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REPERE CONCEPTUALE ALE CERCETARII

Actualitatea cercetirilor. Specia Origanum vulgare L. (sovarf) face parte din genul
Origanum L. (familia Lamiaceae), caracterizat printr-un grad inalt de heterogenitate si taxonomie
complexa. Reprezentantii acestui gen sunt plante erbacee aromatice, perene, originare din zona
mediteraneana, raspandite in Europa, Asia, Africa de Nord si America de Nord [8].

Plantele speciei O. vulgare sunt pe larg valorificate in scopuri fitoterapeutice sau
alimentare in calitate de plante medicinale si aromatice (PMA) pentru continutul inalt In substante
biologic active (SBA), in special carvacrol, timol, p-cimen si alte terpene din uleiul esential [35].
Semnificatia fiziologicd a acestor compusi, cu specificitate inaltd de organ si tesut, rezultd din
implicarea in rezistenta plantelor la diferiti factori de mediu, inclusiv atacul microorganismelor,
insectelor, animalelor erbivore sau in calitate de atractanti pentru polenizatori etc. [6, 7, 32].

Chemotipul metabolitilor secundari, in cadrul aceleiasi specii de plante, este variat, in
functie de fenofaza, arealul geografic, interactiunile cu mediul biotic si abiotic, fapt ce indica
asupra rolului decisiv al terpenelor, in calitate de compusi activi biologic, fiziologic si ecologic, in
adaptarea si perpetuarea populatiei de indivizi [33, 34].

Actualmente, in baza caracterelor morfologice specifice sunt documentate 6 subspecii de
O. vulgare L.: ssp. vulgare, ssp. glandulosum (Desfontaines), ssp. gracile (Koch) letswaart, ssp.
hirtum (Link) letswaart, ssp. viridulum (Martrin-Donos) si ssp. virens (Hoffmannsegg, Link)
letswaart [8]. Dintre acestea, subspecia hirtum, bogatd in monoterpene fenolice, a consituit
subiectul diverselor cercetari stiintifice in decursul mai multor decenii [34]. Specia O. vulgare ssp.
vulgare, raspanditd in majoritatea tarilor europene (cu clima temperatd), inclusiv in habitatul
natural al Republicii Moldova [5, 22], este fragmentar studiata.

Evolutia cunostintelor referitoare la importanta fitoconstituentilor cu multiple valente de
intrebuintare este asociati cu 0 cerere tot mai mare in resurse vegetale. In Europa, numeroase
specii de PMA sunt colectate din populatiile biocenozelor native, periclitdnd astfel existenta
acestora, inclusiv a speciei O. vulgare L. Din aceste considerente, O. vulgare a fost inclusa in lista
”Priority Species”, in cadrul Programului European de Cooperare pentru Resursele Genetice ale
Plantelor [34]. De asemenea, conform literaturii de specialitate se observa o tendintd de sporire a
investigatiilor molecular-genetice, complementar celor biochimice, in scopul identificarii
genotipurilor valoroase din flora spontana si introducerii acestora in cultura [1, 12, 15].

In Republica Moldova, comparativ cu alte tari, este slab dezvoltatd practica cultivarii si
producerii sovarfului in calitate de PMA. Specia O. vulgare, preponderent ssp. hirtum, a fost

introdusad in cultura comerciald, dupd anul 2000, fiind cultivata pe suprafete industriale (peste 300



ha) [17]. Investigatiile din ultimii ani ale cercetatorilor Institutului de Genetica, Fiziologie si
Protectie a Plantelor (IGFPP) au vizat culturile experimentale de O. vulgare, tehnologia de
cultivare si conservare a materiei prime, identificarea unor compusi cu valoare farmaceutica. Au
fost analizate diferite genotipuri de O. vulgare ssp. hirtum si ssp. vulgare din colectia IGFPP sub
aspectul diversitatii morfologice si biochimice, fiind identificate continuturi mai mari de ulei
esential si carvacrol la ssp. hirtum comparativ cu ssp. vulgare [5, 18].

In flora spontani a Republicii Moldova, conform cercetitorilor Negru A. (2007) si
Gonceariuc M. (2014), se intalneste doar specia O. vulgare ssp. vulgare si numeroase varietati ale
acesteia. Lipsesc informatii detaliate privind studiul acestei specii din habitatul natural autohton,
spre deosebire de alte tari, in care plantele de O. vulgare din flora spontana sunt pe larg explorate
stiintific si economic [15, 23, 30, 34].

Cunoasterea fondului de gene, precum si a interrelatiilor dintre indivizii din populatii
determinate de actiunea factorilor climatici si antropici, trebuie sa fie prioritara in elaborarea
strategiilor de conservare si valorificare la nivel national. Germoplasma locala de O. vulgare ssp.
vulgare, formata in conditii ecologice specifice regiunii (cantitati reduse de precipitatii, alternate
cu perioade indelungate de secetd, temperaturi scazute in perioada estivala, habitate la altitudini
mici), poate reprezenta o sursa de fenotipuri si chemotipuri cu potential ameliorativ sub aspectul
producerii SBA.

Este important de mentionat ca desi terpenele si derivatii acestora nu indeplinesc functii
primare, similar altor compusi, de exemplu in fotosinteza (carotenoizi, clorofile, plastochinone),
respiratie (ubichinona), crestere si dezvoltare (citochinine, gibereline, brasinosteroizi),
modificarea metabolismului specific in scopul obtinerii anumitor chemotipuri, deseori afecteaza
potentialul de rezistenta fiziologica a plantei. Din aceste considerente, o semnificatie aparte in
cercetarile axate pe valorificarea PMA din habitatul natural revine geneticii functionale, in
particular, a analizei expresiei genelor asociate cailor de sinteza a compusilor secundari.

Scopul lucririi consta in studiul diversitatii structural-functionale a plantelor speciei
Origanum vulgare ssp. vulgare din flora spontana a Republicii Moldova (rezervatia Orheiul
Vechi) prin prisma unor indici corelativi de crestere si dezvoltare, precum si aspecte ale activitatii
de transcriptie a terpen-sintetazelor si de acumulare a metabolitilor secundari.

Obiectivele cercetarii:

1. evidentierea particularitatilor morfologice si fiziologice ale plantelor speciei O. vulgare
ssp. vulgare;
2. evaluarea polimorfismului molecular intraspecific prin genotipare RAPD si EST-SSR,;

3. studiul variabilitatii compusilor metabolismului secundar si stabilirea profilului chimic al



uleiului volatil;

4. estimarea activitatii transcriptionale a unor gene ce codifica terpen-sintetazele implicate in
biosinteza produsilor metabolismului secundar;

5. identificarea particularitatilor corelative ale diversitatii morfologice, molecular-genetice,
biochimice si fiziologice a plantelor speciei O. vulgare ssp. vulgare din flora spontana.
Ipoteza de cercetare consta in elucidarea diversitatii structurale si functionale a plantelor

speciei O. vulgare ssp. vulgare din flora spontand in perspectiva valorificarii potentialului
biologic, intr-un mod echilibrat, pe baze stiintifice temeinice. Nivelul ridicat al variabilitatii
molecular-genetice constatat la populatia de O. vulgare ssp. vulgare din rezervatia Orheiul Vechi
releva faptul ca exploatarea si fragmentarea habitatelor nu a afectat semnificativ diversitatea in
interiorul populatiei, indicAnd asupra unei capacitati sporite de adaptare la conditiile de mediu.
Lucrarea subliniaza importanta cunoasterii aspectului molecular-fiziologic de reglare a sintezei
terpenelor si derivatilor acestora pentru selectia si obtinerea formelor ameliorate de PMA.

Sinteza metodologiei de cercetare si justificarea metodelor de cercetare alese.
Demersul stiintific si metodologia cercetarii, care include un numar vast de metode si tehnici,
selectate in cadrul acestui studiu au permis atingerea obiectivelor propuse. Sunt aplicate metode
de statistica multivariata (ACP), analiza clusteriand, teste de semnificatie statisticd pentru
comparatii multiple (ANOVA, Student, Fisher, Bonferroni), statistica corelationala (Pearson,
Spearman, testul Mantel), molecular-genetica (Gst, Fsr, Frr, testul AMOVA) care permit
prezentarea si interpretarea clard a rezultatelor in scopul identificdrii gradelor de variabilitate
morfologica, biochimica si fiziologica a plantelor speciei O. vulgare ssp. vulgare studiate si
nivelele relationale dintre acesti parametri.

Strategia de cercetare a speciei din flora spontand prezentata in lucrarea de fatd poate fi
aplicata cu succes asupra studiului diferitor specii de PMA cu scopul identificarii, selectarii si
introducerii in cultura a formelor cu caractere economic valoroase.

Cercetarile prezentate au fost realizate partial in cadrul proiectului international bilateral
moldo-roman 13.820.18.06/RoA ,,GECOMAP — ,,Analiza polimorfismului genetic intraspecific

pentru elaborarea markerilor moleculari ai unor chemotipuri de plante medicinale si aromate”.



CONTINUTUL TEZEI

In Introducere se argumenteazi actualitatea si importanta problemei abordate, sunt formulate
scopul si obiectivele tezei, expuse noutatea stiintifica a rezultatelor obtinute, importanta teoretica si

valoarea aplicativa a lucrarii, aprobarea rezultatelor si sumarul capitolelor tezei.

1. CONSIDERATII GENERALE PRIVIND STUDIUL SPECIEI ORIGANUM
VULGARE L. CA PLANTA MEDICINALA SI AROMATICA

Capitolul include analiza detaliata a datelor din literatura de specialitate privind incadrarea
sistematica, raspandirea si valoarea economica a speciei O. vulgare L. O atentie deosebita se acorda
diversitatii la nivel de specie prin sinteza cercetarilor cu referire la variabilitatea morfologica,
biochimicd, molecular-geneticd si evidentierea particularitatilor distinctive ale metabolismului

secundar.

2. MATERIALUL SI METODELE DE CERCETARE

Materialul de studiu. Pentru investigarea diversitatii structurale si functionale la specia
Origanum vulgare ssp. vulgare L. (sovarf) din flora spontana a Republicii Moldova au fost luate in
studiu 7 subpopulatii [3] prelevate din rezervatia cultural-naturala Orheiul Vechi (notate conventional:
Or1-Or7, 6 fiind colectate de la diferite altitudini a versantului Butuceni: Or1-42m, Or2-45m, Or3-
26m, Or4-23m, Or5-23m si Or6-22m), iar in cazul a 2 obiective de cercetare plantele din flora spontana
au fost investigate in aspect comparativ cu 3 subpopulatii din colectia de plante medicinale a Gradinii
Botanice Nationale (Institut) ,, Alexandru Ciubotaru” (GBNI), mun. Chisindu: Ch8-Ch10. Pentru
realizarea obiectivelor propuse plantele au fost colectate in perioada de inflorire deplina (90%) [24].

