante 

[255, 267, 301]. De asemenea, este cunoscut faptul că sub acțiunea stresului raportul enzimelor 

antioxidante se poate schimba în dependență de specia plantei [246]. 

Luând în considerare faptul că sub influența temperaturilor joase pozitive se manifestă 

tendința de rejuvenilizare a celulelor calusului de R. rosea, am determinat influența acestui factor 

asupra perioadei de intrare a culturii calusului în faza de senescență. Acest obiectiv a fost realizat 

prin determinarea viabilității celulelor calusului de R. rosea la etape diferite de cultivare. Testele 

de determinare a viabilității s-au bazat pe determinarea integrității membranei celulare, apreciind 

difuzia citoplasmatică a colorantului Metilen blue [12]. Acest procedeu este rapid și precis. Drept 

exemplu de determinare a viabilității celulelor calusului de R. rosea au servit probele prelevate în 

ziua a 20-a după aplicarea temperaturii de +4oC, pe parcursul a 3 ore (în total 40 zile de cultivare). 

Procentul celulelor moarte ale calusului de R. rosea expus șocului cu temperatura de +4oC pe 

parcursul a 3 ore este de 4 ori mai jos în comparație cu calusul din varianta martor, cea ce 

demonstrează întârzierea trecerii la senescență a celulelor din varianta experimentală (Figura 

4.10A). Acest efect benefic al șocului cu temperatura de +4oC a asigurat majorarea masei celulelor 

calusului cu 41% față de cea caracteristică pentru calusul din varianta martor (Figura 4.10B). 

Datele prezentate demonstrează indirect trecerea mai rapidă la senescență a celulelor calusului din 

varianta martor în comparație cu cele ale calusului care în faza exponențială au fost expuse șocului 

cu temperatura de +4oC. 
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Fig.4.10. Influența temperaturii de +4oC pe parcursul a 3 ore, aplicată în ziua a 20-a 

de cultivare, asupra procentului de celule moarte (A) și acumularea biomasei (B) în calusul 

de R. rosea determinate la sfârșitul perioadei de cultivare (în ziua a 40-a). 

 

Un alt indice utilizat pentru a aprecia influența șocului cu temperaturi joase pozitive asupra 

fenomenului de menținere a viabilității celulelor calusului de R. rosea a fost analiza extractelor 

privind conținutul pigmenților clorofilieni. Datorită implicării acestor pigmenți în procesul de 

fotosinteză și indirect în procesele de creștere, se pesupune ca concentrația lor să fie mai mare în 

calusul cu un procent mai înalt de celule viabile. Luând în considerare aceasta, am determinat 

cantitatea de clorofilă a și b, cantitatea totală de pigmenți verzi (clorofila a + b) și conținutul 

carotenoidelor (Figura 4.11). 

 

Fig. 4.11. Influența temperaturii de +4oC pe parcursul a 3 ore, aplicată în ziua a 20-a de 

cultivare, asupra cantității pigmenților clorofilieni în calusul de R. rosea determinate la 

sfârșitul perioadei de cultivare (în ziua a 40-a). 

Extragerea pigmenților asimilatori din calusul de R. rosea, după 40 zile de cultivare, ne 

indică că conținutul de clorofilă a în extractul calusului cultivat în varianta martor este relativ jos 

(6,09 mg/g de material vegetal proaspăt), iar în varianta experimentală (calusul expus la 

temperatura de +4oC pa parcursul a 3 ore) conținutul a crescut până la 8,25 mg/g, fapt ce 

demonstrează sporirea conținutului acestui pigment. Cantitatea înregistrată a marcat un spor cu 

47% față de varianta martor. Aceeași tendință se observă și în cazul clorofilei b, cantității totale de 
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pigmenți verzi (clorofila a și b) și, respectiv, a carotenoidelor (Figura 4.11). În general aceste date 

atestă viziunea despre influența benefică a șocului cu temperaturi joase pozitive, aplicat asupra 

calusului de R. rosea în faza exponențială de creștere a lui. 

Datele privind conținutul compușilor fenolici (CCF) și capacitatea antioxidantă totală (Cat) 

a extractelor din varianta martor și cea experimentală (Figura 4.12) indică că atât valorile 

conținutului compușilor fenolici (Figura 4.12A), cât și valorile capacității antioxidante totale 

(Figura 4.12B) a extractelor din calusul variantei experimentale au fost mai joase decât valorile 

caracteristice pentru varianta martor. Totodată, datele prezentate demonstrează că capacitatea 

antioxidantă totală corelează pozitiv cu conținutul compușilor fenolici. 

  

Fig.4.12. Influența temperaturii de +4oC pe parcursul a 3 ore, aplicată în ziua a 20-a de 

cultivare, asupra conținutului compușilor fenolici (CCF)(A) și capacității antioxidante 

totale (Cat) (B) în extractele calusului de R. rosea determinate la sfârșitul perioadei de 

cultivare (în ziua a 40-a). 

 

Datele cantitative privind conținutul total de flavonoide (CTF) în calusul de R. rosea în 

dependență de aplicarea temperaturii de +4oC pe parcursul a 3 ore (Figura 4.13) indică că valorile 

conținutului total de flavonoide a scăzut semnificativ în comparație cu valorile variantei martor. 

În așa fel, aceste date susțin viziunea că șocul cu temperaturi joase pozitive reține trecerea la 

senescență a celulelor calusului, trecere care deseori este însoțită de acumularea compușilor 

fenolici și a flavonoidelor [18]. 

În concluzie, deși calusul reprezintă un țesut dediferențiat, tratarea lui cu temperaturi joase 

pozitive determină fenomenul de reținere a trecerii culturii calusului de R. rosea de la faza 

exponențială de creștere la cea staționară, ceea ce asigură sporirea acumulării biomasei totale. 
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Fig.4.13. Influența temperaturii de +4oC pe parcursul a 3 ore, aplicată în ziua a 20-a de 

cultivare, asupra conținutului total de flavonoide (CTF) în extractele calusului de R. rosea 

determinat la sfârșitul perioadei de cultivare (în ziua a 40-a). 

 

Aceste efecte benefice ale șocului cu temperaturi joase pozitive sunt asociate cu sporirea 

conținutului pigmenților implicați în procesul de fotosinteză și cu tendința de diminuare a 

conținutului componenților ce determină potențialul oxido-reducător al celulelor în perioada de 

trecere la senescență [18]. Aceasta sugerează că prin combinarea rațională a factorilor caracteristici 

pentru condițiile naturale de creștere a speciei R. rosea (variația temperaturii și a activității razelor 

ultraviolete) este posibil de a influența creșterea și acumularea MS în biomasa plantelor de R. rosea 

cultivate în condiții in vivo. De aici rezultă că sporirea randamentului de obținere a MS în cultura 

in vitro de R. rosea poate fi realizată prin combinarea rațională a expozițiilor la temperaturi joase 

pozitive și radiații UV. 

 

4.5. Influența temperaturilor negative asupra parametrilor fiziologici ai calusului și 

agregatelor celulare de R. rosea, precum și a parametrilor biochimici ai extractelor din 

biomasa acestora 

Din literatura de specialitate este cunoscut faptul că suspensiile celulare sunt capabile să se 

aclimeze la frig și să dezvolte o toleranță mai mare la îngheț [202]. Temperatura joasă afectează 

în mod diferit funcțiile celulelor plantelor și structura lor. Ea poate provoca leziuni celulare și 

moartea celulelor sau plantelor. În unele condiții, la plantele expuse temperaturilor joase se 

ajustează metabolismul celular, sporește rezistența plantelor la temperaturile de îngheț [174]. În 

condiții naturale de înaltă altitudine, pe perioada vegetației plantele de R. rosea sunt deseori supuse 

influenței temperaturilor joase și chiar negative. 

Anterior a fost demonstrat că după aplicarea temperaturilor joase pozitive, valoarea 

procentuală a indicelui de creștere a calusului de R. rosea la etapa de trecere în faza staționară  

înregistrează o majorare a acestor valori peste 40% față de varianta martor. De asemenea, luând în 

considerare că habitatele naturale ale plantelor de R. rosea L. constituie zonele cu condiții 
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climaterice dure și accidentale, fiind expuse diferitor condiții de stres, inclusiv la temperaturi 

extreme, ne-am propus să determinăm rezistența și la acțiunea diverselor temperaturi negative a 

celulelor calusului și agregatelor celulare de R. rosea. Acest obiectiv a putut fi realizat prin 

determinarea influenței temperaturilor negative asupra acumulării biomasei și a viabilității celulare 

a calusului și agregatelor celulare R. rosea. 

Cercetările noastre au vizat în primul rând determinarea valorilor temperaturilor negative, 

la care celulele calusului și agregatelor celulare non-embriogene răspund la acțiunea factorului 

termic sporind toleranța la ger și totodată demonstrând viabilitate celulară cu 50% mai mare față 

de mator. Evaluând supraviețuirea celulelor, după acțiunea cu temperaturi negative (-8oC, - 12oC, 

14oC și -16oC) timp de 8 ore, a fost determinată rezistența lor la acțiunea șocului condiționat de 

temperaturile menționate. Viabilitatea celulelor a fost exprimată în % față de martor (celule ale 

calusului care nu au fost supuse congelării). Datele privind acțiunea temperaturilor negative asupra 

viabilității celulelor (%)  și acumulării biomasei calusului de R. rosea pe mediul solid sunt 

prezentate în Figurile 4.14 și 4.15. Din Figura A9.2 se poate observa că odată cu diminuarea 

temperaturii de expunere la șocul cu temperaturi negative, culoarea verde a calusului devine tot 

mai slab evidentă. Cantitativ această legitate se manifestă în datele prezentate în Figura 4.14. 

Diminuarea temperaturii negative a șocului a dus la sporirea liniară a nivelului de celule moarte 

de la circa 24% în varianta martor până la 89% de celule în calusul prealabil expus șocului cu -

14oC. Dacă după expoziția la -4oC au supraviețuit 67% dintre celule, după expoziția la -8oC au 

supraviețuit doar 52% de celule. 

