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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 cercetirii: 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 stiintificd. 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 sapte 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 biochimica a metabolitilor secundari.

Valoarea aplicativa. Informatiile obtinute prin asocierea corelativa a parametrilor morfologici,
biochimici si fiziologici asigurd suportul stiintific primar al unor investigatii ulterioare cu potential de
transfer tehnologic. Au fost identificati compusi (terpene), particularitati 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 referinta in programele de
ameliorare si strategiile de conservare ale speciei. Totodatd, acestea reprezinta material stiinifico-
didactic pentru cursurile de fiziologie a plantelor, biochimie, biologie moleculara si biostatistica.



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 seven
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.



AHHOTALUA
Myty Ana «CTpykTypHOe H (PyHKIHOHAIBLHOE pa3Hooopa3ue Origanum vulgare L.», muccepranus
HA COMCKAHNE YUEHOI CTelleH! JOKTOpa OMoJIornyecKux HayK, Kummnnes, 2020.

Crpykrypa amccepraumm: PaboTa BKIOYaeT BBeJACHHWE, /7 TJaB, OOIIME BBIBOABI U
pexoMeHaanuu, onomorpaduro u3 291 UCTOYHUKOB, 9 PHITOKEHHUH, 136 OCHOBHBIX TEKCTOBBIX CTPAHHUII,
45 pucyHkoB, 25 tabnuir. [TomydeHHbIe pe3yabTaThl OIMYOIMKOBaHEI B 14 HayIHBIX paboTax.

Karouesbie ciaoBa: Origanum vulgare ssp. vulgare L., Mex- ¥ BHYTPHUIIONMYJISLIMOHHAS
pa3HooOpasue, MOJIEKYIISIpHBIE MapKePhl, XEMOTHUII, TEPIEH-CUHTETa3a, BTOPUYHBII METa00IN3M.

Heabio pa6oThl SBISIETCS W3YYEHHE CTPYKTYPHO-(DYHKIIMOHAIBHOIO pasHooOpaszust Origanum
vulgare ssp. vulgare u3 criontanHoit ¢iopsl Pecniyonuku Monossl (3anoBennuk «Crapbiit Opxei») ¢
TOYKH 3pEHMsI KOPPEIALIMOHHBIX [T0KA3aTeNIel pocTa U pa3BUTHsL, a TAKXKE ACIIEKTOB TPAHCKPHUIIIIMOHHOMN
AKTMBHOCTH TEpIEH-CUHTETa3 W HAKOIUICHHE BTOPUYHBIE METa0OMUTOB. 3aJadyM MCCIeI0BAHUS:
BBISIBJICHHE MOP(OIOrHUeCKUX U (DH3UOIOrHYECKUX 0coOeHHOCTel MecTHbIX pactenuit O. vulgare ssp.
vulgare; BHYTPHBHIOBOIO MOJEKYJISIpHOro moiaumopdpusma ¢ momomsio RAPD u  EST-SSR
TeHOTHUITMPOBAHUS; M3YUYCHHE PAa3HOOOpa3usi KOMIIOHEHTOB BTOPUYHOTIO MeTadoinM3Ma M OIpe/esieHue
XUMHYECKOTO Mpoduitst 3UPHOTo MacIIo; OLEHKA TPAHCKPUIIIMOHHOW aKTUBHOCTH T'€HOB, KOJJUPYIOIIIX
TEepIIeH-CUHTETA3bl, YYaCTBYIOIIMX B OMOCHHTE3€¢ MPOAYKTOB BTOPHYHOTO METAOONM3MA; BBISBICHUE
KOPPEISIIMOHHBIX OCOOEHHOCTEH MOP(OIOTHYECKOT0, MOJIEKYIIIPHO-TE€HETHUECKOTO, OMOXUMHYECKOTO 1
¢uznonoruueckoro pazHoodpasus pacrenuii O. vulgare ssp. vulgare u3 cniontansoi ¢uiope. HoBuzna u
HAY4HAsl OPUTMHAIBHOCTD. [IpoBeieHbl KOMIUIEKCHBIE TeHETHYECKHUE Y MOJIEKYJISIPHbIE UCCIIEA0BAHMS
OMOCHHTE3a OCHOBHBIX OMOXMMHYECKHX coemauHenuid s¢upHoro macia O. vulgare. HccnenoBaust
MIO3BOJIWIJIM BBISIBUTH YPOBEHb 3KCIPECCHU T€HOB, YYACTBYIOIIUX B IyTSAX CHHTE3a TEPIIECHOB, U OLEHKY
cyononyssimii O. vulgare ssp. vulgare u3 criontanHoii ¢utopsr PecriyOnuku Mosnnosbl. Takum o6pasom,
AQHAIMTUYECKUH TOAXOA K HMHTerpauuu  Ouosormueckod  uHpopManuu  (MOpQOIOTHYECKUX,
OMOXMMHYECKUX U MOJIEKYJSIPHBIX JAaHHBIX) CTAHOBUTCS HEOOXOJMMBIM JUISl M3YYEHHS BHUJIOB U JaeT
CEJIeKIIMOHEpaM 0COOYI0 NMEPCHEKTUBY, KACAIOIIYIOCS BBIACHEHUS MEXaHM3MOB, JISKAIllMX B OCHOBE
HKOHOMUYECKH 3HAYMMBIX MPU3HAKOB. PelleHHasi Hay4yHasi mpodJeMa 3aKII0uaeTcs B 000CHOBAHUU
3HaHHH O CTPYKTYPHO-(YHKIIMOHAIIBHOM pa3HooOpasuu pactenuii O. vulgare ssp. vulgare u3 ciontaHHO#
GIOpBL, umo no3601UNO BbIAGUNL BBICOKUHA YPOBEHb MOP(OIOrHUECKOM, MOJICKYIISIPHO-TEHETUIECKOH 1
(GU3MONOrMuecKOd W3MEHUMBOCTU B TOMYJLILUM, VKA3bl6alowjuli Ha TIOBBIIIEHHYIO CIIOCOOHOCTB
a/IaNTHPOBATHCS K YCIOBUSIM OKPYXKAIOIIEH Cpe/bl U UCIIONb30BaHHE OMOJIOTHUECKOro MOTEHIHANA IS
coxpaHeHusi pactutenpHoro pecypca O. vulgare ssp. vulgare. Teopernueckasi 3HAYHMOCTD.
[lpoBeneHHbIE  HCCIENOBAHUS  NPEIOCTABHIM  CYIIECTBEHHYIO  Hay4yHyl0  HH(opmaimo o
MOp(}OITOrHUeCcKOii, MOJIEKYISIPHO#, OHOXMMUYECKO# 1 (pu3roorndeckoit mamenunsoctu O. vulgare ssp.
vulgare u3 paHee He U3y4eHHOro reorpaduueckoro paiiona. Kpome Toro, 3akiirounTebHbIe pe3yabTarhl,
Kacarommecs: npo(uiist 3KCIPECCUU CEMU TEPIEH-CUHTETa3, KOPPESILIMOHHBIX CBA3EH C COAEp/KaHUEM
TEpIEHOB, BHOCAT TEOPETUYECKHH BKJAJ B BBUICHEHHE MPOLIECCOB OMOCHMHTE3a M OMOXMMHUYECKOU
B3aUMOCBSI3M BTOPUYHBIX MeTaboiuToB. [Ipnkiagnas neHHocTh padoThl. MHbopmaius, noimydyeHHas
NyTeM  KOPPENSLMOHHOW  CBA3M  MOP(QOJOTMYECKUX,  MOJEKYJSPHBIX, OHOXUMHYECKHX U
(U3MOIOTMYECKUX TIapaMeTPOB, OOECIEUMBACT TEPBUYHYIO HAYYHYIO MOANECPXKKY Ul pa3BUTHS
JATTbHEHIIINX UCCIIEIOBAHMI ¢ TEXHOIOTHIecKo nepenaveii. CoenmHeHus (TeprieHsl ), Mopdorornyeckue
u  Monekyisipaeie  ocodeHHoctH (RAPD, SSR) Obumi  waeHTHQUIMPOBAHBI C  BO3MOKHOCTBIO
JTMICKPIMUHALIMKM U Ay TeHTU(PHUKALIUKA PACTEHUH, KOTOPBIE SIBIISIOTCS BAYKHBIMU DJIEMEHTAMH B CEJICKIIUM.
['eHOTHITBI C IIMPOKMM TEHETUYECKUM pPa3HOOOpasreM M BBICOKHUM COJCpP)KaHHEM BTOPUYHBIX
METabOoJIUTOB, HICHTU(PUIMPOBAHHBIX U3 CIIOHTAHHOM ()JIOpPBI, MOT'YT OBITH POJIBUHYTHI B IPOTpaMMax
st 3 QEeKTUBHOrO HCIOB30BaHus pactutenbHoro pecypca O. vulgare ssp. vulgare. Bueapenue
Hay4HbIX Jocti:kenmii. Mapkepsl RAPD, EST-SSR u npaiimepsl, paspaboTaHHble Uil ONpPEAEIeHUs
YPOBHSI 9KCIIPECCHH T€HOB TEPIICH-CHUHTETAa3, UCTONB3YyI0TCs mpu uccaenoanuu O. vulgare B Ilentpe
OyHKIMOHANBHOW ['€@HEeTUKM UM PEeKOMEHAYIOTCS JJIsl  TOCIEAYIOIIUX T'€HETUKO-MOJEKYJISPHBIX
uccieoBaHni. Pe3ybTarsl, H37I0)KE€HHBIE B pab0Te, MOTYT OBITh HCIIOIb30BaHbI B IPOTPaMMax CeJICKIIUHA
U CTpaTerusix COXpaHeHus BHUAA. B TO jxe BpeMs OHM MPENCTaBILIIOT cO0O0M HaydHO-00pa30BaTEIbHBIN
Marepua Uit KypcoB (pU3H0I0THN pacTeHni, ONOXHUMUH, TEHETUKH U OMOCTATHCTHKH.
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INTRODUCERE

Actualitatea si importanta temei

Plantele medicinale si aromatice (PMA) reprezinta surse inepuizabile si accesibile de principii
bioactive. Acestea asigura valentele de utilizare multipld in industria farmaceuticd, nutraceutica,
cosmetologie, fapt ce conditioneaza cererea crescanda in materie prima la nivel global. Conform
Organizatiei Mondiale a Sanatatii, 80% din populatia tarilor in curs de dezvoltare utilizeaza medicina
traditionala. Aproximativ 25% din constituentii medicamentelor de generatie noua reprezinta compusi
de origine vegetala [290]. Sporirea numarului de persoane care opteaza pentru tratamentul naturist,
precum si al companiilor care se ocupa de procesarea PMA, determind exploatarea necontrolatd a
plantelor din flora spontana.

Pe teritoriul Republicii Moldova se intalnesc aproximativ 350 de specii de PMA [24],
majoritatea dintre care sunt incluse in Cartea Rosie. Investigatiile PMA, la nivel national, actualmente
sunt directionate spre studiul biochimic al extractelor vegetale, crearea si mentinerea colectiilor de
germoplasma, obtinerea si evaluarea genotipurilor noi de PMA, elaborarea hibrizilor adaptati la
conditiile de cultivare din Republica Moldova etc.

Printre speciile de PMA de importanta economica majora se enumera Origanum vulgare L.
(familia Lamiaceae), care se caracterizeaza printr-un continut inalt de uleiuri esentiale cu compozitie
variata si proprietati curative multiple. Specia O. vulgare reprezinta o plantd erbacee aromatica,
originara din zona mediteraneana, care are o suprafata foarte mare de distributie: Europa, Asia, Africa
de Nord, America de Nord etc. In ultimii ani, aceasta planti a atras tot mai mult atentia consumatorilor
datorita proprietatilor antimicrobiene, antifungice si antioxidante care se aplica, preferential, in scopuri
terapeutice, fapt ce a determinat cresterea solicitarilor pe piata mondiala [27, 191, 201, 213, 241, 243,
271]. In cadrul Programului European de Cooperare pentru Resursele Genetice ale Plantelor (ECPGR
MAP), specia a fost inclusa in lista ,,Priority Species” a PMA din Europa [245].

In Europa, numeroase specii de PMA intrebuintate in scop comercial sunt prelevate din
populatiile biocenozelor native. In literatura de specialitate se observd o tendintd de sporire a
investigatiilor molecular-genetice complementar la cele biochimice, in scopul identificarii unor
genotipuri valoroase in flora spontana si introducerii acestora in cultura [166, 219, 229, 230, 231, 256].
Aceste realitati impun elaborarea unor strategii eficiente de conservare a diversitatii speciilor de interes,
corelate cu gestionarea sustenabild a resurselor naturale, amprentarea genetica a populatiilor naturale,
identificarea rolului lor in functionarea ecosistemelor si a valorii economice etc. [16].

Este cunoscut faptul c@ factorii ambientali si conditiile de crestere a plantelor influenteaza
considerabil calitatea si cantitatea principiilor active. In multe cazuri, schimbarile de mediu induc

capacitatea de a genera un raspuns fenotipic imediat, cu rol esential in aparitia polifenismului
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determinat ecologic 1n cadrul populatiei, iar ulterior si a diferentierii genetice. Prin diverse investigatii
realizate pe parcursul a mai multor ani s-a constatat un nivel 1nalt de variabilitate morfologica [128],
genetica [41] si chimica [150, 239] a plantelor speciei O. vulgare din diferite habitate, fapt care a
determinat necesitatea unei diferentieri si clasificari consacrate. Dintre cele sase subspecii existente
subspecia hirtum este pe larg valorificata in scopuri fitoterapeutice si alimentare, datorita in special
compusilor carvacrol, timol, p-cimen si terpinen (monoterpene) din uleiul esential. Subspecia O.
vulgare ssp. vulgare raspandita in majoritatea tarilor europene (habitatul natural) este mai putin
studiatd, fiind caracterizatd de o compozitie chimica a uleiului volatil bogati in sesquiterpene. In
habitatul natural al Republicii Moldova, se intalneste ssp. vulgare si numeroase varietdti ale acesteia
in dependenta de conditiile climaterice [8, 19]. Din anul 2000, specia a fost introdusa in cultura
comerciald fiind documentate culturi pe suprafete industriale (de peste 300 ha, in zonele de centru si
de nord), preponderent ssp. hirtum si vulgare. Plantele indigene de O. vulgare ssp. vulgare din
Republica Moldova sunt caracterizate printr-o distributie limitata si surse reduse de materii prime fiind
si mai putin studiate spre deosebire de alte tari in care sunt pe larg explorate stiintific si economic [74,
182, 219]. Investigatiile asupra ssp. vulgare care pana nu de mult se bazau preponderent pe descrierea
sistematica, ecologica, raspandirea geografica, actualmente includ abordari molecular-genetice si
biochimice de studiu, creand posibilitatea obtinerii directionate a substantelor biologic active (SBA)
de interes industrial. Pentru a caracteriza variabilitatea diferitor populatii de O. vulgare ssp. vulgare cu
importanta agro-eConomica pe scara larga sunt utilizati markerii moleculari si biochimici [73].
Deoarece diferentele fenotipice nu intotdeauna se bazeaza pe schimbari genetice ereditare,
fiind determinate de conditiile pedoclimatice, cele mai eficiente metode de apreciere a polimorfismului
sunt metodele de analizd moleculara (RFLP, RAPD, AFLP, SSR etc.). Variatia moleculara existenta
in cadrul populatiilor de O. vulgare indigene, consecintd a recombinarii genetice si mutatiilor, a
fluxului de gene intra- si interpopulational, a derivei si eroziunii genetice, constituie baza adaptarii la
conditiile de mediu si totodatd conditia esentiald pentru mentinerea populatiei §i supravietuirea
subspeciei. Flora spontand este o sursa valoroasa de variabilitate molecular-genetica, morfologica si
fitochimica iar valorificarea trebuie sa fie realizatd prin corelarea cercetarilor fundamentale, botanice,
biochimice, moleculare etc., care sd argumenteze stiintific calitatea deosebita si eficienta economica a
acesteia. Reiesind din rezultatele analizelor morfologice, biochimice si molecular-genetice efectuate
in studiul de fata si din cele raportate anterior, de mare interes stiintific sunt resursele vegetale de O.
vulgare, care s-au format in conditii ecologice de limitd, caracterizate prin cantitati reduse de
precipitatii si perioade de seceta si situate la altitudini mici. Evaluarea structurii moleculare inter- si
intrapopulationale a subspeciei prin aplicarea markerilor moleculari poate contribui hotarator la

evaluarea impactului schimbdrilor climatice din trecut, la identificarea si conservarea populatiilor
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valoroase. Studiile corelative fenotipice, biochimice si de fiziologie moleculara expuse in aceastd
lucrare pot servi ca platforma pentru valorificarea eficientd a speciei, obtinerea directionatd a SBA de
interes industrial si conservarea germoplasmei de O. vulgare ssp. vulgare endemice.

Scopul lucririi constd 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 cercetirii:
= 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 activitdtii transcriptionale a unor gene ce codificd terpen-sintetazele implicate in
biosinteza produsilor metabolismului secundar;

» identificarea particularitatilor corelative ale diversitatii morfologice, molecular-genetice,
biochimice si fiziologice ale plantelor de 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 spontana 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 s1 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 clusteriana, teste de semnificatie statisticd pentru comparatii multiple (ANOVA,
Student, Fisher, Bonferroni), statisticd corelationala (Pearson, Spearman, testul Mantel), molecular-
genetica (Gsr, Fsr, Frr, testul AMOVA) care permit prezentarea si interpretarea clard a rezultatelor in
scopul identificarii 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 prezentatd in lucrarea de fatd poate fi aplicata

cu succes asupra studiului diferitor specii de PMA cu scopul identificarii, selectarii si introducerii in
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culturd 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 §i aromate”

Sumarul tezei

Lucrarea cuprinde adnotarea prezentata in limbile — romana, engleza si rusa, lista abrevierilor,
tabelelor si figurilor, introducere, sapte capitole, concluzii generale si recomandari practice,
bibliografie, declaratia privind asumarea raspunderii i CV.

In Introducere se argumenteazi actualitatea si importanta problemei abordate, sunt formulate
scopul si obiectivele tezei, noutatea stiintifica a rezultatelor obtinute, importanta teoretica si valoarea
aplicativa a lucrarii, aprobarea rezultatelor si este inclus sumarul tezei.

in Capitolul | se prezinti o sintezi comparativa a cercetarilor efectuate in domeniul plantelor
medicinale si aromatice. Se analizeazd importanta coreldrii studiilor fenotipice, biochimice si de
biologie moleculara in vederea identificarii, ameliorarii si introducerii in cultura a formelor noi de
PMA cu caractere economic valoroase.

Astfel, in cadrul acestui capitol s-au urmarit urmatoarele aspecte:

" incadrarea sistematicd, raspandirea si valoarea economica a speciei O. vulgare;
" sinteza cercetarilor privind diversitatea morfologica, biochimica si molecular-genetica a speciei;
» evidentierea particularitatilor distinctive ale metabolismului secundar la O. vulgare.

Capitolul I cuprinde informatia privind caracteristica si conditiile de colectare a materialului
biologic. Contine descrierea metodologiei utilizate pentru realizarea studiului: metode morfologice
(morfometrice), biochimice (spectofotometrice si cromatografice), metode de biologie moleculard
(extragerea ADN, ARN-ului, cuantificarea si electroforeza PAGE si AGE) pentru amprentarea
moleculara prin genotipare RAPD si EST-SSR privind estimarea polimorfismului, descrierea
variabilitatii si determinarea expresiei genelor realizatd prin PCR cantitativ precedat de transcriptia
inversa, in baza ARN-ul obtinut de la plantele de O. vulgare ssp. vulgare.

Capitolul 111 prezinta investigatiile realizate la nivel intra- si interpopulational, urmarind:

» particularitatile distinctive ale fenotipului plantelor de O. vulgare in baza analizelor biometrice
macroscopice;

» identificarea si cuantificarea relatiilor de asociere dintre caracterele morfologice cantitative;

= estimarea contributiei parametrilor morfologici in diferentierea subpopulatiilor de O. vulgare.

in Capitolul 1V au fost realizate cercetiri la nivel molecular in scopul determindrii unei
corelatii intre variatiile morfologice intraspecifice si profilele ADN la plantele autohtone de O. vulgare

ssp. vulgare luate in studiu, fiind trasate urmatoarele obiective specifice:
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» amprentarea moleculara a plantelor de O. vulgare in scopul identificarii polimorfismului
molecular;

» identificarea locilor si a variantelor alelice cu contributii semnificative in diferentierea molecular-
genetica a subpopulatiilor din flora spontana si din colectie;

= analiza structurii moleculare a doua populatii de O. vulgare ssp. vulgare..

Capitolul V este consacrat cercetarii variabilitatii biochimice a extractelor vegetale de O.
vulgare ssp. vulgare din flora spontana, in scopul identificarii unor chemovarietati/forme cu
caracteristici valoroase, care ar putea servi ca surse autohtone de ulei esential sau extracte vegetale
bogate 1n principii bioactive, pentru a fi incluse in potentialele programe de ameliorare a culturilor
PMA. In acest context, obiectivele specifice au fost:
= identificarea unor compusi nevolatili (flavonoide si fenoli) cu proprietati antioxidante;
® analiza cantitativa a compusilor polifenolici prin metode cromatografice si spectrofotometrice;
= determinarea amprentei gaz-cromatografice a uleiului volatil de O. vulgare ssp. vulgare si

stabilirea chemovarietatii plantelor din habitatul natural al rezervatiei naturale Orheiul Vechi.

Capitolul VI releva cercetarile transcriptomice asupra subpopulatiilor de O. vulgare ssp.
vulgare prelevate din flora spontana a Republicii Moldova (rezervatia Orheiul Vechi), inclusiv:
® analiza informatiei privind terpen-sintetazele in bancile de gene;

» cuantificarea nivelului de transcripti a genelor monoterpen-sintetaze (Ovtpsl, Ovtps2, Ovtps5,
Ovtps7);
= cuantificarea nivelului de transcripti a genelor sesquiterpen-sintetaze (Ovtps3, Ovtps4, Ovtps6).

Capitolul VII reprezintd un capitol de sinteza a datelor in care s-a identificat congruenta
matricilor de disimilaritate a parametrilor analizati. Acest capitol completeaza cu elemente relevante
informatiile, analizate in prezenta lucrare, atat in aspectul cunoasterii structurii molecular-genetice a
populatiei de O. vugare indigene si a variabilitatii fitochimice a unor metaboliti secundari cu rol
fiziologic in adaptarea plantelor, cat si in aspect aplicativ al evaludrii germoplasmei in perspectiva
ameliorarii, conservarii si exploatarii resursei vegetale autohtone de O. vulgare ssp. vulgare.

Publicatiile la tema tezei. Rezultatele obtinute sunt reflectate in 14 lucrari stiintifice (inclusiv
5 fara coautori): 7 articole in reviste nationale recenzate, 1 articol in culegeri stiintifice si 6 comunicari
in cadrul unor manifestari stiintifice nationale si internationale.

Volumul si structura tezei. Teza include adnotare, introducere, sapte capitole, concluzii
generale si recomandari, bibliografia expusa pe 23 de pagini (291 de surse), 45 de figuri si 25 de tabele.

in Concluzii generale si Recomandiri practice sunt prezentate concluziile studiului de fata

e vy

16



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

Conform Organizatiei Mondiale a Sanatatii, 80% din populatia tarilor in curs de dezvoltare
utilizeaza medicina traditionala, ponderea cea mai mare revenind medicamentelor care contin
derivate din plante. Aproximativ 25% din constituentii medicamentelor de generatic noua
reprezinta compusi de origine vegetala [290].

Valorificarea PMA nu se poate realiza fard existenta unor cercetari fundamentale,
morfologice, genetice, biochimice, farmacologice etc., care sd argumenteze stiintific calitatea
deosebita si eficienta economica a acestora.

Unul dintre cele mai importante genuri care include un numar vast de specii de PMA este
genul Origanum L. Cea mai frecvent intalnita si utilizata specie a genului este O. vulgare L., care
datorita SBA din uleiul esential cu actiune antioxidanta si antimicrobiana este solicitata in industria
farmaceutica, cosmetologie, aromoterapie, culinarie etc. Astfel, in cadrul acestui capitol s-au
urmadrit urmatoarele aspecte:

» [Incadrarea sistematica, raspandirea si valoarea economica a speciei O. vulgare;
» sinteza cercetarilor privind diversitatea morfologica, biochimica si molecular-genetica a
speciei;

= evidentierea particularitatilor distinctive ale metabolismului secundar la O. vulgare.

1.1. Distributie, conservare, cultivare si utilizare comerciala

Speciile genului Origanum L. reprezinta PMA cu o valoare economica si o importanta
comerciala mare, cunoscute si studiate la nivel mondial [99, 178]. In pofida importantei comerciale
semnificative un numar impunator de specii ale acestui gen sunt incluse in lista plantelor rare,
amenintate de disparitie, fiind considerate plante endemice. Multe centre internationale colecteaza
resurse vegetale de O. vulgare, in special, pentru scopuri de conservare si cercetare. Cercetarile
efectuate pe plan mondial evidentiaza particularitati specifice privind sistematica si morfologia
ameliorare genetica, precum si de cultivare in diferite sisteme agricole.

Repere taxonomice si distributie. Origanum L. este unul dintre cele mai raspandite si
variabile genuri din familia Lamiaceae (ordinul Labiales). Genul a fost subiectul unor studii
taxonomice intense iar pana in secolul trecut au fost folosite doua concepte diferite de clasificare.
Unii autori urmau conceptul original al lui Bentham (1834) si identificau ca genuri separate pe

Amaracus Benth., Majorana Benth. si Origanum Benth. Altii au urmat conceptul lui Linnaeus
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(1754), care a considerat Origanum singurul gen, care includea toate formele cu particularitati
morfologice similare. Actualmente, reviul ,,A taxonomic revision of the Genus Origanum” a lui
letswaart J. H (1980) este acceptat pe scara larga. El a impartit genul in trei grupuri, zece sectiuni
si 38 de specii. Ulterior au fost descrise alte cinci specii crescand numarul total de specii la 43 si

18 hibrizi [78, 79, 94] (Tabelul 1.1).

Tabelul 1.1. Taxonomia genului Origanum L. dupa letswaart J. H. (1980)

Grupul Sectiunea Numar de specii

Amaracus Bentham
Anatolicon Bentham
Brevifilamentum letswaart
Longitubus letswaart
Chilocalyx letswaart
Majorana Bentham
Campanulaticalyx letswaart
Elongatispica letswaart
Origanum

Prolaticorolla letswaart

\‘

A
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Majoritatea speciilor din genul Origanum (arbusti, plante anuale, bienale sau perene) sunt
distribuite in regiunea mediteraneana, in zone muntoase sau stancoase, pe soluri adesea calcaroase.
Specia, care se include in sectiunea monospecifica Origanum, cea mai raspandita pe glob sub
denumirea comuna de ,,0regano” (denumire comerciald) este O. vulgare (sovarf sau maghiran).
Aceasta are o distributie larga in Europa, Asia, Africa de Nord si in America de Nord (Figura 1.1,
A, B) [130, 155].

Actualmente in baza caracterelor morfologice specifice (numarul glandelor secretoare,
bracteelor, dimensiunea si culoarea bracteelor, a frunzelor si florilor etc.), a compozitiei uleiului
esential, cat si a productivitatii, studiile taxonomice documenteaza sase subspecii [155]:

1. O. vulgare L. ssp. vulgare: Europa, Iran, India, China;

2. 0. vulgare L. ssp. glandulosum (Desfontaines) letswaart: Algeria, Tunisia;

3. O.vulgare L. ssp. gracile (Koch) letswaart: Afganistan, Iran, Turcia, Rusia;

4. O. vulgare L. ssp. hirtum (Link) letswaart: Albania, Croatia, Grecia, Turcia;

5. O. vulgare L. ssp. viridulum (Martrin- Donos) Nyman: Afganistan, China, Croatia,
Franta, Grecia, India, Iran, Italia, Pakistan;

6. O. vulgare L. ssp. virens (Hoffmannsegg, Link) letswaart: Insulele Azore, Baleare,
Canare; Madeira, Moroc, Portugalia, Spania.

Sporirea numarului de persoane care opteazd pentru tratamentul naturist, cat si al
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companiilor care se ocupa de procesarca PMA, determina exploatarea necontrolata a plantelor din

flora spontana.

B N SQPW

Fig. 1.1. Distributia geografica a speciei Origanum vulgare L.
Noti: A — raspandirea speciei pe glob [287];
B — distributia dupa Kokkini S. (1997) a celor sase subspecii de O. vulgare.