Metodele de cercetare. Studiul compozitiei chimice a extractelor vegetale prin cromatografie
pe strat subtire (CSS), cromatografie in faza lichida de inalta performanga (HPLC), spectrofotometrie
si gaz-cromatografie cuplata cu spectroscopie de masa (GC-MS) s-a realizat in cadrul Laboratorului
Biologie vegetala al Centrului de Cercetari Biologice ,,Stejarul”, Piatra Neamt, Romania.

Analiza variabilitatii fenotipice prin examindri macroscopice si biometrice, estimarea
diversitatii molecular-genetice prin genotipare RAPD si SSR (extragerea ADN-lui cu CTAB, PCR,
spectrofotometrie, electroforeza PAGE si AGE) si studiul expresiei genelor (izolarea ARN-lui cu TRI
Reagent, reverstranscriptie, PCR cantitativ) [31] s-au efectuat in Laboratorul de Genomica al
Centrului Genetica Functionala, Universitatea de Stat ,,Dimitrie Cantemir”.

Prelucrarea si interpretarea statistica a datelor s-a realizat prin metode de statistica descriptiva
(X, s%, SD, SEM, sx), molecular-genetici (indici de diversitate si diferentiere genetica, testul AMOVA),
comparativa (ANOVA, testul Bonferroni, Student), corelationala (testul Mantel, coeficientul Pearson
si Spearman), analiza multivariata (ACP) si clusterizare (UPGMA) [9, 10, 26].



3. STUDIUL MORFOLOGIC COMPARATIV AL PLANTELOR DE
ORIGANUM VULGARE SSP. VULGARE

Cunoasterea diversitatii si a relatiilor molecular-genetice intre indivizi, in contextul
dinamic al factorilor de mediu, inclusiv al managementului antropic al fitocenozelor, este
primordiala 1n elaborarea strategiilor eficiente de reglare fiziologica, ameliorare si conservare a
resurselor vegetale. Conditiile de crestere si dezvoltare a plantelor deseori induc raspunsuri
fenotipice imediate, esentiale in aparitia polifenismului determinat ecologic, ulterior si a
diferentierii molecular-genetice. In aceasta ordine de idei, primul obiectiv in elucidarea diversitatii
structural-functionale a plantelor speciei O. vulgare ssp. vulgare autohtone reprezinta caracteristica
morfologica a plantelor din habitatul natural (rezervatia Orheiul Vechi) in aspect comparativ cu
cele din colectia de PMA a GBNI.

3.1. Caracteristica particularitatilor fenotipice ale plantelor din flora spontana si din

colectie

Evaluarea fenotipicd a subpopulatiilor de sovarf a evidentiat insusiri generale comune
pentru plantele din flora spontana si cele din colectia GBNI si anume: indivizi grupati in tufe,
generate dintr-un rizom orizontal cu numeroase radacini filiforme, tulpini pubescente, ascendente,
cu lastari sterili si floriferi, frunze ovale, inflorescenta corimbiforma cu cime contractate, corola
bilabiata, tubuloasa, infundibuliforma din care se observa androceul format din 4 stamine fertile
cu filamente divergente si gineceu cu stil lung, trasaturi fenotipice caracteristice pentru specia O.
vulgare.

Totodatd, s-a constatat ca culoarea florilor, care este determinata de cantitatea unor compusi
cu activitate antioxidanta, cum ar fi: antocianii, carotenoizii oxidati, polifenolii etc., variaza in functie
de zona de colectare. Astfel, plantele din colectie sunt de culori alb-roze (Ch8), violet-pal (Ch9) si
roz-pal (Ch10), in timp ce exemplarele din habitatul natural prezinta diferite nuante de violet:
violet-purpuriu (Orl), violet-deschis (Or2, Or3, Or4 si Or6) si violet-pal (Or5 si Or7) , manifestand
0 asociere cu gradientul altitudinal si respectiv cu luminozitatea si gradul de inclinare a reliefului
(expozitia versantului spre nord, nord-est).

Analiza biometrica a 9 caractere cantitative: inaltimea plantei (HP), diametrul tulpinii
(DT), numarul de ramuri pe planta (RP), lungimea ramurii (LR), numdrul de frunze pe nod (nodul
5 de la baza, FN), numarul de noduri pe tulpina (NT), distanta internodurilor (DI), lungimea si
latimea frunzei (frunza matura al nodului 5 de la baza, LF, respectiv, IF) la faza de inflorire deplina,
a pus in evidenta valori medii mai mari dupa majoritatea indicilor la plantele din colectie

comparativ cu cele indigene, care releva particularitati specifice pentru plantele din cultura in



contextul conditiilor de crestere si dezvoltare controlate. Plantele din subpopulatia Ch9 se
evidentiaza prin valori sporite dupa 5 parametri (HP, DT, NT, DI si FN), iar subpopulatia Or7 cu
maxime ale valorilor medii la 6 parametri (HP, RP, LR, DI, FN si IF), apropiindu-Se dupa aceste
caracteristici de plantele din colectie. Subpopulatia Or2, care se afla pe sol calcaros, la o altitudine
mai mare comparativ cu celelalte subpopulatii de pe versantul Butuceni se caracterizeaza prin cele
mai joase medii la 7 dintre cei 9 parametri masurabili investigati. Consideram ca valorile reduse ale
majoritatii indicilor reflecta o strategie de adaptare a plantelor, in vederea evitarii efectului mecanic
daunator al vanturilor puternice la altitudini mari, pe de 0 parte, iar pe de alta parte, pot fi determinate
de temperaturi relativ scazute si continutul limitat de nutrienti si apa [11]. Astfel, valorile scazute ale
parametrilor morfobiometrici investigati care caracterizeaza plantele provenite din flora spontana

autohtona determina particularitati xeromorfe de adaptare la diferite conditii pedoclimatice.

3.2. Estimarea coeficientului de variatie si corelatie a parametrilor morfologici

Diversitatea morfologica constatatd la subpopulatiile speciei O. vulgare ssp. vulgare
reprezintd expresia fenotipica a caracterelor cu un posibil nivel de instabilitate, in functie de
conditiile variate de mediu (temperatura, precipitatii) si habitat (structura solului, altitudine etc.).
In acest context este important de apreciat gradul de omogenitate si reprezentativitate a variatiei
valorilor individuale, precum si asocierilor corelative a variabilelor cantitative, ca un indice de
estimare a interconexiunilor fiziologice sinergiste/antagoniste potentiale.

Astfel, conform coeficientului de variatie (V, %) individuala, la nivel intrapopulational s-
a constatat ca plantele de la GBNI sunt mai omogene dupa majoritatea parametrilor studiati comparativ
cu plantele din populatia naturala. Totodata, ambele populatii au manifestat cele mai mici valori
ale coeficientului de variatie pentru inaltimea plantelor (HP) si numdarul de noduri pe tulpina (NT),

iar cele mai mari, si respectiv, cel mai eterogen parametru — lungimea ramurilor (LR) (Figura 3.1).

0 5 10 15 20 25 30 35 0 5 10 15 20 25 30 35
. . . . . % . . . . . . ) %

Parametri morfologici

A B

Fig. 3.1. Valorile medii ale coeficientului de variatie (V, %) la populatia prelevata din flora
spontana (A) si cea din colectie (B)
Noti: Barele reprezinta abaterea standard a valorii medii a parametrului (V, %) in cadrul populatiei.

La nivel interpopulational S-a constatat ca Or3, Or4 si Or5 sunt eterogene (V > 30%) dupa



lungimea ramurilor. Celelalte subpopulatii sunt relativ omogene (10% <V < 20%) dupa majoritatatea
parametrilor morfometrici, iar in cazul plantelor din colectie se evidentiaza Ch8 si Ch9 ca subpopulatii
omogene (V <10%) si Ch10 — relativ omogena, dupa 7 din 9 indici morfologici investigati.

Analiza corelationala (Pearson), care caracterizeaza relatia directd sau indirecta de asociere
intre 2 caractere, la nivel intrapopulational a relevat cele mai multe corelatii statistic semnificative

pentru HP (inaltimea plantelor), FN (numarul de frunze/nod) si DT (diametrul tulpinii) (Tabelul 3.1).

Tabelul 3.1. Coeficienti de corelatie Pearson intre parametrii morfologici la cele zece
subpopulatii de Origanum vulgare ssp. vulgare studiate
LR DT NT ]|

HP [
SN 051 1

8 053 065% 1

sip| 048  055¢ 018 1

Nig| 015 005 024 044 1

bl 0,80* 0,30 0,42 0,59 -0,07 1

NN 0,54* 0,58* 0,46 0,63* 0,17 0,69* 1

=== 0,39 0,41 0,20 0,53* -0,26 0,31 -0,07 1

|5~ 0,80* 0,34 0,46 0,21 -0,29 0,53* 0,33 0,36 1

Noti: * — corelatii statistic semnficative (Pearson r (20), P=95%).

La nivel intrapopulational s-a remarcat Or2 din flora spontana prin lipsa corelatiilor, cu o
singura exceptie (FN:DI, r = 0,46) si Or3, Or4, Or5 cu cate 4 corelatii. In acelasi timp, cele mai multe
corelatii statistic semnificative (13) au fost identificate la plantele din Ch10 (GBNI), majoritatea fiind

de intensitate medie, relevand interrelatii homeostatice de crestere si dezvoltare a plantelor.

3.3. Identificarea caracterelor morfologice cu cea mai mare contributie in diversitatea

intra- si interpopulationala

Identificarea caracterelor cu cea mai mare contributie in variabilitatea morfologica intra- si
interpopulationala s-a realizat prin Analiza Componentelor Principale (ACP) [9], care evidentiaza
corelatii multiple intre variabile (parametri) si posibilitatea vizualizarii acestor interconexiuni intr-un
spatiu vectorial. Astfel, modelul factorial a 9 variabile a generat 4 componente principale (CP) cu
pondere diferita in explicarea variantei totale (Tabelul 3.2). Primele 6 variabile (CP1-2) asigura
interpretarea a mai mult de 50% din datele initiale: distanta internoduri (27,57%), inaltimea plantei
(27,30%), latimea frunzei (22,23%), numarul de noduri/tulpina (43,48%), diametrul tulpinii (31,55%)
si numarul de frunze/nod (13,28%). Proiectia graficd a coeficientilor de corelatie cu variabilele
concomitent cu scorurile factoriale a observatiilor (subpopulatiilor), indica Or2 si Ch9 ca cele mai
distante/disimilare subpopulatii dupa parametrii morfologici (Figura 3.2, A).

Plantele din flora spontana, spre deosebire de cele din colectia GBNI grupate dupa parametrii
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(HP, DI, IF) corelati cu CP1, au o structura a populatiei mai dezorganizata (in 3 cadrane diferite), fapt

ce sugereaza varii combinatii de similaritate/disimilariate dupa unul sau mai multe caractere

morfologice.