  

Fig.4.14. Influența temperaturilor negative 

pe parcursul a 8 ore, aplicate în ziua a 20-a 

de cultivare, asupra viabilității celulelor și 

acumulării biomasei calusului de R. rosea, la 

sfârșitul perioadei de cultivare (în ziua a 40-

a). 

Fig. 4.15. Dependența dintre valorile 

biomasei și cele ale viabilității celulelor 

calusului de R. rosea, tratat cu 

temperaturi negative pe parcursul a 8 ore 

în ziua a 20-a de cultivare, determinate la 

sfârșitul perioadei de cultivare (în ziua a 

40-a). 
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Diminuarea temperaturii de expoziție până la -12oC și -14oC a cauzat amplificarea 

proceselor distructive și diminuarea procentului celulelor viabile până la 20% și, respectiv, 11%. 

Prin urmare, temperatura la care a survenit pieirea a 50% din numărul total de celule este de 

aproximativ -8oC. Diminuarea procentului de celule vii odată cu diminuarea temperaturii negative 

de expoziție a cauzat micșorarea și mai semnificativă a acumulării de biomasă, Figura 4.14. 

Biomasa calusului s-a micșorat de la 12,3 g (martor) până la 10,8 și 7,3 g în varianta calusului 

obținut după expunerea la -4oC și -12oC, respectiv. Valorile menționate constituie diminuarea 

raportului biomasei calusului în variantele respective față de cele martor cu 12 și 41%. 

După cum a fost menționat mai sus, calusul de R. rosea, supus acțiunii temperaturilor 

negative, a înregistrat atât micșorarea viabilității celulelor, cât și a indicelui de creștere a biomasei. 

Compararea legităților schimbării acestor valori (Figura 4.15) demonstrează existența unei 

corelații pozitive dintre biomasă și indicele de viabilitate, coeficientul de corelație fiind R = 

0,9722. În așa fel, putem concluziona că sporirea procentului de celule viabile cu o unitate duce la 

creșterea biomasei finale a calusului cu 0,0799 g. De aici rezultă că diviziunea celulelor calusului 

în condițiile create artificial este limitată. 

Cercetări similare privind acțiunea temperaturilor negative asupra viabilității celulelor și 

acumulării biomasei au fost efectuate și cu agregatele celulare de R. rosea cultivate în mediu lichid. 

Datele obținute sunt prezentate în Figurile 4.16 și A9.3. Menționăm, că ca și în cazul culturii 

calusului de R. rosea pe mediu solid, temperaturile negative au cauzat efecte deteriorative. De 

exemplu, în varianta experimentală după expunerea la -12oC și -14oC, masa agregatelor celulare 

din mediul nutritiv lichid s-a micșorat față de cea a masei din varianta martor cu 2,8 g și, respectiv, 

3,1 g, ceea ce constituie diminuarea cu 24 % și 27% față de martor. Viabilitatea celulelor după 

expunerea la șocul cu temperatura de -12oC -14oC a scăzut de la 79% în varianta martor până la 

19% și, respectiv, 16% în variantele experimentale. 

Dacă după expoziția calusului la -8oC au supraviețuit doar 52% de celule, în cazul expunerii 

în varianta experimentală a agregatelor celulare de R. rosea la -8oC, am observat că valoarea 

viabilității celulelor este de 68%. Aceasta sugerează că toleranța la ger a agregatelor celulare este 

mai înaltă decât cea a celulelor calusului, ceea ce indică exact ca și în cazul acțiunii radiației 

ionizante că toleranța la factorul de stres este cu atât mai înaltă, cu cât gradul de organizare a 

sistemului biologic este mai jos (regula Bergonie-Tribondeau) [306]. Aceste rezultate ne 

demonstrează că temperaturile letale pentru cultura agregatelor celulare pot fi considerate valorile 

mai joase de -120C. 

Dependența biomasei calusului de procentul celulelor viabile la sfârșitul perioadei de 

cultivare a agregatelor celulare (Figura 4.17) ne demonstrează că diminuarea biomasei agregatelor 
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celulare este direct proporțională cu micșorarea celulelor viabile, coeficientul de corelație fiind 

R=0,9434. 

  

Fig. 4.16. Influența temperaturilor negative 

pe parcursul a 8 ore, aplicate în ziua a 12-a 

de cultivare, asupra viabilității celulelor și 

acumulării biomasei agregatelor celulare de 

R. rosea, la sfârșitul perioadei de cultivare 

(în ziua a 20-a). 

Fig. 4.17. Dependența dintre valorile 

biomasei și cele ale viabilității celulelor 

agregatelor celulare de R. rosea, tratate 

cu temperaturi negative pe parcursul a 8 

ore în ziua a 12-a de cultivare, 

determinate la sfârșitul perioadei de 

cultivare (în ziua a 20-a). 

 

Cum era de așteptat, unghiul de înclinație a acestei dependențe pentru agregatele celulare este egal 

cu 0,0445 (Figura 4.17). El este mai mic în comparație cu cel caracteristic pentru celulele calusului 

0,0799 (Figura 4.15). Aceasta și mai mult dovedește că celulele agregatelor celulare sunt mai 

tolerante la ger în comparație cu cele ale calusului. 

Se cunoaște că acțiunea asupra plantelor cu temperaturi negative, doza cărora este 

moderată, poate asigura aclimatizarea lor [145]. Acestea se caracterizează prin rezistență sporită 

față de temperaturile negative, care altfel ar fi fost letale [121, 260]. Formarea mecanismelor de 

adaptare la temperaturi joase implică diverse niveluri ale metabolismului celular, starea 

membranelor, modificări în expresia genelor, ceea ce duce la acumularea în celule a proteinelor 

de stres și a compușilor osmo- și crioprotectori [145]. Aceste modificări sunt menite să asigure 

organismul vegetal nu numai să supraviețuiască condițiilor nefavorabile, dar și să revină la 

funcționarea normală după ce temperatura ambiantă atinge optimul necesar. De asemenea, este 

cunoscut că nivelul de toleranță manifestat de o anumită plantă depinde de specia, țesutul sau tipul 

celulelor supuse stresului [260]. Prin urmare, rezultatele obținute demonstrează că celulele 

agregatelor celulare sunt mai rezistente la acțiunea temperaturilor negative, tolerând temperaturi 

cu circa 4oC mai joase în comparație cu celulele calusului. Aceasta sugerează despre tendința de 

diminuare a rezistenței la ger odată cu sporirea gradului de complexitate al relațiilor dintre celulele 

calusului în comparație cu cele ale agregatelor celulare. 
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Pe parcursul cultivării atât a culturii calusului, cât și a agregatelor celulare de R. rosea, a 

fost vizual remarcată micșorarea intensității culorii verzui sau chiar brunificarea explantelor în 

variantele experimentale față de cele martor. Luând în considerare aceasta, am determinat 

conținutul pigmenților clorofilieni și carotinoidelor în materialul cercetat. Rezultatele obținute 

(Tabelele 4.3 și 4.4) demonstrează că conținutul pigmenților fotosintetici extrași din biomasa 

calusului din varianta martor l-a depășit pe cel caracteristic pentru variantele experimentale (cu 

expunere la temperaturi negative). De exemplu, concentrația de clorofilă a în calusul (mediul 

solid) din varianta martor era 1,27 mg/g de masă proaspătă, iar în celule calusului tratat cu 

temperaturi negative de -4oC și -8oC – 1,19 și, respectiv, 1,04 mg/g (cu 6 și 18% mai puțin decât 

în varianta martor) de material vegetal proaspăt. 

 

Tabelul 4.3. Influența temperaturilor negative pe parcursul a 8 ore, aplicate în ziua a 

20-a de cultivare, asupra conținutului pigmenților fotosintetici în celulele calusului de R. 

rosea la sfârșitul perioadei de cultivare (în ziua a 40-a). 

Parametrii aparatului 

fotosintetic 
Variantele 

+26oC -4oC -8oC -12oC 
Clorofila a, mg/g 1,27±0,10 1,19±0,13 1,04±0,3 0,48±0,10 

Clorofila b, mg/g 0,75±0,04 0,64±0,11 0,55±0,2 0,17±0,20 

Suma totală (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 c, mg/g 1,14±0,02 1,22±0,21 1,39±0,3 0,20±0,05 

 

Totodată, am observat că conținutul de clorofilă b în calusul acestor variante s-a micșorat față de 

conținutul din celulele calusului din varianta martor cu 14% (expunere la -4oC) și, respectiv, 26% 

(expunere la -8oC). Concomitent conținutul carotenoidelor în variantele experimentale menționate 

s-a majorat cu 7 și, respectiv, cu 30%. Așadar, nivelul relativ scăzut al modificării conținutului 

pigmenților fotosintetici după expunerea la -4oC sugerează că calusul de R. rosea tolerează 

expunerea la această temperatură, dar expunerea la temperaturi de -8oC și mai joase sunt 

dăunătoare. Șocul efectuat cu temperatura de -14oC a avut urmări grave atât asupra conținutului 

de pigmenți fotosintetici, Tabelul 4.3, cât și asupra acumulării biomasei calusului, Figura 4.14 și 

4.15, fenomene ce sunt asociate cu necroza celulelor calusului. În așa fel, devine clar că calusul 

tolerează șocul cu temperaturi negative mai înalte de -4oC, fiind deteriorat de șocul cu temperatură 

negativă de -12oC. 

Cercetări similare privind acțiunea temperaturilor negative asupra agregatelor celulare, 

Tabelul 4.4 au demonstrat că, la fel ca și în cazul culturii calusului de R. rosea pe mediu solid, 

temperaturile negative deteriorează celulele agregatelor celulare. De exemplu, concentrația de 

clorofilă a în agregatele celulare din varianta martor este de 2,42 mg/g de masă proaspătă, iar în 
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celulele agregatelor tratate cu temperaturi negative de -8oC și -12oC – 2,27 și, respectiv, 2,05 mg/g 

(cu 6 și 15% mai puțin decât în varianta martor) de material vegetal proaspăt. Conținutul de 

clorofilă b în celulele agregatelor acestor variante s-a micșorat față de conținutul din celulele din 

varianta martor cu 15% (expunere la -8oC) și respectiv 28% (expunere la -12oC). De asemenea, ca 

și în cazul calusului, conținutul carotenoidelor în variantele experimentale ale agregatelor s-a 

majorat cu 4 și, respectiv, cu 9%. Dacă comparăm celulele calusului cu cele ale agregatelor 

celulare expuse la -8oC, observăm că conținutul de clorofilă a în cele ale calusului s-a micșorat cu 

18%, iar în cele ale agregatelor celulare numai cu 6%. Totodată, remarcăm că și conținutul 

clorofilei b s-a micșorat cu 26% în celulele calusului față de 15% în celulele agregatelor. Nivelul 

relativ scăzut al modificării conținutului pigmenților fotosintetici după expunerea la -80C, 

sugerează că agregatele celulare de R. rosea tolerează expunerea la această temperatură, dar 

expunerea la temperaturi de -140C și mai joase sunt degradante sau chiar letale (Figura 4.16). 