Aceste realitdti impun dezvoltarea unor programe de selectie, ameliorare si conservare a
germoplasmei pe baze stiintifice temeinice, care ar contribui intr-o anumitd masura si la stoparea
eroziunii resurselor genetice vegetale. Astfel de strategii si directii de cercetare vizeaza:
conservarea ,,in Situ” (arii protejate, rezervatii stiintifice si naturale, parcuri nationale etc.) si ,,ex
situ” (colectii si banci de gene, gradini botanice etc.); identificarea biotopurilor care asigura
supravietuirea speciilor cu grad ridicat de vulnerabilitate; descifrarea amprentei genetice a acestor
populatii; identificarea rolului lor in functionarea ecosistemelor si a valorii economice; proiectarea
experimentelor de restabilire a populatiilor naturale; elaborarea si implementarea unor programe
nationale si internationale cu participarea universitatilor, gradinilor botanice, statiunilor de

cercetari agricole, horticole etc.
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In Europa, numeroase specii de PMA folosite in scop comercial sunt colectate din
populatiile biocenozelor native. In acest context, in literatura de specialitate se observa o tendinta
de sporire a cercetarilor morfofiziologice corelate cu cele biochimice si molecular-genetice [166,
219, 229, 230, 231, 256] in scopul identificarii unor forme valoroase din flora spontana si
introducerea acestora in culturd.

Specia O. vulgare in habitatul natural al Republicii Moldova este putin studiata, spre
deosebire de alte tari in care, plantele de O. vulgare indigene, sunt pe larg explorate stiintific si
economic: Albania [113, 140, 141], Italia [75], Tunisia [49, 181, 182], Iran [33, 195, 262], Grecia
[29, 155, 269], Ungaria [74], Lituania [186, 219], Polonia [157, 270] etc.

In rezultatul unor studii au fost selectate din flora spontana (Israel si Grecia) doud specii:
O. vulgare si O. syriacum si ulterior cultivate (Israel) in scopuri comerciale. Selectarea acestor
caracterizeaza populatiile naturale de Origanum L. In Israel, colectiile de germoplasmi sunt
conservate atat ca plante/material vegetal proaspat de O. vulgare, cat si ca seminte [218].

In rezultatul efectudrii unor studii ecologice preliminare privind aclimatizarea dar si
proprietatile calitative ale speciilor de Origanum sp.a fost introdusa in cultura [169], in peninsula
Istria (regiunea de vest a Croatiei), specia O. heracleoticum L. originara din Grecia.

Speciile genului Origanum L. au fost utilizate in Turcia inca din cele mai vechi timpuri,
inregistrdrile dateaza inca din secolul al VII-lea 1.Hr. Astfel, in flora spontana a Turciei studiile
atesta prezenta a 23 de specii de Origanum sp. [87, 151]. Cultivarea speciilor este foarte populara
in Turcia si In ultimii ani s-a observat o crestere semnificativa a suprafetei dedicate acestei culturi.
Cu toate ca, Turcia este unul dintre principalii exportatori de Origanum sp. din lume, o cantitate
mica din aceasta cultura este, de asemenea, utilizata in tara. Cea mai mare cantitate de Origanum
sp. importd SUA din Turcia, ale carei importuri corespund aproximativ 50% din totalul exportului
turc [169].

Caracteristicile pedoclimatice ale Albaniei releva conditii ideale pentru raspandirea
speciilor de Origanum L. in flora spontana, fiind considerata una dintre cele mai importante centre
de variabilitate a genului, ca urmare a selectiei naturale. in Albania sunt identificate trei specii
indigene: O. vulgare, larg raspandita in partea de nord a Albaniei; O. heracleoticum L. si O.
majorana raspandite in partea de sud a Albaniei. Ulterior, au urmat cercetari ample realizate asupra
speciilor prelevate din flora spontana in scopul identificarii varietatilor cu caractere economic
valoroase [96, 113, 140, 141].

La nivel national extractele vegetale de PMA (familia Lamiaceae) cu continut inalt al SBA

reprezinta obiectul investigatiilor, de mai multi ani, a unor institutii de cercetare si universitati,
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printre care se enumera: Institutul de Genetica, Fiziologie si Protectie a Plantelor (IGFPP)
(Laboratorul Plante Aromatice si Medicinale, Laboratorul Biochimia Plantelor), Gradina Botanica
Nationala (Institut) ,, Alexandru Ciubotaru” (GBNI) (Laboratorul Resurse vegetale), Institutul de
Chimie (Centrul Chimie Organica si Biologica), Universitatea de Stat din Moldova (Centrul de
cercetari Stiinte ale vietii), Universitatea de Stat de Medicina si Farmacie ,, Nicolae Testemitanu”
(Centrul Stiintific de Cultivare a Plantelor Medicinale), Universitatea de Stat ,, Dimitrie Cantemir”
(Centrul Genetica Functionala) etc. Colaboratorii institutiilor au realizat diferite cercetdri pentru
specii si varietati de plante medicinale in scopul identificarii formelor cu proprietati farmacologice
importante si valoare economica inalta [1, 3, 6, 9, 10, 12, 68, 91, 115, 117].

In flora spontana a Republicii Moldova au fost identificate 28 de genuri si 82 de specii de
PMA care apartin familiei Lamiaceae [67]. Printre PMA de cultura sau din flora spontand a
Republicii Moldova, care au facut subiectul celor mai multe investigatii ale cercetatorilor
autohtoni in special sub aspectul taxonomic, morfologic, biochimic, si mai putin genetic se numara
speciile: Salvia sclarea [3, 6, 9], Ocimum basilicum [4, 10, 115], Hyssopus officinalis [117, 193],
Mentha sp. [2, 5, 68, 285], Origanum vulgare [3, 8, 17, 116, 172].

Conform cercetatorilor autohtoni Negru A. (2007) si Gonceariuc M. (2014) in flora
spontana a Republicii Moldova se intalneste specia O. vulgare ssp. vulgare si numeroase varietati
ale acesteia in dependenta de conditiile climaterice. Subspecia este intalnita atat in flora spontana,
cat si cea cultivatd. Suprafata cultivata este relativ redusa: in colectiile particulare, in micile
gospodarii taranesti, in unitatile de cercetare sau in unele societdti comerciale cu preocupari pentru
cultura plantelor medicinale, condimentare sau aromatice [8, 16, 19]. Mentiunile din literatura de
Specialitate, Tn acest sens, sunt putine si incomplete, de aceea este oportuna efectuarea unor
cercetari mult mai ample. Prin aceste cercetdri se urmdreste introducerea in culturd, in mod
sistematizat, prin aplicarea unor tehnologii standard. Astfel, importanta culturii rezultd din
importanta alimentara si cea economica, dar si din importanta stiintifica, referitoare la perenitatea
speciei (in arealele de origine). Cresterea valorii economice a speciei se datoreaza uleiului esential,
ce poseda proprietati antimicrobiene, citotoxice si antioxidante, condimentare si se aplica,
preferential, in scopuri terapeutice, fapt ce duce la cresterea nivelului de utilizare comerciala.

O. vulgare este 0 specie cu 0 aroma bine cunoscuta pentru multe preparate culinare
internationale dar are si proprietdti antioxidante pentru sanatatea omului [48, 98, 203, 213, 216],
fapt datorat continutului de ulei esential in partile aeriene ale plantei, cat si a compozitiei uleiului
esential. Calitatile senzoriale unice si efectele preparatelor pe baza de Origanum sp. au fost, de
asemenea, testate cu succes pentru potentialul de conservare a alimentelor [56, 77, 202].

Mai multe studii in vivo au demonstrat eficienta uleiurilor esentiale extrase din O. vulgare

21



pentru inlocuirea promotorilor de crestere in hrana animalelor, care vor fi interzise pentru viitor in
Uniunea Europeana [88, 180, 187, 196].

Privind evaluarea potentialului de conservare a speciei O. vulgare, o atentie sporita in
literatura de specialitate a fost pusd pe cercetarea proprietatilor farmacologice promitatoare:
antidiabetice, anticarcinogene, antibacteriene, hepatoprotectoare si antioxidante [27, 54, 56, 90,
160, 174, 204, 261], care sunt datorate uleiului esential extras din plante si sunt dovedite stiintific
prin numeroase studii in vitro si in vivo [213, 216, 241].

In elaborarea preparatelor cosmetologice s-au depus eforturi substantiale in identificarea si
utilizarea substantelor de origine naturald. Astfel, descoperirea unor compusi din plante cu
proprietati utile si care pot fi exploatati in formulele cosmetice moderne a marit interesul fata de
cultivarea PMA. De exemplu, unele studii au constatat actiunea inhibitoare asupra procesului de
hiperpigmentare a pielii datoritd compusilor identificati in uleiul eteric de O. vulgare, care ulterior
a fost utilizat 1n industria cosmetica datorita efectului de inalbire a pielii [61, 159].

Proprietatea antifungica a uleiului de O. vulgare, asupra dezvoltarii unor ciuperci care pot
contamina alimentele, a fost demonstrata printr-un studiu in care mediul de cultura a fost tratat cu
ulei esential de 2%. Astfel, activitatea antifungica s-a atestat in cazul tulpinilor de: Trichoderma
harzianum, Alternaria alternata, Fusarium oxysporum, Mucor circinelloides, Cladosporium
cladosporioides, Fusarium culmorum, Aspergillus versicolor, dar a permis cresterea selectiva a
Rhizopus stolonifer si Penicillium citrinum [233]. In baza unor cercetiri realizate in vitro,
rezultatele carora au contribuit la promovarea medicinii traditionale, s-a stabilit ca uleiul esential
de O. vulgare poate prezenta o buna alternativa pentru tratamentul candidozei datorita activitatii
sale antifungice apreciabile asupra speciilor de Candida spp. Prin urmare, uleiul de O. vulgare
poate fi utilizat in calitate de agent antifungic ca remediu naturist si ca o alternativa pentru pacientii
alergici la omologii sintetici in tratarea candidozei, fiind accesibil, fezabil din punct de vedere
economic si mai putin toxic [69, 168].

In baza unui spectru larg de studii privind activitatea antibacteriana, O. vulgare pare si fie
una dintre speciile cu cel mai mare potential inhibitor. In evaluarea potentialului antimicrobian,
care are o importanta deosebita in gastronomie sau in prevenirea unor boli la om, trebuie luati in
considerare numerosi factori care influenteaza eficacitatea uleiului esential sau a unui extract
vegetal. Acesti factori includ: originea speciei, concentratia si compozitia uleiului esential/
extractului vegetal, modul de dispersie a uleiului/ extractului in mediu, concentratia tulpinilor
bacteriene testate in mediul de cultura si sensibilitatea acestora, dar si metoda utilizata — in vitro
sau in vivo — pH-ul, temperatura etc. [48, 195].

Un numar destul de mare de lucrari stiintifice au fost publicate privind proprietatile
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antioxidante ale speciei O. vulgare. Consumul alimentar al preparatelor de O. vulgare, bogate in
compusi antioxidanti, determind inhibarea eficienta a radicalilor liberi care sunt generati de caile
metabolice din organism si, in cantitati suficiente, previne daunele celulare si bolile la om [187,
196, 250, 281]. Studii privind utilizarea potentiald a preparatelor pe baza de O. vulgare ca
protectori ai lipidelor nesaturate in alimentatie, releva posibilitatea inlocuirii substantelor Sintetice,
cum ar fi BHT — hidroxitoluen butilat [228]. Cu toate acestea, aplicatiile industriale limitate sunt
determinate de aromele caracteristice ale uleiului eteric de O. vulgare, care influenteaza
caracteristicile senzoriale ale alimentelor prelucrate, astfel ar fi necesare etape de dezodorizare a
uleiului [189] care ulterior isi pierde proprietatile antioxidante.

In acelasi context, numeroase studii, in care s-au stabilit efecte antioxidante puternice sau
moderate ale speciei in sistemele de model teoretic, au luat in considerare aspectele practice
privind utilizarea extractelor vegetale de O. vulgare ca stabilizatoare pentru diferite uleiuri
comestibile (uleiuri vegetale sau de peste). Astfel, frunzele macinate de O. vulgare au inhibat
oxidarea lipidica a uleiului de peste (Scomber scombrus) stocat la 40°C in intuneric, la concentratii
de 0,5% si la 1%, la fel de eficient ca BHA si TBHQ (tert-butilhidrochinona) [260].

Efectele antioxidante ale speciei O. vulgare au fost studiate atat prin utilizare directa ca
stabilizatori ai grasimilor, cat si, indirectd, ca aditivi pentru hrana animalelor, in scopul
imbunatatirii duratei de conservare a alimentelor [266].

In cadrul unor cercetiri s-au demonstrat ci extractele de O. vulgare au activitate antivirala
sau efecte imunostimulatoare. Cu toate acestea, s-au obtinut putine rezultate privind mecanismele
de activitate imunomodulatoare. S-a constatat ca extractele pe baza de etanol din plantele de O.
vulgare au inhibat propagarea intracelulara a virusului ECHO (enterovirus) si au prezentat, de
asemenea, o activitate de inducere a interferonului in vitro [111, 249].

Un amestec de preparate din PMA: rozmarin, salvie, cimbru si sovarf a demonstrat o
activitate inhibitorie a infectiei cu virusul imunodeficientei umane (HIV) la concentratii foarte
scazute ale virusului [35].

Uleiul esential de O. vulgare, fiind administrat prin alimentatie soarecilor, a indus
activitatea glutation S-transferazei (GST) in diferite tesuturi. Sistemul enzimatic GST este implicat
in detoxificarea substantelor cancerigene chimice si joacd un rol important in prevenirea
carcinogenezei, fapt ce ar explica potentialul anticancerigen al uleiului esential de O. vulgare.
Acest ulei a prezentat un nivel ridicat de citotoxicitate asupra a patru tipuri de celule, incluzand
doua derivate de carcinoame (carcinomul laringian si carcinomul de col uterin) [246].

Investigatiile asupra activitatii insecticide impotriva daundtorilor nocivi ai plantelor au

relevat diverse rezultate [48, 206, 253]. O. vulgare este una dintre speciile folosite traditional in
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sudul Frantei pentru a controla raspandirea gargaritei (Acanthoscelides obtectus) in culturile de
fasole (Phaseolus vulgaris L.) [220]. De asemenea, a fost evaluata toxicitatea compusilor terpenici
a uleiului eteric de O. vulgare asupra insectelor daunatoare la porumb (Sitophilus zeamais) [52].
Karan T. si colab. intr-un studiu recent (2018) a stabilit un efect insecticid, foarte toxic al uleiului
esential de O. vulgare prin metoda fumiganta pentru gargarita orezului (Sitophilus oryzae) si cariul
cerealelor (Rhyzopertha dominica). S-a constatat ca uleiul esential este foarte eficient impotriva
ambelor specii de insecte. Dupa tratarea S. oryzae cu ulei esential, a fost observata o mortalitate
de 72% si 88% la 48 h si respectiv 72 h. In cazul speciei R. dominica a fost determinati 0
mortalitate de 94% si 96% la 48 h si respectiv 72 h. Prin urmare, aceste rezultate sugereaza ca
uleiul esential de O. vulgare poate fi util in depozitarea cerealelor si gestionarea culturilor in camp
[143,144].

Atribute importante ale PMA sunt considerate si proprietatile toxice fata de nematozii
plantelor, care ofera noi aplicatii in domeniul programelor de ingrijire a culturilor in camp [46,
129, 200].

In timp ce majoritatea speciilor Origanum sp. comercializate sunt prelevate in cea mai mare
parte inca din flora spontana, apare pericolul eroziunii genetice si dezvoltarea culturilor eterogene,
o situatie nedoritd care ar putea fi schimbatd prin extinderea cultivarii speciilor cu caractere
valoroase. Variabilitatea naturala a speciei O. vulgare ne ofera o gama larga de biotipuri privind

selectia si cultivarea ulterioard in programele de reproducere.

1.2. Diversitatea morfologica, biochimica si molecular-genetica a speciei O. vulgare

Este cunoscut faptul ca factorii ambientali si conditiile de crestere a plantelor medicinale
influenteaza considerabil caracterele morfologice, calitatea si cantitatea substantelor biologic
active etc. In multe cazuri, schimbrile de mediu induc capacitatea de a genera un raspuns fenotipic
imediat, cu rol esential in aparitia polifenismului determinat ecologic in cadrul populatiei, iar
ulterior si a diferentierii genetice.

Diversitatea lumii vegetale poate fi evaluatd prin intermediul markerilor genetici
morfologici, biochimici si moleculari [73], ultimii, datoritd faptului ca sunt linkati direct cu
genomul si NU sunt afectati de conditiile de mediu, sunt cele mai eficiente instrumente de analiza.
Markerii moleculari sunt utilizati cu succes pentru estimarea polimorfismului molecular (intra- si
interspecific), amprentarea varietatilor, stabilirea distantelor genetice, caracterizarea fondului de
germoplasma, selectia asistatd de markeri etc. Diversitatea intraspecificd constituie elementul
cheie al evolutiei plantelor, in masura In care asigura capacitatea lor de a se adapta la noile conditii

de mediu, de a supravietui si a coloniza habitate de amplitudine ecologica larga [267].
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Prin diverse investigatii realizate pe parcursul mai multor ani au relevat un nivel inalt de
variabilitate morfologica [41, 60, 128, 182], genetica [42, 181, 270] si chimica [75, 150, 166, 187,
188, 239] a plantelor de O. vulgare din diferite habitate, fapt care a determinat necesitatea unei
diferentieri si clasificari consacrate.

Specia O. vulgare se distinge printr-o diversitate morfologica si fitochimica pronuntata
care creeaza dificultati considerabile in programele de ameliorare §i explorare a potentialului
biosintetic, ceea ce a condus la diferentierea a sase subspecii in clasificarea taxonomica acceptata
in prezent [130]. Conceptul actual al clasificarii este totusi discutat, deoarece aparitia unor
diferente morfologice subtile determina discriminarea taxonomica a subspeciilor [74]. Astfel, a
fost elaborata o listd de descriptori pentru caracterele morfologice in scopul facilitarii procedurii
de discriminare si clasificare a speciilor, subspeciilor, varietatilor etc. [99, 128, 178]. Prin
utilizarea a celor 27 de descriptori morfologici, au fost analizate saptezeci de populatii de O.
vulgare colectate din flora spontana montana din 37 de regiuni din Liban, identificand doua specii:
O. syriacum L. si O. ehrenbergii Boissier, iar sapte populatii au fost considerate varietati ale
speciei O. syriacum L. [128]. In baza unui numar mai mare de descriptori (60 de descriptori) a fost
evaluata si diversitatea morfologica a populatiilor de O. vulgare din Letonia. Parametrii analizati
care au accentuat variabilitatea morfologica inaltd a celor 44 de populatii au fost: inaltimea
plantelor, numarul de ramuri pe planta, densitatea ramificatiilor, culoarea suprafetei superioare si
inferioare a frunzei, densitatea florilor si culoarea corolei [245].

Un alt studiu, realizat pe 26 de populatii de O. vulgare (ssp. vulgare si ssp. hirtum)
prelevate din campul experimental al Universitatii Agricole din Tirana (Albania) a relevat
diferente morfologice accentuate la nivelul caracterelor: indltimea plantei, numarul ramurilor,
numadrul de frunze pe tulpina, numarul internodurilor, densitatea frunzelor, lungimea petiolului,
inflorescentei etc. In baza acestor caractere morfologice cele 26 de populatii de O. vulgare au fost
grupate in cinci clase care s-au caracterizat prin diferite particularititi morfologice. Evaluarea
caracterelor calitative si cantitative scoate in evidenta interactiunea genotip-fenotip-mediu
inconjurator [139].

A fost constatat cd variabilitatea morfologica a speciei se manifestd in functie de
pozitionarea geografica. Un exemplu de evidentiere a variatiei morfologice la nivel geografic a
speciei O. vulgare a fost pus in evidenta in flora spontana a Greciei. Dintre cele trei subspecii de
O. vulgare intilnite in aceasta tara, ssp. hirtum este, in special, raspandita in zonele de insule si
sudul continentului, 1n timp ce in zona nordica a Greciei, caracterizata de un climat continental
mediteranean, predomina ssp. viridulum si ssp. vulgare [155].

In acelasi timp, Andi S. A. si colab. (2011) au studiat populatii indigene din zona de Nord
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a Iranului, fiind descrise caracteristicile valoroase pentru programele de ameliorare, precum si in
scopuri medicinale. S-a evaluat diversitatea morfologica a 144 de genotipuri din doudzeci si patru
de populatii de O. vulgare dintre care ssp. vulgare si ssp.viride. In acest studiu, au fost evaluate 32
de caractere cantitative si calitative. Prin aplicarea Analizei Componentelor Principale (ACP) a
fost evidentiata o pondere de circa 86% a variatiei in cazul urmatoarelor caractere: lungimea
internodului, frunzelor, inflorescentei, culoarea corolei, lungimea si latimea caliciului, lungimea
petiolului etc. Rezultatele au aratat corelatii semnificative intre plantele studiate care demonstreaza
o mare diversitate in cadrul acestor populatii [33].

Variabilitatea intraspecifica a speciei O. vulgare, prelevata si din flora spontana a Lituaniei,
a fost identificata la nivel fenotipic prin analize morfometrice. Au fost relevate diferente statistic
semnificative pentru majoritatea caracterelor analizate. In baza caracterelor morfologice,
populatiile au fost atribuite subspeciei O. vulgare ssp. vulgare [219].

O particularitate morfologica destul de importanta a speciei O. vulgare este prezenta
glandelor secretoare de ulei esential, numite trihome. Se cunoaste cd din moment ce acestea
secreta cea mai mare parte din uleiul esential, numarul redus de glande este corelat cu un continut
scazut de ulei volatil.

Trihomele pot fi structuri glandulare si neglandulare cu anatomie diferita si functii diverse.
O trihoma glandulara (peltata si capitata) din punct de vedere structural si functional este compusa
dintr-o regiune bazala, o regiune tulpina si o regiune cap sau secretorie (regiuni unicelulare sau
multicelulare) si, in plus, celule epidermice care inconjoara radial regiunea bazala. Structura
trihomelor capitate este mult mai simpla decat cea a trihomelor sesile, au o raspandire foarte larga
si prezintd o mai mare variabilitate morfologica. Werker E. si colab. (1985) au identificat trei tipuri
principale de glande capitate in Lamiaceae, tip I (scurt) cu o celuld bazala, 1-2 celule tulpina si 1-
2 celule apicale (rotunde, ovoide sau forma de para), tip IT (mediu) cu 1-2 celule tulpina si o celula
apicala (forma de pistil) si de tip III (lung) cu o celuld bazala, 2-5 celule tulpind si o celula apicala
(rotund3). In cadrul familiei Lamiaceae pot fi intalnite trihome de tip | (genul Satureja, Mentha,
Thymus, Coridothymus, Rosmarinus, Nepeta) de tip Il (Majorana, Micromeria, Melissa,
Origanum, Ocimum, Calamintha) sau de tip 11l (Salvia, Plectranthus, Teucrium). in Tabelul 1.2.
sunt prezentate specii din familia Lamiaceae cu diferite tipuri de glande capitate distribuite pe
suprafata frunzei [275].

Astfel pentru specia O. vulgare se disting 2 tipuri de trihome glandulare din cele 3 existente
(Figura 1.2, Tabelul 1.2). Comparativ cu trihomele glandulare sesile care sunt considerate a fi
implicate exclusiv in productia de uleiuri esentiale, s-a raportat cd si celelalte tipuri de trihome

identificate in familia Lamiaceae secreta ulei esential [37, 51, 236].
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Fig. 1.2. Morfologia schematica a trihomelor glandulare la genul Origanum L.
Nota: A — Glanda capitata secretoare de tip 1 cu o celula; B — Glanda capitata secretoare de tip 2 cu doua celule; C —
Glanda peltata (sesild) cu 4 celule secretoare. cb — celuld bazala; cs — celule secretoare; ss — spatiu subcuticular de
acumulare a uleiului esential [53].

Trihomele sesile se deosebesc prin faptul ca au in structura lor intre 12-18 celule secretoare
si un spatiu vast subcuticular care are rolul de a acumula uleiul esential sintetizat. In cadrul speciei
O. vulgare s-a constatat o variabilitate pronuntatd a trihomelor privind suprafata de distribuire,
structura si dimensiunea lor [237, 238]. Un alt studiu realizat la nivel morfologic asupra diferitor
forme de O. vulgare a demonstrat prezenta unui numar de trihome neglandulare si glandulare de
aproape 2 ori mai mare pe suprafata frunzelor la formele cu flori unisexuate feminine decat la cele

bisexuale [284].

Tabelul 1.2. Tipurile de trihome capitate intalnite in familia Lamiaceae [53]

Specia Tip | Tip 1l Tip I Referinte
Mentha piperita + Maffei et al., 1989 [167]
Thymus vulgaris + Bruni si Modenesi, 1983 [58]
Rosmarinus officinalis + Werker et al., 1985 [275]
Nepeta racemosa + + Bourett et al., 1994 [55]
Majorana syriaca + + Werker et al., 1985 [275]
Melissa officinalis + + Werker et al., 1985 [275]
Origanum vulgare + + Werker et al., 1985 [274]
Ocimum basilicum + + + Werker et al., 1993 [273]
Salvia officinalis + + Werker et al., 1985 [275]
Plectanthrus ornatus + + Ascensao et al., 1999 [37]
Teucrium siculum + Servettaz et al., 1994 [235]

Cercetarile referitoare la numarul si dimensiunea trihomelor de O. vulgare efectuate in
Grecia, aratd ca un numar redus este caracteristic pentru plantele din partea sudicd a trii. La nivel
morfologic ssp. hirtum se caracterizeaza prin bractee mici de culoare verde si flori albe, ssp.
vulgare este usor de distins dupa bracteele mari de culoare mov, roz si rosii, in timp ce ssp.
viridulum se caracterizeaza prin bracteele mari, verzi [155].

In acest context, cercetitorii din Italia si-au pus drept obiectiv de a determina corelatia

dintre productia uleiului esential si numarul/ densitatea trihomelor glandulare. Ei au investigat
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morfologia trihomelor neglandulare si glandulare, distributia lor pe organele vegetative si
reproductive a plantelor de O. vulgare ssp. vulgare (3 populatii) colectate din regiunea Veneto de
la diferite altitudini (nord-estul Italiei). S-a evidentiat o corelatie invers proportionala intre
continutul uleiului esential si altitudine, aceeasi observatie a fost atestata si in cazul densitatii
trihomelor/ altitudine, fiind demonstrata prin analize microscopice. Astfel, cele trei populatii de
O. vulgare ssp. vulgare investigate au demonstrat o variabilitate interpopulationald mare asociata
cu gradul de altitudine joasa, mijlocie si inalta, sugerand posibilitatea aparitiei diferitor biotipuri
asociate cu nivelurile altitudinale [112].

Unul dintre cele mai recente studii realizate pe populatii de O. vulgare ssp. vulgare a fost
efectuat de cercetdtorii din Polonia. Scopul lor a fost de a determina diversitatea morfologica si
biochimica a 14 populatii de O. vulgare introduse in conditii ex situ. Populatiile au demonstrat un
nivel ridicat al diversitatii morfologice 1n functie de trasaturile examinate, de exemplu: Tnédlfimea
plantei, numarul de ramuri pe planta, numarul de internoduri pe tulpina. Un caracter morfologic
important a fost masa vegetala proaspata a plantei care a variat in limitele 249,0-896,6 g per planta.
Parametrii care au variat cel mai mult au fost numarul de ramuri per plantd si masa vegetala
proaspata [157].

Subspecia O. vulgare ssp. vulgare indigena a fost studiatd si in Ungaria urmarindu-se
evaluarea diversitatii morfologice a 11 populatii colectate din 5 raioane caracterizate prin diferite
altitudini, cat si conditiile pedoclimatice variate. Populatiile au demonstrat o variabilitate
morfologicd destul de semnificativa, fiind identificate si flori de culoare alba in una din populatiile
analizate, caliciu si bractee de culoare verde. Pentru subspecia analizatd aceastd culoare nu este
specifica, fapt determinat de raspunsul parametrilor morfologici la conditiile biotopului de
colectare, de tipul de reproducere a specieli, fiind o planta cu polenizare incrucisata, necontrolat in
cazul acestui studiu [74].

Uleiul esential de O. vulgare este deosebit de apreciat pentru valoarea sa terapeutica si
alimentara [27, 29]. Proprietatile uleiului volatil sunt direct corelate cu compozitia lui, atat din
punct de vedere calitativ cat si cantitativ. Valoarea specifica a uleiului de O. vulgare, in special
cea terapeutica, rezulta prin actiunea sinergetica a tuturor componentilor sdi. Luand in considerare
aceste aspecte, studiile actuale se axeaza in ultimii ani pe cercetarea compozitiei uleiului esential
al speciilor Origanum sp.