Tabelul 3.2. VValorile contributiei (%) parametrilor in cadrul componentelor principale

Parametri CP1 CP2 CP3
fndl,timea plantei (cm) 27,30 0,00 3,15 443
Numdr ramuri/planti 0,84 141 744 38,28
Lungimea ramurii (cm) 3,87 2,66 0,00 33,96
Diametrul tulpinii (mm) 483 31,55 16,15 3,62
Numdr noduri/tulpind 0,88 43,48 1,60 0,75
Distanta internoduri (cm) 2757 2,70 0,68 143
Numdr frunze/nod 11,05 13,28 3,67 15,16
Lungimea frunzei (cm) 144 0,27 64,77 0,73
Latimea frunzgei (cm) 22,23 467 2,53 1,64

Grupurile de subpopulatii asociate ierarhic in baza de caracteristici similare (valori medii,

coeficient de variatie, corelatii) sunt confirmate si prin analiza de clusterizare (Figura 3.2, B).

2
NT A “Ehi
15 Or4 1 pT . orl Ch&v‘ :l
. / Orl)
: or3 'E) 5 FN - Or5 —
§ 05 b - ® DI ch9 “\Cth
o PR BRCUCT or6
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S0 I o —
O Ch9
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-15 e T O or2
2 t t t t t t {
25 -2 -5 -1 -05 0 05 1 15 2 25 0 5 10 15 20 2 30

CP1 (31,36%) Distanta Euclidiana

Fig. 3.2. Subpopulatii asociate ierarhic in bazi de caracteristici similare ale parametrilor
morfologici in modelul ACP (A) si de clusterizare (B)

In concluzie, investigatiile comparative prin metode biometrice, statistice si de analiza
explorativa a 9 caractere morfologice la specia O. vulgare ssp. vulgare din flora spontana si colectie a
pus in evidenta 6 parametri, care diferentiaza cel mai bine plantele la nivel intra- (indltimea plantei,
numarul de frunze/nod, diametrul tulpinii, numdarul de noduri/tulping, distanta internodurilor) si
interpopulational (indltimea plantei, latimea frunzei). Distanta internodurilor determina cel mai mare
grad de variabilitate la nivel intrapopulational, atat la plantele din flora spontana, cat si la cele din
colectie, iar latimea frunzei S-a evidentiat ca diferentiator morfologic la nivel interpopulational

relevand particularitati xeromorfe de adaptare a plantelor din habitatul natural la conditiile de mediu.
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4. DIVERSITATEA MOLECULARA INTRA- ST INTERPOPULATIONALA
LA SPECIA ORIGANUM VULGARE SSP. VULGARE

Variabialitatea morfologica larga, constatata la plantele indigene, reflecta rezultatul
interactiunii factorilor neereditari (abiotici) si a celor ereditari (mutatii, recombinari ale
materialului genetic), aspect care sta la baza urmatorului obiectiv de investigatii, realizat prin
genotipare RAPD (Random Amplification of Polymorphic DNA) si EST-SSR (Expressed Sequence
Tags-Simple Sequence Repeats), analiza structurii alelice a locilor, a indicilor de diversitate si

diferentiere moleculara.

4.1. Genotiparea cu markeri RAPD

Analiza amprentelor RAPD a constatat utilitatea a 5 din 27 de primeri testati. Oligomerii
UBCa15 si OPJor s-au evidentiat prin cea mai mare pondere a benzilor polimorfe (89-91%), iar
OLIGOaz, OPB1o si OPHis — prin amplificarea a 4-6 fragmente de ADN specifice (Figura 4.1, A).
Acesti markeri sunt relevanti atat pentru plantele din habitatul natural, cat si pentru cele din colectie,

determinand diferente a cate 6-9 fragmente intre indivizii fiecarei subpopulatii.
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din colectie

Numarul ampliconilor
= e
N Ol
o O

|
o

Totali  Monomorfi Polimorfi  Specifici

Fig. 4.1. Profile RAPD (A) si numirul de ampliconi, monomorfi, polimorfi si specifici (B)
Nota: markerul masei moleculare — 100 pb (Thermo Scientific).

Analiza profilurilor electroforetice a evidentiat prezenta a 140 benzi la indivizii speciei O.
vulgare din colectia GBNI si 119 la cei din flora spontana. Desi, numarul total de fragmente
identificate este mai mare la cele din colectie, totusi, conform ampliconilor polimorfi pusi in
evidenta (Figura 4.1, B) se constata o structura genetica mai complexa si un nivel de polimorfism
mai pronuntat la sovarful colectat din zona Orheiului Vechi. Astfel, screening-ul cu primeri arbitrari
a relevat gradul mai mic de variabilitate moleculara (36,4% fragmente polimorfe) a plantelor din

colectia GBNI in comparatie cu cel constatat la plantele din flora spontana (45,0%).
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4.2. Variabilitatea secventelor microsatelite (EST-SSR)

Genotiparea cu 11 primeri EST-SSR din regiunile de codificare a ADN-Iui cu activitate de
transcriptie in celulele secretoare a perilor glandulari cu functie de producere si depozitare a
terpenelor (EST- Expressed Sequence Tag) [23] a pus in evidenta rezultate convergente privind
numarul de profile moleculare, de alele pe profil si continutul informatiei polimorfe (PIC).

La nivel interpopulational, Or3, Or4 si Or5 s-au evidentiat prin cele mai mari valori ale
indicilor de estimare a diversitatii alelice: numdarul total (A) si mediu (Na) de alele/subpopulatie,
numdarul efectiv de alele (Ng), alele specifice (Ns), ponderea procentuala a locilor polimorfi (PLP),
frecventa alelelor (Fa) (Figura 4.2, A). Pentru indivizii din rezervatia naturala au fost identificate
25 de alele rare, 5 abundente si 48 frecvente, iar la cei din colectia GBNI: 4 rare, 6 abundente si
42 frecvente (Figura 4.2, B). Cele mai abundente alele sunt OR10? si OR64% (frecventa de 0,82
si 0,61, respectiv) intdlnite la plantele din ambele populatii studiate. Alele specifice au fost
identificate la 7 din cele 10 subpopulatii (Orl — OR44%3 OR75!!*; Or3 — OR101921% OR13!"?
Or4 — OR40'%3183 OR81%%; Or5 — OR132%; Chg — OR408%¢; Ch9 — OR81%%"; Ch10 — OR811%":210)

si au frecvente cuprinse intre 0,005 si 0,083, majoritatea fiind rare.

PLP Loci cu alele

Plante din flora

SprOp' A NA NE NS (’ secifice 2(5) Sponta_né

orl 2 OR44, OR75 15

Oor2 35 318 226 0 82 - 5 10

Oor3 49 446 3,64 3 100 OR10* OR13 © g

Ol/" " 46 418 377 3 100 OR40* ORS8l | <= _

Ol 44 400 28 1 91 ORI3 Ea Plante din
> colectie

Or6 25 227 226 0 73 - g 20 ’

Or7 25 227 221 0 55 - Z 18

Ch8 30 2,73 231 1 64 OR40 5

Ch9 25 227 222 1 73 OR81 0

S0 40 364 334 2 82 ORSL* SRS NI N N

A; * —loci cu 2 alele specifice unei subpopulatii. B Frecventa alelelor

Fig. 4.2. Indici de diversitate alelica (A) si frecventa alelelor locilor EST-SSR (B)

Cuantificarea diversitatii moleculare realizata la nivelul unui locus separat si multi-locus
prin calcularea heterozigotiei asteptate (He) si observate (Ho), indicelui de fixare (F),
coeficientilor de diferentiere molecular-genetica (Gst, Fsr si Frt) a relevat diversitatea moleculara
intrapopulationala mare (30%) si interpopulationala moderatd (7%). Aceasta concluzie este
confirmata si de rezultatele analizei variantei moleculare, care au indicat gradul mare de variatie
intre indivizi (Figura 4.3). Diversitatea molecular-genetica a fost mai mare la subpopulatiile din

flora spontana (42%) comparativ cu cele din colectie (26%).
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o | —variatia moleculara
? intre indivizi;
I S —variatia moleculara
58% intre subpopulatii;
P — variatia moleculara
intre populatii.

Orheiul Vechi 10 subpopulatii GBNI
Fig. 4.3. Analiza variantei moleculare (AMOVA) a subpopulatiilor de O. vulgare

in cazul ambelor populatii studiate, media indicelui de fixare F are valori apropiate de ,,0”, cu
mici devieri de la echilibrul Hardy-Weinberg (exces de heterozigotie), fapt care denota ca incrucisarile
s-au realizat Tn mod aleatoriu. Aceste rezultate sunt concludente cu valorile medii ale heterozigotiei
observate si asteptate intre care nu exista diferenta statistic semnificativa. La nivel intrapopulational
media heterozigotiei pentru cei 11 loci analizati releva cea mai mare pondere a heterozigotilor la
subpopulatia Or4 (Ho= 0,75+0,18; He= 0,72+0,04), iar cea mai scazuta la subpopulatiile Orl, Or2 si
Or7. Aceasta clasificare se suprapune cu cea identificata la parametrul Ng, ceea ce subliniazd o
relationare cu numarul efectiv de alele la o subpopulatie si numarul de genotipuri heterozigote care

rezultd din combinarea lor (Or7< Or1,0r2< Or6< Or5< Or3< Or4).

Tabelul 4.1. Indici de diversitate inter- si intrapopulationala
Hr Fsr

Loci EST-SSR

Orhei Chisinau Orhei Chisinau
ORO09 0,72 0,51 0,37 0,25 0,12 0,42
OR10 0,43 0,00 0,23 0,00 0,06 0,28
OR12 0,82 0,58 0,14 0,16 0,05 0,19
OR13 0,66 0,69 0,26 0,23 0,06 0,29
OR14 0,61 0,65 0,31 0,06 0,14 0,34
OR27 0,81 0,81 0,28 0,39 0,01 0,32
OR40 0,81 0,84 0,07 0,09 0,00 0,08
OR44 0,55 0,66 0,26 0,01 0,05 0,22
ORG64 0,64 0,00 0,45 0,00 0,18 0,55
OR75 0,84 0,77 0,24 0,19 0,03 0,25
OR81 0,67 0,74 0,35 0,28 0,10 0,39
Valoarea medie  0,69+0,09 0,57+0,20 0,27+0,07 0,15+0,09 0,07+0,04 0,30+0,08

Nota: Ht — heterozigotia totala; Fsg — indicele de diferentiere moleculara intre subpopulatiile unei populatii; Frr —
indicele de diferentiere intre populatii; Gsr — indicele de diferentiere moleculara relativa intre toate subpopulatiile.