 

Tabelul 4.4. Influența acțiunii temperaturilor negative pe parcursul a 8 ore, aplicate în 

ziua a 12-a de cultivare, asupra conținutului pigmenților fotosintetici în agregatele 

celulare de R. rosea la sfârșitul perioadei de cultivare (în ziua a 20-a). 

Parametrii aparatului 

fotosintetic 
Variantele 

+26oC -8oC -12oC -14oC 
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 totală (a+b) 3,68±0,29 3,34±0,12 2,96±0,1 1,19±0,61 
Raportul a/b 1,9 2,12 2,25 2,4 

Carotenoidele c, mg/g 1,64±0,11 1,71±0,20 1,79±0,2 0,48±0,30 

 

Prin urmare, aceste rezultate demonstrează acțiunea deteriorativă a temperaturilor negative 

în funcționarea aparatului fotosintetic, întrucât se cunoaște [2] că pigmenții clorofilieni (clorofila 

a și b) sunt implicați direct în procesul de fotosinteză și indirect în procesul de proliferare. Autorii 

Georgieva și Lichtenthaler [110] au demonstrat că temperaturile scăzute afectează nu numai 

cantitatea de pigmenți, dar și mărimea și forma celulelor fotosintetice și, în consecință, procesul 

de fotosinteză. De asemenea, observăm că a crescut ușor conținutul carotenoidelor, ceea ce indică 

un posibil rol de protecție împotriva stresului oxidativ. Se cunoaște că carotenoidele pot acționa 

ca antioxidanți, ce includ protecția membranelor împotriva deteriorării radicalilor liberi, iar 

conținutul lor crește sub acțiunea temperaturilor scăzute. Variațiile în anatomia, fiziologia și 

morfologia celulelor reflectă adaptabilitatea plantelor la modificările de temperatură [154]. 

În literatura de specialitate practic nu există rapoarte privind acțiunea temperaturilor 

negative asupra culturii celulare de R. rosea in vitro și in vivo. Cercetările efectuate au demonstrat 

că atât conținutul de clorofilă a și b, cât și al carotenoidelor este influențat de acțiunea 
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temperaturilor negative, lucru confirmat și de către Carter și Knapp [52]. De asemenea, cultura 

celulară de R. rosea a înregistrat atât micșorarea viabilității celulelor, cât și a indicelui de creștere 

a biomasei. Cultura calusului tolerează șocul cu temperaturi negative mai înalte de -4oC, fiind 

deteriorat de șocul cu temperatură negativă de -14oC. Agregatele celulare sunt mai rezistente la 

acțiunea temperaturilor negative cu -4oC în comparație cu celulele calusului, ceea ce indică despre 

tendința de diminuare a rezistenței la ger odată cu sporirea gradului de complexitate a sistemelor 

biologice. 

 

4.6. Influența reglatorului natural de creștere Reglalg asupra parametrilor fiziologici 

ai calusului și agregatelor celulare de R. rosea, precum și a parametrilor biochimici ai 

extractelor din biomasa acestora  

Spre deosebire de fitohormoni, reglatorii naturali de creștere (RNC) ca regulă sunt 

complecși și demonstrează activitate biologică în concentrații mai mari, influența biologică a lor 

fiind armonioasă, asigurând adaptarea și menținerea stării de homeostază a plantelor în diferite 

condiții ale mediului [73, 74]. În acest context, cea mai mare atenție este îndreptată spre obținerea 

RNC complecși, creați pe bază de materie primă naturală, care includ fitohormoni, vitamine, 

aminoacizi, acizi grași, precum și o gamă largă de metaboliți secundari [74, 113]. Printre RNC cu 

perspectivă pentru utilizare atât în condiții in vivo [73, 74, 85], cât și in vitro [16, 47, 55, 56, 57, 

58, 292], se numără și preparatul Reglalg, certificat pentru aplicare în agricultura Republicii 

Moldova [13]. Scopul acestor cercetări a fost de a determina posibilitatea utilizării preparatului 

Reglalg în vederea sporirii biomasei calusului și agregatelor celulare în cultura in vitro de R. rosea 

L. 

Analiza comparativă a rezultatelor cultivării celulelor calusului de R. rosea pe mediul MS 

solid și în mediu lichid a demonstrat că pe parcursul a 40 zile în vasele de 150 mL, conținând 40 

mL de mediu nutritiv solid, se acumulează 8-10 g de masă proaspătă a calusului, atunci când în 

mediul lichid, doar pe parcursul a 20 zile se acumulează 10-12 g de agregate celulare. De aici 

rezultă că viteza de proliferare a celulelor de R. rosea în mediul lichid este de cel puțin două ori 

mai înaltă în comparație cu cea pe mediul solid. 

Datele privind influența preparatului Reglalg asupra indicelui de creștere (în %) a culturii 

de R. rosea pe mediul solid și lichid sunt prezentate în Figura 4.18 (biomasa calusului) și 4.19 

(biomasa agregatelor celulare). Din datele prezentate în Figura 4.18 putem observa că introducerea 

Reglalgului în mediul de cultură a influențat benefic acumularea biomasei calusului în toate 

variantele experimentale, atingând valoarea maximă la introducerea Reglalgului în mediul nutritiv 

în raport de 1/1000 [46]. Masa calusului la această variantă experimentală a depășit masa din 
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varianta martor cu 38% [47]. La această diluție a Reglalgului cu mediul nutritiv lichid, Figura 4.19, 

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

  

Fig.4.18. Influența preparatului Reglalg 

diluat cu mediul MS în raport de 1/800, 

1/1000, 1/1200, 1/1400, 1/1800, aplicat în 

ziua a 20-a de cultivare, asupra indicelui 

de creștere a calusului de R. rosea la 

sfârșitul perioadei de cultivare (în ziua a 

40-a). 

Fig.4.19. Influența preparatului Reglalg 

diluat cu mediul MS în raport de 1/800, 

1/1000, 1/1200, 1/1400, aplicat în ziua a 12-a 

de cultivare, asupra indicelui de creștere a 

agregatelor celulare de R. rosea la sfârșitul 

perioadei de cultivare (în ziua a 20-a). 

 

Prin urmare, s-a stabilit că acumularea biomasei culturii calusului și agregatelor celulare 

de R. rosea L. a fost maximală la diluția Reglalgului cu mediul nutritiv în raport de 1/1000. 

Rezultatele prezentate demonstrează că introducerea RNC Reglalg în mediul solid și lichid 

influențează benefic proliferarea celulelor de R. rosea, efectul final depinzând de concentrația 

preparatului în mediul de cultură. Trecerea culturii in vitro la faza staționară, realizată în mediul 

lichid (cultura agregatelor celulare), a fost practic de două ori mai rapidă în comparație cu cea pe 

mediul solid (cultura calusului). 

 În rezultatul determinării conținutului pigmenților clorofilieni și carotinoidelor în 

materialul cercetat (Tabelele 4.5 și 4.6) observăm că conținutul pigmenților asimilatori în 

variantele experimentale a demonstrat o tendință de creștere, dar a atins valori maxime în varianta 

cu introducerea Reglalgului în mediul de cultură în raport de 1/1000. De exemplu, concentrația de 

clorofilă a în calusul (mediul solid) din varianta martor este 1,27 mg/g de masă proaspătă, iar în 

celule calusului cultivat pe mediul suplimentat cu Reglalg în diluția 1/1000  ̶  2,44 mg/g (cu 92% 

mai mult decât în varianta martor) de material vegetal proaspăt. Totodată, observăm că în această 

variantă conținutul de clorofilă b a sporit doar cu 50%, iar cantitatea totală de pigmenți clorofilieni 

(clorofila a+b)  ̶  cu 76% față de conținutul din celulele calusului din varianta martor [49]. Aceste 

rezultate demonstrează acțiunea benefică a Reglalgului în funcționarea aparatului fotosintetic. 

Din literatura de specialitate se știe [268] că în cadrul unei specii de plante, sub acțiunea 

diferitor factori, așa ca faza de creștere, iluminarea, diverse condiții de stres, se schimbă atât 
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cantitatea totală de pigmenți, cât și raportul dintre ei. În baza cercetărilor efectuate, putem 

menționa faptul că în variantele de cultivare a calusului în prezența Reglalgului raportul dintre 

conținutul de clorofilă a și clorofilă b a fost mai mare decât în celulele calusului din varianta 

martor, sporind de la 1,7 până la 2,17 (varianta Reglalg 1/1000), Tabelul 4.5. Comparând datele 

din literatură cu rezultatele obținute, menționăm că raportul dintre clorofila a și b caracteristic 

pentru calusul de R. rosea se încadrează în limitele obișnuite 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 legătura 

dintre acumularea pigmenților clorofilieni și a biomasei calusului. 

Tabelul 4.5. Influența preparatului Reglalg în diferite concentrații, aplicat în ziua a 20-a 

de cultivare, asupra conținutului pigmenților fotosintetici în celulele calusului de R. rosea 

la sfârșitul perioadei de cultivare (în ziua a 40-a). 

Parametrii aparatului 

fotosintetic 
Variantele 

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 1,95±0,2 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 totală (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 c, mg/g 1,14±0,02 1,52±0,2 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 

 

După cum a fost menționat mai sus, în calusul de R. rosea, cultivat pe mediul nutritiv solid 

suplinit cu Reglalg, s-a înregistrat majorarea conținutului relativ de clorofilă a. Comparația 

valorilor acestui indice cu valorile acumulării biomasei (Figura 4.20) demonstrează relația strânsă 

între acești indici, coeficientul de regresie fiind egal cu 0,9115.  