Uleiul esential al speciilor din genul Origanum L. variaza in functie de cantitatea totala
extrasa, precum si de compozitia lui. In baza continutului de ulei esential, ce difera in cadrul
speciilor, in literatura de specialitate se descriu trei grupe principale [263]:

= specii sarace in uleiuri esentiale, cu un continut de ulei esential mai putin de 0,5% - O.
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laevigatum si O. vulgare ssp. vulgare;

= specii cu un continut de ulei esential intre 0,5 si 2 % - O. microphyllum;

= specii bogate in uleiuri esentiale, cu un continut de ulei esential mai mare de 2 % - O.
vulgare ssp. hirtum si O. onites [102, 155, 269].

O diversitate biochimica foarte mare se intalneste chiar si in cadrul unei singure specii,
cum ar fi O. vulgare L. Diferite studii au constatat ca variabilitatea biochimica a speciei este in
functie de pozitionarea geografica sau sezonul de colectare a plantelor [155, 269].

De asemenea, datoritd conditiilor climatice, care prezinta diferente de la an la an,
compozitia chimicd a unei culturi dintr-o anumitd zona nu este identica, fapt care determina
aparitia unor dificultdti in cultivarea lor. Componentele biotopului, reprezentate de factorii
climatici, exercitda o permanentd actiune de control in functionarea biocenozei pe terenurile
cultivate cu plante medicinale, aromatice sau condimentare. La aceastd actiune, biocenoza
raspunde prin reactii ecofiziologice specifice, de care depinde parcurgerea fazelor de vegetatie si
formarea recoltei de material vegetal (frunze si inflorescente).

De remarcat ca, populatiile de O. vulgare din nordul Italiei, care au fost analizate in
aspectul descrierii continutului de ulei esential si compozitia sa. Acestea au stat la baza identificarii
a 64 de compusi, plantele studiate fiind distribuite, in baza compozitiei chimice, in trei grupe.
Prima categorie prezintd un continut ridicat de compusi inclusi in céile biosintetice, precum sunt
carvacrol/timol; al doilea grup este caracterizat printr-o diversa varietate de sesquiterpene si un
continut ridicat de linalol si al treilea — prin lipsa compusilor sesquiterpenici [75]. Cercetari
similare au fost efectuate si in regiunea de sud a Italiei fiind determinata o diversitate largad a
profilelor biochimice la 25 de populatii de O. vulgare prelevate din diferite localitati [177].

Astfel, in ceea ce priveste compozitia uleiului esential, speciile din genul Origanum L. se
caracterizeaza prin prezenta dominantd a urmatorilor compusi:

= linalol, terpinen-4-ol si hidrat de sabinen, uleiul esential de O. majorana [62];

= carvacrol, timol, uleiul esential de O. vulgare ssp. hirtum si O. onites [155, 259, 269];

= sesquiterpene, uleiul esential de O. vulgare ssp. vulgare [75, 134].

In ceea ce priveste specia O. vulgare existd numeroase cercetiri care releva variabilitatea
biochimica a uleiului esential privind cele sase subspecii:

= ssp. hirtum este cea mai bogata in carvacrol si timol [155, 205, 247, 264];

= ssp. glandulosum letswaart este bogata in compusi monoterpenici, in special timol,
carvacrol si derivatii lor [126, 178];

= ssp. gracile letswaart si ssp. viride Hayek au fost determinate a fi bogate in compusi

aciclici, sesquiterpenoizi sau carvacrol/ timol [34];
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= ssp. vulgare si ssp. virens Ietswaart sunt bogate in compusi aciclici si sesquiterpene [102,
157, 219];

= Ccu exceptia Ssp. viride, compusii sabinen sunt absenti sau prezenta lor este incerta la alte
subspecii [44, 248].

Un exemplu de variabilitate chimica a uleiului esential de O. vulgare a fost demonstrat de
cercetarile lui Afsharypuor S. si colab. (1997) privind compozitia uleiului volatil al O. vulgare ssp.
viride, colectata din flora spontana a Iranului [28], care s-a caracterizat prin prezenta compusilor
dominanti ca: acetat de linalil, sabinen, g-cariofilen (chemotipuri) si diferd substantial de
compozitia uleiului esential al aceleiasi subspecii naturale din zona balcanica (Bulgaria, Albania,
Turcia, Grecia, lugoslavia) — chemotip de carvacrol sau cultivata in Israel (chemotip de timol —
cea mai mare cantitate in compozitia uleiului apartine timolului). De asemenea, au fost investigate
populatii indigene de O. vulgare ssp. vulgare colectate din provincia Mazandaran (Iran) privind
compozitia chimica a uleiului esential relevand un profil al compusilor biochimici total diferit.
Compusul cu cea mai mare cantitate a fost timolul (chemotip de timol — 37,13%), urmat de y-
terpinen (9,67%), carvacrol (9,57%), carvacrol metil eter (6,88), cis-a-bisabolen (6,80%),
eucaliptol (3,82%), p-cimen (3,58%) si elemol (2,04%) [262].

Unii autori au raportat identificarea de chemotip linalol la specia O. vulgare [75, 102]. De
asemenea, continutul uleiului esential, izolat din partile aeriene a populatiilor indigene de O.
vulgare ssp. vulgare din Lituania, a variat foarte mult (0,25-1,51%). Rezultatele analizelor (GC si
GC-MS) au aratat o compozitie bogatd a uleiului esential dar si 0 diversitate inalta la nivelul
compozitiei chimice. Astfel, populatiile de O. vulgare colectate au fost definite si grupate in 4
chemotipuri: sabinen, -ocimen, S-cariofilen si germacren D [219].

Mockute D. si colab. (2003) au efectuat cercetari asupra O. vulgare ssp. vulgare prelevata
tot din flora spontana a Lituaniei (considerate chemotipuri de S-ocimen si germacren D). Studiul
a relevat cantitati diferite a compusilor uleiului esential extras din diferite parti aeriene a celor 8
populatii indigene: inflorescente si frunze Impreund cu tulpini. Rezultatele au aratat ca
inflorescentele contin cantitati mai mari de sabinen si trans-f-ocimen si cantitati mai mici de /-
ocimen decat in frunze si tulpini. Acelasi lucru s-a observat si in cazul chemotipului germacren D.
Valoarea medie cantitativa a compusului Cis-f-ocimen in uleiul esential din frunze+tulpini a fost
de 3 ori mai mare (15,3%) decat cea din inflorescente (4,1%). Anterior, cercetatorii din Lituania
au identificat 3 chemotipuri ale uleiului esential (5-ocimen, p-cariofilen si germacren D) analizand
zece populatii de O. vulgare ssp. vulgare colectate din flora spontana a diferitor localitati [185].
Investigatii realizate de cercetatorii din Italia [183] si Franta [60] au aratat ca uleiurile esentiale de

O. vulgare ssp. vulgare pot fi clasificate in noua chemotipuri. Insi, studiile din Italia au fost
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efectuate asupra inflorescentelor si au evidentiat patru chemotipuri: p-cimen, terpinen-4-ol, timol
si b-cariofilen. In Franta cercetirile privind compozitia chimica a uleiurilor esentiale de O. vulgare
ssp. vulgare au fost efectuate asupra extraselor din frunze. Comparand rezultatele investigatiilor
efectuate asupra aceleiasi subspecii, doar un singur chemotip de ulei de esential identificat in
frunze (sabinen, S-ocimen, hidrat de cis-sabinen, terpinen-4-ol, germacren D si S-cariofilen) a
avut aceeasi compozitie chimica cu cea a chemotipului din inflorescente (terpinen-4-ol).

Unul dintre cele mai recente studii realizate pe populatii de O. vulgare ssp. vulgare a fost
efectuat de cercetatorii din Polonia. Scopul lor a fost de a determina diversitatea morfologica si
biochimica a 14 populatii de O. vulgare introduse in conditii ex Situ. Populatiile au demonstrat un
nivel ridicat al diversitatii chimice a uleiului esential in functie de parametrii cantitativi si calitativi
ai compusilor identificati, de exemplu: sabinen, 1,8-cineol, linalol, p-cimen, p-cariofilen si oxid
de cariofilen, fiind compusii dominanti in uleiul esential analizat. Majoritatea populatiilor au fost
definite ca chemotip de ,,sabinil” bogate in sesquiterpene [157].

In Republica Moldova de asemenea au fost realizate cercetari asupra continutului chimic
al uleiului esential de O. vulgare. in cadrul unui studiu au fost supuse analizelor biochimice cinci
genotipuri de O. vulgare ssp. vulgare si cinci genotipuri de ssp. hirtum selectate din colectia de
PMA a IGFPP. Astfel, componentele majore al uleiului esential de O. vulgare ssp. vulgare
identificate in toate cele 5 genotipuri au fost: germacren D, S-cariofilen, y-elemen, in timp ce /-
bisabolena este componenta majord in patru genotipuri. Pentru O. vulgare ssp. hirtum,
componentele majore sunt: carvacrolul, urmat de p-cimen si y-terpinen. S-a demonstrat, de
asemenea, si variabilitatea continutului de polifenoli in genotipurile evaluate pentru ambele
subspecii. Este important de remarcat ca, in acest studiu s-a observat o corelatie negativa intre
continutul de ulei esential cu continutul de polifenoli [115].

In contextul studiilor analizate, putem mentiona cd, cunoasterea compozitiei chimice a
uleiului esential de O. vulgare ofera posibilitatea de a selecta varietati cu diferite caractere
cantitative sau calitative a uleiului (chemovarietati) de interes economic pentru introducerea in
cultura.

Factorii abiotici, cum ar fi umiditatea, temperatura, topografia, factorii selectivi edafici si
/sau biotici (fauna si flora asociatd), influenteaza caile metabolice de biosinteza a terpenelor si
contribuie la aparitia diferitor variatii in profilele fitochimice a uleiului esential, fapt ce contribuie
la procesul de selectie a celor mai valoroase chemotipuri care ar prezenta interes la nivel industrial.

Pentru gestionarea sustenabild a resurselor naturale, elaborarea unor strategii eficiente de
conservare a biodiversitatii, ameliorarea materialului saditor, alaturat cunoasterii caracteristicilor

morfologice si biochimice este absolut indispensabila explorarea caracteristicilor genetice
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intraspecifice. Diversitatea molecular-genetica reprezinta fundamentul pe care actioneaza
evolutia, influenteaza potentialul de adaptare al populatiilor si speciilor la conditiile mediului
inconjurdtor. Cunoasterea diversitatii genetice, cat si a factorilor care influenteaza aceasta
diversitate, reprezinta o prioritate pentru cercetarile actuale si, totodatd, ne ajuta sa intelegem baza
moleculard a diferitor fenomene biologice in plante fiind utild si in procesul de conservare a
resurselor genetice [118]. In cele din urma, existenta diversititii genetice constituie o premisa in
ameliorarea unor caractere de importanta economica si permite crearea unor varietati superioare
care sa satisfaca necesitatile societatii. Biodiversitatea la nivel de specie se refera la varietatea
alelelor si combinatii ale acestora, reflectatd in diferente fenotipice — trasaturi morfologice (ex.
culoarea, forma florii la plante), biochimice (ex. structura proteinelor, proprietatile izoenzimelor)
etc. Mecanismele primordiale ce determina modificarea combinatiilor de alele in diferite populatii,
dar si heterogenitatea populatiilor sunt selectia naturala, driftul genetic, mutatia si fluxul de gene
[20, 130].

Cele mai eficiente instrumente in acest context sunt markerii moleculari, aplicati cu succes
in evaluarea polimorfismului genetico-molecular la un sir de plante medicinale [30, 83, 145, 225,
258, 268]. Un marker molecular poate fi definit ca un caracter observabil, prin tehnici moleculare,
care ne ofera informatii (de ex. lungimea, secventa) despre o regiune de ADN (de ex. o gena, o
portiune dintr-o gena sau o zona care nu codificd). Tehnicile moleculare de baza aplicate in mod
obisnuit in studii ecologice, evolutive, taxonomice, filogenetice ale plantelor sunt: RFLP
(Restriction Fragment Length Polymorphism), RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA),
SSR (Simple Sequence Repeats) and AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism). in
ultimii ani, a aparut o noua clasa de tehnici avansate, bazate pe secvente de ADN, derivate prin
combinarea tehnicilor de baza anterioare: SNP (Single Nucleotide Polymorphism), SSCP (Single
Strand Conformation Polymorphism), CAPS (Cleaved Amplified Polymorphic Sequence), SCAR
(Sequence Characterized Amplified Region), ISSR (Inter Simple Sequence Repeat) etc. [154].
Markerii sunt clasificati in functie de particularitatea de evidentiere a polimorfismului genetic:
dominanti (markeri care permit evidentierea polimorfismului polilocus, adica la gene diferite sau
cromozomi diferiti) si codominanti (markeri care permit evidentierea polimorfismului
monolocus). Datorita simplitatii tehnicii RAPD-PCR (cu markeri dominanti), a faptului ca necesita
cantitati extrem de mici de ADN si a capacitatii de a releva un grad 1nalt de polimorfism, aceasta
a fost aplicata cu succes la studiul diferitor specii de PMA inclusiv la specia O. vulgare [17, 36,
91, 145, 152, 182, 207, 225, 258, 259, 268].

Totusi, markerii ideali in studiul variabilitatii moleculare ar fi caracterizati de urmatoarele

proprietati: polimorfism ridicat, codominanta, distributic uniforma in genom, specificitate
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(evidentierea diferentelor intre indivizii inruditi), neinfluentati de conditiile de mediu, necostisitori
si usor de utilizat [265]. Markeri codominanti determind corelatia univoca intre particularitatea
fenotipica si alelele unei regiuni din genom, astfel, evidentiaza prezenta unor gene care codifica
enzime implicate in metabolismul primar si secundar la plante.

Unii dintre cei mai des utilizati markeri moleculari de natura codominanta sunt secventele
simple inalt repetitive de ADN sau SSR care reprezinta secvente scurte formate de obicei din 2-5
perechi de baze, repetate in tandem, care flancheazia o secventd unici de ADN. Avantajul
markerilor SSR comparativ cu celelalte tipuri de markeri este gradul foarte ridicat de polimorfism.
Markerii de tip SSR dezvoltati prin sondarea intregului genom, aparent nu au nici-o legatura cu
regiunile codificatoare (genele). Cele mai multe studii privind specia O. vulgare au fost efectuate
pentru a identifica relatiile molecular-genetice, diversitatea molecular-genetica si compozitia de
ulei esential [41, 96, 158, 165, 166]. In acelasi timp, evaluarea caracteristicilor genetice ar facilita
analiza si descrierea complexa a speciei.

Printre primele cercetdri realizate asupra speciilor din genul Origanum L. prin aplicarea
tehnicii RAPD-PCR a fost efectuata de Klocke E. si colab. (2002) care a studiat diversitatea
genetica a speciei O. majorana. Primerii RAPD au fost testati cu succes si in autenticitatea
speciilor Origanum sp. Aplicati asupra a 84 de probe de Origanum sp. comercializate la nivel
international au permis detectarea mai multor specii: Satureja montana, Origanum majorana,
Cistus incanus, Rhus coriaria, Rubus sp. si controlul calitatii lor [171]. Astfel, primerii dominanti
pot fi folositi in calitate de test complementar in screening-ul farmacognozic si fitochimic. Un alt
studiu la nivel molecular, prin utilizarea markerilor RAPD, asupra speciei O. onites a avut ca scop
major cercetarea structurii genetice in corelatie cu compozitia chimici a uleiului esential. In acest
studiu au fost investigate 14 clone de O. onites prelevate din vestul si sud-vestul Turciei [259].
Cercetdrile au relevat lipsa unor corelatii intre rezultatele analizei RAPD si a datelor obtinute
privind compozitia chimica a uleiului esential. Aceste rezultate au scos in evidenta faptul ca
similaritatea genetica ar putea sd nu reflecte intotdeauna corelatii dintre trasaturile fenotipice,
compozitia uletului si alte caractere, observatie raportata anterior si de catre Masi L. si colab.
(2006) [175]. In schimb utilizarea markerilor RAPD a permis discriminarea varietitilor de O.
onites din Turcia, si poate fi folosit cu succes pentru selectarea si imbunatatirea varietatilor
cultivate.

Recent, un alt studiu, efectuat cu aplicarea tehnicii RAPD-PCR, de asemenea, a relevat
utilitatea markerilor in discriminarea a cinci populatii indigene de O. vulgare ssp. glandulosum
prelevate din regiunea de nord a Tunisiei. Diversitatea speciei cercetate a fost evaluata utilizand si

unsprezece trasaturi morfologice cantitative, care au evidentiat o variabilitatea morfologica inalt
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semnificativa a populatiilor analizate. Analiza componentelor principale si dendrograma
construite in baza ambelor seturi de date au grupat populatiile de O. vulgare ssp. glandulosum in
2 clustere majore, in functie de arealul lor geografic [181].

In ultimii ani, markerii RAPD au fost aplicati cu succes, in studiul diferitor specii de
Origanum sp., de catre cercetatorii stiintifici pentru atingerea diferitor obiective de cercetare:
Gounaris Y. si colab. (2002) caracterizeaza markerii RAPD ca instrumente moleculare care pot fi
utilizate in identificarea genetica a taxonilor O. onites si O. vulgare [120]; s-au aplicat in studiul
variabilitatii genetice si relatia filogenetica in cadrul genului a speciei O. vulgare ssp. hirtum de
catre Katsiotis A. (2009); in Slovenia au fost utilizati in evaluarea diversitatii genetice a
populatiilor native de O. vulgare ssp. vulgare [251]; de asemenea primerii RAPD au fost testati si
de catre cercetatorii din Republica Moldova asupra speciei O. vulgare ssp. vulgare colectate din
flora spontana in vederea estimarii polimorfismului genetic [17, 191].

Astfel, markerii dominanti RAPD pot fi utilizati cu succes ca instrumente de identificare
in programele de conservare a biodiversitatii speciei O. vulgare.

Considerati a fi unii dintre cei mai utili in studiul variabilitatii genetice, primerii SSR sunt
superiori primerilor RAPD deoarece se caracterizeaza prin capacitatea de a evidentia indivizii
homozigoti de cei heterozigoti (codominantd).

Odata cu progresele inregistrate in genomica, s-a reusit dezvoltarea unei noi categorii de
markeri SSR, care sunt situati In secventele informationale ale genelor (exoni) exprimate in diferite
conditii de mediu sau diferite perioade ontogenetice. Acesti markeri se numesc EST (Expressed
Sequence Tag) — SSR si prezinta un polimorfism mai redus decat markerii de tipul SSR [95, 127].
Totusi, avantajul EST-SSR fatd de SSR constd in identificarea variatiei din secventele
informationale exprimate la un anumit moment dat in timp.

Monoterpenele fenolice derivate prin calea metabolica ,,cimil” sunt responsabile de
calitatea uleiului esential de O. vulgare [247]. Recent, in cadrul unei cercetari axate pe identificarea
enzimelor care regleaza aceasta cale biosintetica, numite terpen-sintetaze (TPS), a fost creata o
bibliotecd de secvente expresate marcate (EST). Aceste secvente au fost izolate din celulele
secretoare ale glandelor epidermale care sunt responsabile pentru producerea si stocarea terpenelor
[72]. Prin urmare, secventele EST reprezinta un punct de plecare ideal pentru a dezvolta markeri
de tip SSR. Novak J. si colab. (2008) au creat primul set de markeri EST-SSR dintre care 13 au
prezentat un nivel inalt al polimorfismului genetic pentru speciile genului Origanum sp.

Un studiu recent a pus in aplicare treisprezece markeri EST-SSR dezvoltati anterior [198],
obiectivul fiind evaluarea diversitatii genetice si diferentierea a 5 populatii native de O. vulgare

ssp. glandulosum din Tunisia. Rezultatele au reflectat un deficit de heterozigotie in populatia totala
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exceptie a facut doar o singurd populatie caracterizatd printr-un exces de heterozigotie. Desi
analizele statistice au demonstrat o diferentiere semnificativa intre populatii, indicii Fst de
diferentiere genetica intre populatii au aratat valori scazute de 0,048 si 0,115, ceea ce indica
prezentei unei baze genetice comune pentru cele cinci populatii tunisiene de O. vulgare [182].

Studii complexe, in baza diferitor tehnici moleculare precum: AFLP [40, 41, 163]; SAMPL
[43]; EST-SSR [132, 164, 254]; SRAP [30, 254]; SSR [26]; ISSR [31], au fost efectuate la specii
din genul Origanum L. pentru identificarea relatiilor genetice, evaluarea diversitatii moleculare,
studiul biodiversitatii si conservarea germoplasmei economic valoroase, studii taxonomice si
relatii filogenetice

In acest context, gradul de favorabilitate al culturilor depinde de interactiunea genotipului
cu conditiile locale de mediu. Studiile privind diversitatea genetica sunt foarte importante in
proiectarea programelor de ameliorare a varietatilor in managementul germoplasmei si in
strategiile de conservare a PMA. Variatia moleculara existentd in cadrul populatiilor de O. vulgare
indigene, fiind o consecintd a recombinarii genetice si mutatiilor, a fluxului de gene intra- si
interpopulational, a derivei si eroziunii genetice, constituie baza adaptarii la conditiile de mediu si
totodatd conditia esentiala pentru mentinerea si supravietuirea subspeciei autohtone. Flora spontana
este o sursa valoroasa de variabilitate moleculara, morfologica si fitochimica iar valorificarea trebuie
realizatd prin corelarea cercetarilor fundamentale, botanice, biochimice, farmacologice, moleculare

etc., care sa argumenteze stiintific calitatea deosebita si eficienta economica a acesteia.

1.3. Particularititi distinctive ale metabolismului secundar la specia O. vulgare

Organismele asigura biodiversitatea lumii vii, prezentand un grad ridicat de
chemodiversitate care este datorata prezentei unui numar vast de compusi chimici de natura
organica cu masa moleculara mica. Acesti compusi organici sunt cunoscuti sub denumirea de
metabolifi secundari rolul carora este putin elucidat. PMA reprezintd o sursd esentiala, bogata in
metaboliti secundari, iar datoritd prezentei acestora, s-a acordat o atentie sporitd in ultimii ani
utilizarii acestor plante in industrie, medicind sau agricultura. Astfel, au fost initiate si dezvoltate
numeroase studii privind biosinteza si posibilele activitati biologice ale metabolitilor secundari
[59]. Proprietatile senzoriale si terapeutice valoroase ale speciilor de Origanum sp. se bazeaza in
special pe uleiul esential, amestec complex de cca 30 pana la 50 terpene, secretat si acumulat in
trihomele de tip glandular (Figura 1.2) care acopera partile aeriene ale plantelor (frunze, caliciu,
corola, staminele si pistilul florilor).

Proprietatile uleiurilor volatile sunt direct corelate cu compozitia lor, atat din punct de

vedere calitativ cat si cantitativ. Specia O. vulgare este bogata in ulei esential caracterizat in special
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de prezenta terpenelor ca componente principale: carvacrol si/ sau timol (impreuna cu cantitati
considerabile de terpinen si p-cimen) sau de linalol, terpinen-4-ol si hidrat de sabinen in
dependenta de subspecie [155, 259].

Terpenele (cunoscute si ca terpenoizi sau izoprenoizi) formeaza cel mai mare grup de
substante organice, compusi ai metabolismului secundar, cu peste 30 000 de structuri diferite in
componenta carora intra diferite hidrocarburi si derivatii lor oxigenati. Formula lor generala este
(CsHg)n si rezulta prin polimerizarea izoprenului. Astfel, terpenele se clasifica in dependenta de
numarul moleculelor de izopren pe care le contine [84]:

= Hemiterpene —dintr-o singura structura izoprenica (CsHs);

= Monoterpene — din 2 izoprene (C1oH1s);

= Sesquiterpene — din 3 izoprene (CisH24);

= Diterpene — din 4 izoprene (C2oH32);

= Norisoprenoizi — compusi cu treisprezece molecule de carbon (C13) etc.

In cadrul speciei O. vulgare (chiar si a diferitor populatii/varietati), compozitia calitativa si
cantitativa a uleiului esential este destul de diversa fiind descrise diferite chemotipuri
(monoterpene sau sesquiterpene ca compusi majoritari). Chemotipul (chemovarietatea) unui ulei
esential este o referinta precisa care indica componenta biochimica majoritara si distincta prezenta
in ulei. Este un element reperat gratie unei analize cromatografice si spectrofotometrice care
recunoaste si identifica compusii principali si permite sd distingem uleiuri esentiale extrase din
aceeasi varietate botanicd dar cu o compozitie biochimica diferita.

Compusii uleiului esential pot fi clasificati, de asemenea, in dependentd de structura
biochimica (Figura 1.3):

= monoterpene aciclice: de exemplu g-mircen, trans-f-ocimen etc.;

= monoterpene ciclice: sabinen etc.;

monoterpene fenolice: p-cimen, timol, carvacrol,

sesquiterpene: g-cariofilen, p-bisabolen, germacren D etc. [248].

Datoritd interesului comercial colosal, cercetarea stiintificd s-a axat mult in directia
studiului compusilor volatili. Compusii terpenici, cum ar fi timolul si carvacrolul, care sunt
componentele identificate in cantitati majore la speciile de Origanum sp. bogate in ulei esential,
au proprietati antioxidante remarcabile [180, 201, 228]. Rezultate interesante au fost obtinute de
catre cercetatorii din Polonia, unde Skwarek T. si colab. inca din 1994 au descoperit ca extractele
de O. vulgare, atunci cand sunt aplicate asupra virusului ECHO au indus formarea unei substante
cu activitate asemanatoare interferonului [249]. De asemenea, compusii fenolici au demonstrat

activitate inhibitorie ridicata asupra germinarii i productiei de Penicillium digitatum [76].
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Un alt studiu a evaluat eficacitatea timolului, carvacrolului, linalolului si cariofilenului, in
conditii in vitro si in vivo impotriva fitopatogenilor ca: Monilinia laxa, M. fructigena si M.
fructicola, compusi identificati in O. vulgare ssp. hirtum si care reprezinta agentii cauzali ai
putregaiului brun de fructe si de porumb. De asemenea, au fost realizate numeroase studii care au
descris proprietatea antifungica si antibacteriana a carvacrolului si timolului din uleiul esential de
O. vulgare asupra diferitor specii patogene: S. aureus, E. coli, Bacillus megaterium, Salmonella
hadar [38, 89, 97].

Recent, s-au efectuat cercetari care au demonstrat proprietatea toxica sau repelentd a
uleiului esential de O. vulgare asupra insectelor care determina raspandirea diferitor agenti
patogeni producand imbolnaviri la om si la animale [109, 279]. Noi perspective a substantelor
volatile din plantele de O. vulgare sustin rolul direct al acestora in schimbarile comportamentale
ale insectelor sociale (Myrmica scabrinodis) prin intermediul modulatiei de sinteza a aminelor
biogene. Astfel, s-a observat in cadrul acestor investigatii cresterea nivelului de dopamina,
tiramind si serotonind la furnicile expuse tratarii cu terpenoidele identificate 1n extractele vegetale
de O. vulgare. Aceasta manipulare comportamentala ar putea spori fidelitatea partenerului si

protectia plantelor [170].
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Fig. 1.3. Principalii compusi terpenici identificati in uleiul esential de O. vulgare

Compusii fenolici sunt cel mai frecvent mentionati ca SBA, responsabili pentru efectul
antioxidant. Activitatea antioxidanta se bazeaza si pe polaritatea compusilor, in functie de tipul si
polaritatea solventului de extractie. Uleiul esential de O. vulgare a demonstrat capacitatea de a
forma radicali liberi stabili in reactia cu superoxidul de potasiu. Monoterpenele, carvacrol si timol,
au fost identificate ca molecule care reactioneaza cu anionul superoxid (O2), probabil prin donarea

atomilor de hidrogen si formarea speciilor paramagnetice stabile (radicali liberi). Activitatea
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antioxidantad s-ar putea datora atat gruparii non-fenolice a compusilor, cat si gruparii fenolice.
Grupul de compusi non-fenolici actioneaza ca agenti de eliminare a radicalilor liberi si sunt
eficienti in stadiile incipiente de oxidare. Grupul de compusi fenolici participd in intreruperea
proceselor de lant responsabile de consumul oxigenului [189].

Compozitia chimica si proprietatile uleiului volatil sunt cele mai detaliat cercetate, in timp
ce alte substante biologic active nevolatile prezente in extractele vegetale de O. vulgare li se acorda
mai putind atentie. Astfel, in ultimii ani, alte doud grupe majore de compusi fenolici ai
metabolismului secundar identificati in extractele O. vulgare au devenit obiectivul major al
investigatiilor de catre cercetatori (Figura 1.4), si anume: acizii polifenolcarboxilici (acidul
rozmarinic, acidul cafeic, acidul clorogenic etc.) si flavonoidele (rutozida, luteolind, apigenol
etc.) datorita activitatii antioxidante sporite observata in diferite studii [187, 204, 228].