Markerul OR64, care indica cea mai mare valoare (Frt = 0,18, Gst= 0,55), determina un grad
inalt de diferentiere moleculara intre subpopulatii, urmat de OR09, OR14 si OR81 (Tabelul 4.1). Locii
OR10 si OR64 au o valoare a heterozigotiei totale de 0,43 si, respectiv, 0,64, la plantele din habitatul
natural si homozigotie absoluta la cele din colectia GBNL

Astfel, analiza in baza markerilor microsateliti a relevat un grad inalt de polimorfism (PIC:
0,65+0,09) la plantele din flora spontand si moderat (PIC: 0,52+0,19) la cele din colectie.
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4.3. Stabilirea relatiilor molecular-genetice dintre subpopulatiile speciei O. vulgare ssp.

vulgare

Evaluarea structurii molecular-genetice intrapopulationale (ACP si analiza clusteriand) releva
primul nivel de similaritate molecular-genetica intre Orl si Or2 (grupul 1), Or3, Or4, Or5, Or6, Or7
(grupul 1I), Ch8, Ch9 si Ch10 (grup III), demonstrand o tendinta generala de asociere in functie de
biotopul plantelor (Figura 4.4, A, B).
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Fig. 4.4. Asocierea in grupuri a subpopulatiilor de O. vulgare in baza locilor EST-SSR
Nota: A — Analiza Componentelor Principale; B — Hierarchical agglomerative clustering/ UPGMA
Prezentarea in plan factorial a subpopulatiilor indigene indica asupra unor particularitati

molecular-genetice a Or6 si Or7 fata de celelalte. Astfel, Or6 se caracterizeaza prin exces de
heterozigotie (Ho= 0,68, F=-0,42), iar Or7 prin cea mai scazuta pondere a heterozigotilor (Ho= 0,42,
F=-0,11), aceasta din urma fiind mai distanta si izolata. Structura molecular-genetica a unei populatii
de plante este rezultatul selectiei naturale si artificiale, a recombinarilor si transferului de gene, a
mutatiilor. S-a constatat ca majoritatea microsatelitilor au rate de mutatii ridicate, care apar la nivelul
tipurilor de repetitii (di-, tri- si tetranucleotide), unitatii repetitive [2], structurii (perfect, compus sau
intrerupt). Polimorfismul SSR este generat si de numarul de secvente repetitive, astfel incat
polimorfismul markerilor se datoreaza diferentelor de lungime a alelelor, alelele lungi fiind, in general,
mai predispuse la mutatie decat cele scurte. Variabilitatea semnificativa a subpopulatiilor speciei O.
vulgare poate fi explicata si prin faptul cé aceasta este o planta alogama, caracterizata prin polenizarea
incrucisata [35].

Astfel, sistemul multi-locus studiat (11 EST-SSR) diferentiaza bine subpopulatiile din flora
spontana, indicand un grad mai inalt de diversitate moleculara comparativ cu subpopulatiile din
colectie si, respectiv, determinand un potential mai mare de rezistenta si adaptare la conditiile variabile
de mediu. Alelele cu contributii semnificative in diferentierea moleculara intrapopulationald sunt:
OR81%%, OR10'?, OR13® (Or1, Or2); OR64%, OR091%°, OR75!%, OR10™°, OR27*% OR81°
(Or3, Or4, Or5, Or6); OR448 OR14%", OR75'%, OR09'%, Or271% (Or7); OR64%", OR75%, OR09,
OR14 OR14% (Ch8, Ch9, Ch10).
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5. VARIABILITATEA FITOCHIMICA A PLANTELOR DE
ORIGANUM VULGARE SSP. VULGARE DIN FLORA SPONTANA

Se cunoaste ca germoplasma indigena reprezinta o sursa importanta de variatii molecular-
genetice exprimate in fenotipuri si chemotipuri care pot fi exploatate in diverse scopuri. Plantele
de O. vulgare ssp. vulgare, datorita continutului inalt de SBA fac subiectul diferitor cercetari
aplicative ce vizeaza aceastd specie in calitate de PMA [1, 11, 12]. Variabilitatea constatatd in
genomul plantelor la nivelul secventelor microsatelite sugereaza asupra unei compozitii

biochimice corespunzatoare, care a si constituit subiectul investigatiilor din acest capitol.

5.1. Analiza calitativa a extractelor vegetale

Analiza calitativa prin cromatografie in strat subtire a extractelor vegetale obtinute din
plantele din flora spontanad in faza de inflorire deplind, a relevat prezenta unor acizi
polifenolcarboxilici (acid cafeic, acid clorogenic, acid rozmarinic), flavonoide (rutozida,
luteolina, apigenol) si triterpene (f-sitosterolul, stigmasterolul, acidului oleanolic, acidul ursolic),
cunoscuti ca SBA cu multiple efecte terapeutice. Acizii cafeic, clorogenic si rozmarinic s-au

evidentiat prin spoturi largi si mai intense in culoare comparativ cu cele ale flavonoidelor.

5.2. Evaluarea cantitativa a substantelor biologic active

Analiza spectrofotometrica a extractelor vegetale a demonstrat ca continutul polifenolilor
totali (g echivalenti acid galic/100 g s.u. — substanta uscatd) variaza intre 3-5 g. Cel mai mare
continut in polifenoli totali s-a constatat la subpopulatiile Or1 si Or6, iar cel mai mic (cu 25-40%)
la Or3, Or4 si Or7 (3,0-3,7 g) (Figura 5.1).

Valori maxime ale acizilor polifenolcarboxilici (g echivalenti acid rozmarinic/100 g s.u.)
s-au inregistrat la Orl si Or6 (3,40 g) si minime (cu 18-47%) la subpopulatiile Or2, Or4 si Or7
(1,80-2,80 g, p<0,05). Ponderea acizilor polifenolcarboxilici in continutul total al polifenolilor

constituie cca 70%, cea mai mica valoare fiind observata la subpopulatia Or4 (58,7%) (Figura 5.1).
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Fig. 5.1. Ponderea procentuali a acizilor polifenolcarboxilici in continutul de polifenoli
totali a extractelor de O. vulgare ssp. vulgare (polifenoli totali — 100%)
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Spectrofotometric a fost determinat si nivelul bioacumularii flavonoidelor care a prezentat cele
mai mari valori la Or1 (1,05 g/100 g s.u. ) si cele mai mici la Or7 (0,63 g/100 g s.u.) pentru rutozida si
maxime la Orl (0,52 g/100 g s.u.), minime la Or4 si Or7 (0,29 g/100 g s.u.) pentru luteolina.

Studiul fractiilor multicomponente prin cromatografie in faza lichida de inalta performanta
(HPLC) a pus in evidentd acidul rozmarinic — component majoritar cu valori maxime la Or6
(1678,14+6,27 mg/100 g s.u.) si minime la Or4 (431,06+4,37 mg/ 100 g s.u.). In baza continutului
acidului rozmarinic se contureaza urmatorul clasament a subpopulatiilor: Or4 <Or7< Or5< Or3< Or2<
Or1< Or6 (Tabelul 5.1).

Tabelul 5.1. Continutul in polifenoli si flavonoide determinat prin HPLC (mg/100 g s.u.) la
subpopulatiile de O. vulgare ssp. vulgare

Acid
clorogenic

Acid
cafeic

Acid
p-cumaric

Acid
rozmarinic

Luteolina

or1 2,51+0,11¢ 16,67+0,23¢ 1,88+0,04*  1175,76£9,91° 5,960,152
or2 2,21+0,21¢ 18,10+0,24° 1,66+0,10°  1003,90+4,74°  3,67+0,06°
or3 2,67+0,06¢ 14,90+0,27¢ 1,50+0,17¢ 992,64+2,40¢ 3,09+0,23¢
Or4 5,12+0,212 18,86+0,14° 1,20+0,12¢ 431,06+4,37° 2,33+0,10°
or5 4,36+0,14° 15,15+0,07¢ 1,60+0,09°¢  875,94+9,01° 5,29+0,01°
Oor6 1,65+0,11 16,92+0,13¢ 1,06+0,05¢ 1678,14+6,27%  3,13+0,06°
or7 3,53+0,10° 20,76+0,317 1,28+0,16¢ 570,94+4,49° 2,04+0,07"

Noti: datele sunt prezentate sub forma mediei+eroarea valorii medii (n=3); Prin litere este indicata diferenta statistic
semnificativa dintre subpopulatii.

Spre deosebire de acidul rozmarinic, ceilalti compusi au fost identificati in cantitati de: 15,15-
20,76 mg/100 g s.u. in cazul acidului cafeic; 1,65-5,12 mg/100 g s.u. — acidul clorogenic si 1,06-1,88
mg/100 g s.u. — acidul p-cumaric. Aceste cantitati sunt considerabil mai mici fata de valoarea medie
a continutului de acid rozmarinic (961,20 mg/100 g s.u.) si anume de 64 de ori, 275 si 640 de ori in
cazul acidului cafeic, clorogenic si acidului p-cumaric corespunzator.

Generalizand datele de mai sus, mentionam ca diferenta foarte mare in continutul de substante
polifenolice si flavonoide poate fi determinata de conditiile climaterice, in special, umiditate ridicata
si zile mai putin nsorite in perioada infloririi, deoarece cantitatea de flavonoide, care constituie
compusi cU rol de ecran fata de radiatiile ultraviolete, variaza in functie de durata si intensitatea luminii

solare [6].

5.3. Compozitia chimica a uleiului volatil de O. vulgare ssp. vulgare

Interesul stiintific si comercial pentru compozitia uleiului volatil de sovarf este determinat de
terpene — compusi ai metabolismului secundar de o mare diversitate structural-functionala. Compozitia
chimica calitativd si cantitativd a uleiului este variabild, fiind raportate diferite chemotipuri de
monoterpene si sesquiterpene in calitate de compusi dominanti [35].

Dintr-o 100 g de biomasa uscata obtinuta din plantele studiate (partile aeriene la faza de
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inflorire deplina, 90% [24]) a fost extras intre 0,8-1,0 ml de ulei volatil conform Farmacopeei Romane
(ed. 8-a si a 10-a) si Agentia Europeana a Medicamentului. Analiza compozitiei chimice a uleiului
volatil prin gaz-cromatografie cuplata cu spectroscopie de masa (GC-MS) a pus in evidentd 38 de
compusi, dintre care 20 de monoterpene (MT) si 15 sesquiterpene (ST), 1 compus (dihidro-edulan 1)
din clasa norisoprenoizilor si 2 compusi (3-octanond, 3-octanol) alifatici cu valori mai mici de 1%.
Numarul total (38) de compusi se identifica in uleiul extras din plantele a trei subpopulatii Or2, Or6 si
Or7. Unii compusi lipsesc din profilul biochimic al plantelor, de exemplu: a-amorfenul nu este prezent
in uleiul volatil al indivizilor din Or1; lemonalul si geranialul — Or3 si Or4; isopinocamfona si cis-
geraniolul — Ors5 si eucaliptolul — Or3.