 

 

Fig. 4.20. Relația dintre valorile indicelui de creștere a biomasei și cele ale conținutului de 

clorofilă a în celulele calusului de R. rosea, tratat cu diferite concentrații ale preparatului 

Reglalg în ziua a 20-a de cultivare, la sfârșitul perioadei de cultivare (în ziua a 40-a). 
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Menționăm că majorarea conținutului de clorofilă în calusul de R. rosea cultivat în prezența 

Reglalgului corelează și cu procesul de biosinteză a flavonoidelor și a compușilor fenolici în 

cloroplastele culturii calusului [55, 56]. Legăturile pozitive între conținutul de clorofilă și cel al 

polifenolilor, flavonoidelor și antocienilor au fost menționate și de către Xu F.[292]. 

Analizând datele prezentate în Tabelul 4.5 observăm că introducerea Reglalgului în mediul 

de cultivare a asigurat nu numai creșterea conținutului clorofilei a și b, dar și al carotenoidelor. 

Ultimele joacă un rol important în procesele de fotosinteză și în sistemul de protejare, în special 

previne fotooxidarea distructivă a clorofilei și a altor substanțe active (citocromi, peroxidaze, 

catalase, pigmenți 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 cantitativă a carotenoidelor din calusul de R. rosea (Tabelul 4.5) a demonstrat că 

cea mai mică valoare a acestui indice se observă în varianta martor (1,14 mg/g substanță 

proaspătă), iar cea mai mare valoare se manifestă în celulele calusului cultivat în prezența 

Reglalgului diluat cu mediul de cultură în raport de 1/1000. Cantitatea carotenoidelor înregistrată 

în această variantă este de 1,74 mg/g de material vegetal proaspăt, marcând un spor de 52,76%, 

comparativ cu varianta martor. 

Dacă analizăm raportul clorofila (a+b)/carotenoide, observăm că el variază de la 1,78 la 

calusul din varianta martor până 2,77 în varianta Reglalg diluat cu mediul de cultură în raport de 

1/1000. Raportul dintre suma clorofilelor și carotenoidelor este un indicator al stării de “maturare” 

a culturii. Valorile scăzute ale acestui raport indică senescența și deteriorarea aparatului 

fotosintetic al țesutului vegetal [274]. Așadar, studiind influența preparatului Reglalg asupra 

acumulării clorofilei a, b, sumei totale a clorofilei a și b și, respectiv, a carotenoidelor în calusul 

de R. rosea la a 40-a zi de la inoculare (Tabelul 4.4), putem remarca că cele mai ridicate valori au 

fost înregistrate în varianta cu diluția 1/1000. Prin urmare, introducerea preparatului Reglalg în 

mediul de cultivare asigură sporirea acumulării pigmenților fotosintetici în celulele calusului de R. 

rosea și totodată frânează senescența și menține viabilitatea celulelor pe o perioadă de cultivare 

mai îndelungată. 

Cercetări similare privind influența Reglalgului asupra pigmenților clorofilieni și a 

carotinoidelor au fost efectuate și cu agregatele celulare de R. rosea cultivate în mediu lichid 

(Tabelul 4.6). Analizând datele incluse în tabelul respectiv observăm că la fel ca și în cazul culturii 

calusului de R. rosea pe mediu solid, preparatul Reglalg diluat cu mediul de cultură în raport de 

1/1000 a influențat cel mai pronunțat acumularea clorofilei a, b, sumei totale a clorofilei a și b și 

a carotenoidelor în agregatele celulare. 
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Tabelul 4.6. Influența preparatului Reglalg în diferite concentrații, aplicat în ziua a 12-a 

de cultivare, asupra conținutului pigmenților fotosintetici în celulele agregatelor 

celulare de R. rosea la sfârșitul perioadei de cultivare (în ziua a 20-a de cultivare). 

Parametrii aparatului 

fotosintetic 
Variantele 

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 totală (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 1,9 1,9 2,0 

Raportul (a+b)/c 2,2 2,8 2,9 2,9 2,7 

Carotenoidele c, 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] că clorofila b exercită ecranarea clorofilei a, astfel menținând 

activitatea fotosintetică în condiții naturale și mai ales la iluminare puternică. În cercetările 

efectuate, în varianta optimă de influență a Reglalgului, s-a observat creșterea conținutului de 

clorofilă b atât în agregatele celulare, cât și în celulele calusului de R. rosea. Totodată, raportul 

dintre conținutul clorofilei a și b în celulele agregatelor celulare a rămas practic neschimbat, pe 

când în celule calusului acest raport s-a mărit. De aici rezultă că sporirea acumulării biomasei 

calusului pe parcursul a 40 zile de cultivare sub influența Reglalgului a dus la creșterea raportului 

dintre celulele din interiorul calusului față de cele din exterior (doar ultimele conțin clorofilă), ele 

fiind mai intensiv iluminate. În cultura agregatelor celulare practic toate celulele conțin clorofilă 

și, datorită agitării continue, sunt uniform și alternativ iluminate, de aceea mai puțin supuse 

stresului fotooxidativ. În afară de aceasta, durata cultivării agregatelor celulare este de două ori 

mai mică decât cea a calusului. Prin urmare la sfârșitul perioadei de cultivare celulele agregatelor 

rămân juvenile și viabile, ceia ce le deosebește de celulele calusului. Cele menționate, probabil, au 

influențat acumularea mai semnificativă a clorofilei b în celulele agregatelor în comparație cu 

celulele calusului. 

După cum a fost menționat mai sus, în agregatele celulare de R. rosea, cultivate pe mediul 

nutritiv MS lichid suplinit cu RNC Reglalg, a fost înregistrată majorarea conținutului relativ de 

clorofilă b. Totodată, din Figura 4.21 observăm că conținutul clorofilei a este direct proporțional 

cu sporirea biomasei agregatelor celulare. Cum era de așteptat, unghiul de înclinație a acestei 

dependențe pentru agregatele celulare (0,2395, vezi Figura 4.21) este mai mic în comparație cu cel 

caracteristic pentru celulele calusului (0,2908, vezi Figura 4.20). 
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Fig. 4.21  Dependența dintre valorile indicelui de creștere a biomasei și cele ale conținutului 

de clorofilă a în agregatele celulare de R. rosea, tratate cu diferite concentrații ale 

preparatului Reglalg în ziua a 12-a de cultivare și determinate la sfârșitul perioadei de 

cultivare (în ziua a 20-a). 

  

Așadar, calusul și agregatele celulare de R. rosea, cultivate pe mediul nutritiv MS 

suplimentat cu Reglalg, manifestă capacitatea de a spori creșterea biomasei, dar conținutul relativ 

de clorofilă a a fost mai înalt în agregatele celulare. Aceasta înseamnă că aplicarea preparatului 

Reglalg influențează benefic creșterea biomasei și acumularea clorofilei, ceea ce confirmă datele 

anterioare despre acțiunea benefică a Reglalgului asupra acumulării MS [49, 55, 56, 57, 58]. În 

complex, aceste date sunt în concordanță cu informațiile care sugerează că clorofila este implicată 

în formarea precursorilor de sinteză a MS [209], intermediari sau inițiatori ai ciclului shikimic de 

biosinteză a MS. De aici rezultă că biosinteza și acumularea clorofilei în celulele de R. rosea 

cultivate in vitro reprezintă un fenomen important ce contribuie sau asigură sporirea randamentului 

acumulării substanțelor biologic active în condițiile in vitro. 

 

4.6.1. Influența reglatorului natural de creștere Reglalg asupra potențialului oxido-

reducător al extractelor din celulele calusului de R. rosea 

După cum a fost demonstrat în experimentele precedente, aplicarea preparatului Reglalg în 

mediul de cultivare asigură sporirea acumulării biomasei calusului de R. rosea, eficacitatea 

maximă a preparatului fiind atinsă la diluția acestuia cu mediul de cultivare în raport de 1/1000. 

Datele privind CCF și capacitatea antioxidantă totală (Cat) a extractelor din varianta martor și cele 

experimentale (Figura 4.22), demonstrează, că atât valorile CCF, cât și valorile Cat a extractelor 

din toate variantele experimentale depășesc datele caracteristice pentru varianta martor. Aplicarea 

Reglalgului în raport de 1/1000 în mediul de cultivare a provocat cel mai pronunțat efect asupra 

CCF, depășind martorul cu 2%. 
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Fig. 4.22. Influența preparatului Reglalg 

diluat cu mediul MS în raport de 1/1000, 

1/1200, 1/1400, 1/1800, aplicat în ziua a 12-a 

de cultivare, asupra conținutului 

compușilor fenolici (CCF) și capacității 

antioxidante totale (Cat) în extractele din 

calusul de R. rosea la sfârșitul perioadei de 

cultivare (în ziua a 40-a). 

 

Fig. 4.23. Dependența dintre valorile 

conținutului compușilor fenolici (CCF) și 

capacitatea antioxidantă totală (Cat) a 

extractelor etanolice din calusul de R. 

rosea la sfârșitul perioadei de cultivare 

(în ziua a 40-a). 

Totodată, datele prezentate în Figura 4.23 demonstrează faptul că Cat corelează pozitiv cu 

CCF. Luând în considerare influența benefică a Reglalgului asupra acumulării biomasei calusului 

de R. rosea [47], putem spune că aplicarea preparatului în mediul de cultivare acționează favorabil 

asupra stării calusului, ceea ce contribuie la sporirea acumulării compușilor fenolici cu 44,9%. 

Aceasta demonstrează înalta eficacitate a preparatului Reglalg asupra acumulării CCF. 

După cum a fost menționat anterior, MS din plante de R. rosea reprezintă compuși fenolici, 

care în natură manifestă diferite proprietăți fiziologice, inclusiv capacitatea antioxidantă [118]. În 

dependență de component ea se desfășoară în mod diferit [118, 151, 214]. Evaluarea Cat a 

extractelor etanolice din biomasa calusului de R. rosea în varianta martor și variantele 

experimentale a demonstrat (Figura 4.22 și 4.23), că modificările Cat corelează cu CCF în 

extractele din calusul de R. rosea. Aceasta sugerează, că stimularea creșterii biomasei sub influența 

Reglalgului, demonstrată anterior [47], poate avea loc datorită sporirii potențialului oxido-

reducător al substanțelor din celulele calusului cultivat în prezența Reglalgului. 