Acizii polifenolcarboxilici sunt compusii organici din clasa fenolilor, care contin doua sau
mai multe grupe hidroxil legate de un radical aromatic (fenil) si o grupare functionald carboxil (-

COOH).
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Fig. 1.4. Compusi polifenolici identificati in extractele vegetale de O. vulgare

In prezent a crescut interesul pentru compusii polifenolici care se gisesc in produsele
naturale pe baza de plante medicinale. Studii recente au aratat cd PMA utilizate in industria
alimentara sunt o sursa buna de polifenoli antioxidanti care ulterior acestea s-au directionat spre
studiul compozitiei lor fenolice si proprietatilor antioxidante [25]. Activitatea antioxidanta a
extractelor de O. vulgare, a fost studiata in diferite sisteme model [14, 222]. In extractele de O.
vulgare s-a identificat anterior, acidul cafeic; quercetinul [125]; acidul rozmarinic [234, 240].

Un numadr mare de studii au raportat actiunea antibacteriand a extractelor vegetale care
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contin acizi polifenolcarboxilici (acidul cinamic, cafeic, p-hidroxibenzoic, vanilic etc.) in calitate
de substante biologic active [248].

Flavonoidele reprezinta o altd clasd de compusi cu structura polifenolicd de origine
vegetala, considerati, de asemenea, metaboliti secundari ai plantelor. Toate flavonoidele deriva din
aminoacizii aromatici, fenilalanina si tirozina, cu C1s si scheletul de baza — Ce-C3-Cs, doua nuclee
aromatice unite prin intermediul unei catene formate din trei atomi de carbon. Marea majoritate a
flavonoidelor sunt derivati ai fenilbenzopiranului (numit si nucleu flavanic) [121, 276].

Flavonoidele prezinta un interes deosebit datorita proprietatilor benefice asupra organismul
uman. Acestea pot influenta asupra celulelor canceroase prin mecanisme, cum ar fi declansarea
proceselor ce conduc la apoptoza (moartea programata a celulei), impiedicarea diviziunii celulare
prin depolimerizarea microtubulilor, inhibarea procesului de angiogeneza, si respectiv proliferarii
tumorilor [184, 244]. Luteolina, component ce se contine in extractul vegetal de O. vulgare, a fost
considerata responsabilda pentru inducerea unei substante asemanatoare interferonului. De
asemenea, flavonoidele au capacitatea de a regla raspunsul inflamator prin neutralizarea unor
radicali liberi sau reglarea unor procese celulare implicate in inflamatie [105] etc.

In afard de o gamia larga de SBA cu proprietiti terapeutice importante, in extractele
vegetale de O. vulgare se intalnesc si compusi nedoriti (toxici). Arbutina este unul dintre acesti
compusi care se contine in extractele vegetale si este preferabil de evitat in dieta umana.
Hidrochinona, un metabolit al arbutinului, s-a dovedit a fi hepatotoxica, nefrotoxica, mutagena si
carcinogeni in diverse studii efectuate pe animale [212]. In plus, a fost publicati o ipoteza care
afirma prezenta unei interactiuni intre fenol si hidrochinona descrisi ca factori cauzali in leucemie
[179]. Pana in prezent, studiul diversitatii inter- si intraspecifice a substantei arbutinice in O.
vulgare este redus.

O gama largd de SBA, printre care terpenoide, flavonoide, taninuri, uleiuri esentiale sau
componente ale acestora (precum carvacrolul), prezente la specia O. vulgare in cantitati relativ
mari, au fost considerate o sursa potentiala de biocide naturale [93].

Cercetarile din tara noastrd s-au axat pe diverse analize si testari a extractelor fitochimice
de O. vulgare. Casian I. si colab. (2013) au evaluat compozitia substantelor fenolice ale unor specii
de PMA din familia Lamiaceae. Extractele etanolice ale speciei O. vulgare au prezentat printre
cele mai impunatoare cantitati de acizi hidroxicinamici (acid clorogenic) si glicozide flavonice
(apigenina). De asemenea, s-a depistat un continut destul de inalt de acid rozmarinic, fapt pentru
care specia studiata poate servi ca sursa potentiala de substante SBA si produse farmaceutice cu
actiuni farmacologice determinate de proprietatile acizilor hidroxicinamici [3].

Terpenele reprezinta clasa de compusii cu un mare potential economic. Genele care
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participa in mecanismele de reglare a cailor de biosinteza a terpenelor sunt terpen-sintetazele
(TPS). Terpenele sunt substante organice formate din blocuri universale de cinci molecule de
carbon, izopentildifosfat (IDP) si izomerul lui, dimetilalil difosfat (DMADP), ambele sintetizate
prin calea MEP (2-C-metil-D-eritritol 4-fosfat) din plastide si calea MVA (mevalonat) localizata
in citoplasma [65, 257]. Calea biosintetica incepe cu condensarea compusilor DMADP si IDP cu
ajutorul enzimelor numite prenil-transferaze pentru a forma numerosi compusi intermediari cu
diferita lungime a lantului carbonic: geranil difosfat (GDP) precursorul monoterpenelor (Cio);
DMADP si doua unitati de IDP fuzioneaza pentru a forma farnesil difosfat (FDP), precursorul
majoritatii  sesquiterpenelor (Cis); geranil-geranil difosfat (GGDP) care este precursorul
diterpenelor (Czo); scualena este considerata precursorul triterpenelor. Aceste reactii metabolice
intermediare si cele ulterioare sunt insotite In continuare de catre o clasa larga de enzime numite
terpen-sintetaze  (TPS), incluzand: hemiterpen-sintetazele responsabile de formarea
hemiterpenelor (Cs), monoterpen-sintetazele (mTPS) pentru monoterpene; sesquiterpen-sintetaze
(STPS) pentru sesquiterpene si diterpen-sintetazele — diterpene [64, 208]. Astfel calea MVA
asigurd precursori pentru sesquiterpenele volatile, In timp ce prin calea MEP se obtin
monoterpenele si diterpenele volatile [92]. In calitate de enzime cheie in biosinteza
monoterpenelor si sesquiterpenelor, enzimele TPS catalizeaza reactiile de oxidare si etapele de
ciclizare a precursorilor pentru fiecare clasa de terpene [72, 84, 119, 255, 256]. Aceste enzime sunt
responsabile de diversitatea structurala a mono- si sesquiterpenelor. Studii anterioare au
demonstrat cd calea MEP este principala cale care dd nastere unitdtilor IDP pentru biosinteza
carvacrolului monoterpenic [84, 256]. Exista enzime TPS care catalizeaza formarea unui singur
compus terpenic, dar existd, de asemenea, multe enzime TPS care au capacitatea de a sintetiza
amestecuri de produse complexe cu stereospecificitate ridicata [82].

Terpen-sintetazele contribuie la formarea unui grup divers de metaboliti terpenici datorita
carui fapt se distinge o superfamilie de gene TPS cu 8 subfamilii mari (TPSa, TPSh, TPSc, TPSd,
TPSe, TPSf, TPSg, TPSh), cu o capacitate caracteristica de a forma mai multe produse finale si
reglarea spatial-temporala in timpul procesului metabolic ca raspuns la factorii biotici si abiotici.

Majoritatea monoterpen-sintetazelor izolate din Angiosperme apartin subfamiliei TPSb
[64]. Secventa nucleotidica si secventele scurte expresate de ADNc (EST) ale plantelor model,
cum ar fi Arabidopsis, Zea mays, Medicago si Picea, prezinta familii mari de terpen-sintetaze,
rezultate din cicluri de duplicare a genei, mutatii multiple si probabil divergente functionale.
Familia genelor TPS din Arabidopsis reprezinta un bun exemplu al acestor procese evolutive [39].

Au fost izolate doud gene expresate in radacina care codifica 1,8-cineol sintetaza si (Z) -g-

bisabolen sintetaza [63, 221]. Fiecare gena existand sub forma a doua copii, care au similaritatea
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secventei de aminoacizi de 100 si 91%, respectiv, indicand duplicari tandem evolutive.
Progresele recente in clonarea mai multor gene de biosinteza a terpenelor, exprimarea lor
in sistemele heterologe si caracterizarea functionald a enzimelor corespunzatoare au contribuit in
mare masura la Tmbunatatirea intelegerii functiilor TPS-lor si reglarea genelor implicate in caile
de biosinteza a terpenelor atat in angiosperme, cat si in gimnosperme [64, 84, 146, 173, 208].
Examinarea specificitatilor substratului enzimelor terpen-sintetaze a indicat existenta a cel
putin 9 enzime in Vitis vinifera. In mod analog, la speciile Santalum sp. exista sapte enzime terpen-
sintetaze confirmate. Crocoll C. si echipa sa de cercetare (2010) au studiat doua cultivare de O.
vulgare (d06-01 si f02-04) pentru a identifica terpen-sintetazele responsabile de formarea
terpenelor in O. vulgare, si au generat biblioteci de ADNc din speciile cultivate. Astfel, au fost

descrise sapte gene TPS presupuse a fi monoterpen- si sesquiterpen-sintetaze [72].

1.4. Concluzii la capitolul 1

1. In timp ce majoritatea speciilor de Origanum sp. comercializate sunt prelevate in cea
mai mare parte inca din flora spontana, apare pericolul eroziunii genetice si dezvoltarea culturilor
eterogene, o situatie nedoritd care ar putea fi schimbata prin extinderea cultivarii speciilor cu
caractere valoroase. Variabilitatea naturala a speciei O. vulgare ne ofera o gama larga de biotipuri
privind selectia si cultivarea ulterioara in programele de reproducere [16];

2. Studiile privind diversitatea molecular-genetica sunt foarte importante in proiectarea
programelor de ameliorare a varietdtilor (culturilor) in managementul germoplasmei si in
strategiile de conservare a PMA iar markerii RAPD si SSR pot fi utilizati in calitate de tehnici de
amprentare moleculara eficiente in programele de conservare a biodiversitatii speciei O. vulgare
ssp vulgare [172];

3. Investigatiile speciei Origanum vulgare L. care pand nu demult se bazau preponderent
pe descrierea sistematica, ecologica, raspandirea geografica, utilizarea Tn medicina traditionala,
actualmente includ si abordari genetice, biochimice, transcriptomice, ceea ce creeaza posibilitatea
de a obtine directionat substante biologic active (SBA) de interes industrial sau de a selecta
varietati cu diferite caractere cantitative sau calitative a uleiului (chemotipuri/chemovarietati) de
interes economic pentru introducerea in cultura [16];

4. In contextul studiilor analizate, se poate mentiona ci studiul si cunoasterea potentialului
biologic al germoplasmei autohtone de O. vulgare (ssp. vulgare) ofera posibilitatea valorificarii

acesteia prin ameliorarea caracterelor pretioase.
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2. MATERIALUL SI METODELE DE CERCETARE

Activitatile experimentale realizate in scopul analizei diversitatii structurale si functionale la
plantele speciei O. vulgare s-au desfasurat pe parcursul anilor 2013-2017, fiind proiectate investigatii
la nivel morfologic, biochimic si molecular-genetic. Cercetarile expuse in prezenta lucrare au fost
realizate in laboratoarele Centrului Genetica Functionala (CGF), Universitatea de Stat ,,Dimitrie
Cantemir” (USDC) si al Centrului de Cercetdri Biologice ,,Stejarul” departamentul Biologie
vegetala si experimentala, Piatra Neamf, Romania.

Au fost utilizate protocoale standard, promovate de literatura de specialitate, cu unele

modificari, fiind optimizate in functie de specificul obiectivelor de studiu.

2.1. Materialul de studiu si conditiile de colectare

Materialul biologic de cercetare reprezinta plantele speciei O. vulgare ssp. vulgare (sovarf),
care apartine genului Origanum L., familia Lamiaceae. Conform cercetatorilor autohtoni Negru A.,
(2007) si Gonceariuc M., (2014) caracteristic pentru flora spontana a Republicii Moldova este specia
O. vulgare subspecia vulgare si numeroase varietati ale acesteia in dependentd de conditiile
climaterice [8, 19]. In Republica Moldova aceasta specie este intalnita pe dealuri uscate, margini de
drum si locuri cu o luminozitate moderatd/insorite.

Conditii de colectare. Pentru investigarea diversitatii structurale si functionale la specia O.
vulgare ssp. vulgare din flora spontana a Republicii Moldova au servit plante grupate in subpopulatii,
grupuri de indivizi din cadrul unei populatii geografice, izolate si caracterizate prin particularitati
fenotipice si morfologice specifice [20]. Astfel, au fost prelevate 7 subpopulatii din rezervatia
cultural-naturala Orheiul Vechi, notate conventional Orhei: Or1, Or2, Or3, Or4, Or5, Or6 si Or7.

Selectarea si identificarea teritoriului pentru prelevarea subpopulatiilor din flora spontana,
cat si monitorizarea fazei de vegetatie a plantelor de O. vulgare s-a realizat prin cateva expeditii.
Astfel, subpopulatiile speciei O. vulgare ssp. vulgare au fost colectare in faza de inflorire deplina
(90%) in scopul realizarii obiectivelor propuse in lucrarea de fata [199, 214, 247]. ldentificarea
botanica a plantelor s-a bazat pe modelul de descriere a speciei de catre letswaart J. H. (1980) iar
exemplare de plante sunt pastrate in ierbarul Centrului de Genetica Functionalda (USDC). Rezervatia
Orheiul Vechi este situata la distanta de 50 km nord-est de orasul Chiginau (estimarea distantei intre
populatii). Caracterul pitoresc al spatiului este accentuat de 8 podisuri unul dintre care este podisul
(versantul) Butuceni. Versantul se afla in partea centrala a spatiului peisagistic la altitudinea de 100-
115 m, iar rolul principal in formarea reliefului revin rocilor cenusii dure (sol calcaros) [23], de unde

au fost colectate 6 subpopulatii de O. vulgare ssp. vulgare selectate si identificate in baza
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caracterelor fenotipice diferite, izolarea prin distanta de minim 30 m una fata de alta cat si in baza
diferitor altitudini: Or1-42m, Or2-45m, Or3-26m, Or4-23m, Or5-23m, Or6-22m. Rezervatia se mai
caracterizeaza si prin prezenta tipului fluvial de relief (de lunca sau ses) de pe care s-a identificat
subpopulatia Or7 (sol argilo-nisipos) la o altitudine de 74 m. Un aspect important este si directia de
expozitie a versantilor, Subpopulatiile au avut expunere spre nord (Or3, Or4, Or5 si Or6) si spre
nord-est (Orl, Or2 si Or7) (http://geoportal.md/). in cadrul subpopulatiei plantele au fost colectate
aleatoriu. Pentru analizele ulterioare au fost colectate cate 20 de plante individuale din fiecare
subpopulatie investigata.

In cazul a 2 obiective ce vizeaza diversitatea morfologica si genetica, subpopulatiile din flora
spontana au fost investigate 1n aspect comparativ cu 3 subpopulatii de plante din colectia de PMA a
Gradinii Botanice Nationale (Institut) ,, Alexandru Ciubotaru”, mun. Chisinau (notate conventional
Ch8-Ch10) cu conditiile pedologice determinate — 0 altitudine de 74 m si tipul de inclinare, expozitia
arealului spre est (http://geoportal.md/).

Pentru realizarea etapelor de cercetare propuse in calitate de obiect de studiu s-a utilizat
diferit material vegetal de la plantele de O. vulgare ssp. vulgare colectate in perioada de inflorire
deplina considerata conform literaturii de specialitate de 90% [214, 247]:

= studiul morfologic s-a realizat pe un total de 200 de plante individuale: 7 subpopulatii din
flora spontand, a cate 20 de indivizi in subpopulatie (total 140 de indivizi) si 3 subpopulatii din
colectie a cate 20 de indivizi (total 60 de indivizi);

= variabilitatea genetica s-a studiat in baza a doua tehnici PCR:

—RAPD-PCR s-a efectuat pe 10 probe de ADN bulk (amestec de material vegetal din
indivizi) extrase din fiecare subpopulatie separat;

—SSR-PCR s-a realizat pe 200 de probe de ADN obtinute din fiecare plantd individuala
(7x20=140 indivizi din flora spontana si 3x20=60 din colectie);

= analizele biochimice s-au facut pe 7 extracte vegetale (si ulei esential) obtinute din
subpopulatiile colectate din flora spontana, efectuate in 3 repetitii tehnice;

= nivelul de expresie a genelor analizate (RT-PCR) s-a determinat pe probe de ARN extrase
din frunze si flori, separat de la fiecare planta (3 plante, repetitii biologice, din fiecare subpopulatie

din flora spontana: 3x7=21 de probe biologice).

2.2. Metodele de cercetare
Metode morfologice. Au fost analizati zece parametri morfologici dintre care noua sunt
cantitativi: inaltimea plantelor (HP), diametrul tulpinilor (DT), numdrul de ramuri pe planta (RP),

lungimea ramurilor (LR), numdarul de frunze pe nod (nodul 5 de la baza, FN), numarul de noduri pe
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tulpina (NT), distanta dintre internoduri (D), lungimea si latimea frunzelor (frunza matura a
nodului 5 de la baza tulpinii) (LF si respectiv IF). Al 10-lea este un parametru morfologic calitativ
reprezentat de culoarea florilor, care a fost identificata in conformitate cu RHS Color Chart (UPOV-
International Union For The Protection Of New Varieties Of Plants) [286]. Masurarile liniare au fost
efectuate cu rigla, iar cu sublerul manual s-a determinat diametrul tulpinii.

Metode calitative si cantitative de analiza biochimica. Plantele au fost conditionate si
uscate pe cale naturala in spatii special amenajate, ferite de actiunea directa a razelor solare si supuse
extractiei (cu etanol 90% (V/V), raportul solvent/material vegetal a fost stabilit in conformitate cu
Farmacopeea Europeanad), iar extractele obtinute au fost caracterizate biochimic in cadrul Centrului
de Cercetari Biologice ,,Stejarul” Piatra Neamt, Romania. Astfel, identificarea si caracterizarea
chemovarietatilor a fost efectuatda in baza studiului compozitiei extractelor vegetale prin metode
cromatografice calitative: cromatografia pe strat subtire (CSS) si cantitative: cromatografia in faza
lichida de inalta performanta (HPLC) si spectrofotometrie (SM). Ulterior, s-a analizat compozitia
uleiurilor esentiale prin cromatografie in faza gazoasd cuplata cu spectroscopie de masa (GC-MS).

Cromatografia pe strat subfire. Analiza cromatografici a compusilor metabolismului
secundar s-a efectuat la extractele vegetale de O. vulgare ssp. vulgare obtinute pe baza de etanol
90% (pentru identificarea acizilor polifenolcarboxilici si flavonoidelor) si diclormetan (pentru
terpene). In calitate de etaloane s-au folosit: acidul rozmarinic (Ar), acidul cafeic (Acaf) si acidul
clorogenic (Acl) din grupul acizilor polifenolcarboxilici; rutozida (R.), apigenolul (Ap.) si luteolina
(L.) din flavonoide; beta-sitosterolul (B.), stigmasterolul (S.), acidul oleanolic (O.) si acidul ursolic
(U.) din compusi terpenici. Faza stationard este reprezentata de placile cromatografice cu silicagel
(placi de 10 x 20 cm), iar probele si solutiile etaloane s-au aplicat pe placa cu ajutorul micropipetelor
calibrate. Placile uscate au fost supuse developarii in vasul cromatografic saturat timp de circa 1h la
20-30°C, ca developant servind urmatorul amestec de solventi: 100 ml acetat de etil, 11 ml de acid
formic, 1000 ml acid acetic, 20 ml H20. Vizualizarea probelor a fost realizatd dupa uscarea placii,
prin expunerea la lumina UV la 365 nm.

Analiza cantitativa pentru compusii antioxidanti prin spectrofotometrie. Determinarea
polifenolilor totali prin metoda Singleton & Rossi. Principiul metodei consta in coloratia specifica
pe care o dau In mediu puternic alcalin polifenolii, in prezenta reactivului Folin-Ciocdlteu; coloratia
albastra ce se formeaza este colorimetrabila la 765 nm. Probele (a cate 100 ml extract alcoolic) au
fost diluate cu 8,85 ml apa distilata, cantitate ce a depins de concentratia initiala a polifenolilor in
extract. S-a adaugat un volum de 0,4 ml reactiv Folin-Ciocalteu, iar dupa omogenizare S-a asteptat
5 minute, apoi s-a adaugat un volum de 1,5 ml carbonat de sodiu 20%. Dupa omogenizare proba a

fost ldsatd incd 2 ore pentru dezvoltarea si stabilizarea culorii. Rezultatele au fost citite cu ajutorul
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spectrofotometrului UV/Vis de model Jenway 6300 la o lungime de unda de 765 nm fatd de un blank
preparat individual pentru fiecare extract ca si proba (fard a crea insa mediu alcalin).

Determinarea acizilor polifenolcarboxilici. Principiul metodei se bazeaza tot pe crearea
mediului alcalin iar acizii polifenolcarboxilici formeaza cu acidul fosfowolframic o coloratic albastra
colorimetrabila la 660 nm. Proba supusa analizei in volum de 3 ml s-a tratat cu 2 ml acid
fosfowolframic si s-a omogenizat timp de 2-3 min. Din acest amestec s-a luat 2 ml intr-un balon de
25 ml si s-a adus la cota cu carbonat de sodiu de 20%. Dupa exact 60 de secunde s-a Citit intensitatea
culorii la 660 nm fata de un blank preparat individual pentru fiecare extract ca si proba, utilizand apa
distilata in loc de carbonat de sodiu.

Determinarea flavonoidelor. Formarea, de catre flavonele extractibile in solventii hidrofili,
in prezenta cationului AI** a complecsilor interni colorati in galben intens pentru care se poate

masura absorbanta la A = 413 nm, atunci cand exprimarea se face in lufeolina sau la A = 430 nm,

atunci cand continutul se exprima in rutozida (Figura 2.1).
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Fig. 2.1. Curbe de calibrare pentru compusii biochimici identificati in extractele vegetale
Nota: A - Etalon: acid galic, gama de liniaritate: 0,6-6 pg/ml, R2=0,9999, corel. (abs.-conc.)= 0,9999;
B - Etalon: acid cafeic, gama de liniaritate: 0,5-3 pg/ml, R2= 0,9988, corel. (abs.-conc.)= 0,9994;
C - Etalon: acid rozmarinic, gama de liniaritate: 0,5-3 pg/ml, R2= 0,9968, corel. (abs.-conc.)=0,9984;
D - Etalon: rutozidd, gama de liniaritate: 2-20 pg/ml, R2= 0,9997, corel. (abs.-conc.)= 0,9998;
E - Etalon: luteolina, gama de liniaritate: 0,5-16 pg/ml, R2=0,9996, correl. (abs.-conc.)= 0,9998.
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Cota parte din probele de analizat au fost diluate cu etanol 70%, In concordantd cu
concentratia initiala a flavonoidelor 1n extract. La aceasta a fost adaugat acetat de sodiu si clorura de
aluminiu in volume cunoscute. Analiza s-a realizat la temperatura camerei (nedepasind 20°C).

Cromatografia in fazd lichida de inaltia performantd (HPLC). Extractele vegetale de O.
vulgare ssp. vulgare pe baza de etanol au fost supuse analizei cantitative prin HPLC pe Agilent 1200
prevazut cu o coloana de faza inversa Eclipse XDB-C18 (150 mm x 4,6 mm; 5 pm) si detector UV-
Vis cu multidiode (engl. diode-array detector) cu sistem de gradient in baza solventilor hexanici
pentru eluare cu 1,0% (v/v) alcool izopropilic. Faza mobila la un debit de 0,7 ml/min si presiunea de
operare de 18 bar. Pentru identificarea si dozarea compusilor in sistemul cromatografic s-au injectat

solutiile substantelor de referinta.
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Fig. 2.2. Exemplu de cromatograma HPLC obtinuta la specia O. vulgare (Or1)

Cromatografia in faza gazoasa cuplata cu spectroscopie de masia (GC-MS). Pentru
obtinerea uleiului volatil de O. vulgare ssp. vulgare au fost utilizate 100 g de material vegetal uscat
(organe vegetative si generative — planta intreaga), care a fost hidrodistilat cu vapori de apa (metoda
Neo-Clevenger) in conformitate cu Farmacopeea Romana editia a X-a. La materialul maruntit s-a
adaugat apa distilata in raport de 1:3 iar distilarea S-a desfasurat timp de 3 ore.

Compozitia chimica a uleiului volatil a fost stabilita prin analiza GC-MS (Figura 2.3) cu
ajutorul cromatografului de gaze Agilent Technologies tip 1200 prevazut cu o coloana de faza
inversa Eclipse XDB-C18 (150 mm x 4,6 mm; 5 um) si detector UV-Vis cu multidiode (engl. diode-
array detector). Toate produsele terpene au fost identificate utilizand softul Agilent Technologies

prin compararea spectrelor de masa si a timpilor de retentie cu cele ale standardelor. Astfel, estimarea
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concentratiei terpenelor in extracte a fost efectuatd prin metoda de etalonare absolutd, ca solutii

standard de terpene pentru referinti. In calitate de faza mobila a fost utilizat heliul.
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Fig. 2.3. Exemplu de cromatogrami GC-SM la uleiul volatil de O. vulgare (Or1l)

Metode si tehnici de analiza moleculara. Metodele ce pot fi utilizate in scopul evaluarii
variabilitatii genetice in cadrul populatiilor de O. vulgare analizate sunt numeroase si variate, atat
din punct de vedere al obiectului de studiu, cat si in ceea ce priveste complexitatea tehnica si
metodologica.

Metode de purificare si determinare a calitatii si cantitatii ADN-ului. Probele de ADN total,
omogenizate in azot lichid, conform protocolului pe baza de CTAB (cetyltrimethyl ammonium
bromide) cu unele modificari [192, 215], utilizand in acest scop solutia tampon CTAB de 2%; 0,1
M Tris-HCI pH 8,0; 1,4 M NaCl; 0,02 M Na2-EDTA; PVP 2 % si 0,1% B-mercaptoetanol (v/v).
ADN-ul izolat a fost cuantificat calitativ prin analiza electroforetica si cantitativ prin analiza
spectrofotometrica, principalele criterii fiind puritatea, integritatea si cantitatea de ADN obtinuta.

Cuantificarea ADN-ului. Densitatea optica a fost masurata la 2260 nm si A280 nm (solutii
ADN), cu ajutorul spectrofotometrului T60 UV-VIS, facandu-se raportul dintre cele doua rate de
absorbtie. ADN-ul este detectat cantitativ in solutiile apoase la A260 nm, iar banda de absorbtie in
UV a proteinelor este la 280 nm. ADN-ul este considerat suficient de pur, daca raportul Azeo/2go este
cuprins intre 1,8 si 2,0. Valorile < 1,8 indicd impurificari cu proteine, iar cele > 2,0 indica alte tipuri
de contaminari. Cuantificarea ADN-ului in gel de agaroza (1%) s-a realizat in sistem tampon
continuu TAE la 120-140V, in prezenta bromurei de etidium cu concentratia de 0,5 mg/ml si solutie

tampon de migrare 1x TAE (Tris-acetat-EDTA). Vizualizarea gelului a fost efectuata in raze UV.

47



Calitatea, cat si gradul de degradare a ADN-ului au fost evaluate in functie de prezenta unei benzi
de dimensiuni normale, intense, bine definite.

Metode de evaluare a polimorfismului genetic in baza tehnicii PCR. Tehnicile moleculare
de analiza a polimorfismului ADN au evoluat in functie de scopul urmarit de cercetator si tendintele
de automatizare a analizelor. Asa tehnici ca: RAPD, RFLP, SSR, AFLP etc., devin din ce in ce mai
pe larg utilizate de diferite laboratoare.

Analiza cu primeri RAPD. Amplificarea a fost realizata in urmatorul amestec (15 ul): 50-60
ng ADN, dNTP 200 uM de fiecare tip, primer 0,4-0,6 uM, 1,0 unitati/per reactie GoTaq ADN-
polimeraza (Promega), MgClz — 2,5 mM. Procesul de amplificare a decurs in termociclul automat
Applied Biosystem GeneAmp PCR System 9700 (Singapore), conform urmatorului program: 95°C
—5min, 35 cicluri: 95°C — 1 min., 34°C — 1 min., 72°C — 1 min., elongarea finala 72°C — 3 min.

Ampliconii au fost analizati prin electroforeza in gel de agaroza de 1,5% in prezenta bromurii
de etidiu 0,5 pg/ml [224]. Analiza RAPD a fost realizata cu 27 de primeri decameri (Tabelul 2.1).
Produsii de amplificare au fost vizualizati cu ajutorul transluminatorului UV si sistemului de

documentare a gelului DOC - PRINT-VX2.