Ponderea totala care revine monoterpenelor este mai redusa decat cea a sesquiterpenelor la
toate subpopulatiile, cu exceptia Or5 si Or6 la care ambele clase de substante au valori apropiate
(p=0,36; p=0,77) cu 0 mica prevalenta a sesquiterpenelor. Cele mai mari diferente intre aceste 2 clase

de compusi (MT/ST) sunt identificate la Or3 (de 70%), Or2, Or4 si Or7 (23-26%) (Figura 5.2).
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Fig. 5.2. Continutul de monoterpene si sesquiterpene identificate prin GC-MS

Din totalul a 38 de compusi, 28 au valori mai mari de 1% (cel putin in cazul unei singure
subpopulatii) si prezinta variatii in concentratia si tipul terpenelor identificate: Orl (10MT; 10 ST);
Or2 (7 MT; 9 ST); Or3 (4MT; 9ST); Or4 (10MT; 8ST); Or5 (12MT; 6ST); Or6 (15 MT; 8 ST); Or7
(9 MT; 10 ST). Cinci monoterpene au cele mai mari valori procentuale si prezintd variabilitate
intrapopulationala semnificativa: sabinen (1-15%), trans-S-ocimen (2-8%), cis-$-ocimen (2-6%), p-
cimen (2-5%), eucaliptol (1-7%). S-a remarcat 4-terpineolul si a-terpineolul prin valori inalte la Or5
(2,60%, respectiv 3,51%), iar lemonalul, cis-geraniolul, geranialul si geranil acetatul la Or6 (1,51%,
1,34%, 2,20% si 4,63%, respectiv), cu diferente statistic semnificative (p<0,05) fatd de toate
subpopulatiile. In cazul sesquiterpenelor principalii constituenti ai uleiului volatil din probele analizate
sunt: p-cariofilen (14-33%), germacren D (3-17%), oxid de cariofilen (3-12%), a-cariofilen (3-7%),
7-gurjunen (2-4%). Aceste variatii cantitative sunt reflectate elocvent in reprezentarea grafica a 7
amprente cromatografice (cu compusi in concentratii > 2%) ale uleiului volatil studiat (Figura 5.3, A).

Analiza contributiei procentuale (ACP) a relevat 9 componenti care caracterizeaza valoarea

aromatica a extractelor la cele 7 subpopulatii studiate (Figura 5.3, B): p-cariofilen (56,9%), oxid de
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cariofilen (33,8%), sabinen (29,9%), germacren D (28,3%), cis-f-ocimen (6,5%), z-gurjunen (4,1%),
p-bisabolen (3,1%), y-terpinen (3,1%), p-cimen (3,0%). Acesti compusi pot fi utilizati in calitate de
»~marker” in autentificare si reprezintd o particularitate specifica de interactiune a profilului fitochimic
cu conditiile de mediu, reprezentand o0 chemovarietate a uleiului volatil la plantele indigene de O.

vulgare ssp. vulgare din Republica Moldova (rezervatia Orheiul Vechi).
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Fig. 5.3. Profile chimice (A) si compusi terpenici cu contributie procentuald mare in
variabilitatea biochimica a subpopulatiilor de O. vulgare ssp. vulgare (B)

Se considera ca terpenele sunt generate prin doud cai metabolice: una localizata in citozol,
dependenta de mevalonat (MVA), prin care are loc formarea sesquiterpenelor (C15) si alta activa in
plastide, 2-C-metil-D-eritritol-4-fosfat (MEP), rezultand monoterpenele (C10) [36]. Diverse studii au
relevat sporirea sintezei terpenelor in citozolul celulelor secretoare a perilor glandulari ca raspuns la o
varietate de factori stresogeni, de exemplu seceta, care reduce sinteza de substrat fotosintetic, inclusiv
transportul asimilatelor, inhiband astfel procesul de crestere. Perturbarea metabolismului PMA
determina sinteza lor prin céi atipice asigurate de schimbul de substrat intre citozol si plastide [25, 37],
precum si de modificari la nivel de expresie a genelor responsabile de fondul metabolitilor secundari.

In concluzie, particularitatea distinctiva a uleiului volatil extras din plantele autohtone a speciei
O. vulgare ssp. vulgare consta in variabilitatea biochimica intrapopulationald determinata de cantitati

mari de sesquiterpene (42-73%) si moderate de monoterpene (21-51%).
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6. ACTIVITATEA TRANSCRIPTIONALA A UNOR GENE CE CODIFICA
TERPEN-SINTETAZE

Varietatea larga de profile chimice a compusilor terpenici este in functie de rezistenta
fiziologica si este conditionata de reactia adaptiva a organismului, in anumite etape de dezvoltare
si in diverse situatii de stres biotic sau abiotic. Acesti metaboliti secundari sunt sintetizati de
terpen-sintetaze (TPS) care, in mare parte fiind active pe mai multe substraturi, asigura diversitatea
structurala a produselor finale. Nivelele de reglare metabolica a acestor constituenti chimici pot fi
diferite, atit genetic, cat si biochimic. In acest capitol sunt prezentate rezultatele cercetarii

activitatii de transcriptie a 7 TPS la plantele speciei O. vulgare ssp. vulgare din flora spontana.

6.1. Analiza terpen-sintetazelor in bancile de gene

Studiul literaturii de specialitate si a secventelor nucleotidice in bazele de date genomice a
relevat faptul ca TPS reprezinta familii de gene rezultate din duplicari, mutatii si alte divergente
functionale [36]. Actualmente, la specia O. vulgare este secventiat doar genomul cloroplastic [13],
iar In ceea ce priveste structura si functia genelor nucleare, i1n majoritatea cazurilor, este investigata
prin identificarea gradului de omologie cu gene descrise la plantele cu genomul cunoscut. in baza
de date NCBI (National Center for Biotechnology Information) [38] sunt accesibile mai multe
secvente genice transcrise (EST-uri) cu functia candidat de terpen-sintetaze la specia O. vulgare,
identificate in sisteme heterologe de expresie [4, 16].

Pentru a realiza obiectivele inaintate s-au analizat EST-urile la aceastd specie prin
programul bioinformatic BLAST din NCBI, fiind identificate secvente ARNm cu diferit grad de
similaritate (50-99%, scor BLAST >100) cu alte gene ce codifica terpen-sintetaze. De exemplu,
Ovtpsl, Ovtps2 si Ovtps7 prezinta omologie cu alfa-terpineol (82%), gamma-terpinen-sintetaza
(94%) din genul Thymus, terpen-sintetaza (67%) din specia Salvia officinalis, linalol-sintetaza
(64%) din specia Perilla setoyensis etc.

Astfel, In baza acestor informatii au fost selectate 7 EST-TPS pentru care au fost elaborati

primeri specifici si analizati cantitativ transcriptii in florile si frunzele plantelor studiate.

6.2. Activitatea transcriptionali a monoterpen-sintetazelor

Analiza expresiei relative a 4 monoterpen-sintetaze, Ovtpsl [GU385980], Ovtps2
[GU385978.1], Ovtpss [GU385971] si Ovtps7 [GU385967], a relevat un continut diferit de
transcripti in dependenta de gena, organ si subpopulatie (Figura 6.1).

Nivelul de expresie relativa a Ovtpsl variaza de la 0,110 u.c. pentru Or3 pana la 1,748 u.c.

pentru Or5 in frunze si in flori de la 0,719 u.c. (Or6) pana la 2,764 u.c. (Orl). In dependenti de
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organul analizat se observa discriminarea subpopulatiilor Orl, Or2, Or3, Or4 fata de Or5, Or6,

Or7, primele avand cantitati mici in frunze (Figura 6.1, A) si mai mari in flori (Figura 6.1, B), iar

ultimele trei subpopulatii — valori mari in frunze si mici in flori.
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Fig. 6.1. Activitatea transcriptionali a monoterpen-sintetazelor in frunze (A) si flori (B)
Nota: datele sunt prezentate sub forma mediei cu abaterea standard; prin litere este indicatd diferenta statistic

semnificativa (p<0,05) dintre subpopulatii.

Spre deosebire de Ovtpsl, activitatea de expresie a Ovtps2 a prezentat valori mai mici in
frunze, de la 0,001 u.c. (Orl) pana la 0,018 u.c. (Or7). Nu au fost depistati transcripti in frunzele
plantelor din subpopulatia Or5. Cantitdti mai mari de ARNm Ovtps2 au fost inregistrate in flori.
Subpopulatia Or3 se diferentiaza prin continutul in transcripti de 0,183 u.c. fata de celelalte 6
(Figura 6.1, B) la care au fost constatate valori foarte mici (0,001-0,023 u.c.).

Ovtps5 nu se deosebeste esential dupa nivelul de expresie relativa in frunze si flori (Figura
6.1, A, B), fiind identificat acelasi rang de valori. Or5, cu cele mai inalte valori (0,123 u.c., p<0,05),
este urmata de Or2, Or3, Or6 si Or7 (0,088-0,101 u.c.) fara diferente statistic semnificative intre
ele. Subpopulatiile Or1 si Or4 au cele mai mici valori fata de toate subpopulatiile.

Gena Ovtps7 din frunze nu intrece valoarea de 0,6 u.c. a expresiei relative (exceptie Or6)
(Figura 6.1, A). In flori, valorile medii sunt relativ omogene in cadrul populatiei, mai mari de 0,6
u.c. la Orl, Or3, Or4, Or5 si Or6. Cele mai mici valori au fost inregistrate la Or7 (0,007 u.c.).

In baza celor relatate se poate de conchis ca in cazul a 3 gene, Ovtpsl, Ovitps2 si Ovtps7,
continutul mai mare de transcripti a fost constatat in flori, comparativ cu cel din frunze (1,5-8 ori).

Monoterpen-sintetaza Ovtps5 a prezentat un nivel de expresie relativ similar in flori si frunze.
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6.3. Activitatea transcriptionalia a sesquiterpen-sintetazelor

Genele Ovtps3 [GU385976], Ovtps4d [GU385974] si Ovtps6é [GU385970] codifica
proteinele cu activitate enzimatica, numite sesquiterpen-sintetaze datorita produselor finale de
reactic — sesquiterpenele. Studiul expresiei relative a pus in evidentd o activitate transcriptionala
diferentiata in functie de gena, organ si subpopulatie. Astfel, gena Ovtps3 are 0 activitate mai mare in
flori comparativ cu cea din frunze (de 2-3 ori). Gena Ovtps6 a prezentat un nivel de expresie relativ

similar in flori si frunze, iar in cazul Ovtps4 au fost inregistrate valori mai mari in frunze (Figura 6.2).
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Fig. 6.2. Activitatea transcriptionali a sesquiterpen-sintetazelor in frunze (A) si flori (B)
Nota: datele sunt prezentate sub forma mediei cu abaterea standard; prin litere este indicatd diferenta statistic
semnificativa (p<0,05) dintre subpopulatii.

Activitatea transcriptionala a Ovtps3 in frunze a prezentat cel mai mare nivel la Or6 (0,74
u.c.), Or5 (0,59 u.c.) si Or7 (0,29 u.c.). Subpopulatiile Or2 si Or3 sunt evidentiate cu cel mai mare
nivel al transcriptilor in flori (1,43 si 1,95 u.c., respectiv).

Continutul Ovtps4 in frunze variaza de la 0,02 u.c. (Or2) pana la 3,85 u.c. (Orb), iar in flori,
este in medie mai mic, cuprins intre valorile 0,02 u.c. (Or7) si 1,34 u.c. (Orl).

In cazul Ovtps6 valorile variaza in frunze de la 0,06 u.c. (Or2) pani la 1,82 u.c. (Or5), iar in
flori, de 1a 0,03 u.c. (Or7) pana la 1,47 u.c. (Or4).