Metabolismul compușilor fenolici din plante se desfășoară datorită implicării unui număr 

mare de enzime, inclusiv izoformelor polifenoloxidazei (PFO) [68, 206, 258]. A fost stabilit că 

PFO în plante este localizată în membranele tilacoidelor cloroplastelor în stare latentă sau activă. 

Enzima latentă poate fi activată prin diferite moduri, inclusiv prin tratarea cu diferite substanțe 

[94]. Membranele tilacoidelor, ce conțin pigmenți clorofilieni, reprezintă structurile principale de 

localizare a proceselor de fotosinteză. Ele depind de un șir de factori exogeni și endogeni, inclusiv 

de componența nutritivă a mediului de creștere și dezvoltare. Aceasta presupune implicarea PFO 
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în procesele ce se desfășoară în cloroplaste. În acest context, s-a propus stabilirea efectului aplicării 

Reglalgului asupra spectrului izoenzimatic al PFO din culturile calusului de R. rosea. 

Modificările spectrului izoenzimatic al PFO sub influența preparatului Reglalg,  

reprezentate pe electroforegramele extractelor din calusul de R. rosea (Figura 4.24), indică 

delimitarea unor zone de localizare a izoformelor PFO. Sub influența Reglalgului are loc 

intensificarea unor izoforme ale PFO și dispariția unei izoforme sub influența Reglalgului diluat 

în raport de 1/1000. Totodată, la această variantă se manifestă trei zone de activitate a PFO, care 

după intensitate depășesc semnificativ benzile caracteristice pentru varianta martor și cea 

experimentală cu diluția Reglalgului 1/1400. După cum a fost menționat mai sus, valoarea indicilor 

de acumulare a biomasei calusului, precum și a CCF (Figura 4.18 și 4.22), de asemenea, a fost cea 

mai înaltă pentru varianta cu aplicarea diluției de 1/1000 a preparatului Reglalg.  

 

Fig. 4.24. Separarea formelor izoenzimatice ale PFO din extractele calusului de R. rosea 

cultivat pe mediu MS: M-martor; 1 și 2 - mediul MS suplimentat cu preparatul Reglalg 

diluat în raport de /1000 și 1/1400. 

 În așa fel, influența benefică a preparatului Reglalg asupra creșterii biomasei calusului de 

R. rosea este asociată cu stimularea activității unor componenți ai PFO implicați în metabolismul 

substanțelor secundare din celule [297] și cu acumularea mai activă a componenților fenolici, 

substanțe ce determină activitatea biologică a extractelor din R. rosea. 

Compușii fenolici caracteristici plantelor includ mai multe grupe de MS, inclusiv 

flavonoidele, care de asemenea influențează potențialul antioxidant, cu implicarea în diferite 

reacții fiziologice, precum anihilarea SRO, inclusiv O2
•‾, H2O2, 

•OH și 1O2. În celulele și țesuturile 

vegetale aceste SRO se formează nu numai în condiții de stres, dar și în cele optimale de creștere 

[236]. 

Datele cantitative privind conținutul total de flavonoide (CTF) din calusul de R. rosea în 

dependență de prezența Reglalgului diluat cu mediul de cultură în raport diferit, demonstrează că 
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conținutul flavonoidelor a depășit semnificativ valorile variantei martor doar în celulele calusului 

cultivat pe mediul suplimentat cu Reglalg în raport de 1/1000 (Figura 4.25). Aceasta este o 

diferență esențială dacă comparăm datele acțiunii Reglalgului asupra CTF și asupra CCF (Figura 

4.22 și 4.25). 

  

Fig. 4.25. Influența preparatului Reglalg 

diluat cu mediul MS în raport de 1/1000, 

1/1200, 1/1400, 1/1800, aplicat în ziua a 12-

a de cultivare, asupra conținutului total de 

flavonoide în extractele din calusul de R. 

rosea la sfârșitul perioadei de cultivare (în 

ziua a 40-a). 

Fig. 4.26. Dependența dintre valorile 

conținutului total de flavonoide (CTF) și 

ale capacității antioxidante totale (Cat) a 

extractelor etanolice din calusul de R. 

rosea la sfârșitul perioadei de cultivare (în 

ziua a 40-a). 

 

 

Anume din această cauză nu se manifestă o corelație semnificativă dintre CTF și Cat a 

extractelor (Figura 4.26). În variantele de cultivare a calusului în prezența Reglalgului diluat cu 

mediul nutritiv în raport de 1/1200, 1/1400 și 1/1800 a fost stabilită creșterea Cat a extractelor, 

care se datorează sporirii CCF, CTF în extractele din aceste variante rămânând la nivelul 

extractelor din calusul variantei martor. Aceste date relevă faptul, că alte grupe de compuși 

fenolici, cu excepția flavonoidelor, contribuie la sporirea proprietăților antioxidante totale a 

extractelor etanolice din calusul de R. rosea, cultivat pe mediu nutritiv suplimentat cu preparatul 

Reglalg în diferite diluții. Datele din  literatura de specialitate confirmă rolul antioxidant al 

flavonoidelor la plante prin aceea, că conținutul lor sporește în perioada expunerii plantelor la 

diferiți factori de stres [219, 286, 289]. Totodată, biosinteza flavonoidelor cu capacitate 

antioxidantă în condiții de stres se desfășoară mai intens la speciile de plante, care sunt mai 

sensibile la factorii de stres [289]. Se presupune că în modificarea balanței redox sunt implicate și 

flavonoidele prin reglajul activității metabolismului lor [265]. Conținutul majorat de flavonoide în 

varianta cu aplicarea preparatului Reglalg diluat în mediul de cultivare în raport de 1/1000 se poate 

explica prin faptul că procesele proliferative în celulele calusului din această variantă decurg mai 

intensiv, în comparație cu celulele calusului din alte variante, deoarece se știe că aceasta contribuie 

la sporirea formării SRO și inducția acumulării flavonoidelor [231]. 
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Metabolismul compușilor fenolici implică un șir de enzime, inclusiv peroxidaza (PO) [68, 

258]. PO este considerată un marker molecular al creșterii și dezvoltării culturii țesuturilor vegetale 

[167], iar apariția unor izoenzime ale PO a fost stabilită în procesul organogenezei [206, 258] și 

diferențierii tisulare [51]. Rezultatele cercetărilor efectuate susțin cele menționate (Figura 4.27). 

 

 

Fig.4.27. Separarea formelor izoenzimatice 

ale PO a extractelor din calusul de R. rosea 

în vârstă de 32 zile, cultivat pe mediu MS: 

M-martor și  suplimentat cu preparatul 

Reglalg diluat în raport de 1/1000(1), 

1/1200(2) și 1/1400(3) cu mediul MS; I, II și 

III – zonele de localizare a izoformelor PO. 

 

Fig. 4.28. Influența preparatului Reglalg 

diluat cu mediul MS în raport de 1/1000 

asupra activității PO din calusul de R. 

rosea de diferită vârstă. 

Activitatea PO în extractele din calusul de R. rosea diminuează concomitent cu vârsta 

celulelor. Cel mai înalt nivel al activității PO a fost observat în extractele din calusul variantelor 

în vârstă de 12 zile, pe când în cele extrase din calusul de 19 și, respectiv, 32 zile activitatea 

enzimatică diminuează (Figura 4.28). Cu toate că deosebirile dintre varianta martor și cea 

experimentală sunt nesemnificative, spectrul PO din extractele calusului din varianta martor și cele 

experimentale diferă semnificativ (Figura 4.27). La varianta martor componentul III al PO practic 

lipsește, pe când la variantele experimentale activitatea acestui component este cu atât mai 

pronunțată, cu cât concentrația Reglalgului în mediul de cultivare este mai joasă, iar acumularea 

biomasei mai înaltă [47]. Schimbarea activității componentului III al PO demonstrează că efectul 

aplicării Reglalgului corelează pozitiv cu acumularea biomasei calusului [47, 58]. Prin urmare, 

pentru sporirea acumulării biomasei calusului și a CCF și CTF (Figura 4.22 și 4.25), cel mai 

benefic mediu de cultivare a calusului de R. rosea s-a demonstrat a fi mediul nutritiv suplimentat 

cu preparatul Reglalg în raport de 1/1000.  

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

cărora creează condiții de stres în mediul celular, ceea ce inițiază acumularea prolinei [132]. Datele 
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prezentate în Figura 4.29 demonstrează că în calusul variantei martor, fără suplimentarea cu 

preparatul Reglalg, conținutul prolinei este mai înalt comparativ cu variantele experimentale.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 4.29. Influența preparatului Reglalg diluat cu mediul MS în raport de 1/1000 și 1/1200, 

aplicat în ziua a 12-a de cultivare, asupra conținutului de prolină în extractele din calusul 

de R. rosea la sfârșitul perioadei de cultivare (în ziua a 32-a). 

 

Este stabilit că nivelul SRO în țesuturile plantelor în stare de proliferare activă este mai înalt, iar 

acumularea prolinei la sporirea producerii SRO crește [132]. În experimentele efectuate, datorită 

influenței benefice a preparatului Reglalg asupra CCF și a proprietăților lor antioxidante (Figura 

4.22), observăm că, deși proliferarea calusului în varianta experimentală sporește, conținutul 

prolinei, dimpotrivă, scade. Acest fenomen susține concepția că conținutul prolinei în celulele 

plantei corelează negativ cu potențialul oxido-reducător, care la rândul lui este influențat de 

compoziția fenolilor și activitatea enzimelor, implicate în determinarea nivelului acestui potențial. 

Astfel, datele obținute demonstrează că aplicarea preparatului Reglalg influențează benefic 

creșterea calusului de R. rosea, sporește calitatea biomasei datorită stimulării proceselor de 

acumulare a fenolilor și flavonoidelor. 