Tabelul 2.1. Primerii utilizati pentru analiza RAPD

Primer  Secventa (5'—3") '(I;eengé)irrae'flé? Primer Secventa (5'—3") '(I;een:g)il;aet’lgga
OPA; caggccttc 30 OPH3s aatggcgcag 32
OPA; tgccgagcetg 34 OPl6 tctecgecect 32
OPAs ggtccctgac 34 OPJun ccecggcataa 32
OPAy gggtaacgc ¢ 34 OPUy agacccagag 32
OPA4 caatcgecgt 32 OPKy7 cccagcetgtg 34
OPAp caaacgtcg g 32 OPUgy tgtaccecgt 32
OPBn gtttcgctcc 32 OLIGOa: gotgcgggaa 32
OPBg; catccccect g 34 OLIGOa2 aag agccegt 32
OPB1o ctgctgggac 34 OLIGOns ccc gtcagca 34
OPB13 ttcceeegct 34 UBCais tcacacgtgc 32
OPG:s ctgagacgg a 32 UBCo2so cgacagtccc 34
OPGs gtgcctaacc 32 OLIGOgs aggtcactga 30
OPGyo agggcecgtct 32 OLIGOsy gcgaacctcg 34
OPEy; ctactg ccgt 32

Analiza cu primeri SSR. Amplificarea a fost realizata in urmatorul amestec de 20 pl: 140 ng
ADN, dNTP 200 uM de fiecare tip, primer 0,9 uM, 1,0 unitati/per reactie de DreamTaq Green ADN
Polimeraza (Thermo Scientific), MgCI2 — 2,5 mM. Procesul de amplificare a decurs in termociclul
automat Applied Biosystem PCR Veriti 96-well conform programului: 3 min. la 95°C urmat de 35
cicluri: 95°C - 45 sec., 56°C - 1 min. si 72°C - 2 min.; elongatia finala la 72°C pentru 7 min. Analiza

SSR a fost realizata cu 11 perechi de primeri (Tabelul 2.2). Separarea produsilor de amplificare s-a
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realizat in gel de poliacrilamida de 8% in prezenta bromurii de etidiu — 0,05 pg/ml [224]. Produsii
de amplificare au fost vizualizati cu ajutorul transluminatorului UV si sistemului de documentare a

gelului DOC-PRINT-VX2.

Tabelul 2.2. Primerii utilizati pentru analiza EST-SSR

Nr. bazelor T°de

Primer Secventa (5'—3") azotate  topire (°C) Secventa repetitiva
1.  OR09 E:i?&ﬁﬁ:g;gg;gg% gtgtzg 3‘21' gg (TTTTTC)y(T)s(TTTTTC)s
IR m—— )
3 ORIZ pcagettoggaciogat 2 7o (AG)C(AG)
R e
5 ORI & comcgagotoseataog 5 T (GAT)
Bl m— m—
T ORI e ctgscsstooomonnt 2 03— (cemeTTeen,
IR " —
% ORS! ~pocngmgomsttytgasoog T
Ay v — 79 (GCA)
11 ORs] _F-gaagticgecgaggctcte 19 1,0 (CTTTT)sATs(CTTTT)iTT(
R-caaagcacaagaaaatacaatagcac 26 8,5 CTTTT):

Izolarea si cuantificarea ARN-Ului total s-a realizat prin omogenizarea materialului in azot
lichid si incubare cu reagentul kit TRIzol™ Reagent (Thermo Scientific) conform recomandarilor
producatorului. Precipitatul de ARN a fost dizolvat in 30 pul de apa sterila (Nuclease-free water) si
pastrat pentru analizele ulterioare la temperatura de -80°C.

Controlul calitatii probelor de ARN total s-a realizat prin metoda specrofotometrica
(puritatea) la A260, A280 si 2230 nm si electroforeza (integritatea) in gel de agaroza de 1,2% la 140
V. In calitate de solutie de migrare a fot utilizata solutia apoasi TAE (1X) obtinuti din reagentul
TAE (50X): 400 mM MOPS, 100 mM acetat de sodiu si 10 mM EDTA-Nay.

Obtinerea ADNc (Transcriptie inversd). Pentru a obtine ADNc calitativ (necontaminat cu
ADN genomic), preliminar procesului de revers-transcriptie, probele de ARN total (0,6 pg) au fost
tratate cu RQ1 RNase-Free DNase (Thermo Scientific) 30 min. la 37°C, conform recomandarilor
producatorului. Reactiile de revers-transcriptie au fost realizate la amplificatorul (GeneAmp® PCR

System 9700, Applied Biosystems) prin incubarea probelor de ARN timp de 10 min. la 25°C si 60

49



min. la 42°C cu kit-ul RevertAid Reverse Transcriptase (Thermo Scientific), in prezenta primeriilor
Oligo (dT)1s (Thermo Scientific), Random Hexamer (Thermo Scientific) si alte componente ale
mixului de reactie conform recomandarilor producatorului. Probele de ADNc obtinute, preliminar
utilizarii in reactiile de amplificare in calitate de matrice cu primeri specifici, au fost diluate cu apa
sterila (Nuclease-free water) in raport de 1:4.

Analiza nivelului de expresie a genelor (Real-Time PCR). Expresia genelor de interes a fost
analizata prin metoda PCR-lui cantitativ in timp real (QPCR) la amplificatorul cu detectie automata
a fluorescentei DT-96 (DNA technology, Federatia Rusa). Reactiile de amplificare au fost realizate
intr-un volum de 15 pl care continea: 0,3 uM de primeri, 2 pl de ADNc si Maxima SYBR
Green/ROX PCR Master Mix (Thermo Scientific) conform recomandarilor producatorului.
Programul de amplificare a constituit: 95°C — 10 min.; 95°C — 15 sec., 62°C — 20 sec. (5 cicluri);
95°C — 20 sec., 58°C — 40 sec. (40 de cicluri). Lipsa produselor de amplificare nespecifica a fost
confirmata prin electroforeza in gel de agaroza de 1,2 % solutia tampon — Tris-acetat-EDTA (TAE)
conform protocolului standard. in calitate de gend de referinta s-a utilizat gena OVEFlalpha
(numarul de acces in baza de date NCBI: GU385981). Utilizarea genelor de referinta este indicata
pentru a tine sub control variatiile determinate de cantitatea, calitatea, integritatea ARN-Iui si
eficienta reactiei de revers-transcriere. Pentru identificarea nivelului de expresie relativa a genelor s-
a utilizat metoda 22 [162] si programul Real Time_PCR v7.3.

Proiectarea primerilor specifici genelor de interes. Secventa nucleotidica a primerilor
specifici pentru genele de interes si cea de referintd, utilizati in reactiile de polimerizare prin RT-
PCR a fost stabilita pe baza secventei disponibile in bazele de date ale NCBI (National Center for
Biotechnology Information, ftp://ftp.ncbi.nih.gov). In Tabelul 2.3. sunt prezentate denumirea si
numarul de acces ale genei/EST, secventa primerilor specifici, dimensiunea produsului de

amplificare.

Tabelul 2.3. Primerii utilizati in identificarea secventelor codificatoare a genelor de interes

Primer sens Primer antisens Dimensiunea
5'-3' 5'-3' ampliconului, pb
OvEF1lalpha tgccacacttcacacattgc cggcttggtcggaatcatct 141
Ovtpsl agaaatcctctccccagcaaa agcgggattggtatcggttt 135
Ovtps2 gtggctgagtttggtggaagg ttggcgttctctaggtattctge 115
Ovtps3 cgagcgaaccaccgatgtta ccttcgagcatcegttttce 129
Ovtps4 aggtgccactcgtaacttgt cgacaaatcacacacgatgct 142
Ovtps5 ttgaacgccegtgtccatctc ggcgtggaaggagatgaaca 133
Ovtps6 gttgtgagcgaaccaccaat cctcegatacgeccttttca 133
Ovtps? tcctetccacagcaaaagcea agcgggcttggtatcgattt 112

Pentru alegerea secventei optime de oligonucleotide au fost utilizate programul Primer3Web



ftp://ftp.ncbi.nih.gov/

v. 3.0.0. (http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/) si aplicatia OligoAnalyzer 3.1 (http://eu.idtdna.com/
analyzer/), respectand criteriile pentru Real-Time PCR cu SybrGreen.

Prelucrarea statistica a datelor experimentale. Parametrii morfologici au fost analizati in
baza indicilor: media aritmetica (X), dispersia (s?), abaterea standard (SD), eroarea mediei (Sx),
coeficientul de variatie (CV, %). Toate datele sunt prezentate ca medie = eroarea standard a mediei
[283]. Diferentele statistic semnificative intre cele 10 subpopulatii (nivel intrapopulational) si intre
cele doua populatii (interpopulational) s-a realizat prin testul t Student (a=0,05) pentru dispersii egale
sau inegale in functie de rezultatele testului Fisher (F) de comparare a dispersiilor si al testului
ANOVA, folosind instrumentele de analiza ale aplicatiei Microsoft Office Excel 2010. Masurarea
gradului de variatie intre caracterele morfologice s-a realizat prin determinarea coeficientului de
corelatie Pearson (r, P= 0,05) [210]. Metodele de clusterizare, dendrograma construitd in baza
coeficientului de distantd Euclidiana si ACP [107, 136], in baza valorilor medii ai parametrilor
morfologici s-au obtinut prin intermediul softului statistic XLSTAT.

Analiza RAPD. Detectarea si stabilirea marimii fragmentelor de ADN amplificate a fost
realizata cu ajutorul programului TotalLab. Pentru evidentierea polimorfismului generat de fiecare

marker s-a utilizat indicele PIC (Polymorphic Information Content) dupa Anderson J. A. [32]:

PIC=1-Y p!
i=l1

EST-SSR. Fragmentele de ADN amplificate, detectate si cuantificate cu ajutorul programului

, unde pi — frecventa benzii, i $i n — numarul de benzi depistate.

PhotoCap, au fost considerate alele diferite si sunt indicate prin asocierea notatiei primerului cu
dimensiunea ampliconului, de exemplu OR44.170 (fragment cu dimensiunea de 170 pb amplificat
cu primerul OR44). In rezultatul analizei profilelor moleculare a fost obtinut un tabel cu 16400 de
date binare (1 — prezentd, 0 — absentd), in baza cérora s-a determinat frecventa a 82 de alele
identificate pentru 11 loci SSR. Frecventa alelelor a fost determinata prin raportul: Fa = N/Nt, unde
N reprezinta numarul de alele si Nt este numarul total de alele [288]. Au fost calculati parametri de
diversitate genetica folosind softul statistic GenAlEx 6.5 [209] si anume: numarul alelelor per
subpopulatie (A), numadrul alelelor specifice (Ns), numarul efectiv de alele (Ng), numarul mediu de
alele (Na), proportia benzilor polimorfe (PBP), proportia locilor polimorfi (PLP), heterozigotia
observata (Ho) si asteptata (He), indicele PIC si indicele de fixare/ incrucisare (F). GenAlEx 6.5 a
fost utilizat, de asemenea, pentru a estima analiza variantei moleculare (AMOVA) inter- si
intrapopulationala, cét si indicii - Hr, Fsr, si Gst. Pentru a genera dendrograma (analiza clusteriand)
in baza coeficientului de distanta Euclidiana prin metoda UPGMA a fost utilizatd matricea datelor
binare in programul XLSTAT. Analiza ACP s-a efectuat in baza frecventei alelelor si a indicelui de

covarianta folosind, de asemenea, programul XLSTAT.
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Parametrii biochimici reprezentati de diferiti compusi identificati in extractele vegetale de
O. vulgare au fost analizati in baza urmitorilor indici: media aritmetici (X), dispersia (s?), abaterea
standard (SD), eroarea mediei (Sx). Toate datele sunt prezentate ca medie + eroarea standard a mediei
(SEM). Folosind instrumentele de analiza ale softului XLSTAT (https://www.xlstat.com) au fost
determinate diferentele statistic semnificative intre cele 7 subpopulatii din flora spontand (nivel
intrapopulational) realizate prin testul ANOVA urmat de testul comparatiilor multiple Bonferroni
care indicd prin diferite litere minuscule in tabele diferenta statistic semnificativa (p<0,05) dintre
subpopulatii [122].

Activitatea transcriptionald a genelor studiate pentru sapte subpopulatii a fost analizata in
baza indicilor: valoarea expresiei relative calculata dupa formula 2°-ACt [162], in unitati
conventionale (u.c.), media aritmetici (X), dispersia (s), abaterea standard (SD), eroarea mediei (sx).
Datele sunt prezentate ca medie + eroarea standard a mediei (SEM). A fost aplicat testul ANOVA
urmat de testul comparatiilor multiple Bonferroni [122] care indica prin diferite litere minuscule in
grafice diferenta statistic semnificativd (p<0,05) dintre subpopulatii utilizdnd softul XLSTAT.
Coeficientul de corelare a rangului Spearman [110] si de corelatie liniara Pearson (rs, r, P=0,05) au
fost calculati intre cantitdtile de terpena si nivelurile de transcripti a genelor folosind instrumentele
de analiza ale aplicatiei Microsoft Office Excel 2010. Folosind softul XLSTAT a fost aplicat Testul
Mantel [86] in identificarea asocierilor corelative dintre parametrii morfologici, moleculari,

biochimici si transcriptomici.

2.3. Concluzii la capitolul 2
Strategia de cercetare a proiectului experimental include urmatoarele etape:
= identificarea subpopulatiilor de Origanum vulgare in baza studiului literaturii de specialitate si
prelevarea din flora spontana;
®» studiul caracterelor morfologice in scopul determinarii diversitdtii fenotipice;
= cercetdri biochimice calitative si cantitative a compusilor metabolismului secundar in extractele
vegetale ale subpopulatiilor;
= genotiparea speciei in baza unor markeri moleculari (RAPD, EST-SSR) privind studiul
variabilitatii moleculare;
= investigarea nivelului de expresie a genelor cu rol esential in biosinteza compusilor metabolismului
secundar;
» determinarea asocierilor corelative intre parametrii studiati in scopul identificarii unor aspecte cu
rol fiziologic in adaptarea plantelor la conditiile de mediu, cat si a evaludrii germoplasmei in

perspectiva ameliorarii, conservarii si exploatarii resursei vegetale autohtone de O. vulgare.
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3. STUDIUL MORFOLOGIC COMPARATIV AL PLANTELOR DE
ORIGANUM VULGARE SSP. VULGARE

Cunoasterea diversitatii si a relatiilor genetice intre indivizi, in contextul dinamic al
factorilor de mediu, inclusiv al managementului antropic al fitocenozelor, este primordiald in
elaborarea strategiilor eficiente de ameliorare si conservare a resurselor vegetale. Diferite concepte
si abordari sustin demersul practic al cercetarii variabilitatii bazat pe date morfologice, biochimice
si mai recent, date moleculare, care constituie variabile corelate intre ele in cele mai multe cazuri.
Astfel, primul obiectiv in studiul diversitatii structurale si functionale la specia O. vulgare ssp.
vulgare reprezinta analiza variabilitatii morfologice a sapte subpopulatii prelevate din flora
spontana a rezervatiei Orheiul Vechi, (notate conventional Or1-Or7) in aspect comparativ cu trei
subpopulatii din colectia de plante medicinale a Gradinii Botanice Nationale (Institut) ,, Alexandru
Ciubotaru” din mun. Chisinau (notate Ch8-Ch10).

Este cunoscut faptul ca schimbarile de mediu si conditiile de crestere a plantelor, in multe
cazuri, induc capacitatea de a genera un raspuns fenotipic imediat, cu rol esential 1n aparitia
polifenismului determinat ecologic in cadrul populatiei, iar ulterior si al diferentierii genetice. De
aceea, pentru avea o caracteristica morfologica cat mai completa a plantelor din habitatul natural
si din cultura experimentald, zece caractere calitative si cantitative au fost investigate: culoarea
florilor, inaltimea plantei (HP), diametrul tulpinii (DT), numdrul de ramuri pe planta (RP),
lungimea ramurii (LR), numarul de frunze pe nod (FN), numarul de noduri pe tulpina (NT),
distanta dintre internoduri (DI), lungimea i latimea frunzei (LF respectiv IF) (a 5-a frunza de la
baza) la faza de inflorire deplina.

In cadrul investigatiilor prezentate in acest capitol s-au urmirit, la nivel intra- si
interpopulational, urmatoarele aspecte:

» particularitatile distinctive ale fenotipului plantelor de O. vulgare in baza analizelor biometrice
macroscopice;
» identificarea si cuantificarea relatiilor de asociere dintre caracterele morfologice cantitative;

" estimarea contributiei parametrilor morfologici in diferentierea subpopulatiilor de O. vulgare.

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

Plantele de O. vulgare ssp. vulgare din cele doua populatii investigate, versantul Butuceni,
rezervatia Orheiul Vechi si colectia GBNI, municipiul Chisinau, prezinta caracteristici fenotipice

generale descrise pentru O. vulgare ssp. vulgare [190]. Astfel, plantele sunt grupate in tufe, care
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pornesc dintr-un rizom orizontal cu numeroase radacini filiforme (Figura 3.1, C). Tulpinile sunt
pubescente, ascendente, ramificate cu lastari sterili si floriferi. Frunzele sunt de forma ovala,
opuse, intregi, acoperite cu peri fini si petiolate. Florile formeazd o inflorescenta densa
corimbiforma cu cime contractate (Figura 3.1, A, B, D). Corola este bilabiatd, tubuloasa,
infundibuliformad din care se observd androceul format din 4 stamine fertile cu filamente

divergente si gineceu cu stil lung (Figura 3.1, A).

Fig. 3.1. Fenotipul plantelor speciei O. vulgare ssp. vulgare din flora spontana
Nota: A — O. vulgare ssp. vulgare: a. frunza; b. bractee; c. caliciu; d. floarea cu bractee, vedere laterald; e. corola
[130]; B — exemplu de variabilitate la nivelul caracteristicii morfologice calitative — culoarea inflorescentelor; C —
exemplu de plante grupate in tufe, cu acelasi rizom si numeroase radacini filiforme; D — aspectul general al
inflorescentei in faza de inflorire.

Culoarea florilor determinata in conformitate cu RHS Color Chart (UPOV- International
Union For The Protection Of New Varieties Of Plants) [286] la plantele din subpopulatiile
rezervatiei naturale prezinta diferite nuante de violet: violet-pal (Or5 si Or7), violet-deschis (Or2,
Or3, Or4 si Or6) si violet-purpuriu (Orl) (Figura 3.2).

Culoarea Subpopulatii ‘ ]
florilor Or1-0Or7 Ch8-Ch10 —

Alb-roze 8

Roz pal 10

Violet pal 5 7 9

Violet deschis 2 3 4 6 DD

Violet- 1 D e

purpuriu Ch8 Chl0Ch9 Or7 Or5 Or6 Ord Or3 Or2 Orl

Fig. 3.2. Variabilitatea culorii florilor la subpopulatiile de O. vulgare studiate

Spre deosebire de plantele din flora spontand, care au prezentat un anumit grad de
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diversitate intrapopulationala dupa intensitatea uneia si aceleiasi culori a corolei — violet, plantele
din cultura experimentala (notate Ch8, 9, 10) se caracterizeaza prin culori alb-roze — Ch8, violet -
pal — Ch9 si roz-pal — Ch10 (Figura 3.2 si 3.3).

Fig. 3.3. Cele zece subpopulatii de O. vulgare luate in studiu
Nota: Orl-Or7 — subpopulatii de O. vulgare ssp. vulgare din flora spontand; Ch8-Ch10 — subpopulatii de O. vulgare
ssp. vulgare din colectie.

Analiza biometrica a parametrilor morfologici pune in evidentd variabilitatea intra- si
interpopulationald, manifestata diferit in functie de caracterul analizat (Figura 3.4., Anexa 1).

Inaltimea plantelor de O. vulgare ssp. vulgare din flora spontani prezinta valori medii mai
mici (34-55 cm) comparativ cu cele constatate la plantele din colectie (59-79 c¢cm). Subpopulatia
Or2 are doar 33,7 cm, cu 43-57% mai putin decat subpopulatiile Ch8-10. Dintre subpopulatiile
cultivate, Ch9 cu florile violet-pal are plantele cele mai inalte (78,6 cm). Dintre toate 10
subpopulatii, doar Or2, Or3, Or4 si Ch9 prezinta diferente statistic semnificative (p<0,05) fata de
toate subpopulatiile luate in studiu.

Lungimea ramurilor se evidentiaza la Or7 (5,5 cm), cu diferente semnificative fata de

toate subpopulatiile, cu exceptia Ch10 (p = 0,06). Plantele din Or1 si Or2 au cele mai mici valori
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medii (2,2, respectiv 1,8 cm; p<0,05) si sunt singurele care se diferentiaza statistic de toate
subpopulatiile. Cele din Ch8, Ch9 si Ch10 nu se deosebesc intre ele dupa lungimea ramurilor (p

= 0,06-0,21), comparativ cu plantele din Or7, care sunt cu 11-22% mai scurte.

Nr. ramuri/planta

niltimea plantei

14 1235

1235

mm Diametrul tulpinii nr. Nr. noduri/tulpina

2
2 128, 810
8

680

0 14 FF as5q i1 14 4q
20 58 134 14 g 88
! ; P 48
7840

=
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Fig. 3.4. Variatia parametrilor morfologici la cele 10 subpopulatii de O. vulgare
Nota: Valorile medii si deviatia standard a mediei; * — diferentele statistic semnificative (p< 0,05; tose) fata de toate
subpopulatiile; 1-10 — subpopulatiile fata de care prezinta diferente statistic semnificative (p< 0,05; tos).

Numdgrul de ramuri pe plantdi variaza, in mediu, de la 6,2 (Or2) pana la 12 (Or7) si releva,
similar parametrului precedent, valoarea minima pentru Or2 si maximd pentru Or7, ambele din
flora spontana. Desi la plantele din Ch8, Ch9 si Ch10 numdrul de ramuri nu difera esential (9,7;
8.4; respectiv 11,8), aceste diferente sunt statistic semnificative (p<0,05). Plantele din Ch8 si Ch9
au un numar de ramuri cu 19% respectiv 30% mai mic in comparatie cu cei din Or7.

Diametrul tulpinii plantelor este un alt parametru morfologic studiat, care de asemenea a
evidentiat Or2 ca subpopulatia cu valoarea cea mai mica a mediei diametrului tulpinii (1,3 mm).

Subpopulatiile Orl, Or3, Or4 si Or5 s-au caracterizat prin valori medii inalte, Orl si Or5, atingand
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maximul de 2,8 mm.

Subpopulatiile colectiei GBNI au diametrul tulpinii intre 1,9-2,3 mm, cu 18-32% mai putin
in raport cu valoarea maximala depistata.

Numdrul de noduri pe tulpina variaza intre 15-18 la plantele din flora spontana spre
deosebire de cele din culturd care au intre 16-17 noduri, relevand o particularitate slaba de
discriminare a diferitor populatii de O. vulgare.

Distanta internodurilor, in contrast cu numarul de noduri diferentiaza genotipurile cu cele
mai mici valori medii la Or2 (2 cm) si Or4 (2,4 cm), ceea ce constituie aproximativ 50% din
valoarea maxima a distantei internodurilor constatata la plantele din Ch9 (4,1 cm). Plantele de O.
vulgare din subpopulatiile Ch8 si Ch10 desi au un grad mai mare de omogenitate, diferentele dintre
ele (de 0,9, respectiv 1,2 cm) sunt statistic semnificative (p<0,0001).

Numarul de frunze pe nod similar distantei internodurilor prezinta un grad mare de
variatie Tn dependenta de genotip, care exprimat in procente releva 47% diferenta dintre valoarea
minima (7,3 frunze) la Or6 si maxima (14 frunze) la Or7. Este important de mentionat ca si dupa
numarul de frunze/nod subpopulatia Or2 se mentine in apropierea limitei inferioare a valorilor
medii (8,6 frunze). Ambele Or2 si Or6 prezinta diferente statistic semnificative in comparatie cu
toate subpopulatiile investigate. Subpopulatiile colectiei de plante medicinale a GBNI au un numar
mai mic (10-12) de frunze/nod (cu 14-27%) in raport cu valoarea maxima depistata (Or7). Ch8 cu
flori alb-roze este diferita dupa acest parametru de Ch9 si Ch10 (p<0,0001).

Lungimea frunzelor variaza cu 37% intre valoarea minima de 1,9 cm (Or2) si maxima de
3 cm (Or6). Subpopulatiile Orl, Or3, Or4 si Or5 au valori apropiate ale acestui parametru si cu
diferente statistic nesemnificative. Populatia prelevata din cultura experimentala, Ch9 indica cea
mai mica valoare a lungimii frunzelor (cu 14%) comparativ cu Ch8 si Ch10, care au valori similare
ale acestui parametru morfologic.

Latimea frunzelor similar majoritatii parametrilor analizati indica valori eterogene (0,9-
1,5 cm), cele mai mici, de asemenea fiind la Or2. Frunzele cu cea mai mare latime au fost
identificate la Ch8 (1,9 cm). De fapt, toate 3 subpopulatii de la Gradina Botanica se evidentiaza
fatd de cele din flora spontana dupa parametrul analizat, ceea ce ii atribuie o caracteristica de
diferentiator morfologic la nivel interpopulational.

Generalizand datele de observatie macroscopica la nivel intrapopulational a plantelor din
colectia GBNI se contureaza valori medii comparativ mai mari pentru 5 parametri: indltimea
plantei, diametrul tulpinii, numarul de noduri/tulpind, distanta internoduri si numdrul de
frunze/nod la subpopulatia Ch9; pentru cate 2 parametri: numdarul de ramuri/planta si lungimea

ramurii la Ch10 si lungimea si latimea frunzei la Ch8.
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In cazul celor 7 subpopulatii din flora spontani, se evidentiazi Or7 cu maxime in valorile
mediilor a 6 parametri: inaltimea plantei, numarul de ramuri/plantd, lungimea ramurii, distanta
internoduri, numarul de frunze/nod si latimea frunzei. Aceasta subpopulatie este urmata de Orl
cu 3 parametri: diametrul tulpinii, numarul de noduri/tulpind, lungimea frunzei. Subpopulatia Or2
se caracterizeaza prin cele mai joase medii la 7 din 9 parametri masurabili investigati. In cazul
numarului de frunze/nod si numarului de noduri/tulpina desi subpopulatiile se caracterizeaza prin
valori medii apropiate pentru acesti parametri, diferentele intre medii sunt statistic semnificative
(Figura 3.4, Anexa 1). Astfel, valorile reduse ale parametrilor morfofiziologici investigati, care
caracterizeaza plantele indigene, determind particularitati xeromorfe de adaptare la diferite conditii

pedoclimatice.

3.2. Estimarea coeficientului de variatie si corelatie a parametrilor morfologici

Diversitatea morfologica a subpopulatiilor de O. vulgare ssp. vulgare analizata in baza a
zece parametri poate fi rezultatul atat al combinatiei factorilor de mediu (temperatura, precipitatii),
de habitat, cat si al interactiunii factorilor genetici, ceea ce mareste gradul de complexitate si de
instabilitate al expresiei fenotipice a caracterelor. In acest context, nu este suficientd determinarea
valorii medii 1n calitate de indicator al tendintei generale in aprecierea caracteristicii de interes.
Este relevant sa fie evaluatd omogenitatea valorilor individuale si gradul de reprezentativitate al
acestora.

Coeficientul de variatie (V%) este unul din principalii indicatori statistici, care pune in
evidenta variatia valorilor individuale fata de valoarea medie. Are si avantajul de a fi un indicator
independent de unitatile de masura. Astfel, analiza acestui indice demonstreaza caracterul
diferentiat al variatiei individuale in cadrul fiecdrei subpopulatii la nivelul celor noua parametri
biometrici luati in studiu (Tabelul 3.1 si 3.2).

Compararea variatiei individuale a plantelor din rezervatia Orheiul Vechi a pus in evidenta
subpopulatii: omogene, relativ omogene/eterogene si eterogene, in functie de parametrul analizat.
Un nivel de variatie relativ eterogen se constatd in cazul a trei parametri: numdarul de
ramuri/planta, distanta internoduri $i numdrul de frunze/nod (Figura 3.5). Eterogen este doar un
singur parametru din cei studiati — lungimea ramurii si doar la trei subpopulatii Or3, Or4 si Or5.
Nu se evidentiaza nici-o subpopulatie de plante indigene, care ar fi relativ eterogend dupa
majoritatea parametrilor analizati si nici care ar Tnsuma concomitent cel putin trei parametri cu
V% comparativ cel mai mic.

Spre deosebire de subpopulatile din flora spontana, cele din colectie (Ch8 si Ch9) sunt

omogene si relativ omogene doar in cazul numdrului de ramuri/plantd, lungimii ramurii,
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numarului de frunze/nod. Chl0 se evidentiaza printr-un nivel de variatie comparativ mai mare

(10% <V < 20%) in cazul a sapte parametri din noua.