Analiza comparativa a celor doua grupe de gene a pus in evidentd continutul mai mare de
transcripti ai sesquiterpen-sintetazelor comparativ cu cel al monoterpen-sintetazelor atat in frunze
(cca 3,3 ori), cat si in flori (1,7 ori), fapt ce explica continutul mai mare de sesquiterpene,

comparativ cu cel al monoterpenelor in compozitia uleiului volatil de O. vulgare ssp. vulgare.
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Identificarea asocierilor corelative in profilul de expresie a terpen-sintetazelor. Dupa
tipul relatiei de dependenta cantitativa intre transcriptii terpen-sintetazelor studiate se contureaza
un profil general de co-expresie. Astfel, supraexpresia genelor in frunze (exceptie Ovtps5) este
asociata cu subexpresia Ovtpsl, Ovtps2, Ovtps3, Ovtps4 in flori. Valorile continutului Ovtps5 din
frunze coreleaza pozitiv cu cel al transcriptilor codificati de toate genele studiate in flori (Figura
6.3, A). Particularitati in activitatea de expresie genica se constata si la nivel de organ, de exemplu,
in frunze sunt corelatii negative doar in cazul unei gene, iar in flori se asociaza negativ valorile pentru

Ovtps5 cu Ovtpsl, Ovtps4, Ovips6 si pentru Ovtps6 cu Ovtps3.
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Fig. 6.3. Profilul general de co-expresie a terpen-sintetazelor in frunze si flori (A) si distributia

subpopulatiilor in baza activititii de transcriptie a EST-urilor studiate (B)
Noti: culoarea neagra in profilul de co-expresie indica corelatii negative iar gri — corelatii pozitive.

Cea mai mare pondere procentuala in caracterizarea populatiei o au valorile continutului
de transcripti Ovtps4 (46%), Ovtps3 (24%), Ovtpsl (8%), Ovtps 6 (9%), Ovitps5 (7%) din frunze
si Ovtps3 (86%), Ovtpsl (9%) din flori (Figura 6.3, B). Aceste variabile au grupat subpopulatiile
Orl, Or2, Or3 si Or4 dupa continutul mai nalt al transcriptilor in flori, in timp ce Or5, Or6 si Or7
se evidentiaza prin valori ridicate ale continutului de transcripti in frunze.

In concluzie, analiza activitatii de transcriptie a 7 terpen-sintetaze la specia O. vulgare ssp.
vulgare din flora spontana a pus in evidenta un profil de co-expresie, diferentiat in frunze si in
flori, cu diverse asocieri corelative, care se datoreaza unor procese polimerice, pleiotropice si
epistatice de interactiune a genelor, determinate de factori fiziologici si de mediu. Se cunoaste ca
reglarea posttranscriptionald a genelor TPS este dependenta de acumularea substratului biochimic

in functie de bioritmul circadian.
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7. PARTICULARITATI CORELATIVE ALE DIVERSITATII
MOLECULAR-GENETICE, BIOCHIMICE SI MORFOLOGICE A
PLANTELOR DE ORIGANUM VULGARE SSP. VULGARE

Studiul diversitatii structural-functionale a plantelor speciei O. vulgare ssp. vulgare din
rezervatia cultural-naturala Orheiul VVechi realizat la nivel morfologic, molecular-genetic, biochimic,
fiziologic si aplicarea statisticii comparative, care a inclus diferite combinatii formate din: matrici
integrale a datelor initiale (AB), grupuri de parametri asociati corelativ (Mantel [1]) si relatia
dintre valorile a 2 parametri (Spearman [4]) a pus in evidenta unele asocieri corelative intre
parametrii fiecarui nivel abordat.

Astfel, au fost identificate 5 asocieri corelative statistic semnificative (3 pozitive si 2 corelatii
indirecte, negative) intre variabilitatea alelicd a EST-SSR cu expresia genelor si continutul terpenelor.
Dintre acestea, mentionam corelatiile medii pozitive intre frecventa tuturor alelelor studiate (82) si
monoterpen-sintetazele active transcriptional in flori (r (AB)= 0,51), corelarea locilor OR44 (r
(AB)= 0,50) si OR40 (r (AB)= 0,49) cu toate 7 terpen-sintetaze expresate in flori si asocierea
corelativa (r (AB)= 0,43) a OR40 si OR64 cu nivelul de expresie a sesquiterpen-sintetazelor in
frunze. Aceste corelatii demonstreaza o tendintd de modificare 1n activitatea de transcriptie a genelor
TPS in functie de frecventa alelelor locilor SSR studiati. De asemenea, a fost identificata o corelatie
statistic semnificativa intre frecventa alelica a 9 loci SSR (r (AB)=-0,37, p= 0,04) cu continutul a 9
compusi majoritari (sabinen, p-cimen, cis-f-ocimen, y-terpinen, [f-cariofilen, T-gurjunen, f-bisabolen,
oxid de cariofilen, germacren D), care determina valoarea aromatica a uleiului volatil a plantelor
speciei O. vulgare ssp. vulgare, confirmand stabilirea corecta a chemovarietatii speciei indigene
investigate.

in acelasi timp a fost stabilita lipsa corelatiilor intre variabilitatea morfologica si alelica a
EST-SSR, fapt ce poate fi explicat prin tipul markerilor elaborati pe regiuni genice, asociate sintezei
metabolitilor secundari in trihomii glandulari si care nu fac parte din sistemul poligenic de reglare al
caracterelor morfologice cantitative.

Asocieri corelative moderate au fost observate intre genele sesquiterpen-sintetaze expresate in
flori si cei 9 compusi majoritari (r (AB)= 0,56), intre genele monoterpen-sintetaze (r (AB)= 0,57) si
sesquiterpen-sintetazele (r (AB)=0,65) active in frunze — cu monoterpenele (7 compusi in concentratii
<7%), precum si genele sesquiterpen-sintetaze (r (AB)= 0,63) expresate in flori — cu continutul
sesquiterpenelor (15 compusi). Aceste corelatii indica asupra unui mecanism de control a biosintezei
compusilor terpenici la nivelul activitatii transcriptionale a genelor TPS.

Cea mai mare corelatie (r (AB)= 0,85) a fost stabilita intre continutul de monoterpene si
sesquiterpene 1n uleiului esential, fapt ce poate fi datorat particularitatii enzimelor de a sintetiza un

numar larg de terpene folosind diverse substrate provenite din ambele cai metabolice.
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Totodata, continutul 1n sesquiterpene (13 compusi in concentratii <12%) este relationat cu 2
parametri morfologici (lungimea frunzei si a ramurilor) studiati (r (AB)= 0,52), iar cel in
monoterpene (19 compusi in concentratii <8%) coreleaza negativ cu 3 parametri morfologici
(lungimea frunzei, a ramurilor si numdrul de ramuri/planta, r (AB)= -0,45), ceea ce denota ca
variabilitatea fitochimica a acestor compusi in subpopulatii depinde inclusiv de diversitatea
caracterelor morfometrice investigate.

Asocieri corelative mari intre parametrii morfologici cu continutul de terpene (11 corelatii) si
corelatii de intensitate puternicd intre continutul de transcripti ai genelor TPS cu cel al terpenelor (24
corelatii) au fost puse In evidentd si prin aplicarea coeficientului de corelatie a rangurilor
(Spearman). Astfel, au fost constatate corelatii intre:

= continutul de S-cariofilen si gena Ovtps3 (rs= 0,78) expresata in flori;

= continutul de trans-f-ocimen si Ovitps7 expresata in flori (rs= 0,93);

= parametrul lungimea ramurilor si continutul de p-cimen (rs= 0,75);

= diametrul tulpinii in pereche cu continutul a 2 precursori ai carvacrolului si timolului: y-

terpinen (rs=0,71) si cis-f-ocimen (rs= 0,68) dar si cu germacren D (rs= 0,86);

*  numarul de noduri/tulping si continutul in y-terpinen (rs= 0,68), germacren D (rs= 0,71), f-
bisabolen (rs= 0,86) etc.
in calitate de marker in selectia plantelor bogate in compusi terpenici de interes.

Astfel, in baza particularitatilor distinctive si corelative ale diversitatii molecular-genetice,
biochimice si morfologice ale plantelor, s-au asociat pe baza de similaritate subpopulatiile Orl si Or2;
Or3, Or4 si OrS5; Or6 si Or7, ultimele fiind cele mai distante/ diferentiate. Plantele din subpopulatiile
Orl, Or2, Or6 sunt bogate in compusi fenolici nevolatili. Or3, Or4 si Or5 se caracterizeaza prin cea
mai mare diversitate a locilor asociati sintezei terpenelor, sugerand asupra unui potential semnificativ
de adaptare la factori stresogeni. Astfel, plantele din flora spontand (rezervatia Orheiul Vechi) prezinta
caracteristici de interes care pot fi explorate atat ca surse de variatie molecular-genetica cu potential
pentru conservarea in situ si ex situ a germoplasmei de O. vulgare ssp. vulgare, cat si ca surse de

materie prima in scopuri comerciale.
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CONCLUZII GENERALE

Pentru prima data au fost realizate studii complexe ale diversitatii structural-functionale la
specia O. vulgare ssp. vulgare L. din flora spontana a Republicii Moldova (rezervatia Orheiul
Vechi) la nivel morfologic (10 parametri), molecular-genetic (genotipare RAPD, EST-SSR),
biochimic (metaboliti secundari) si fiziologic (expresia genelor TPS).

1. Au fost identificate particularititi morfologice (capitolul 3) distinctive ale plantelor
speciei O. vulgare ssp. vulgare din habitatul natural (varietatea culorii florilor, valori reduse pentru
inaltimea plantelor, lungimea ramurilor, latimea frunzei, distanta internodurilor — caractere
xeromorfe de adaptare), cuantificate relatiile asociative dintre caracterele morfologice cantitative
(cele mai multe corelatii statistic semnificative pentru indltimea plantelor, numarul de frunze/nod
si diametrul tulpinii) si estimat rolul parametrilor morfologici in diferentierea intra- (distanta
internodurilor) si interpopulationald (/atimea frunzelor reprezinta un diferentiator morfologic al
populatiilor studiate) [19].

2. Evaluarea diversitatii moleculare intraspecifice (capitolul 4) a permis sa identificim 6
primeri SSR (OR10, OR13, OR40, OR44, OR75, OR81), care pun in evidenta alele specifice pentru
indivizii din flora spontani in subpopulatiile Or1, Or3, Or4 si Or5 si 4 primeri (OR09%57=942 OR14%°™=
034 ORG4%5T= 0% i OR81%5T= 93%) care relevd un grad inalt de diferentiere moleculard intre
subpopulatiile din flora spontand si cele din colectie. S-a constatat nivelul ridicat al variabilitatii
moleculare la indivizii din flora spontana (45% cu markeri RAPD si 65% cu EST-SSR), care indica
asupra faptului ca exploatarea si fragmentarea habitatelor nu a afectat semnificativ diversitatea in
interiorul populatiei, ceea ce este important pentru pastrarea unui potential sporit de adaptare la
diferite conditii de mediu [20, 28].