 

4.7. Testarea influenței combinate a factorilor fizici și chimici asupra acumulării 

metaboliților secundari în calusul de R. rosea 

Rezultatele cercetărilor, prezentate mai sus oferă posibilitatea de a concluziona că 

acumularea MS și a substanțelor antioxidante în celulele calusului de R. rosea, cultivat pe mediu 

solid, poate fi mărită sub influența radiației UV, temperaturii joase pozitive și a reglatorilor naturali 

de creștere. Este cunoscut faptul că alcoolul cinamic (AC) este un precursor al biosintezei 

rosavinului și rosinului [122, 123]. De aceea, în cercetări el a fost testat ca elicitor, fiind introdus 

în mediul de cultivare a calusului de R. rosea. Influența AC asupra acumulării compușilor fenolici 

în calusul de R. rosea a fost cercetată prin introducerea separată în mediul de cultivare a 

precursorului și în combinație cu acțiunea razelor UV sau temperaturii joase pozitive. În mediul 
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de cultivare a calusului a fost adăugat AC în concentrația de 2 și 4 mM. Având în vedere rezultatele 

cercetărilor expuse în p.4.3 și 4.4, calusul de R. rosea a fost iradiat cu UV timp de 60 min și expus 

la temperaturi joase pozitive pe parcursul a 30 min. Datele sumare privind rezultatele acestor 

cercetări sunt prezentate în Tabelul 4.7.  

Tabelul 4.7. Activitatea antioxidantă și conținutul compușilor fenolici în extractele 

din calusul de R. rosea supus tratării în ziua a 20-a cu radiație UV, temperaturi joase 

pozitive și după introducerea în mediul de cultivare a alcoolului cinamic, la sfârșitul 

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

Denumirea probei Activitatea antioxidantă 
relativă 

Conținutul compușilor 

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 să menționăm, că introducerea separată a AC în mediul de cultivare a 

calusului nu a influențat benefic activitatea antioxidantă a extractelor din calus și CCF din extract. 

Activitatea antioxidantă și CCF în extractele din calus, în mediul căruia s-a adăugat AC în 

concentrație de 2 și 4 mM, s-au micșorat cu 7, 9% și, respectiv, cu 40, 30%. La fel nu a fost efectivă 

administrarea combinată a AC și a temperaturii joase pozitive. Activitatea antioxidantă din 

varianta 2 mM AC în combinație cu aplicarea șocului cu temperaturi joase a rămas la nivelul 

martorului, iar sporirea concentrației AC până la 4 mM a cauzat chiar diminuarea valorii acestui 

parametru cu 15% față de valoarea caracteristică pentru varianta martor. În ambele variante CCF 

s-a micșorat cu 40%. Însă aplicarea în ansamblu a AC în combinație cu expoziția la radiația UV a 

stimulat acumularea substanțelor antioxidante și a CCF. Expoziția calusului de R. rosea la 

temperaturi joase pozitive aparte nu influențează acumularea substanțelor antioxidante (informația 

în p.4.4), dar expoziția cu radiație UV relevă clar tendința de stimulare a acumulării substanțelor 

antioxidante. 

Mai mult ca atât, efect sinergic bine pronunțat demonstrează administrarea concomitentă a 

AC, temperaturii joase pozitive și a radiației UV. Prin urmare, administrarea concomitentă a 

factorilor fizici care acționează periodic în condiții naturale (radiația UV) asupra plantelor de R. 

rosea, influențează benefic și asupra acumulării MS în celulele calusului de R. rosea. 
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4.8. Testarea influenței combinate a factorilor fizici și chimici asupra acumulării 

metaboliților secundari în agregatele celulare de R. rosea 

În literatura de specialitate există informație care demonstrează că în unele cazuri 

acumularea MS se efectuează mai eficient în mediu lichid în comparație cu cea caracteristică 

pentru mediul solid [99, 122, 123, 164]. Ținând cont de aceasta, în experimentele efectuate au fost 

realizate cercetări privind influența acestor factori atât asupra culturi calusului, cât și a agregatelor 

celulare de R. rosea cultivate în mediu lichid (Fig. A10.1). 

Rezultatele extragerii componenților activi din calusul și agregatele celulare de R. rosea 

prezentate în Tabelul 4.8, relevă datele privind cantitatea substanțelor extrase în diferiți solvenți 

din calusul cultivat pe mediu solid (conținând agar) și în mediu lichid (lipsit de agar). Din 

rezultatele expuse în tabelul respectiv rezultă că celulele calusului cultivate pe mediul solid diferă 

substanțial de cele cultivate pe mediul lichid în ceea ce privește conținutul și componența 

substanțelor extractibile. 

 

Tabelul 4.8. Caracteristica parametrilor de extragere din biomasa calusului și agregatelor 

celulare de R. rosea a substanțelor extractibile în hexan și metanol, la sfârșitul perioadei de 

cultivare (în ziua a 40-a și, respectiv, a 20-a). 

Proba 
 

Masa 
 probei, 

g 

Extractul în hexan (HE) Extractul în metanol (ME) Masa non 

extractibilă, 
g Greutatea, 

g 
Productivitatea, 

% 
Greutatea, 

g 
Productivitatea, 

% 

Calus 0,5622 0,0053 0,27 0,0357 6,35 0,5260 

Agregate 

celulare 
0,1517 0,0024 0,12 0,0464 30,59 0,1054 

 

 Conținutul total al substanțelor extrase din masa celulară obținută pe mediul lichid este 

de aproximativ de cinci ori mai înalt în comparație cu cel din biomasa calusului. Totodată, 

conținutul substanțelor extractibile cu proprietăți lipofile (extrase în hexan) este mai înalt în 

celulele calusului. În așa fel, conținutul substanțelor de origine fenolică (extrase în metanol) este 

substanțial mai înalt în agregatele celulare, cultivate în mediul lichid. Având în vedere faptul că 

anume principiile active ale speciei R. rosea sunt în primul rând reprezentate de substanțele 

fenolice, devine clară prioritatea cultivării calusului pe mediu lichid. 

Studiul biotehnologic de transformare a metaboliților în cultura celulară de R. rosea in vitro 

este foarte important să se determine factorii care influențează acumularea principiilor active 

(salidrozidul și rosavinul). Cercetări similare pentru specia R. rosea au fost efectuate în Finlanda 

[122, 123], Polonia [164] etc. Investigațiile au demonstrat că adăugarea unor precursori conduce 

la sporirea acumulării principiilor active în celulele cultivate in vitro. Optimizarea mediului 
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nutritiv prin reducerea concentrației de zaharoză 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 când zaharoza a fost singura sursă 

de carbon. Dar, în urma introducerii a 10 g de glucoză în schimbul a 10 g de zaharoză, conținutul 

glicozidelor alcoolului cinamic a crescut dublu [123, 124]. Și invers, adăugarea de glucoză 

simultan cu tirosolul, de asemenea, nu a avut nici un efect pozitiv asupra producerii salidrozidului, 

comparativ cu introducerea singurei surse de tirosol [123, 124]. Luând în considerare aceste 

rezultate, de asemenea am testat introducerea în mediul de cultivare lichid pe lângă 20 g/L de 

zaharoză și câte 10 g/L de glucoză. Mediul nutritiv din varianta martor conține doar 30 g/L 

zaharoză. De asemenea a fost testată influența introducerii în aceste medii a AC. Concentrația 

finală a AC în mediul de cultivare a fost de 1, 2 și 4 mM. Datele despre influența concentrațiilor 

de AC asupra acumulării biomasei celulare sunt prezentate pe Figura 4.30.  

 

Fig. 4.30. Influența diferitor concentrații ale alcoolului cinamic în mediul MS, aplicate în 

ziua a 10-a de cultivare, asupra creșterii relative a agregatelor celulare de R. rosea, la 

sfârșitul perioadei de cultivare (în ziua a 20-a). 

 

Rezultatele obținute demonstrează că în concentrații mici AC nu influențează semnificativ 

creșterea masei celulare. Doar în concentrația de 4 mM masa agregatelor celulare depășește 

valorile caracteristice pentru varianta martor, Figura 4.30. Culoarea agregatelor celulare a fost un 

indicator suplimentar pentru determinarea viabilității celulelor. La etapele inițiale de cultivare 

celulele agregatelor celulare aveau culoare verzuie. Spre sfârșitul cultivării s-a manifestat 

degradarea celulară, confirmată prin brunificarea celulelor și tulburarea mediului lichid, Figura 

A10.2. De asemenea, menționăm că fenomenele de degradare au fost inițiate mai timpuriu la 

celulele calusului cultivat în mediul ce conține AC în concentrație de 4 mM. 
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Fig. 4.31. Conținutul substanțelor extractibile în metanol din agregatele celulare de R. 

rosea obținute în medii cu diferite concentrații ale alcoolului cinamic la sfârșitul perioadei 

de cultivare (în ziua a 20-a). 

Analizând datele prezentate în Figura 4.31, putem  menționa că conținutul substanțelor 

extractibile în metanol din variantele agregatelor celulare, cultivate în prezența AC, a fost mai mare 

față de varianta martor. Aceasta sugerează ideea că AC influențează benefic acumularea MS în 

celulele agregatelor celulare de R. rosea. 

 

4.8.1. Analiza HPLC a metaboliților secundari din extractele agregatelor celulare de R. 

rosea supuse expoziției radiației UV, temperaturilor joase pozitive și precursorului alcoolului 

cinamic 

Extractele obținute anterior au fost supuse analizei prin cromatografia HPLC. Detecția a 

fost realizată cu matrice de diode la 254 și 276 nm. Datele obținute au demonstrat că spectrul 

metaboliților extrași din celulele agregatelor celulare este foarte sărac. Numai extractul din celulele 

calusului în varianta unde mediul de cultivare conține 2 mM AC a demonstrat prezența 

salidrozidului și rosavinului, Figura 4.32 A și B. Menționăm că salidrozidul are timpul de retenție 

2,32 min, iar rosavinul 10,80 min. Aceste date demonstrează că AC în concentrații specifice poate 

stimula biosinteza și acumularea rosavinului în agregatele celulare, cultivate în mediu lichid. 
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Fig. 4.32. Analiza HPLC a metaboliților secundari extrași din agregatele celulare de R. rosea 

cultivate pe mediul nutritiv conținând 2 mM de alcool cinamic și detectați la lungimile de 

undă 274 nm (A) și 254 nm (B). 