Tabelul 3.1. Coeficientul de variatie a valorilor medii a parametrilor morfologici la
subpopulatiile de O. vulgare din flora spontana (Or1-Or7)

Parametri Succesiune
morfologici . L I descendenta a V%
Inaltimea plantei 9,77 6,61 1035 6,98 8,02 507 10,73 7>3>1>5>4>2>6
Nr. ramuri/planti 29,15 2652 17,34 17,02 2241 21,02 16,17 1>2>5>6>3>4>7
Lungimea ramurii 1560 17,41 32,01 30,45 34,64 21,70 20,61 5>3>4>6>7>2>1
Diametrul tulpinii 1305 17,36 18,03 13,00 10,67 13,50 1458 3>2>7>6>1>4>5
Nr. noduri/tulpind 9,22 6,62 10,60 942 1320 10,63 6,68 5>6>3>4>1>7>2
Distanta internoduri 25,28 10,88 29,46 16,97 8,26 14,75 18,84 3>1>7>4>6>2>5
Nr. frunze/nod 13,73 12,28 22,28 1357 2241 17,26 17,50 5>3>7>6>1>4>2
Lungimea frunzei 12,54 10,17 11,42 16,96 1249 6,61 10,38 4>1>5>3>7>2>6
Latimea frunzei 13,76 1559 13,41 2542 14,33 9,80 16,46 4>7>2>5>1>3>6

Noti: V % interpretare: populatie omogena (V < 10%), relativ omogena (10% <V < 20%), relativ eterogena (20% <
V < 30%), eterogena (> 30% ) [13].

Tabelul 3.2. Coeficientul de variatie a valorilor medii a parametrilor morfologici la
subpopulatiile de O. vulgare din colectia GBNI (Ch8-Ch10)

Parametri morfologici Succesiune descendenti a V%
Inaltimea plantei 2,90 3,42 5,40 10>8>9
Nr. ramuri/plantd 14,37 11,19 11,34 8>10>9
Lungimea ramurii 19,74 9,66 19,17 8>10>9
Diametrul tulpinii 9,38 7,70 12,13 10>8>9
Nr. noduri/tulpina 5,52 5,73 8,48 10>9>8
Distanta internoduri 8,93 8,50 18,75 10>8>9
Nr. frunze/nod 6,04 11,79 12,48 10>9>8
Lungimea frunzei 9,12 9,44 14,33 10>9>8
Latimea frunzei 7,88 10,00 12,13 10>9>8

Nota: V % interpretare: populatie omogena (V < 10%), relativ omogena (10% <V < 20%), relativ eterogena (20% <
V < 30%), eterogena (> 30% ) [13].

In baza analizei V% se desprinde concluzia ci plantele studiate caracterizeazi bine
subpopulatiile din care au fost extrase. Prin comparatia valorilor medii ale coeficientului de
variatie (V, %) Intre cele doud populatii se constatd o caracteristicd comuna — gradul de variatie
individuald cel mai mic la parametrii inaltimea plantei si numarul de noduri/tulpind si cel mai
mare la lungimea ramurilor (Figura 3.5).

Reiesind din datele diferite ale coeficientului de variatie in functie de parametrul studiat,
este necesar de analizat dacd exista anumite interdependente intre caracterele morfologice si care
este intensitatea legaturii intre acesti indici cantitativi pentru fiecare subpopulatie, cuantificabila

prin coeficientul de corelatie.
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Fig. 3.5. Valorile medii ale coeficientului de variatie (V, %) la populatia prelevata din
flora spontani (A) si din colectie (B)
Noti: HP — indaltimea plantei (cm); RP — nr. ramuri/plantd; LR — lungimea ramurii (cm); DT — diametrul tulpinii
(mm); NT — nr. noduri/tulping; DI — distanta internoduri (cm); FN — nr. frunze/nod; LF — lungimea frunzei (cm);
IF — latimea frunzei (cm); Barele reprezinta abaterea standard a valorii medii V% a parametrului in cadrul
populatiei (Orhei/Chisinau).

Astfel, prin asocierea datelor pentru toate subpopulatiile in analiza corelationala (Pearson)
au fost puse 1n evidenta cele mai multe corelatii statistic semnificative pentru inaltimea plantei,
numarul de frunze/nod si diametrul tulpinii in pereche cu alte caractere (Tabelul 3.3). De exemplu,
inaltimea plantei coreleaza slab cu diametrul tulpinii (r = 0,48), mediu cu nr. de ramuri/planta (r =
0,51), lungimea ramurii (r = 0,53), numarul de frunze/nod (r = 0,54) si puternic cu distanta
internoduri (r = 0,80) si cu latimea frunzei (r = 0,80). Numdarul de ramuri/planta coreleaza mediu
cu lungimea ramurii (r = 0,65), cu diametrul tulpinii (r = 0,55) si cu numarul de frunze/nod (r =
0,58). Lungimea ramurii coreleaza slab (r = 0,46) cu numarul de frunze/nod si latimea frunzei.
Diametrul tulpinii coreleaza slab cu numarul de noduri/tulpina (r = 0,44) si mediu cu numarul de
frunze/nod (r = 0,63) si lungimea frunzei (r =0,53). Parametrul distanta internodori coreleaza
mediu cu numarul de frunze/nod (r = 0,69) si latimea frunzei (r = 0,53). Poate fi mentionat faptul
ca parametrii: numarul de noduri/tulpina si lungimea frunzei formeaza doar cate o singura asociere
corelativa. Cele mai multe corelatii negative, Insd statistic nesemnificative, sunt observate la
caracterele n pereche cu numdarul de noduri/tulpina.

Coeficientii de corelatie intre caracterele morfologice masurabile, analizati separat pe
subpopulatii, relevd un tablou diferit (Anexa 2). Se evidentiazd subpopulatia Or2 prin lipsa
corelatiilor statistic semnificative Intre caracterele morfologice cu o singura exceptie (numarul de
frunze/nod.:distanta internoduri, r = 0,46) si Ch10 cu cele mai multe corelatii (13 perechi de
caractere) majoritatea fiind de intensitate medie, relevand interrelatii homeostatice de crestere si

dezvoltate a plantelor.
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Tabelul 3.3. Coeficientii de corelatie Pearson intre parametrii morfologici la cele zece
subpopulatii de O. vulgare studiate

HP |
S 051 1

a8 053¢ 0,65% 1

DI 048* 055 018 1

Nig| 015 005  -024 044 1

pI= 0,80* 0,30 0,42 0,59 -0,07 1

S\ 0,54* 0,58* 0,46 0,63* 0,17 0,69* 1

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

& 0,80* 0,34 0,46 0,21 -0,29 0,53* 0,33 0,36 1

Nota: HP — inaltimea plantei (cm); RP — nr. ramuri/plantd; LR — lungimea ramurii (cm); DT — diametrul tulpinii
(mm); NT — nr. noduri/tulpina; DI — distanta internoduri (cm); FN — nr. frunze/nod; LF — lungimea frunzei (cm); IF
— latimea frunzei (cm); * — corelatii statistic semnificative (Pearson r (20), P=95%).

Corelatii negative, statistic semnificative, au fost identificate in cateva cazuri la
subpopulatiile din flora spontana: la Or7 diametrul tulpinii:indltimea plantei (r=-0,49) si
lungimea frunzei:distanta internoduri (r=-0,46), la Or6 diametrul tulpinii:numdrul de
noduri/tulpina (r =-0,84) si la Orl lungimea frunzei:numarul de ramuri/planta (r =-0,58).

Coeficientii de corelatie intre caracterele morfologice cu valori statistic nesemnificative,
constatati Tn cadrul acestei cercetari, indica lipsa unor relatii liniare directe sau indirecte, Tnsa nu

exclud alte tipuri de corelatii.

3.3. Identificarea caracterelor morfologice cu cea mai mare contributie in

variabilitatea intra- si interpopulationala

Analiza bivariata a datelor oferd informatii despre directia si intensitatea asocierii dintre
doua variabile cantitative, reprezentand un prim pas in identificarea naturii relatiei dintre acestea.
Deseori, aceste conexiuni corelative, sunt asociate cu un nivel inalt de redundanta informationala,
indezirabila in identificarea variatiilor specifice datelor biologice multivariate.

In aceasta ordine de idei, urmatorul aspect in studiul diversitatii morfologice a plantelor de
O. vulgare este consacrat identificarii unor factori, cu pondere procentuala mare in diferentierea
fenotipului subpopultiilor studiate si care ar sugera o anumita relatie de cauzalitate dintre conditiile
ecologice de crestere (habitat natural si conditii controlate) si gradul de plasticitate al organismului
vegetal.

Urmand etapele Analizei Componentelor Principale (ACP) pe baza matricei de corelatie a
valorilor medii ale parametrilor morfologici (ACP normat, alegere determinata de variabilele cu
diferite unitati de masura), a fost generat tabelul valorilor proprii cu 7 CP (componente principale)/

Factori, prin care se explica 100% din varianta totala a datelor initiale (Figura 3.6).
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Fig. 3.6. Valorile proprii si procentul din varianta totala explicata de CP
Noti: VP — valorile proprii; VE — varianta explicatd; VC — varianta cumulativa.

Sunt mai multe criterii pentru alegerea numadrului de axe factoriale, respectiv a
componentelor ce se vor interpreta, de ex. criteriul lui Kaiser, consta in alegerea numarului de axe
pentru care valorile proprii sunt mai mari decat 1 (valabil doar in ACP normat), criteriul lui
Evrard, bazat pe reprezentarea grafica a valorilor proprii si urmarirea pantei, criteriul lui Benzécri
care presupune alegerea acelui numar de axe care explicd mai mult de 70% din varianta totalad a
norului de puncte, format din variabile sau observatii [101, 211].

Intrucat, doar in cazul a patru axe factoriale se respecta criteriile mentionate, pentru
calculele ulterioare au fost selectate primele CP1-4, care cumulat explica 89% din varianta totala.
Totodata, pentru a simplifica interpretarea modelului generat de ACP, s-a recurs la rotirea
factorilor, care ofera un unghi de ,,vedere” mai bun. In acest exemplu de analiza a fost selectata
metoda varimax, prin care se minimizeaza numarul de variabile cu incarcari mari pe fiecare
factor/CP.

Astfel, in rezultatul analizei proiectiilor grafice ale variabilelor cu valori cos? mai mari de
0,5 (indice de calitate a reprezentarii variabilelor pe harta factoriald), sase pentru spatiul axelor
factoriale CP1-CP2 (Figura 3.7, A) si trei pentru CP3-CP4 (Figura 3.7, B), a fost pus in evidenta
profilul de asociere a variabilelor si coeficientii de corelatie cu componentele principale.

Parametrii de dimensiune: inaltimea plantei (r = 0,88), distanta internodurilor (r = 0,88) si
latimea frunzei (r = 0,79) se asociaza intr-un singur grup in apropiere de CP1 — componenta cu cea
mai mare pondere informationala (variantd). CP2 este corelatd mediu si puternic cu alte trei
variabile: diametrul tulpinii (r = 0,74), nr. noduri/tulpina (r = 0,87) si nr. frunze/nod (r = 0,87).
Componenta atreia (CP3) este corelata doar cu un singur parametru morfologic — lungimea frunzei

(r =0,95), iar CP4 cu lungimea ramurii (r = 0,82) si nr. de ramuri/planta (r = 0,87).
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Fig. 3.7. Corelatii intre variabile si componentele principale
Nota: A. Coeficientii de corelatie dintre variabile, CP1 si CP2 pe cercul de corelatii; B. Coeficientii de corelatie
dintre variabile, CP3 si CP4 pe cercul de corelatii; C. Reprezentarea grafica a coeficientilor de corelatie dintre
variabile si primele patru CP; HP — indlfimea plantei (cm); RP — nr. ramuri/planta; LR — lungimea ramurii (cm);
DT — diametrul tulpinii (mm); NT — nr. noduri/tulpind; DI — distanta internoduri (cm); FN — nr. frunze/nod; LF —
lungimea frunzei (cm); IF — ldtimea frunzei (cm).

Conform principiului ACP, variabilele corelate cu primele componente sunt cele mai
importante. In cazul dat, sunt sase variabile (CP1-CP2) care asigura interpretarea a mai mult de
50% din datele initiale cu privire la variabilitatea morfologica a subpopulatiilor de O. vulgare din
flora spontana si colectie.

Variabilele (caracterele morfologice) care reprezinta CP au contributii (in procente)
diferite. Valoarea medie a contributiei asteptate (valoarea prag) a unei variabile, calculata reiesind
din numarul total de variabile (9) este de 11,11% (Tabelul 3.4).

In concluzie, analiza factoriald a noud parametri biometrici studiati (variabile) a pus in
evidentd 4 combinatii de variabile initiale, reprezentate prin CP necorelate intre ele si cu pondere
diferitd in explicarea variabilitatii (variantei) morfologice intrapopulationale:

» CP1 - distanta internoduri (27,57%), inaltimea plantei (27,30%) si latimea frunzei (22,23%);
» CP2 — nr. noduri/tulpina (43,48%), diametrul tulpinii (31,55%) si nr. frunze/nod (13,28%);

= CP3 - lungimea frunzei (64,77%), CP nu este bine definita intrucat coreleaza puternic doar cu
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o0 singura variabila,

» CP4 — nr. ramuri/planta (38,28%) si lungimea ramurii (33,96%).

Tabelul 3.4. Valorile contributiei (%) parametrilor in cadrul componentelor principale
(CP1-CP4) ale analizei ACP

Parametri CP1 CP2 CP3 CP4
Inaltimea plantei (cm) 27,30 0,00 3,15 4,43
Numdr ramuri/planta 0,84 1,41 7,44 38,28
Lungimea ramurii (cm) 3,87 2,66 0,00 33,96
Diametrul tulpinii (mm) 4,83 31,55 16,15 3,62
Numar noduri/tulpind 0,88 43,48 1,60 0,75
Distanta internoduri (cm) 27,57 2,70 0,68 1,43
Numdr frunze/nod 11,05 13,28 3,67 15,16
Lungimea frunzei (cm) 1,44 0,27 64,77 0,73
Latimea frunzei (cm) 22,23 4,67 2,53 1,64

Spre deosebire de variabile, la care proiectiile grafice afiseaza coeficientii de corelatie cu
componentele principale, In cazul observatiilor (subpopulatiilor) sunt prezentate scorurile
factoriale (coordonatele). Deoarece coordonatele punctelor-observatii pot fi proiectate astfel incat
sd permita suprapunerea celor doud grafice (variabile si observatii) este posibil de identificat

grupurile de asociere dintre observatii prin variabilele apropiate (Figura 3.8).

Cos?
0.5>@=05

P
[ ol

o
Ul

CP2 (19,18 %)
& o

]
[y

-
(6]

-3 -2,5 -2 -1,5 -1 -0,5 0 0,5 1 15 2 2,5 3
CP1 (31,36 %)

Fig. 3.8. Coordonatele observatiilor (subpopulatiilor) si a variabilelor (parametrii
morfometrici) pe dimensiunile ACP (axele CP1 si CP2, post-rotatie)
Nota: HP — inaltimea plantei (cm); RP — nr. ramuri/planta; LR — lungimea ramurii (cm); DT — diametrul tulpinii
(mm); NT — nr. noduri/tulping; DI — distanta internoduri (cm); FN — nr. frunze/nod; LF — lungimea frunzei (cm);
IF — latimea frunzei (cm).
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Astfel, conform modelului de variatie a subpopulatiilor in functie de parametrii morfologici
analizati generat de ACP, se observa cd cele mai distante/disimilare sunt subpopulatiile Or2 si
Ch9. Celelalte opt subpopulatii apartin unui singur nor de puncte cu scorul factorial inclus in
intervalul [-1,5; 1,5]. Analiza subpopulatiilor din colectia GBNI releva o tendinta de grupare,
determinatd preponderent de parametrii corelati cu CP1 (inaltimea plantei, distanta internoduri,
latimea frunzei). Spre deosebire de plantele din colectie, cele din flora spontand au o structura a
populatiei mai dezorganizata (in trei cadrane diferite), fapt care sugereaza prezenta unor grupuri
asociate ierarhic in baza de varii combinatii de similaritate/ disimilaritate dupa unul sau mai multi
parametri morfologici.

Aceasta concluzie se desprinde si din axele factoriale CP3 si CP4 (Figura 3.9), care aduce
un plus de informatie (37%) cu privire la variabilele lungimea frunzei, lungimea ramurii si nr.

ramuri/planta, ultimele doud avand cel mai mare coeficient de variatie (Figura 3.5).
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Fig. 3.9. Coordonatele observatiilor (subpopulatiilor) si a variabilelor (parametrii

morfometrici) pe dimensiunile ACP (axele CP3 si CP4, post-rotatie)
Nota: HP — inaltimea plantei (cm); RP — nr. ramuri/plantd; LR — lungimea ramurii (cm); DT — diametrul tulpinii
(mm); NT — nr. noduri/tulpinag; DI — distanta internoduri (cm); FN — nr. frunze/nod; LF — lungimea frunzei (cm); IF
— latimea frunzei (cm).

Anume acesti trei parametri determind contextul unor grupe noi de asemdnare a
subpopulatiilor, de exemplu: Orl, Or5 si Or6 (cadranul IV) sau Or7, Ch10 si Ch8 (cadranul II). in
cazul a trei subpopulatii Or3, Or4 si Or2 se remarcd aceleasi caracteristici de similaritate/
disimilaritate determinate de cele 6 variabile corelate cu CP1 si CP2. Un alt aspect, care merita
atentie se referd la populatia din colectia GBNI la care se observa o tendintd de discriminare a
celor trei subppopulatii.

In scopul identificérii unor grupuri de asociere si totodatd al confirmarii modelului de
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analiza factoriald obtinut in baza datelor morfologice s-a realizat analiza cluster a datelor
(agglomerative hierarchical clustering) in baza diferitor indici de grupare (Dice coefficient,
Pearson correlation coefficient, Squared Euclidean distance).

In Figura 3.10 este redati dendrograma construita in baza distantei Euclidiene, optiunea
pentru acest principiu de grupare fiind determinata de indicele Cofenetic (valoarea caruia
determina utilitatea si corectitudinea aplicarii metodei de clusterizare), care a avut cele mai mari

valori (0,59).
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Fig. 3.10. Dendrograma obtinuta in baza valorilor medii ale parametrilor morfologici
Noti: Principiul clusterizarii: varianta aglomerativa (agglomerative hierarchical clustering), distanta Fuclidiand,
misuri de disimilaritate complete linkage).

Din reprezentarea grafica a datelor Se observa grupuri de subpopulatii cu particularitati
morfologice manifestate similar (valori medii, coeficient de variatie, corelatii), care se includ
in 5 clustere:

| — ({Or7,Ch10},{{Or1,Ch8},{Or5}});

Il - ({Or6},{Or7,Ch10,0r1,Ch8,0r5});

1 - ({Or3,0r4},{Or6,0r7,Ch10,0r1,Ch8,0r5});

IV — ({Ch9},{0Or3,0r4,0r6,0r7,Ch10,0r1,Ch8,0r5});

V — ({Or2},{Ch9, Or3, Or4, Or6, Or7, Ch10, Orl, Ch8,0r5}).

Clusterele I-V (Figura 3.10) sunt prezentate in ordinea cresterii masurii de
disimilaritate, indicdnd subpopulatia Or2 ca fiind cea mai diferitad, urmata de Ch9. Astfel,
conform structurii cluster obtinute, au fost identificate in baza datelor morfologice initiale,
grupuri de subpopulatii ierarhizate dupa gradul de disimilaritate, care ipotetic au fost relevate
de ACP prin cele 4 componente principale, facand dovada completarii eficiente a acestor doua
metode de analiza.

Sinteza datelor analizate prin metode metrice, statistice si explorative a 9 caractere
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morfologice cantitative la sapte subpopulatii de O. vulgare ssp. vulgare din flora spontana,
comparativ cu trei subpopulatii din colectie au pus in evidentd anumite particularitati
distinctive ale fenotipului plantelor de O. vulgare studiate:

» Orl — valori medii maxime pentru diametrul tulpinii plantelor si in cazul a 2 parametri:
numarul de noduri/tulpind, lungimea frunzei in cadrul populatiei din flora spontand;

" Or2 — cele mai mici valori medii la sapte din nouda parametri si lipsa corelatiilor
(liniare) statistic semnificative intre caracterele morfologice investigate;

» Or4 — cele mai mici valori ale parametrului distanta internodurilor;

» Or6 — valori maxime ale lungimii frunzelor si minime a numarului de frunze pe nod;

» Or7 — valori medii maxime pentru lungimea ramurilor si numarul de ramuri pe planta
si in cazul a 4 parametri: inaltimea plantei, distanta internoduri, numarul de frunze/nod si
latimea frunzei doar in cadrul populatiei din flora spontana,

» Ch8 — valori medii maxime in cazul latimii frunzelor;

» Ch9 — cele mai mari valori in cazul a doud caractere morfologice: indltimea plantei si
distanta internoduri (CP1) si a trei: diametrul tulpinii, numarul de noduri/tulpind, numarul
de frunze/nod (CP2) doar in comparatie cu celelalte doua subpopulatii din colectia GBNI.

"Chl0 — cele mai multe corelatii statistic semnificative (13 perechi de caractere)
majoritatea fiind de intensitate medie;
si parametrii morfologici care diferentiazi cel mai bine plantele la nivel intra- si
interpopulational:

» inaltimea plantei, numarul de frunze/nod, diametrul tulpinii, care in pereche cu alte
caractere au cele mai multe corelatii statistic semnificative;

» numarul de noduri/tulpina, are doar o singura asociere corelativa statistic semnificativa
desi foarte slaba cu diametrul tulpinii;

»distanta internodurilor este parametrul care determind cel mai mare grad de
variabilitate a subpopulatiilor la nivel intrapopulational, atat la plantele din flora spontana, cat
si la cele din culturd;

= [atimea frunzei, parametru evidentiat ca diferentiator morfologic la nivel
interpopulational (Orhei/ Chisinau), relevand particularitati xeromorfe de adaptare a plantelor
indigene.

Subpopulatia Or2 in habitatul sau natural se afld la o altitudine mai mare comparativ cu
celelalte cinci subpopulatii (Or1-Or6) colectate de pe versantul Butuceni al rezervatiei Orheiul
Vechi, sol calcaros, fapt care explica valorile reduse ale majoritatii indicilor morfologici,

plasand-o intr-un grup separat si cel mai distant. Se considera ca inaltimea redusa a plantelor
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reflectd o strategie de adaptare pentru a evita efectul mecanic ddunator al vanturilor puternice
la Tndltimi mari [153] pe de o parte, iar pe de alta, aceasta caracteristica este asociatd cu
temperaturi relativ mai scazute, un continut limitat de nutrienti si apa [71, 142]. Un factor
important este si luminozitatea determinata de gradul de inclinare a reliefului (expozitia
versantului Butuceni este spre nord, nord-est). Combinatia acestor factori exercitd asupra
plantelor anumite stari de stres, manifestate prin modificari in morfologia, anatomia, fiziologia
si respectiv in productivitatea acestora. Studii similare au fost realizate de Andi S. si colab.
(2011), care au evaluat 144 de genotipuri din douazeci si patru de populatii de O. vulgare
cultivate in Iran, inclusiv doud subspecii (ssp. viride si ssp. vulgare), dupa 32 de caractere
morfologice cantitative si calitative, relevand un grad inalt de diversitate printre populatii. In
baza analizei PCA (Principal Component Analysis), autorii au concluzionat ca aproximativ
86% din variatii se datoreaza in special caracterelor: lungimea internodului al doilea, frunzei,
inflorescentei si a pedunculului, media numarului de inflorescente pe tulpina, culoarea corolei,
lungimea petiolului [33].

Cercetarile realizate de Cserhati B. si echipa (2012) au pus 1n evidentd un grad inalt de
variabilitate a populatiilor de O. vulgare din Ungaria, argumentand diferentele fenotipice in
functie de parametrii ecologici ai habitatului natural [74].

Datele obtinute si prezentate in acest capitol releva informatii utile, care fiind corelate
cu particularitati fiziologice, biochimice si moleculare, completeaza cunostintele privind
caracteristica germoplasmei de O. vulgare din flora spontana autohtona si pot contribui in
estimarea randamentului anumitor caracteristici valoroase pentru scopuri alimentare si

medicinale.

3.4. Concluzii la capitolul 3

1. Plantele investigate prezinta trasdturi fenotipice generale, descrise pentru specia O.
vulgare ssp. vulgare. La plantele din flora spontand s-a constatat o diversitate
intrapopulationald dupa intensitatea unei si aceleiasi culori a corolei — violet, spre deosebire
de cei de la Gradina Botanica cu culori de alb-roze (Ch8), violet-pal (Ch9) si roz-pal (Ch10).

2. Plantele de O. vulgare din cultura experimentald reprezinta un grad general (dupa
majoritatea parametrilor) de variabilitate morfologica mai mic comparativ cu plantele din flora
spontana. Cele mai omogene subpopulatii sunt Ch8 si Ch9. Populatia de plante din rezervatia
Orheiul Vechi se caracterizeaza prin diferite grade de variatie a caracterelor morfologice
(omogen, relativ omogen/eterogen, eterogen). La nivel intrapopulational nu a fost identificata

nici o subpopulatie care ar avea cel putin trei parametri cu V% cel mai mic. Caracteristic pentru
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ambele populatii este gradul mic de variatie individuala in cazul parametrilor inaltimea plantei
si Numarul de noduri/tulpina si mare — in cazul lungimii ramurilor [16].

3. Cele mai multe corelatii statistic semnificative s-au constatat pentru inaltimea
plantei, numarul de frunze pe nod si diametrul tulpinii in pereche cu alte caractere. Analiza
coeficientilor de corelatie intre caracterele morfologice masurabile, separat pe subpopulatii,
evidentiaza subpopulatia Or2 din flora spontana prin lipsa corelatiilor, cu o singura exceptie
(numarul de frunze/nod:distanta internoduri, r=0,46) si subpopulatia Ch10 cu cele mai multe
corelatii (13 perechi de caractere), majoritatea fiind de intensitate medie.

4. Sase din noud parametri morfologici diferentiaza cel mai bine plantele de O. vulgare
la nivel intra- si interpopulational: inaltimea plantei, numarul de frunze/nod, diametrul
tulpinii, numarul de noduri/tulpina, distanta internodurilor si latimea frunzei. Distanta
internodurilor este parametrul care determind cel mai mare grad de variabilitate a
subpopulatiilor 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
(Orhei/Chisinau).

5. Au fost identificate cinci grupuri de subpopulatii cu particularitati morfologice
manifestate similar (valori medii, coeficient de variatie, corelatii). Subpopulatiile cu cele mai
multe caracteristici de asemanare sunt ({Or7,Ch10},{{Or1,Ch8},{Or5}}). Subpopulatia
indigena Or2 urmata de Ch9, s-au remarcat prin cel mai mare nivel de disimilaritate fata de
celelalte opt [22].

6. Analiza a 10 parametri morfologici scoate in evidenta polifenismul plantelor de O.
vulgare la nivel intra- si interpopulational, care poate fi rezultatul atat al unui context

geografic, cat si al combinatiei de factori ecologici si genetici.
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4. DIVERSITATEA MOLECULARA INTRA- SI INTERPOPULATIONALA
LA SPECIA ORIGANUM VULGARE

Caracteristica fenotipica a plantelor de O. vulgare ssp. vulgare din flora spontana
comparativ cu cele cultivate In conditii relativ controlate (cultura experimentald) a pus in evidenta
variabilitatea morfologica a plantelor indigene, determinata in special de sase caractere cantitative,
dintre care s-a evidentiat distanta internodurilor la nivel intrapopulational si ldtimea frunzei la cel
interpopulational. Caracterele cantitative sunt determinate poligenic sub un control genetic
complex. In aceastd ordine de idei, diferentele constatate in trasiturile morfologice la plantele
studiate reflecta rezultatul variabilitatii neereditare (influenta conditiilor de mediu) asociat cu cel
al variabilitatii molecular-genetice ereditare (mutatii, recombinari ale materialului genetic) —
aspect care sta la baza urmatorului obiectiv general de investigatii.

Pentru evaluarea variabilittii moleculare intraspecifice a plantelor autohtone de O. vulgare
au fost trasate urmatoarele obiective specifice:

» amprentarea moleculara a plantelor de O. vulgare in scopul identificarii polimorfismului
molecular;

* indentificarea locilor si a variantelor alelice cu contributii semnificative in diferentierea
molecular-genetica a subpopulatiilor din habitatul natural si din colectie,

» analiza structurii moleculare a doua populatii de O. vulgare ssp. vulgare.

4.1. Genotiparea cu primeri RAPD

Studiul variabilitatii molecular-genetice poate fi realizat prin diferite tehnici de analiza
moleculard, in dependenta de nivelul de cunoastere a genomului speciei de interes, capacitatea de
rezolutie si alte caracteristici tehnice. De exemplu, in cazul speciilor de plante cu genomul
secventiat in totalitate sau partial, cel mai des utilizate sunt tehnicile SSR, AFLP, iar in cazul lipsei
de informatii a secventelor molecular-genetic se apeleaza la analize RAPD, AP-PCR, DAF, RFLP
[47, 267]. Spre deosebire de alte plante medicinale la care genomul este cunoscut si disponibil in
bazele de date (http://medicinalplantgenomics.msu.edu/) la specia O. vulgare este secventiat doar
genomul cloroplastic [165].