3. Studiul biochimic al extractelor vegetale a plantelor de O. vulgare ssp. vulgare
(capitolul 5) a demonstrat ca in fractia compusilor polifenolici predomina acizii
polifenolcarboxilici (70%), iar bioacumularea flavonoidelor variazd la nivel intrapopulational
(intre 10-40%) si coreleaza cu gradientul altitudinal si directia de expozitie a versantului Butuceni
de pe care au fost colectate plantele [21].

4. In compozitia uleiului volatil (paragraful 5.3) au fost pusi in evidentd 38 de compusi
inclusiv 20 de monoterpene, 15 sesquiterpene, iar valorile cantitative ale sesquiterpenelor
prevaleaza cu 23-70% fata de monoterpene. Au fost identificati 9 compusi majoritari: S-cariofilen,
oxid de cariofilen, sabinen, germacren D, cis-f-ocimen, t-gurjunen, S-bisabolen, y-terpinen, p-
cimen, care caracterizeaza valoarea aromatica a uleiului volatil a speciei O vulgare ssp. vulgare

reprezentdnd o chemovarietate a plantelor din flora spontand a Republicii Moldova (rezervatia
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Orheiul Vechi).

5. Analiza activitatii transcriptionale a 7 gene TPS (capitolul 6) la plantele speciei O.
vulgare ssp. vulgare a relevat o variabilitate in functie de organ si subpopulatie, fiind constatat un
continut mai mare al sesquiterpen-sintetazelor, comparativ cu cel al monoterpen-sintetazelor, atat
in frunze (de cca 3,3 ori), cat si in flori (de 1,7 ori). Ponderea cea mai mare in caracterizarea
populatiei indigene o au genele Ovtpsl, Ovtps3, Ovtps4, OvtpsS si Ovtps6 din frunze si Ovtpsl,
Ovtps3 din flori, iar profilul de co-expresie (diferentiat in frunze si in flori) evidentiat este
determinat de factorii fiziologici si de mediu, care se datoreaza unor procese polimerice, pleiotropice
si epistatice de interactiune a genelor [27].

6. Evaluarea asocierilor corelative (capitolul 7) intre parametrii morfologici, molecular-
genetici, biochimici si fiziologici a pus in evidentd particularitati de discriminare a plantelor sau
asemanare 1n functie de biotopul colectarii lor: Orl si Or2 prelevate de la cea mai mare altitudine
a versantului Butuceni (42, respectiv, 45m); Or3, Or4 si Or5 colectate aproximativ de la aceeasi
altitudine (26-23m) si Or7, care este identificata intr-o regiune de campie fiind diferentiata dupa

majoritatea parametrilor morfometrici investigati fata de celelalte subpopulatii.

RECOMANDARI PRACTICE

1. Rezutatele prezentate in aceasta lucrare sunt recomandate pentru a fi implementate in
curricula universitard pentru studii superioare de licentd la disciplinele: Fiziologia plantelor,
Biochimie, Biostatistica si Biologie moleculara.

2. Compusii chimici specifici (f-cariofilen/ germacren D/ sabinen/ oxid de cariofilen/ cis-f-
ocimen/ p-cimen/ T-gurjunen) care caracterizeaza valoarea aromatica a uleiului volatil de O.
vulgare ssp. vulgare din flora spontana (rezervatia Orheiul Vechi) reprezinta o chemovarietate si
sunt recomandati pentru utilizare ca ,,marker” in autentificare.

3. Primerii functionali EST-SSR sunt utilizati in Laboratorul Genomicd, Centrul Genetica
Functionala (USDC), iar 8 dintre ei se recomanda a fi aplicati in studii moleculare ulterioare
privind diversitatea intra- si interpopulationala asociata metabolismului secundar la specia O.
vulgare L.

4. Primerii elaborati pentru determinarea nivelului de expresie a genelor responsabile de
biosinteza terpenelor se recomanda a fi utilizati in scopuri de testare si selectare a genotipurilor de

perspectiva.
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ADNOTARE
Mutu Ana ,,Diversitatea structurala si functionala la Origanum vulgare L.”, teza de
doctor in stiinte biologice, Chisinau, 2020.

Structura tezei: teza include introducere, 7 capitole, concluzii generale si recomandari,
bibliografie din 291 de titluri, 9 anexe, 136 de pagini text de baza, 45 de figuri, 25 de tabele. Rezultatele
obtinute sunt publicate in 14 lucrari stiintifice.

Cuvinte-cheie: Origanum vulgare ssp. vulgare L., diversitate inter- si intrapopulationala,
markeri moleculari, chemovarietate, terpen-sintetaza, metabolism secundar.

Scopul lucrarii consta in studiul diversitatii structural-functionale a plantelor speciei Origanum
vulgare ssp. vulgare din flora spontana a Republicii Moldova (rezervatia Orheiul Vechi) prin prisma
unor indici corelativi de crestere si dezvoltare, precum si aspecte ale activitatii de transcriptie a terpen-
sintetazelor si de acumulare a metabolitilor secundari.

Obiectivele cercetarii: evidentierea particularitatilor morfologice si fiziologice ale plantelor de
O. vulgare ssp. vulgare; evaluarea polimorfismului molecular intraspecific prin genotipare RAPD si
EST-SSR; studiul variabilitatii compusilor metabolismului secundar si stabilirea profilului chimic al
uleiului volatil; estimarea activitatii transcriptionale a unor gene ce codifica terpen-sintetazele implicate
in biosinteza produsilor metabolismului secundar; identificarea particularitatilor corelative ale diversitatii
morfologice, molecular-genetice, biochimice si fiziologice ale plantelor speciei O. vulgare ssp. vulgare
din flora spontana.

Noutatea si originalitatea stiintifica. S-au efectuat cercetari complexe molecular-genetice
asupra biosintezei compusilor biochimici principali ai uleiului esential de O. vulgare ssp. vulgare.
Studiile au pus 1n evidenta nivelul de expresie al genelor implicate in caile de sinteza a terpenelor si
evaluarea morfologica, moleculara si fiziologica a subpopulatiilor speciei O. vulgare ssp. vulgare din
flora spontana a Republicii Moldova. Astfel, abordarea analitica, in aspectul integrarii informatiilor
biologice (date morfologice, biochimice si molecular-genetice), devine esentiala pentru studierea speciei
si ofera amelioratorilor o perspectiva deosebita, cu referire la elucidarea mecanismelor ce stau la baza
caracterelor cu relevantid economica.

Rezultatele obtinute care contribuie la solutionarea unei probleme stiintifice importante
constd in fundamentarea cunostintelor privind studiul diversitatii structural-functionale a plantelor de
O. vulgare din flora spontana autohtona, pe baze stiintifice temeinice, care a permis identificarea
nivelului ridicat al variabilitatii morfologice, molecular-genetice si fiziologice in cadrul populatiei
indigene, indicdnd asupra unei capacitati sporite de adaptare la conditiile de mediu si valorificarii
potentialului biologic pentru conservarea resursei vegetale de O. vulgare ssp. vulgare.

Semnificatia teoretica. Investigatiile realizate au adus un plus substantial de informatie
stiintifica privind variabilitatea morfologica, molecular-genetica si biochimica a speciei spontane O.
vulgare ssp. vulgare dintr-un areal geografic anterior neexplorat. De asemenea, constatarile concluzive
cu referire la profilul de expresie a 7 terpen-sintetaze in frunze si flori, asocierile corelative cu continutul
in terpene si derivatii acestora prezintd contributii teoretice in elucidarea proceselor de biosinteza si
interconexiune biochimicad a metabolitilor secundari.

Valoarea aplicativa. Informatiile obtinute prin asocierea corelativa a parametrilor morfologici,
biochimici si fiziologici asigura suportul stiintific primar al unor investigatii ulterioare cu potential de
transfer tehnologic. Au fost identificati compusi (terpene), particularititi morfologice si moleculare
(amprente RAPD, SSR) cu potential de discriminare si autentificare a plantelor, elemente esentiale in
selectia asistatd de markeri. Genotipurile cu o largd diversitate geneticd si continut inalt in metaboliti
secundari, relevate in flora spontana pot fi in programe de valorificare eficienta a resursei vegetale de O.
vulgare ssp. vulgare.

Implementarea rezultatelor stiintifice. Markerii RAPD, EST-SSR si primerii elaborati pentru
determinarea nivelului de expresie a genelor terpen-sintetaze sunt utilizati in studiul speciei O. vulgare.
in cadrul Centrului Geneticad Functionald si sunt recomandati pentru studii molecular-genetice si
fiziologice ulterioare. Rezultatele expuse in lucrare pot fi folosite ca suport de referintd in programele de
ameliorare si strategiile de conservare ale speciei. Totodatd, acestea reprezintd material stiintifico-
didactic pentru cursurile de fiziologie a plantelor, biochimie, biologie moleculara si biostatistica.
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ABSTRACT
Mutu Ana — ”Structural and functional diversity in Origanum vulgare L.”, PhD thesis in
Biological Sciences, Chisinau, 2020.

Structure of the thesis: The thesis include introduction, 7 chapters, general conclusions and
recommendations, 291 references, 136 basic text pages, 25 tables, 45 figures and 9 annexes. The obtained
results are published in 14 scientific papers.

Key words: Origanum vulgare ssp. vulgare L., inter- and intrapopulational diversity, molecular
markers, chemotype, terpene synthase, secondary metabolism.

The aim of the paper is to study the structural and functional diversity of Origanum vulgare ssp.
vulgare plants in the spontaneous flora of the Republic of Moldova (Orheiul Vechi reserve) in terms of
correlative indexes of growth and development, as well aspects of the transcription activity of terpene
synthases and accumulation secondary metabolites.

Objectives of the research: highlighting the morphological and physiological peculiarities of the O.
vulgare ssp. vulgare; evaluation of intraspecific molecular polymorphism by RAPD and EST-SSR
genotyping; study of the variability of secondary metabolism compounds and the determination of the
volatile oil chemical profile; estimating transcriptional activity of genes encoding terpenic synthases
involved in the biosynthesis of secondary metabolite products; identifying the correlative peculiarities of
morphological, molecular-genetic, biochemical and physiological diversity of O. vulgare ssp. vulgare
plants in the native natural habitat.

Scientific novelty and originality. Comprehensive genetic and molecular research on the
biosynthesis of the main biochemical compounds of essential oil of O. vulgare have been performed. The
studies have highlighted the level of expression of the genes involved in terpene synthesis pathways and
the evaluation of subpopulations of O. vulgare ssp. vulgare the belonging from spontaneous flora of the
Republic of Moldova. Thus, the analytical approach to the integration of biological information
(morphological, biochemical and molecular data), becomes essential for the study of the species and gives
to breeders a special perspective, referring to the elucidation of the mechanisms underpinning the
economically relevant characters.