 

În continuare, scopul cercetărilor a constat în determinarea MS în cultura agregatelor 

celulare de R. rosea supusă anumitor factori de stres (radiației UV, temperaturii joase pozitive și 

precursorului – alcoolul cinamic (AC)). Inițial, 5 compuși caracteristici speciei R. rosea (p-

tirosolul, salidrozidul, rosavinul, rosinul și rosaridinul) au fost studiați prin HPLC-ESI-MS, în 

vederea determinării timpilor de retenție, elucidării structurii și evaluării masei moleculare. 

Cromatograma extractului din rizomi de R. rosea din populația carpatină a fost înregistrată la λ = 

254 nm și prezentată în Figura 4.33, care conține 13 semnale bine definite. 
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Fig. 4.33. Analiza HPLC-ESI-MS a metaboliților secundari extrași din rizomii de R. rosea și 

detectați la lungimea de undă 254 nm. Separarea a fost efectuată pe coloana 

cromatografică cu fază inversă (Agilent 300 Extended C18, 4.6 x 150 mm, 5 µm). 1 – acid 

galic; 2 – salidrozid; 3,4 – 4–metoxi–cinamil–(6´–O–α–arabinopiranozil) –O–β–

glucopiranozidă; 5,6 – derivați de tipul compușilor 3,4; 7 – rosarin; 8 – rosavin; 9 – 

cinamil– (6´–O–β–xilopiranozil) –O–β–glucopiranozidă); 10 – rosiridin; 11 – derivați de 

tipul compușilor 3,4; 12, 13 – derivați de tipul compușilor 3,4. 

 

Comparând timpii de retenție obținuți pentru extractul din rizomi cu cei ai probelor martor 

și din spectrele de masă (MS) s-a reușit atribuirea semnalelor următorilor compuși: 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–α–arabinopiranozil)–O–β–

glucopiranozidă (Rt=4,2 și 5,1 min, m/z=457 [M-H]-, m/z=915 [2M-H]-), 5,6 – derivați de tipul 

compușilor 3,4 (Rt=8,9 min, m/z=491 și 10.2 min m/z=269, 711), 7 – rosarin (Rt=12,8 min, 

m/z=473 [M-HCOO]-, 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–β–xilopiranozil)–O–β–glucopiranozidă 

(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 – derivați de tipul compușilor 3,4 (Rt=19,3 

min, m/z=469 [M-H]-, m/z=939 [2M-H]-), 12, 13 – derivați de tipul compușilor 3,4 (Rt=24,3 și 

28,2 min, m/z=173, 287, 455). 

Cromatogramele extractelor din probele de agregate celulare de R. rosea, supuse expoziției 

radiației UV, temperaturilor joase pozitive și precursorului AC sunt prezentate în Figura 4.34 

(cromatogramele A, B, C și D). 
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Fig. 4.34. Analiza HPLC-ESI-MS a metaboliților secundari extrași din agregatele celulare 

de R. rosea: unde A – proba martor, B – proba supusă radiației UV, C – proba supusă 

temperaturii joase, D – proba supusă acțiunii radiației UV, temperaturii joase și alcoolului 

cinamic. 2 – salidrozid; 3,4 - 4-metoxi-cinamil-(6´-O-α-arabinopiranozil)-O-β-

glucopiranozidă; 5,6 – derivați de tipul compușilor 3,4; 8 – rosavin; 11, 12– derivați de 

tipul compușilor 3,4. 

Din Figura 4.34 se poate observa că în cromatograma extractului din agregatele celulare – 

proba martor (Figura 4.34A), este prezent un număr mai mic de semnale și cu o intensitate mai 

redusă în comparație cu extractul din rizomi (Figura 4.33). Este importantă însă prezența 

compușilor caracteristici speciei R. rosea, salidrozidul 1 și rosavinul 8. Influența temperaturii 

joase pozitive și prezența AC în mediul de cultură a agregatelor celulare (Figura 4.34C), a favorizat 

acumularea atât a salidrozidului și rosavinului, cât și a altor componenți, cum ar fi 11, 12 cu 
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m/z=469 și 455, care conform spectrului de masă pot fi derivați de tipul 4-metoxi-cinamil-(6´-O-

α-arabinopiranozil)-O-β-glucopiranozidă. 

Influența radiației UV în combinație cu prezența AC în mediul de cultivare a influențat și 

mai pronunțat compoziția biochimică a culturii agregatelor celulare (Figura 4.34B). A apărut 

componentul 5 cu m/z= 491 derivat din aceeași categorie cu componenții 11 și 12. Combinația 

influenței celor trei factori: AC, radiația UV și temperatura joasă pozitivă (Figura 4.34D) a 

favorizat acumularea tuturor compușilor apăruți și în celelalte probe. Este evidentă intensitatea 

sporită a componentului 11 în comparație cu ceilalți. 

Datele expuse în acest capitol demonstrează că proliferarea celulară, spectrul MS și 

acumularea lor în cultura in vitro de R. rosea sunt semnificativ influențate de diferiți factori chimici 

și fizici. Printre factorii fizici, care influențează acumularea și spectrul MS menționăm cei asociați 

cu creșterea plantelor de R. rosea în condiții naturale și, anume radiația UV și variația 

temperaturilor [229]. Cu toate că efectele finale ale influenței acestor factori asupra acumulării MS 

în experimentele efectuate au fost relativ joase, însușii prezența lor sugerează posibilitatea obținerii 

unor rezultate semnificative realizând cercetări complexe cu variația largă a dozelor și 

periodicității aplicării acestor factori. Aceste date indică posibilitatea obținerii pe cale 

biotehnologică a principiilor active caracteristice pentru specia R. rosea. În așa fel, ar deveni 

posibilă nu numai obținerea unor efecte financiare, dar și asigurarea unor premise de protecție a 

habitatelor naturale a speciei R. rosea. 

 

4.9. Concluzii la capitolul 4 

1. Proliferarea optimă a celulelor calusului de R. rosea pe mediu Murashige-Skoog solid 

și lichid are loc în cazul menținerii concentrației de BA și ANA la nivelul 1,5 mg/L și, respectiv, 

0,5 mg/L, raportul dintre concentrațiile acestor componenți fiind de 3:1.  

2. Creșterea calusului și agregatelor celulare reprezintă o curbă sigmoidă cu trei faze 

distincte: faza lag, logaritmică, staționară. Inițierea fazei staționare poate fi marcată prin analiza 

spectrului polipeptidelor, care devine mai bogat. Sfârșitul fazei staționare este însoțită de 

degradarea polipeptidelor cu masă moleculară relativ înaltă și apariția unor componenți cu masă 

moleculară relativă joasă. 

3. Radiația UV reprezintă un factor important care influențează benefic acumularea 

compușilor fenolici în celulele calusului de R. rosea. Cu toate acestea, atât conținutul compușilor 

fenolici, cât și capacitatea lor antioxidantă în extractele din biomasa colectată in vitro rămân mult 

mai joase în comparație cu parametrii caracteristici pentru extractele din rizomi plantelor de R. 

rosea, colectați din Munții Carpați. 
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4. Tratarea calusului de R. rosea cu temperaturi joase pozitive determină fenomenul de 

rejuvenilizare a celulelor prin stimularea acumulării biomasei și activitatea mai joasă a valorilor 

parametrilor componenților ce caracterizează potențialul oxido-reducător. Aceasta indică faptul, 

că termoperiodismul zilnic și sezonier reprezintă un factor important care determină creșterea 

plantei și acumularea metaboliților secundari în rizomi. Sporirea randamentului de obținere a 

metaboliților secundari în cultura in vitro de R. rosea poate fi realizată prin combinarea rațională 

a expozițiilor la temperaturi joase pozitive și radiații UV, ceea ce la fel sugerează despre influența 

specifică a acestor factori caracteristici pentru zonele montane asupra plantelor spontane de R. 

rosea. 

5. Agregatele celulare supraviețuiesc expoziției la temperaturi cu 4oC mai joase în 

comparație cu celulele calusului, ceea ce confirmă legea lui Bergonie și Tribondeau privind 

diminuarea rezistenței față de factorii de stres a sistemelor biologice cu grad mai înalt de 

complexitate. 

6. Expoziția calusului de R. rosea la temperaturi joase pozitive și în prezența alcoolului 

cinamic nu influențează semnificativ acumularea compușilor fenolici în celulele calusului. 

Cultivarea calusului de R. rosea în prezența alcoolului cinamic în combinație cu expoziția la 

temperatură joasă și la radiație UV induce în particular acumularea fenolilor și, în general, a 

substanțelor antioxidante în celulele calusului. 

7. Introducerea RNC Reglalg în mediul Murashige-Skoog de cultivare a influențat benefic 

proliferarea atât a calusului, cât și a agregatelor celulare de R. rosea, efectul final diferit în 

dependență de concentrația preparatului în mediul de cultură. Acțiunea benefică a introducerii 

preparatului Reglalg în mediul de cultură se manifestă și prin majorarea conținutului de clorofilă, 

care, la rândul lui, asigură acumularea metaboliților secundari în condiții in vitro, precum 

conținutul compușilor fenolici, inclusiv al flavonoidelor. 

8. Influența benefică a preparatului Reglalg se manifestă și asupra proceselor antioxidante 

în extractele din celule calusului de R. rosea prin sporirea conținutului compușilor fenolici, precum 

și prin intensificarea activității unor izoforme ale peroxidazei, ceea ce contribuie la accelerarea 

restabilirii potențialului oxido-reducător în celule calusului. 