Primerii RAPD, sunt accesibili, au un cost redus, pot identifica un procent relativ mare de
polimorfisme, fapt pentru care sunt utilizati pe larg in programe de screening molecular la diverse
specii de PMA [36, 91, 145, 207, 225, 258, 268] inclusiv a plantelor de Origanum sp. [120, 152,
171, 182, 251, 259].

Aceste constatari au contribuit la decizia de a testa 27 de primeri RAPD in calitate de test
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preliminar in evaluarea gradului de variabilitate molecular-genetica a plantelor autohtone de O.
vulgare ssp. vulgare.

Rezultatele acestei metode de genotipare au indicat lipsa produselor de amplificare in cazul
a 5 primeri OPA1, OPAg, OPBos, OLIGOAa3 si OLIGOzs si prezenta unor benzi difuze, in repetitii
diferite, la primerii OPlis, OPU11, OPE17, OPUoe si OPB13. De asemenea, alti trei primeri
(OLIGOs391, OPA19 si OPBo1) au generat profile monomorfe, fapt pentru care, aceste date au fost
excluse din analiza. In cazul a 14 primeri au fost relevate profile cu un numar variabil de ampliconi
(7-16), cu lungimea cuprinsa intre 160-4500 pb (Figura 4.1). Un numar mai mare al produselor de
amplificare (15-16) a fost obtinut la genotiparea cu primerii OPB1g si OPG1o, in ambele cazuri
fiind inregistrate cate sase benzi comune, sapte polimorfe si trei, respectiv, doud benzi specifice.
Insa, dupa ponderea procentuald a benzilor polimorfe (PBP) s-a evidentiat primerii UBCzs si
OPJo: care au generat in total zece fragmente dintre care opt sunt polimorfe cu diferite dimensiuni

(250-1550 pb).

100

= N
ol o
)
1

PBP (%)

Numar ampliconi
=

N v S D Q o) © Q » A ) N
ot g A > > » (€] ) » “ S N N @
> O K 8 » X O
RO R SIS R M O S S
© © ® Total [1Specifice m Polimorfe PBP (%)

Fig. 4.1. Numirul de ampliconi specifici si polimorfi generati prin RAPD
Noti: PBP — ponderea procentuala a benzilor polimorfe (total 152 de fragmente-100%).

Cele mai multe fragmente nespecifice (5-6) de diverse dimensiuni (270-3600 pb) au fost
amplificate cu primerii OPAg, OPB1o, OPG10 si UBC250. Numarul maxim de ampliconi specifici
(6) a fost obtinut cu primerul OLIGOA2 (OLIGOA2%®, OLIGOA*, OLIGOA2°%°, OLIGOA:M,
OLIGOA2'% si OLIGOA2), urmat de OPB1o si OPHis, in cazul acestora fiind vizualizati in
gelul de electroforeza patru produsi specifici cu lungimea cuprinsa intre 1300-4500 pb (Figura
4.2).

Analiza profilelor electroforetice a plantelor de O. vulgare ssp. vulgare din colectia GBNI
a evidentiat un grad mai mic de variabilitate molecular-genetica (36,4% fragmente polimorfe)
comparativ cu cele obtinute pe matrita ADN-lui total izolat de la plantele din flora spontana
(45,0%).

Polimorfismele depistate prin analiza RAPD pot rezulta teoretic din mai multe cauze:
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insertia unui fragment de ADN intre cele doud situsuri de fixare ale primerului, determinand
neamplificarea si astfel pierderea acestuia; deletia unui fragment de ADN purtitor de secventa
complimentara unui sau mai multor situsuri de fixare ale primerului; substitutii de nucleotide etc.
ceea ce poate duce la prezenta/absenta polimorfismelor sau la o schimbare a marimii fragmentelor

amplificate.

|

Fig. 4.2. Exemple de profile RAPD obtinute pentru specia O. vulgare ssp. vulgare
Nota: markerul masei moleculare — 100 pb (Thermo Scientific).

Astfel, din datele primei etape de analiza a variabilitatii ADN-lui plantelor din diferite
subpopulatii se poate concluziona ca primerii RAPD analizati sunt utili Tn estimarea eterogenitatii
moleculare, in studiul de fata fiind constatat un nivel mai inalt de variabilitate genetica la plantele
din flora spontana, comparativ cu cele din colectie.

Desi genotiparea RAPD continud s rdimand una dintre etapele primare de analiza, necesare
in stabilirea diferentelor genetice in baza carora se elaboreaza markeri specifici, primerii arbitrari
sunt putin informativi in contextul obiectivelor prezentei cercetiri. Intrucat cel putin 95% din
fragmentele RAPD se comporta ca markeri dominanti [258], frecventa alelelor esentiala in studii
de geneticd populationald nu poate fi calculata. Nu este de neglijat si faptul ca, rezultatele care se
obtin depind intr-o mare masura si de irepetabilitatea experimentald specifica acestei metode,

foarte sensibilad la componentele reactiei si conditiile amplificarii.

4.2. Variabilitatea secventelor microsatelite (EST-SSR)

Genotiparea plantelor de O. vulgare ssp. vulgare cu primeri specifici SSR (Simple
Sequence Repeats) reprezintd urmatorul obiectiv in identificarea si caracterizarea diversitatii
genetice a subpopulatiilor autohtone de aceasta specie. Utilizarea secventelor repetitive in tandem
in tehnicile de genotipare in calitate de markeri are o istorie de aproximativ 20 de ani, capatand un
rol considerabil in genetica si ameliorarea plantelor, ca urmare a faptului ca au o locatie specifica
pe cromozom, sunt codominanti, multi-alelici, au acoperire extinsd a genomului, reproductibili
experimental si pot fi utilizati la speciile inrudite. Intrucat, diferite alele pot exista la un anumit

locus SSR, secventele microsatelite sunt mult mai informative decét alti markeri moleculari,
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inclusiv SNP-urile (Single Nucleotide Polymorphism) [176]. Tehnica SSR-PCR este in special
utila in cazul diferentierii speciilor/formelor salbatice, in studii privind diversitatea masuratd pe
baza distantei genetice; evaluarea fluxului de gene; identificarea relatiilor genetice intraspecifice
[118, 225, 267, 268]. Mai mult ca atat, recent a luat amploare elaborarea markerilor microsateliti
pe secvente EST (Expressed Sequence Tag), din regiunile de codificare, astfel fiind posibila
evaluarea profilului genetic asociat unui fenotip biochimic de interes, de exemplu, terpenele sau
alti metaboliti secundari, care reprezintd si unul din subiectele de cercetare ale prezentei
investigatii. Unul din avantajele primerilor EST-SSR consta in existenta, in linii generale, a unui
numadr mic de alele nule si artefacte [277].
Aceste rationamente argumenteaza selectarea a unsprezece perechi de primeri (OR09,
OR10,0R12,0R13,0R14,0R27, OR40, OR44, OR64, OR75 si OR81), elaborati de citre Novak
J. si colab. (2008) pe baza unor EST-uri din colectia de ADNc a tesutului epidermic glandular
(epidermal gland cells) cu functie de producere si depozitare a mono- si sesquiterpenelor [72], in
calitate de markeri specifici pentru caracterizarea moleculara si estimarea variabilitatii genetice a
plantelor de O. vulgare ssp. vulgare studiate.
Genotiparea s-a realizat pe probe de ADN izolat de la plante individuale (20 de indivizi/
subpopulatie), fiind obtinute amprentele moleculare in baza carora s-a analizat polimorfismul
locilor si diversitatea alelicd. Un aspect aparte revine cuantificdrii diversitatii genetice la nivel
intra- si interpopulational.
Amprentele moleculare vizualizate prin SSR-PAGE au pus in evidenta pentru fiecare
subpopulatie unul sau mai multe profile moleculare, diferite prin numarul si frecventa alelelor la
acelasi locus SSR (Anexele 3, 4 si 5). In cele ce urmeazi este prezentati o succinti caracteristica
a amprentei moleculare pentru fiecare marker SSR:
= ORO09, 6 alele (OR0940:146.150.165170.181y * 10 profile genetice. Pentru toate plantele din 7
subpopulatii s-a observat cate un singur profil. Mai multe profile sunt la: Or3—3, Or4 — 2, Ch10
_2:

= ORI0, 6 alele (OR1002112127.130.135,155) "4 profile genetice. Subpopulatiile cu 2 sau mai multe
profile sunt cele din flora spontand: Or3 — 3, Or4 si Or5 cate 2 profile fiecare. Subpopulatiile
Orl, Or7, Ch8, Ch9 si Chl0 sunt monomorfe dupa acest locus, fiind observat un profil
monoalelic — OR102. Cu exceptia alelei OR10'?, prezenti la toate subpopulatiile studiate,
celelalte 5 alele au o distributie variabila in cadrul celor 10 subpopulatii;

= ORI12, 8 alele (OR12100:115.117.125.128,135,140.150y "1 3 hrofile. Subpopulatiile Or6, Ch9 si Ch10 au
prezentat cate un singur profil, tetraalelic la Or6 si profil bialelic similar la Ch9 si Chl0.

Celelalte sapte subpopulatii s-au caracterizat prin 2 sau 3 profile electroforetice a cate 3-4 alele.
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Un profil pentaalelic (OR12100/115/125/140/150) 5 fost observat la doud subpopulatii - OrS si Or7.
Este important de mentionat ca la indivizii din flora spontana au fost vizualizate 8 variante
alelice dintre care doar 3 (OR121%011%117) |3 plantele din colectie;

OR13, 7 alele (OR13!30140.148,172.183195200) * 11 profile electroforetice. Alela OR13'*® este
prezenti in genotipul plantelor la toate subpopulatiile studiate. Doud alele: OR13172200 synt
identificate doar la 2 (Or3, Or5) din cele 10 subpopulatii analizate fiind specifice pentru
populatia naturald. Un numadr diferit de profile alelice la acest locus este la Or3 — 4, Or4, Or5,
Ch8 si Ch10 — 2 profile. Monomorfe dupa acest locus sunt subpopulatiile Orl si Or2 cu un
profil monoalelic (OR13%%), iar Or6, Or7, Ch9 cu un profil trialelic similar (OR1340/148/1%5).
OR14, 6 alele (OR1487:91.9598.100.112 " 11 profile. Varianta alelici OR14% se constati la toate
subpopulatiile analizate cu exceptia Ch10. OR14% este prezenti la plantele populatiei din flora
spontand si absentd la cei din populatia GBNI. Subpopulatia Or3 si Ch9 se evidentiaza cu cate
4 profile electroforetice dintre care unele sunt similare, iar Ch8 — 3 profile formate din 3-4 alele;
OR27, 9 alele (OR27106110.114117.121128133,139141) * ¢ase profile a cate 1-4 fragmente.
Subpopulatiile Or1-Or5 si Ch10 se caracterizeaza prin prezenta a doud profile mono-, tri- si
tetraalelice, iar Or6, Or7, Ch8 si Ch9 — un singur profil. Or7 si Ch9 au acelasi profil monoalelic
(OR27119), fata de Or6 si Ch8 care s-au evidentiat prin profile trialelice diferite (OR27206/117/1%9
respectiv OR27117128/133) " Alela OR27%?! este specifica pentru indivizii din populatia indigena
fiind identificatd in genotipul plantelor din Orl si Or2;

ORA40, 10 alele (OR4(08699123127,133,143,176,183,192,198) 41y 17 combinatii variate din 1-7 alele. Se
evidentiaza subpopulatia Or3 cu sase profile diferite, Or4 — 5, Or5 si Or7 — 4 s1 Orl, Or2, Or6,
Ch8 si Chl0 cu cate trei profile. Ch9 are un singur profil trialelic (OR4023176/19) = Alela
OR40'7® este prezentd la toate subpopulatiile studiate. Alelele OR40'*® si OR40 sunt
specifice populatiei din flora spontana (Or4), iar OR408® este specificd populatiei din cultura
experimentala (ChS);

ORA44, 4 alele (OR44148.153.183170) ‘4 phrofile (1-3 alele) prezente la indivizii din ambele populatii
studiate, cu exceptia alelei OR44%3 identificati doar la Or1 din habitatul natural. Alela OR4448
se intalneste la toate subpopulatiile analizate;

ORG64, 4 alele (OR648%8792%) 6 profile. Populatia din colectia GBNI este monomorfa dupi
acest locus, indivizii prezentdnd profil monoalelic (OR64%) similar pentru toate cele 3

subpopulatii. Variantele alelice OR643492%

sunt identificate doar in genotipul plantelor din
populatia indigena (alele specifice);
OR75, 10 profile mono-, bi-, tri- si tetraalelice rezultate din variatia a 11 alele

(OR7578:86:91,94,98,100,103,106,108, 114117) " Cele mai multe profile sunt identificate la subpopulatia
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Or5 (3). Alelele OR7578:100.103.106.114 gnt prezente doar la plantele din subpopulatiile indigene
iar OR75 este specifica subpopulatiei Orl. Subpopulatiile Or2, Or6 si Or7 sunt monomorfe
(un profil similar pentru toate plantele: trialelic — Or2, bialelic — Or6 si Or7);

= OR8], 11 alele (OR81136:145:155.158,166,178,187,193,197,.202.210 " qoyssprezece profile (1-5 fragmente).
Cele mai multe profile sunt identificate la subpopulatia Or3 (4 profile). Orl si Or7 sunt
monomorfe cu un profil monoalelic similar (OR81%). Variantele alelice OR81187:1%7:210 gnt
specifice pentru plantele din populatia GBNI, iar OR81%%%1% pentru cele din subpopulatiile
habitatul natural (Or3 si Or4).

Plantele prelevate din flora spontana se caracterizeaza printr-un grad mai mare de
polimorfism alelic al secventelor microsatelite, prezentand in total de la 11 pana la 29 profile
diferite pentru un primer, cate 1-6 profile per subpopulatie. Plantele GBNI, comparativ, sunt mai
omogene, reiesind din numarul de 3-8 profile per primer (1-4 profile la o subpopulatie) (Anexa 4).
Markerii OR12, OR40 si OR75, s-au evidentiat prin cele mai diverse profile: mono-, bi-, tri-,
tetraalelice etc.

Rata de mutatie a unui anumit locus microsatelit este de obicei necunoscuta. S-a constatat,
ci majoritatea microsatelitilor au rate de mutatii ridicate, de aproximativ 107 [135, 272], care pot
aparea la nivelul tipurilor de repetitii (di- tri- si tetranucleotide), unitatii repetitive [45], tipului de
microsatelit (perfect — format in intregime din repetitii a unui singur motiv, compus — format din
mai multe motive repetitive adiacente sau intrerupt — cand o secventd de cateva perechi de baze
este inserata intre motive) [176]. Alti factori potentiali, de exemplu tipul secventelor flancate sau
pozitia pe un cromozom, pot influenta de asemenea gradul de variatie al unui anumit microsatelit.
Mai mult ca atat, chiar si la un anumit locus, rata de mutatie poate varia, alelele lungi fiind in
general mai predispuse la mutatie decat cele mai scurte [232].

Pentru fiecare locus genic a fost determinat un numar diferit de alele (1-11) (Tabelul 4.1).

In mare parte, se considera ci polimorfismul microsatelitilor este generat de numarul de
secvente nucleotidice repetitive, astfel incat variabilitatea markerilor microsateliti se datoreaza
diferentelor de lungime a alelelor [176]. De exemplu, locusul OR75 are cele mai multe alele (11),
insa doar in cazul populatiei din flora spontand. La indivizii ambelor populatii se identifica un
numdr aproximativ egal de alele, cu diferenta de o singura aleld la 5 loci microsateliti: OR14,
OR27, OR40, OR44 si OR81.

Markerii cei mai variabili dupd numarul de variante alelice intre cele doua populatii sunt:
OR10, OR12, OR75 cu o diferenta de 5 alele si OR09, OR13, OR64, care difera prin 2-3 alele.
Dintre toti microsatelitii utilizati, amplituda intervalului de valori ale lungimii alelelor este cea mai

mare la locusul OR40, de 112 pb. Variantele alelice la alti doi loci OR13 si OR81, de asemenea,
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variaza intr-un interval de valori suficient de larg, de 70 si 74 pb respectiv.

Tabelul 4.1. Particularititi ale 11 secvente microsatelite analizate la specia O. vulgare

; . s Dimensiunea  Numarul alelelor PIC
Loci SSR Unitatea repetitiva alelelor (pb) Pop. Or. Pop. Ch. Pop. Or. Pop. Ch.
OR09 (TTTTTC)4(T)s(TTTTTC): 140-181 6 3 0,67 0,44
OR10 (ACC);:ATC(ACC), 102-155 6 1 0,40 -
OR12 (AG)7/G(AG)3 100-150 8 3 0,80 0,50
OR13 (AAC);AGC(AAC): 130-200 7 5 0,61 0,66
OR14 (GAT)s 87-112 6 5 0,56 0,58
OR27 (CCT)s 106-141 9 8 0,79 0,79
OR40 (GGT)4sGTT(GGT)1 86-198 9 8 0,78 0,82
OR44 (GAT)sGAA(GAT). 148-170 4 3 0,49 0,59
OR64 (AAG)1A3(AAG)sA 84-95 4 1 0,57 -
OR75 (GCA)s 78-117 11 6 0,82 0,73
ORS81 (CTTTT)sATs(CTTTT), 136-210 8 9 0,64 0,72

TT(CTTTT):

Nota: Pop. Or.: populatia din rezervatia Orheiul Vechi; Pop. Ch.: populatia din colectia GBNI (mun. Chiginau); PIC
— continutul informatiei polimorfe. Nivel 1nalt, PIC > 0,5; nivel moderat 0,25< PIC <0,5, nivel scazut, PIC <0,25.

Markerii analizati sunt simpli si complecsi, care diferd atat dupa secventa, cat si dupa
complexitatea motivului care se repetd, cu toate acestea, nu exista o tendinta relevanta pentru locii
cu mai multe baze per unitate repetatd, sau mai multe repetari per aleld/dimensiune (pb), pentru a
avea niveluri mai mari de variatie.

Un alt indicator relevant pentru masurarea polimorfismului alelic la nivelul unui locus si al
puterii de discriminare a markerului molecular este considerat Continutul informatiei polimorfe
(PIC). Astfel, in cadrul prezentei cercetari, markerii utilizati s-au remarcat prin valori diferite ale
indicelui PIC, fiind observate doud grupuri:
= OR13, OR14, OR27, OR40, OR75, OR81, la care s-a constatat un nivel inalt (> 0,5) al valorii
PIC la ambele populatii de plante studiate;
= OR09, OR10, OR12, OR44, OR64 cu valori PIC diferite (nivel scazut, moderat si inalt),
diferentiind astfel populatiile intre ele. In acelasi timp, este necesar de mentionat faptul, ci si la
acesti markeri valoarea PIC este mai mare (exceptie OR44, valori aproximativ egale) la plantele
populatiei din flora spontana comparativ cu cea relevata la cele din colectia GBNI.

Astfel, datele privind numarul de profile, de alele/profil si continutul informatiei polimorfe,
prin care se caracterizeaza locii SSR, sunt convergente in diferentierea germoplasmei celor 2
colectii de plante, indicand un grad inalt de polimorfism (PIC, valoare medie 0,65+0,09) la cele
din habitatul natural si moderat (0,52+0,19) la cele din colectie.

In concluzie, cei mai informativi markeri utilizati in genotipare, care pun in evidenta
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polimorfismul alelic la nivelul unui locus, pot fi considerati OR12, OR27, OR 40 si OR75.

Diversitatea alelelor unor regiuni de ADN microsatelit prezente in genomul speciei
studiate, a fost analizata in baza urmatorilor indici (Tabelul 4.2, Figura 4.3): numarul total (A) si
mediu (Na) de alele per subpopulatie; numarul efectiv de alele (Ng); numarul de alele specifice
(Ns); PLP — ponderea procentuala a locilor polimorfi; frecventa alelelor (Fa).

Numarul total al alelelor identificat cu 11 markeri pentru fiecare subpopulatie a variat de
la 25 1a 49, cu o valoare medie de 36,14 alele in cazul plantelor din habitatul natural si 31,67 in
cazul celor de la GBNI. Cel mai mic numar de variante alelice (25) a fost constatat la subpopulatiile
Or6, Or7 si Ch9, iar cel mai mare (49) la Or3. Comparativ, multe variante alelice se remarca la
Or4 (46) si la Or5 (44), iar la plantele din colectia GBNI — la subpopulatia Ch10 (40). Respectiv
si valoarea medie a indicelui Na este mai mare la populatia din flora spontana (3,29), fata de cea
din colectie (2,88).

Tabelul 4.2. Indici de diversitate alelica in baza primerilor EST-SSR

Populatii Subpop. Ne Ns PLP (%) '-os'ef:‘i‘ff(‘:':'e
Orl 29 2,64 236 2 55  ORA44, OR75
Reservatia or2 35 3,18 226 0 82 -
et or3 49 4,46 364 3 100  OR10*, OR13
e ot & oam o a3 W owom
: . r , ,
Orheiul Vechi Oré 25 2,27 226 0 73 -
Or7 25 2,27 221 0 55 -
Valoarea medie 36,1494  3,29+09 2,76+0,6 79,43+17,8
GBI Chs 30 2,73 231 1 64  OR40
NI Ch9 25 2,27 222 1 73 ORS1
- s Ch10 40 3,64 334 2 82  OR8L*
Valoarea medie 31,67+19,0 2.88+1,7 2,62+1,6 73,00+22,4

Noti: * — loci pentru care s-au identificat 2 alele specifice unei subpopulatii.

Interesant este faptul remarcat la analiza numarului efectiv de alele, care indica o valoare
mai mica a numdrului de alele prognozat per locus, Ne — 2,76 fatd de Na— 3,29, in cazul populatiei
din rezervatia naturala si Ne — 2,62, valoare aproape egala cu Na— 2,88 in cazul celei de la GBNI.
Acest indice, calculat in baza frecventei relative a alelelor, indica cate alele sunt cu adevarat
semnificative in caracterizarea unui locus, Intr-o anumita populatie.

Diferentele intre valorile Na si N, relevate in amprentele moleculare ale plantelor din
rezervatia naturala, indica pe de o parte, prezenta numarului mai mare de loci polimorfi (Tabelul
4.1) si mai putine alele cu frecvente relativ ridicate, iar pe de alta parte, a unui numar mai mare de

alele rare.
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Discriminarea subpopulatiilor din rezervatia naturalda dupa numarul mediu si efectiv de
alele este mai evidentd comparativ cu cele din cultura si poate fi prezentata sub forma urmatoarelor
clasamente de valori in sens ascendent: Na — Or6,0r7< Or1< Or2< Or5< Or4< Or3 si Ng — Or7 <
Or6,0r2< Orl< Or5< Or3< Or4.

Pentru 6 loci SSR (OR10, OR13, OR40, OR44, OR75, OR81) au fost identificate alele
specifice la 7 din cele 10 subpopulatii studiate:
= flora spontani: OR13%% (Or5); OR44%3 OR75!* (Or1); OR102, OR10'°, OR13"? (Or3),

OR40'*, OR40'83 OR81'%8 (Or4)
= colectia GBNI: OR81%7, OR8121% (Ch10); OR408¢ (Ch8); OR818" (Ch9).
Conform ponderii procentuale a locilor polimorfi, o valoare >70% se constata la 7 din 10
subpopulatii. PLP de 100% a fost pus in evidenta doar la Or3 si Or4 si putin mai mic — 91%, la
Or5. In acelasi timp, cea mai mica valoare a acestui indice — 55% este relevata, de asemenea, la
subpopulatii din flora spontana — Or1 si Or7.
Valoarea medie a PLP, % la nivelul celor 2 populatii difera doar cu 6% (79,43% la plantele
din rezervatia naturald si 73% la cele din colectie), diferentd statistic nesemnificativa (p= 0,6;
a<0,05).
Conform frecventei cu care se intdlnesc alelele la indivizii din cele 10 subpopulatii luate
in studiu (Figura 4.3, Anexa 3 si 5), s-au remarcat alele rare, abundente si frecvente [70]:
= 25 de alele cu frecventa <0,05 (rare) sunt prezente in genotipul plantelor din rezervatia naturala
si 4 alele la cele din colectie;

= 5 alele cu frecventa >0,5 (abundente) se intalnesc la plantele din rezervatia naturala si 6 alele la
cele din colectia GBNI;

= celelalte alele (48 din populatia naturala si 42 din colectie) au frecvente cuprinse intre 0,05 si

0,5 (frecvente).

;5 30 A 30 B
=2
220 20
<
§ 10 I 10
0,05 0,15 0,25 0,35 0,45 0,55 0,65 0,75 0,85 0,95 0,05 0,15 0,25 0,35 0,45 0,55 0,65 0,75 0,85 0,95
Frecventa alelelor Frecventa alelelor

Fig. 4.3. Frecventa alelelor locilor EST-SSR in populatia din flora spontana (A) si a celei
din colectie (B)
Alelele specifice unei subpopulatii au frecvente cuprinse intre 0,005 si 0,083, majoritatea

din ele fiind alele rare.
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Cele mai abundente alele pentru toate cele 10 subpopulatii sunt OR10? si OR64%’
(frecventa de 0,82 si 0,61 respectiv).

Este important de mentionat ca subpopulatiile Or3 si Or4 au valori maxime ai indicilor de
estimare a diversitdtii alelice: PLP (100%), Ns (3 alele), Na (4,46 si respectiv 4,18), Ng (3,64 si
respectiv 3,77), A (49 si respectiv 46 ). Subpopulatia Or5 are valori apropiate celor relevate pentru
Or3 si Or4 (A= 44, Na= 4, Ne =2,82, PLP=91%).

Cuantificarea diversitatii moleculare s-a realizat la nivelul unui locus sau al intregului
sistem multi-locus prin investigarea urmatorilor parametri de estimare a diversitatii si diferentierii
genetice dintre subpopulatiile/populatiile studiate: heterozigotia asteptata (He) si observata (Ho),
indicele de fixare (F), coeficientii de diferentiere molecular-genetica (Gst si Frt), precum si
analiza variantei moleculare (AMOVA).

Structura si diferentierea genetica in calitate de componente principale ale analizei genetice
populationale are la baza unul dintre cele mai cunoscute principii, echilibrul Hardy-Weinberg
(EHW), conform caéruia frecventele alelelor si genotipurilor raiman constante de la o generatie la
alta n absenta unor factori destabilizatori [217]. Desi Tn mod natural populatiile tind sa-si mentina
structura genetica intr-un anumit echilibru optim, 1n realitate acest lucru este practic imposibil (cel
putin pentru unele gene din genomul lor). Astfel, media indicelui de fixare F [124, 147], care
reprezinta proportia abaterii unei populatii de la EHW, prin masurarea heterozigotiei observate la
un locus genic fatd de heterozigotia asteptata, are valori apropiate de ,,0”, cu mici devieri, In cazul
ambelor populatii studiate, fapt care denota ca incrucisarile s-au realizat in mod aleatoriu (Tabelul
4.3). Valorile negative ale indicelui F indica un mic exces de heterozigotie la populatia naturala (-
0,01+0,20) si comparativ, putin mai mare la cea de la GBNI (-0,15+0,21). Aceste rezultate sunt
concludente cu valorile medii ale heterozigotiei observate si ale heterozigotiei asteptate Intre care
nu existd diferenta statistic semnificativa (p>0,05, p= 0,74, tos%) la populatia din flora spontana si
nici la populatia din colectie (p>0,05, p= 0,37, tosx).

La nivel intrapopulational media heterozigotiei pentru cei 11 loci analizati, releva cea mai
mare pondere a heterozigotilor la subpopulatia Or4 (Ho = 0,745+0,18 si He = 0,723+0,04), iar cea
mai scazuta la subpopulatiile: Or7 (He = 0,36+0,24; Ho = 0,42+0,30), Or2 (He = 0,38+0,21; Ho =
0,34+0,28 si Orl (He = 0,38+0,25; Ho = 0,42+0,30) (Tabelul 4.3). Acest clasament se suprapune
cu cel identificat la parametrul Ng, ceea ce subliniaza o legatura stransa intre numarul efectiv de
alele la o subpopulatie si numarul de genotipuri heterozigote care rezulta din combinarea lor (Or7<
Or1,0r2<0r6< Or5< Or3< Or4).

Spre deosebire de 2 subpopulatii din flora spontana, Or2 (F = 0,25+0,31) si Or5 (F =
0,20+0,31), la care s-au constatat devieri de la EHW printr-un deficit de heterozigotie, la celelalte,
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inclusiv de la GBNI (Ch8 si Ch9) abaterile sunt relativ mici, determinate de un exces de
heterozigotie.