The most important solved scientific problem consist in the fundamentation of the knowledge
regarding the structural-functional diversity of the plants of O. vulgare ssp. vulgare from the native
spontaneous flora, which allowed, the identification of the high level of the morphological, molecular-
genetic and physiological variability, within the population of the natural habitat, indicating on an increased
capacity to adapt to the environmental conditions and on the exploitation of a biological potential for the
conservation of the vegetal resource of O. vulgare ssp. vulgare.

Theoretical significance. The carried out investigations provided substantial scientific information
on the morphological, molecular and biochemical variability of O. vulgare ssp. vulgare from a previously
unexplored geographic area. Also, the concluding findings with regard to the expression profile of 7 terpene
synthase, the correlative associations with terpene content and their derivatives have theoretical
contributions to elucidating the biosynthesis and biochemical interconnection processes of the secondary
metabolites.

Applicative value of the work. The information has been obtained by correlative association of
morphological, biochemical and physiological parameters provides the primary scientific support for the
development of further investigations with potential technological transfer. Compounds (terpenes),
morphological and molecular features (RAPD, SSR fingerprints) have been identified with potential for
discrimination and plant authentication, essential elements in marker-assisted selection. Genotypes with a
wide genetic diversity and high content in secondary metabolites identified from spontaneous flora may be
promoters in programs to efficiently harness the plant resource of O. vulgare ssp. vulgare.

Implementation of scientific results. RAPD, EST-SSRs markers, and primers developed to
determine the level of expression of terpene synthase genes are used in the study of O. vulgare in the Center
of Functional Genetics and are recommended for subsequent genetic and molecular studies. The results can
be used as reference support in breeding programs and strategies of species conservation. At the same time,
they represent scientific-didactic material for plant physiology courses, biochemistry, molecular biology
and biostatistics.
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AHHOTANIMUSA
Myty Ana «CTpykTypHOe 1 GyHKIHOHAJIbHOEe pasHooopa3ue Origanum vulgare L.»,
AUCCePTALMS HA COMCKAHMeE YYeHOH cTeneH! J0KTopa Ouostoruueckux Hayk, Kumunes, 2020.

Crpykrypa nuccepraumuu: PabGora BKkiIO4aeT BBeIeHHE, CeMb IJIaB, OOIIME BBIBOJABI U
pekoMeHnaruu, ononmmorpaduro u3 291 NCTOYHUKOB, 9 MpHIOKeHUH, 136 OCHOBHBIX TEKCTOBBIX CTPaHHUII,
45 pucyHnkos, 25 tabnuu. [lomyueHHble pe3ynbTaTsl OMyOIUKOBaHbI B 14 HayYHBIX paboTax.

KimoueBnie caoBa: Origanum vulgare ssp. vulgare L., Mex- W BHYTPHIOMYJISIHMOHHAS
pasHooOpasue, MOJIEKYJISIpHbIE MapKePhl, XEMOTHII, TEPIIEH-CHHTETa3a, BTOPUYHBIA METa0O0IN3M.

Heabio paGoThl SBISIETCS U3YYCHHE CTPYKTYPHO-(QYHKIIMOHAIBLHOTO pasHoobpasus Origanum
vulgare ssp. vulgare us cnonranHoit ¢uopbl Pecniyoimkun Moumossl (3anoBenuuk «Crapsiii Opxein») ¢
TOYKH 3pEHHS KOPPENAMUOHHBIX TOKa3aTelell pocTa W pa3BUTHS, & TAKXKE aCIIEKTOB TPAHCKPHUITIIMOHHON
AKTUBHOCTH TEPIECH-CUHTETA3 U HAKOIJICHHE BTOPUYHBIE METa0OIHUTOB.

3agaum uWcciIeI0BaHUS: BBIIBICHHE MOPQOIOTHYECKUX U (DU3HOJOTHYECKHX OCOOEHHOCTEH

MmecTHeIX pactenmii O. vulgare ssp. vulgare; BHYTPHBHIOBOIO MOJIEKYJISIPHOTO MHOMMMOpdHU3Ma ¢
nomorbio RAPD u EST-SSR reHotunmpoBanwust; u3y4eHrne pa3sHoOOpa3usi KOMIIOHEHTOB BTOPHYHOTO
METa0oIM3Ma W OIpEJCNICHHEe XUMHYCCKOTO MPOQHIS 3(PUPHOTO MACIO; OICHKA TPaHCKPUIIIMOHHON
AKTUBHOCTH T'€HOB, KOAWPYIOIIUX TEPIECH-CUHTETa3bl, YYacTBYIOUIMX B OWOCHHTE3€ TPOIYKTOB
BTOPUYHOTO  METa0ONM3Ma; BBIABICHHE KOPPESIIMOHHBIX  OCOOCHHOCTEH  MOpP(OIOTHYECKOro,
MOJICKYJISIPHO-TEHETHIECKOT0, OMOXUMHYECKOTO W (U3HOIOTHYECKOro pa3HooOpasust pacteHui O.
vulgare ssp. vulgare u3 cionranHoit guope.
HoBu3na u Hay4Hasi OPUIMHAJIBLHOCTDb. [IpOBECHBI KOMIUICKCHBIC TEHETHYECKUE W MOJCKYISIpPHBIC
HCCIIIOBaHNsT OMOCHHTE3a OCHOBHBIX OMOXMMHYECKHX coenunHeHuit sduproro macia O. vulgare.
HccnenoBanusi MO3BOJWIIM BBISIBUTH YPOBEHb JKCIPECCHU T'EHOB, YYacTBYIOIIMX B IyTSAX CHHTE3a
TepreHoB, U oneHky cyonomymammii O. vulgare ssp. vulgare w3 crmontanHo# ¢uopbl Pecny0muku
MonnoBel. Takum 00pa3oM, aHAIUTHYECKHH IMOIXOA K HHTETpalud OHOJOTHYECKOW WH(POpMAaILUH
(Mopdonornueckux, OMOXMMHUYECKUX M MOJICKYJSIPHBIX JIAHHBIX) CTAHOBUTCS HEOOXOIUMBIM IS
W3y4YCHHS BUJIOB M Ja€T CEJCKIIMOHEepaM 0COOYIO MEPCIEKTHUBY, KACAIOIIYIOCS BBISCHECHHS MEXaHH3MOB,
JIKAIIUX B OCHOBE SKOHOMHYECKH 3HAYMMBIX TPU3HAKOB. PellenHasi Hay4YHasi mpodJieMa 3aKIr09acTcs
B 000CHO6aHUY 3HAHUN O CTPYKTYPHO-(YHKIIMOHAILHOM pa3Hoobpasuu pactenuii O. vulgare ssp. vulgare
U3 CIIOHTaHHOH (PIIOPBI, umo NO3601UNO GblsA6UMDb BBICOKHA YPOBEHb MOP(HOIOrHYECKON, MOJIEKYIISIPHO-
TCHETHYECKOH M (U3MOIOTUYECKOW W3MEHYMBOCTH B MOMYJSLHH, VKA3b18ai0wjuli Ha TOBBIIICHHYIO
CHOCOOHOCTh aJaNTHPOBATHCS K YCIOBUSAM OKPYXKAIOUICH CpeAbl M HUCIOJIb30BAHUE OWMOJIOTHYECKOTO
NOTEHIMaNa JUisi CoXpaHeHus pacturenbHoro pecypca O. vulgare ssp. vulgare. Teopermueckas
3HAYMMOCTh. [IpoBe/icHHBIE HCCIIEAOBAHHS MPEIOCTABIIN CYHIECTBEHHYIO HAaydyHYI0 HH(OpPMAIUIO O
MOpP(}OSIOrHIecKoi, MOJIEKYJISIPHOM, OnOXMMHUUECKO# 1 pusnoorndeckoit namenynsoctu O. vulgare ssp.
vulgare u3 panee He u3ydeHHOTo reorpaduueckoro paiiona. Kpome Toro, 3akirouuTeIbHbIC PE3YIIbTATHI,
Kacaroluecss MpoQuiisi SKCIPECCHH CEMH TEPIICH-CHHTETAa3, KOPPEJSIMOHHBIX CBS3EH C COJIepKaHUueM
TEPIICHOB, BHOCSIT TEOPETHYECCKHH BKJIAJ B BBISICHCHHE IMPOLECCOB OWUOCHHTE3a M OHOXUMHUYECKON
B3aMMOCBSI3U BTOPUYHBIX MeTabonuToB. IIpukiagHas HeHHOCTh padoThl. MHbopMmarus, momydeHHas
MyTeM KOPPEISIIIMOHHOM CBSI3H MOP(OIOTHIECKUX, MOJIEKYIISIPHBIX, OMOXUMUYECKUX U (PU3NOTIOTHIECKUX
napamMeTpoB, 0OecreunBacT NEPBUUHYIO HAYUHYIO MOJICPIKKY JUISl Pa3BUTHUS TATbHEHITNX UCCIIeIOBaHUMA
¢ TexHonoruueckor mepenaueii. CoenuHeHus (TepreHbl), MOPGHOJOTHYECKHE U MOJCKYISIPHBIC
ocobenHoctn (RAPD, SSR) Obutm uaeHTUQHUIMPOBaHBI € BO3MOXKHOCTHIO JUCKPUMHHAIMUA |
ayTeHTU(UKAIMH PACTEHUH, KOTOpBIE SIBISIOTCS BaKHBIMU DJJEMEHTAMH B CENICKIUH. | CHOTHITBI C
HIMPOKAM T'EHETHUYECKHM pa3HooOpa3reM M BBICOKAM COJICPKAHHUEM BTOPUYHBIX METabOJUTOB,
UACHTU(GHUIUPOBAHHBIX W3 CHOHTAHHOW (JIOPBI, MOTYT OBITh MPOABHHYTHI B TpOrpammax Jijis
s dexTHBHOTO HCTOMB30BaHMs pacTuTenbHOro pecypea O. vulgare ssp. vulgare. Bueapenue Hay4HbIX
noctukenmii. Mapkepst RAPD, EST-SSR u mpaiimepsi, paspaGoTaHHbIe Uil ONpEAETCHHUS YPOBHS
9KCIIPECCHH TEeHOB TEpICH-CHHTETa3, HCIoJb3ytoTcs mnpu wucchaenoBanun O. vulgare B Ilentpe
OyHKOMOHATBPHOH ['€HeTMKH W PEeKOMEHAYIOTCS JUIS  TOCIEeAYIOIIMX T'€HETHKO-MOJICKYJISPHBIX
uccnenoBanuil. Pe3ynbratel, n3noxeHHble B paboTe, MOTyT OBITh HCIIOJIB30BaHbI B IPOrpaMMax CEIeKIUH
U CTpaTerHsX COXpaHEeHWs BUAa. B TO ke BpeMsi OHU TPEACTaBISIOT cO0OW HAyYHO-00pa3oBaTeNLHBIN
MaTepHai Uil KypcoB (PU3HOIOTUN PACTEHUH, ONOXHUMHUHU, TeHETUKH U ONOCTATUCTHKH.
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