9. Datele obținute au demonstrat că temperaturile joase pozitive și radiația UV sunt 

factorii importanți, ce determină acumularea metaboliților secundari în celulele agregatelor 

celulare de R. rosea. Utilizarea acestor factori, în combinație cu introducerea în mediul de cultivare 

a alcoolului cinamic și a Reglalgului asigură extinderea componenței și a conținutului de 

metaboliți secundari în cultura in vitro de R. rosea. 
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CONCLUZII ȘI RECOMANDĂRI 

 Concluzii 

1. Conținutul și componența metaboliților secundari extrași din rizomii plantelor de R. 

rosea colectați din Munții Carpați, România, sunt asemănătoare cu cele descrise pentru plantele 

din habitatele Munților Altai, Rusia, cercetați multilateral și considerați ca etalon al calității [35, 

37, 50, 70, 71, 72], atunci când în rizomii plantelor de R. rosea cultivate în Rezervația Științifică 

„Plaiul Fagului”, raionul Ungheni, Republica Moldova și Grădina Botanică a Universității 

Naționale din or. Cernăuți, Ucraina, conținutul acestora este mult mai redus în comparație cu cel 

caracteristic pentru rizomii plantelor colectate din habitatele naturale [41, 43]. 

2. Expunerea culturii celulare de R. rosea acțiunii separate și în combinație a radiației UV, 

temperaturilor joase pozitive și introducerea în mediul de cultivare a alcoolului cinamic 

favorizează acumularea biomasei celulare, sporirea conținutului compușilor fenolici asociate cu 

creșterea capacității antioxidante a extractelor din biomasa obținută in vitro [38, 42, 44, 48]. 

3. Termoperiodismul zilnic și sezonier, precum și radiația UV reprezintă factorii 

importanți ce determină acumularea metaboliților secundari în rizomii plantelor de R. rosea, care 

cresc spontan în zonele montane. Sporirea randamentului metaboliților secundari în cultura in 

vitro, cât și cea de cultivare a R. rosea în condiții in vivo, poate fi realizată prin elaborarea 

regimurilor optimale de expunere a culturii la temperaturi joase pozitive și radiații UV. 

4. Introducerea RNC Reglalg în mediul de cultivare a dus la intensificarea activității unor 

izoforme ale peroxidazei și polifenoloxidazei în extractele din biomasa celulară, totodată a 

demonstrat influență benefică asupra acumulării biomasei calusului și agregatelor celulare de R. 

rosea; a asigurat majorarea conținutului pigmenților fotosintetici și a substanțelor fenolice, 

inclusiv a flavonoidelor [45, 46, 47, 49, 53, 55, 56, 57, 58]. 

5. Obținerea practică a metaboliților secundari caracteristici pentru specia R. rosea poate 

fi realizată pe cale biotehnologică din biomasa calusului și agregatelor celulare de R. rosea aflate 

la etapa inițială de trecere de la faza logaritmică de creștere la cea staționară (marcată prin 

schimbarea spectrului de polipeptide în extractele din biomasa celulară) [33, 38, 40]. 

 

Recomandări 

Obținerea practică și economic avantajoasă a materiei prime de R. rosea ca sursă prețioasă 

de metaboliți secundari poate fi realizată pe două căii alternative: 

• prin metoda relativ rapidă de obținere în condiții in vivo a unor plante viguroase de R. 

rosea și transferul lor la vârsta de 3-4 ani pentru menținerea pe parcursul a 1-2 ani în condiții 

naturale, caracteristice pentru plantele spontane. În așa fel va fi asigurată obținerea rapidă și înalt 
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productivă a materiei prime cu un conținut bogat de metaboliți secundari, caracteristici pentru 

specia dată; 

• utilizarea procedeului de cultivare a calusului de R. rosea în mediu artificial ce conțin 

RNC Reglalg și expunerea suplimentară a culturii aflate în faza logaritmică de creștere la condiții 

cu termoperiodism și radiație UV caracteristice habitatelor naturale de creștere ale plantelor, 

favorizează obținerea pe cale biotehnologică a metaboliților secundari caracteristici pentru această 

specie.  
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Anexa 1. Structura chimică a celor mai importanți MS caracteristici pentru rizomii de 

R. rosea. 

 

Fenilpropanoidele  

 

 

 

Rosavin Rosin Rosarin 

 

Derivații feniletanolului 

 

 

p – Tirosol (aglicon) Salidrozid (glicozid) 

 

 

Acizii hidroxicinamici și fenolici 

 
 

 

Acid galic Acid clorogenic Acid ferulic 

 

 
 

Acid salicilic Acid cafeic 

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

hidroxicinamici și fenolici caracteristici pentru rizomii de R. rosea. 
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Anexa 2. Structura chimică a celor mai importante flavonoide, monoterpene și compuși 

volatili caracteristici pentru rizomii de R. rosea. 

 
 

R1 - H, R2 – Ra, R3 – Glu – Rhodiolgidin 

R1, R3 - H, R2 - Ra - Rhodiolgin 

 

R1 - Glu, R2 – H, R3 – Xilo - Rhodalidin 

R1- H, R2 – Ra, R3,- Glu - Rhodionidin 

R1, R3,- H, R2 – Ra - Rhodionin 

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

rizomii de R. rosea. 

  

Rosiridol Rhodiolosid A 

  

R1 - H, R2 - H – Rosiridin 

R1- H, R2 - Glu - Rhodiolosid B 

R1 - Glu, R2 - H - Rhodiolosid C 

R1- OH, R2 – H - Rhodiolosid D 

R1 - H, R2 - Ara - Rhodiolosid E 

Fig. A2.2. Structura chimică a celor mai importante monoterpene caracteristice pentru 

rizomii de R. rosea. 

 
n-Decanol  

Geraniol 

 

 

  

 

Limonen α-Pinen n-Dodecanol 

Fig. A2.3. Structura chimică a celor mai importanți compuși volatili caracteristici pentru 

rizomii de R. rosea. 
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Anexa 3. Imaginea semințelor germinate și a plantulelor de R. rosea obținute în 

condiții in vivo și in vitro. 

 

 

 

Fig. A3.1. Imaginea semințelor germinate în ziua a 21-a de stratificare (A) și a plantulelor 

de R. rosea în ziua a 7-a de cultivare suplimentară în termostat (B). 

 

 

 

 

Fig. A3.2. Imaginea plantulelor de R. rosea obținute în condiții sterile din semințe (A) – 

imagine obișnuită; B – imagine mărită de 4 ori. 
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Anexa 4. Curbe de calibrare. 

 

 

Fig. A4.1. Curba de calibrare a conținutului celulelor moarte în cultura calusului de R. 

rosea determinată cu ajutorul spectrofotometriei UV-VIS. 

 

 

  

 

 

Fig. A4.2. Curbele de calibrare ale compușilor standard: salidrozid (A), rosavin (B) și acid 

galic (C) construite în baza absorbției determinate cu ajutorul spectrofotometriei UV-VIS. 
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Anexa 5. Conținutul de salidrozid și rosavin în rizomii de R. rosea colectați în diferite 

regiuni geografice. 

 

 

 

Tabelul A5.1. Conținutul de salidrozid și rosavin în rizomii de R. rosea colectați în diferite 

regiuni geografice (%, din masa uscată). 

Țara Salidrozid, % Rosavin, % Referința 
Rusia, Altai 0,2-1,5 0,05-0,1 322, 329 
Rusia, Ural 1,31 2,39 103 
Ucraina, Transcarpatia 1,2 2,5 322 
Finlanda 0,63 1,36 103 
China 0,13-1,11 0,8 103 
Mongolia, Altai 0,14 1,9- 4,2 103 

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 organoleptică a uleiului volatil din rizomii de R. rosea. 
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Anexa 7. Plantele de R. rosea la al 3-a an de cultivare în condiții de câmp, Rezervația 

Științifică “Plaiul Fagului”. 

 

 

Fig. A7.1. Plantele de R. rosea la al 3-a an de cultivare în condiții de câmp, Rezervația 

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

Murashige-Skoog solid și lichid  

 

 

 

Fig. A8.1. Imaginile calusului de R. rosea în vârstă 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 în vârstă de 22 zile cultivate pe mediul 

nutritiv Murashige-Skoog lichid (A – varianta 1), (A – varianta 2). 
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Anexa 9. Imaginile calusului și agregatelor celulare de R. rosea expuse diferitor factori 

fizici. 

 

 

    

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

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

12-a după inoculare. 

 

 

Fig. A9.2. Imagini ale calusului de R. rosea expus șocului cu temperaturi negative (-80C, - 

120C și -140C) pe parcursul a 8 ore la a 20-a zi de cultivare și menținut ulterior 20 zile la 

temperatura de + 26⁰C. 

 

 

 

 
 

Fig. A9.3. Imagini ale agregatelor celulare de R. rosea expuse șocului cu temperaturi 

negative (-8oC, -12oC, - 14oC și -16oC) pe parcursul a 8 ore la a 12-a zi de cultivare și 

menținute ulterior 8 zile la temperatura + 26⁰C. 
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Anexa 10. Imaginile culturii agregatelor celulare de R. rosea. 

 

 

 

 

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

cultivate pe giratoriu. 

 

 

 

Fig. A10.2. Agregatele celulare de R. rosea cultivate pe mediul nutritiv lichid ce conține 

alcool cinamic în concentrație de 4 mM. De la stânga la dreapta vase în ziua a 13, 17 și 20 

de cultivare. 
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Anexa 11. Brevet de invenție 3375. 

Procedeu de micropropagare a plantelor de Rhodiola rosea L. in vitro.  

Autori: CĂLUCĂRU-SPATARU Tatiana, DELEAN Tatiana, DASCALIUC Alexandru 
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Anexa 12. Brevet de invenție 894. 

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

Autori: CĂLUGĂRU-SPATARU Tatiana, CAUȘ Maria, DASCALIUC Alexandru 
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Anexa 13. Act de implimentare a rezultatelor științifice 
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Anexa 14. Act de valorificare a rezultatelor tezei de doctor 
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Anexa 15. Diplomă pentru medalia de bronz - INFOINVENT 2009, CHIȘINĂU 
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Anexa 16. Diplomă pentru medalia de aur  – „TRAIAN VUIA” 2016, TIMIȘOARA  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



186 

 

 

Anexa 17. Diplomă pentru medalia de aur – INVENTICA 2016, IAȘI 

 

 



187 

 

 

Anexa 18. Diplomă pentru medalia de aur – PROINVENT- 2016, CLUJ-NAPOCA 

 

Diplomă pentru medalia de aur – EUROINVENT 2018, IAȘI 
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