Subpopulatia Or6 s-a remarcat prin cele mai mari devieri (F = -0,42+0,26) (Tabelul 4.3). In
cazul populatiei din colectie se evidentiaza subpopulatia Ch10 cu valoarea negativa a indicelui
F=-0,25 fiind constatat de asemenea un exces de heterozigotie. Astfel doar in cazul a 2
subpopulatii (Or2 si Or5), ambele din habitatul natural sunt prezente alelele de inbreeding

(homozigote).

Tabelul 4.3. VValorile parametrilor diversitatii moleculare in baza locilor
microsateliti 1a nivel de subpopulatie/populatie

Populatii Subpopulatii He Ho F
Orl 0,38+0,25 0,42+0,30 -0,06+0,16
Rezervatia or2 0,38+0,21 0,34+0,28 0,25+0,31
culturai— Or3 0,71+0,05 0,66+0,14 0,06+0,20
naturali Or4 0,72+0,04 0,75+0,18 -0,02+0,24
Orheiul Vechi Or5 0,55+0,17 0,48+0,26 0,20+0,31
Or6 0,45+0,20 0,68+0,30 -0,42+0,26
Or7 0,36+0,24 0,42+0,30 -0,11+0,25
Valoarea medie 0,51+0,15 0,54+0,15 -0,01+0,20
GBNI Ch8 0,38+0,23 0,45+0,30 -0,09+0,17
mun Chis’inéu Ch9 0,44+0,20 0,52+0,25 -0,13+0,16
) ’ Ch10 0,57+0,20 0,73+0,26 -0,25+0,21
Valoarea medie 0,46+0,24 0,57+0,35 -0,15+0,21

Noti: He — heterozigotia asteptatd; Ho — heterozigotia observata; F — indicele de fixare, testul Student de semnificatie
(tosw), aplicat la valorile medii.

Datele obtinute in rezultatul investigarii parametrilor diversitatii genetice sunt confirmate
si completate de cele ale analizei ierarhice a variantei moleculare (AMOVA), care au evidentiat
un grad mai mare de variatie la nivel de indivizi fata de cel relevat la nivel intra- si
interpopulational (Figura 4.4). O particularitate deosebita, este determinata de valorile mai mari
ale variantei moleculare intre plantele de O. vulgare ssp. vulgare din colectia GBNI (74%)
comparativ cu cele ale plantelor din rezervatia naturala (58%).

Contrar acestor date, varianta la nivel intrapopulational este mai mare la subpopulatiile din
flora spontana — 42%, comparativ cu cele din culturd — 26%. Analiza variantei moleculare la toate
10 subpopulatii pune in evidenta o diferentiere genetica semnificativa de 38% (p <0,001).

La nivel interpopulational variatia genetica reprezinta 7% (p<0,001) din variatia
moleculara totald (Figura 4.4).

Diferentierea genetica este cauzatd de acumularea variatiilor in frecventele alelelor dintre

indivizii unei populatii complet sau partial izolate datorita fortelor evolutive, in special al selectiei
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si driftului genetic.

G

Orheiul Vechi 10 subpopulatii GBNI

Fig. 4.4. Analiza variantei moleculare (AMOVA) a subpopulatiilor speciei O. vulgare
Nota: | — variatia moleculara dintre indivizi; S — variatia moleculara intre subpopulatii; P — variatia moleculara dintre
populatii; (p <0,001, 999 de permutari) prin programul GenAlEx 6.5 [209].

In continuare se vor prezenta valorile detaliate pentru fiecare locus ale parametrilor de
diferentiere genetica: Hr — heterozigotia totala (diversitatea genetica) intr-o populatie; Fsr —
diferentierea genetica intre subpopulatiile din cadrul unei populatii; Frt — diferentierea genetica
intre populatii; Gst — coeficientul de diferentiere genetica intre toate 10 subpopulatii din flora
spontanda §i colectia GBNI.

In genetica statistici, valoarea coeficientului Gsr, in calitate de masura a diferentierii intre
subpopulatii la nivelul unui locus sau pentru mai multi loci simultan se calculeaza prin doua
modalitati diferite, una folositd de Hamrick J. si Godt M. (1989) si alta propusa de Nei M. (1973)
[123, 197], care dau rezultate diferite in anumite cazuri. Pentru claritate, acestea sunt notate metode
HG si Nei. Conform modelului descris de Nei M., in baza frecventei alelelor se calculeaza indicii
statisticii genetice (Ht, Hs, Gst) pentru fiecare locus, se afla valoarea medie a indicilor pentru un
grup de loci, monomorfi si polimorfi, ulterior fiind utilizata in obtinerea valorii Gst. In metoda
HG valoarea coeficientului Gsr este calculata initial pentru fiecare locus separat, si apoi media per
grupul de loci polimorfi.

Intrucét, in cercetarea de fata, toti locii EST-SSR sunt polimorfi a fost analizat coeficientul
Gst dupa Hamrick si Godt (1989). Astfel, conform valorilor Hr, heterozigotia totala in populatia
din flora spontana este mai mare de 70% (0,7-0,84) in cazul a 5 loci (OR75, OR12, OR27, OR40,
ORO09). Valoare medie pentru toti 11 loci este 0,69 (69 % genotipuri heterozigote). La nivelul
populatiei din cultura, heterozigotia totala/11 loci are o valoare mai mica — 0,57 (57%). Analiza
per locus a evidentiat si in acest caz, aceiasi loci OR75, OR27, OR40 si OR75 cu valori mai mari
(0,7-0,84) ai Ht. Locii OR10 si OR64 discrimineaza populatiile intre ele prin valoarea
heterozigotiei totale de 0,43 si respectiv 0,64 la plantele din flora spontand si homozigotie absoluta

la cele din colectia GBNI.
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Diferentierea genetica intre subpopulatiile din cadrul unei populatii prezintd urmatoarea
succesiune a locilor dupa valorile Fsr:
= pentru plantele din habitatul natural — OR40< OR12< OR10< OR75< OR13,0R44< OR27<
OR14< OR81< OR09< OR64;
= pentru plantele din colectie — OR44< OR14< OR40< OR12< OR75< OR13< OR09< OR81<
OR27.

Tabelul 4.4. Estimarea unor indici de diversitate inter- si intrapopulationala

. Hr Fsr

HEE] SR Orhei  Chisinau _ Orhei  Chisindu

OR09 0,72 0,51 0,37 0,25 0,12 042
OR10 043 0,00 0,23 0,00 0,06 028
OR12 0,82 0,58 0,14 0,16 0,05 0,19
ORI13 0,66 0,69 0,26 023 0,06 0,29
OR14 0,61 0,65 0,31 0,06 0,14 0,34
OR27 081 0,81 028 0,39 0,01 032
OR40 0,81 0,84 0,07 0,09 0,00 0,08
OR44 0,55 0,66 0,26 0,01 0,05 022
OR64 0,64 0,00 045 0,00 018 0,55
OR75 0,84 0,77 0,24 0,19 0,03 025
OR81 0,67 0,74 0,35 0,28 0,10 0,39

Valoarea medie  0,69£0,09 0,57+020 027+0,07 0,15+0,09 0,070,04 030008

Notia: Hr — heterozigotia totala; Fsg — indicele de diferentiere genetica intre subpopulatiile unei populatii; Frt —
indicele de diferentiere Intre populatii; Gst — indicele de diferentiere genetica relativa intre toate subpopulatiile.

Astfel, locii OR14, OR81, OR09 si OR64 sunt cei care diferentiaza subpopulatiile din flora
spontana cel mai bine, cu valori Fsr incluse in intervalul 0,3-0,45. Locii OR09 si ORS81 sunt cei
care diferentiaza si subpopulatiile GBNI, doar cu mult mai slab (Fsr - 0,25 si respectiv Fsr - 0,28).
Spre deosebire de locii OR10 si OR64, dupa care sunt monomorfe doar subpopulatiile GBNI, locii
OR40 si OR12 diferentiaza foarte slab subpopulatiile din cadrul ambelor populatii studiate.
Sistemul multi-locus studiat diferentiazd bine subpopulatiile din flora spontana intre ele
(Fsr=0,2740,07) si mai slab cele din colectia GBNI (Fsr= 0,15+0,09).

Indicele Frr indica o valoare medie/l11 loci mult mai mica (0,07+0,04) de diferentiere
molecular-genetica (moderatd) intre cele doua populatii. La nivelul unui locus se evidentiaza
markerii OR81 (0,10), OR14 (0,14), OR09 (0,12) si OR64 (0,18). Dupa locii OR27 (Frt = 0,008)
si OR40 (Frt = 0,003) populatiile aproape ca nu se diferentiaza intre ele, fapt confirmat si de
valorile heterozigotiei totale pentru populatiile colectate din cele doua areale (OR27- Hr = 0,807
si Hr = 0,811; OR40- Ht = 0,806 si Ht = 0,840; OR75).

Coeficientul de diferentiere moleculara intre toate cele 10 subpopulatii din flora spontana

si colectia GBNI are o valoare medie de 0,30+0,08 (GsT), sau transformat in procente, indica o
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diferentiere foarte mare, de 30% intre subpopulatii, dupa frecventa alelelor.

La nivelul unui locus acest coeficient poate varia cu o intensitate de la 0 pana la 1. Cu cat
valoarea acestuia este mai apropiata de 1, cu atat subpopulatiile respective sunt mai diferentiate
molecular-genetic [106], astfel:

= dela0,051a0,15, diferentiere molecular-genetica moderata — OR40;

= dela0,15 panala 0,25, diferentiere molecular-genetica mare — OR12 si OR44;

» dela0,25 la 1, diferentiere genetica foarte mare — OR75, OR10, OR13, OR14, OR27, OR81
ORO09, ORG64.

Comparate intre ele, valoarea medie a Frt (0,07£0,04), este semnificativ mai mica (p<0,05,
p = 7,53E-05) decat cea a Gst (0,3040,08). Acest fapt se observa si in cazul analizei variantei
moleculare care indicd o variabilitate intrapopulationald mare si interpopulationald moderata

(Figura 4.4).

4.3. Stabilirea relatiilor molecular-genetice dintre subpopulatiile speciei O. vulgare ssp.

vulgare

Volume mari de date (variabile multiple inter-corelate) au fost obtinute in rezultatul
genotiparii cu EST- SSR (16400 de date binare), care analizate prin prisma parametrilor de analiza
populationala si statistici comparativa au pus in evidenta polimorfismul locilor, diversitatea
alelicd, gradul diferentierii molecular-genetice. Insa, pentru o mai buni acuratete si relevanta in
stabilirea relatiilor genetice dintre cele 10 subpopulatii de O. vulgare ssp. vulgare studiate, este
necesara eliminarea redundantei informationale, asociata datelor biologice multivariate.

Astfel, in scopul obtinerii unei imagini de ansamblu a variabilitatii a 11 regiuni microstelite
din genomul plantelor autohtone de O. vulgare ssp. vulgare la nivel intra- si interpopulational s-a
recurs la metodele de analiza multivariata: clusterizarea si analiza componentelor principale, fiind
urmarite:
» evidentierea profilului asocierilor dintre alele si vizualizarea grafica a subpopulatiilor in
functie de asemandarile moleculare;
= identificarea locilor EST-SSR si a variantelor alelice cu pondere procentuald mare in
diferentierea subpopulatiilor speciei O. vulgare indigene;
= structura moleculara a doua populatii de O. vulgare in baza frecventei alelelor.

Componentele principale si procentul de varianta explicatd. Urmand etapele ACP pe baza
matricei de covariantd a frecventei alelelor, a fost generat tabelul si graficul valorilor proprii cu 9
CP (componente principale)/Factori (variabile noi), un numar mult mai mic decat cel al

variabilelor initiale (82 loci), prin care se explica 100% din varianta totala (Figura 4.5).
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Astfel, conform datelor reprezentate in diagrama valorilor proprii (Figura 4.5, A) si a
valorilor CP post-rotatie (varimax) generate de program, pot fi selectate pentru calculele ulterioare
primele 5 CP care cumulat explica 86% din varianta totald a norului de puncte format din variabile

(alele) sau observatii (subpopulatii).

13,3
10,811,62

20

0,7 100
0,6 S
g0 &
=05 "3
S 04 60 3
S s
= 5
503 40 §

©

> 02 =
=
S
s
AN

FI F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 F9
Componente principale B Varianta explicata (%)Varianta cumulata (%)

Fig. 4.5. Valorile proprii si procentul din varianta totala explicatia de CP

Nota: A — Valorile proprii (eigenvalues) a factorilor; B — Procentul din varianta totala explicata de CP si valorile
cumulate (post-rotatie, varimax).

Primele doua, trei CP explica 50,3 si respectiv 63,5% din variabilitatea datelor initiale,
astfel acestea pot fi regsite cu suficientd acuratete in spatiul bi- si tridimensional. In acelasi timp,
este necesar de tinut cont, in interpretarea structurilor spatiale (hartilor) de restul informatiei (36%)
care ar putea fi regdsita in urmatorii factori.

Profilul de asociere a variabilelor si corelare cu CP. In rezultatul vizualizarii proiectiilor
variabilelor cu valori ale cos? mai mari de 0,5 (in numir de 22) in spatiul factorilor (axele D1 si
D2) au fost puse in evidenta grupuri de alele corelate si cele care definesc primele 2 componente
(Figura 4.6). Astfel, in cele doua reprezentari grafice 4.6. A (22 alele) si 4.6. B (35 alele) se
contureaza corelatii ale locilor SSR care se asociaza in doua grupuri in apropierea de CP1.

Primul grup este format in cadranul IV din 4 forme genice ale locilor studiati: OR64%
(0,95), OR75% (0,66), OR09'%? (0,61), OR447° (0,72) cu valori ale corelatiilor pozitive. Al doilea
grup include 7 variabile, cu valori negative ale corelatiilor de intensitate medie si puternica
OR27'% (-0,69), OR27** (-0,64), OR10'* (-0,69), OR75% (-0,85), OR81* (-0,70) OR09 (-
0,81), OR64%* (-0,95) localizat in cadranul III. Al treilea grup din 5 variabile corelate pozitiv se
afla in cadranul II, in apropierea CP2 si este format din OR 12140 (0,70), OR121%0 (0,70), OR09165
(0,73), OR75% (0,75) si OR14%" (0,82). Astfel, putem conchide ci alelele mentionate se intilnesc
in profilul SSR al plantelor de O. vulgare ssp. vulgare avand frecvente similare.

O categorie separatd insumeaza variabile ce reprezinta alele alternante la acelasi locus SSR.

Acestea fiind proiectate in cadrane opuse ale cercului de corelatii, indica corelatii semnificative
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negative: OR448(-0,65)/OR4417°(0,72); OR64% (-0,95)/ OR64% (0,95); OR10*'? (0,70)/ OR10**
(-0,69); OR09% (0,61)/ OR09™° (-0,81); OR75% (0,66)/ OR75'% (-0,85); OR14%" (0,82)/ OR14%
(-0,83) si OR141% (-0,61).

Pentru confirmarea gradului de corelare dintre variabile, in special al celor care se afla mai
aproape de centrul de origine ale cercului de corelare, a fost analizata de asemenea si matricea de
corelatie Pearson (Anexa 6).

In conformitate cu valorile cos? cele 35 de variabile care au o buni reprezentare pe primele
5 CP (Figura 4.6, A, B) formeaza combinatii liniare dintre alelele locilor:

- OR64, OR10, OR27, OR09, OR44, OR40, OR75, OR81 pentru CP1 (13 alele);

- OR12, OR14, OR09, OR40, OR75, OR81 pentru CP2 (9 alele);

- OR27, ORQ9 pentru CP3 (3 alele);

- OR12, OR14, OR13 pentru CP4 (6 alele);

- OR14, OR13, OR40, OR81 pentru CP5 (4 alele).
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Fig. 4.6. Corelatii intre variabile si componentele principale

Noti:. A — Coeficientii de corelatie dintre variabile si CP1 si CP2 (notate cu D dupa rotatie) pe cercul de corelatii,
liniile intrerupte indica corelatii negative; B — Vizualizare 3D pe primele trei axe generate de XLSTAT-3DPlot. Prin
culori se diferentiaza valorile variabilelor care incarca CP4 si prin dimensiune valorile celor care incarca CPS.
Legenda variabilelor: 1 — OR12'®%, 2 — OR12'Y", 3 — OR12!%8, 4 — OR12'%°, 5 — OR12'%°, 6 — OR64%, 7 — OR64%, 8
—OR10'?,9 - OR10%®, 10 - OR27%%%, 11 — OR27%0, 12 — OR274 13 — OR27'%¥, 14 — OR14%, 15 - OR14%, 16 —
OR14%, 17 — OR14%, 18 — OR141%, 19 — OR09'%, 20 — OR09°, 21 — OR09'%5, 22 — OR09'7, 23 — OR4448, 24 —
OR44170, 25 — OR13!%, 26 — OR13'0, 27 — OR138, 28 — OR408%, 29 — OR40%, 30 — OR75%, 31 — OR75%%, 32 -
OR751%3 33 — OR81%%, 34 — OR81'%, 35 — OR81™,

Opt primeri (OR09, OR27, OR40, OR75, OR81, OR12 OR14, OR13) identifica alelele a
caror variatie in frecventd este explicatd de diferite componente principale (Tabelul 4.5).

Prezinta interes locii amplificati cu 3 primeri — OR64, OR10, OR44, acestia se Intalnesc
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doar 1n combinatia care definesc CP1 — componenta consideratd cu cea mai mare pondere

informationald (variantd).

Tabelul 4.5. Combinatiile de variabile corelate cu primele componente principale (CP)

Loci SSR ale ciror alele Loci SSR
reprezinta variabile caracteristici
corelate cu diferite CP doar unui CP

Nr.
variabile

Variabile (alele ale

markerilor SSR)

OR64%, OR64%, OR101%, OR10™, OR10
cpy __ OR271% OR27%%, OR09, OR09, OR27, OR40, OR44 13
OR09™, OR44'7°, OR44!, OR75%, OR75, OR81 OR64
OR75'%, OR814
cpp ORI12% ORI2™, OR147 ORI4™,  OR09,0R12,0R14, o
OR09'*, OR40%, OR75'%, OR81'* _ ORA40, OR75, OR81
CP3 OR27™™®, OR27™, OR09™ OR27, OR09 3
OR12', OR12™", OR12'Z,
CP4 ORLSHS, ORISHS, ORLASS OR12, OR13, OR14 6
95 140
CP5 %';i‘égg g%?iﬁg OR13,0R14,0R40, OR81 4

Cert este faptul cd 24 de alele obtinute cu 10 primeri din cei 11 analizati, in calitate de
variabile raportate la modelul tridimensional determina 64% din variatia factorului latent.

Primerul OR13 se regaseste in celelalte 22%, restul — pana la 86% din informatie initiala.
Aceasta concluzie este in favoarea argumentului ca locii identificati prin genotipare cu 11 primeri
EST-SSR sunt multialelici, polimorfi cu contributie diferita la variabilitatea moleculara (varianta)
atat in interiorul aceleiasi populatii, cét si intre cele 2 populatii (Orhei si Chisinau).

Contributiile variabilelor (frecventa alelelor) reprezinta masura (in procente) in care
fiecare din ele contribuie la construirea axei PCA corespunzatoare. Valoare medie a contributiei
asteptate (valoarea prag) a unei variabile, calculata reiesind din numarul total de variabile (82 de
alele in exemplul de calcul dat) este de 1,22%. Astfel, conform tabelului de date, generat de ACP,
numarul alelelor care contribuie cu o valoare mai mare decat valoarea medie per total scade
incepand cu CP2. De exemplu, din reprezentarea grafica a contributiei variabilelor pe CP (Figura
4.7) numarul acestora este: 15 (CP1), 13 (CP2), 8 (CP3), 12 (CP4) si 7 (CPS).

Analiza variabilelor care reprezinti bine o axi factoriald (cu cos? > 0,5) si in acelasi timp
au o contributie mai mare de 1,2% pe fiecare componenta sunt insumate (Anexa 6) si reprezentate
in Figura 4.7.

Conform modelului oferit de ACP sunt 5 CP (variabile noi) necorelate intre ele si care
reprezintd combinatii liniare a unui numar diferit de variabile, 1n total 29 pe 5 componente.

Genotiparea plantelor de O. vulgare cu opt primeri SSR (OR09, OR75, OR27, OR14,
ORS81, OR64, OR44, OR10) explica 64% din variabilitatea genetica a subpopulatiilor din cele
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doui areale de colectare. Sase alele au cea mai mare pondere in diferentierea genetici OR64%

(23%), OR64%* (17%), OR81%% (26%), OR14% (19%), OR271° (36%), OR09'"° (13%).
Suplimentar la aceste 64% din datele initiale, primerii OR12 si OR13, cumulat cu OR14 si

OR81 explicd 22% din variantd, iar alte cinci alele au cea mai mare contributie pe CP4-5: OR134

(23%), OR12115 (13%), OR121'7 (10%), OR81155 (23%), OR1340 (14%).

9,6 A

NN

;
5
2
0
6
2
8
4
0

Structura populatiilor de O. vulgare conform frecventelor alelelor SSR. Analiza
comparativa a modelului ACP bidimensional pre- si post-rotatie pe primele 2 CP, relevd modificari
neesentiale dupa optimizare, dar care pun in evidentd o diferentiere mai bund in structura
moleculara intre cele 10 subpopulatii din rezervatia naturala si colectie (Figura 4.8, A-D).

Subpopulatiile Or6 si Or7 sunt separate fata de celelalte subpopulatii de O. vulgare ssp.
vulgare care se grupeaza in functie de biotopul colectarii plantelor. Populatia de plante din flora
spontana prezinta o diversitate molecular-genetica mai mare comparativ cu cea de la GBNI,
forméand 2 grupe cu caracteristici de asemanare: grupul I format din Or2 si Orl, grupul II care
include Or3, Or4 si Or5.

Subpopulatiile din colectie formeaza al treilea grup de plante. Proiectia CP3, suplimentar

la CP1 si CP2, pe unul si acelasi sistem de coordonate a observatilor, inclusiv diferentierea valorii
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incércarilor CP4 prin culoare si a CP5 prin dimensiune aduce un plus de informatie (22%) prin

care se accentueaza variabilitatea subpopulatilor Or6 si Or7 (Figura 4.8, D).
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Fig. 4.8. Coordonatele observatiilor (scorurile factoriale) in ACP pre- si post-rotatie
Nota: A — Observatii, axele F1 si F2 inainte de rotatie; B — Observatii, axele D1 si D2 post-rotatie; C — Observatii,
axele D1 si D3 post-rotatie; D — Vizualizare 3D pe primele trei axe generate de XLSTAT-3DPlot. Prin culori se
diferentiaza valorile variabilelor care satureazd CP4 si prin dimensiune valorile celor care incarca CP5.

De asemenea, se constatd un nivel de diferentiere moleculard intre Ch9 de celelalte 2
subpopulatii Ch10 si ChS8 si similaritate cu Or2. Celelalte 2 subpopulatii Ch8 si Ch10 se grupeaza cu
Orl. Pentru confirmarea gruparii observatiilor pe componenta CP3 si a ponderii CP4-5 in regruparea
subpopulatiilor s-a analizat separat graficul bidimensional pe CP1 si CP3, care a indicat acelasi model
de diferentiere moleculard a subpopulatiilor pentru 64% din datele initiale (Figura 4.8, C). Este
important de mentionat ca plantele colectate din colectia GBNI si cele din rezervatie — Or1 si Or2 isi
au arealul pe altitudini mai inalte comparativ cu celelalte 4 subpopulatii Or3-Or6.

Reprezentarea grafici a modelul de variatie a observatiilor si variabilelor afisata de ACP
constituie o modalitate de a identifica corespondenta dintre ele. Astfel se identifica alele care
diferentiaza cel mai bine subpopulatiile (Figura 4.9). In baza informatiilor extrase din reprezentirile
grafice, a celor care indica calitatea prezentarii si contributia variabilelor la constructia CP a fost pus
in evidentd grupul de alele (cu frecventa acestora indicata in paranteze), care diferentiaza cel mai bine:
= Orl, Or2: OR81%(0,95), OR102(0,95), OR13'8 (1,0);
= Ch8, Ch9, Ch10: OR64% (1,0), OR75%(0,32), OR09*° (0,63), OR14'% (0,40), OR14° (0,42);
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= Or3,0r4, Or5, Or6: OR64%(0,62), OR09 (0,55), OR7512 (0,36), OR101 (0,34), OR271% (0,27),
OR811(0,28);
= Or7:0R44%8(1,0), OR14%" (1,0), OR75% (0,50), OR09S (0,50), Or27(1,0).
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Fig. 4.9. Vizualizarea proiectiei variabilelor (frecventa alelelor) si a subpopulatiilor
(axele D1 si D2: 50,27%)

Aceste alele reprezintd polimorfisme pentru subpopulatiile studiate si au o frecventd care
depaseste 0,25 sau 25%.

Clusterizarea datelor este o alta metoda de analiza care permite clasificarea informatiei
multivariate in anumite grupuri [148] dupa anumite caracteristici, inclusiv relatiile molecular-genetice.
In studiul de fata clusterizarea aplicati pe matricea frecventei alelelor locilor EST-SSR prin utilizarea
diferitor criterii, coeficienti de similitudine (Jaccard, Pearson, Dice) si de distantd genetica
(Manhattan si Squared Euclidean) a generat rezultate mai mult sau mai putin similare privind grupurile
de subpopulatii asociate. Intrucat, valoarea coeficientului Cofenetic, care este un criteriu pentru
evaluarea eficientei diferitor tehnici de grupare [100, 227] a avut valoarea maxima — 0,64, In cazul
selectarii UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean). In Figura 4.10 este
analizatda doar dendrograma obtinutad prin evaluarea coeficientului de disimilaritate a distantel
Euclidiene. Din reprezentarea grafica se observa trei clustere cu diferit grad de similaritate: clusterul I
cuprinde subpopulatiile colectate din flora spontand, Orl, Or2, si Or4 si Or7 asociate independent,
clusterul II include subpopulatiile Or3, Or5, Or6 si al treilea cluster este format din cele trei
subpopulatii din colectia GBNI (mun. Chisindu) Ch8, Ch9 si Ch10. Prin distanta geneticd minima se
caracterizeaza subpopulatiile Orl si Or2, iar maxima — subpopulatia GBNI, Ch10. Modelele teoretice
oferite de ambele metode, ACP si analiza clusteriand, in baza datelor experimentale (frecventa alelelor

a 11 loci EST-SSR, Anexa 3) sunt similare, cu mici particularitati nesemnificative. Polimorfismul mai
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inalt constatat la subpopulatiile din habitatul natural comparativ cu cel al subpopulatiilor introduse in
culturd, din colectia GBNI coreleaza cu rezultatele unor studii analoage. Astfel, prin metodele AFLP,
SAMPL si RAPD a fost evidentiat un polimorfism semnificativ la 19 genotipuri de O. vulgare ssp.
vulgare [43], 14 populatii de O. syriacum din flora spontana si sase forme de O. syriacum si O.

majorana din cultura [30].
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Fig. 4.10. Repartizarea clusteriana a subpopulatiilor de O. vulgare ssp. vulgare in baza
locilor microsateliti (Hierarchical agglomerative clustering/ UPGMA (Unweighted Pair Group
Method with Arithmetic Mean)

Unii autori explica variabilitatea moleculard redusa a genotipurilor introduse in culturd prin
activitatea de selectie axata, in special, pe identificarea si dezvoltarea formelor cu indici productivi
sporiti, in defavoarea variabilitatii moleculare valoroase [30, 259]. Cu toate acestea, diminuarea
diversitatii molecular-genetice in populatiile cultivate este foarte lenta, gradul de polimorfism
rimanand a fi inalt chiar si dupa o perioadd semnificativa de timp. In diversitatea speciilor medicinale
introduse in cultura o pondere esentiald o au conditiile variabile ale unui nou mediu care contribuie nu
doar la conservarea variabilitatii, dar si la variatia genica necesara in adaptarea la noul habitat. Se
cunoaste ca structura molecular-genetica a populatiei este determinata de influenta unui sir de factori,
asa ca selectia naturald si artificiald, recombindri si schimburi de gene, interactiunile dintre gene,
mutatiile si migratia. Unul dintre factorii majori ce influenteaza variabilitatea moleculara este tipul de
reproducere [123]. In acest context diversitatea semnificativa a subpopulatiilor de O. vulgare poate fi

explicata prin faptul ca aceasta este o planta alogama, caracterizata prin polenizarea incrucisata [149].

4.4. Concluzii la capitolul 4

Investigarea diversitatii intra- si interpopulationale la plantele de O. vulgare ssp. vulgare din
flora spontana si colectia de PMA a GBNI, in baza amprentelor moleculare RAPD si EST-SSR, prin
analiza structurii alelice a locilor, indicilor de diversitate si diferentiere moleculara, metode de statistica

moleculard, analiza factoriala si clusterizare a pus in evidenta urmatoarele concluzii:
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1. Din 27 de primeri RAPD testati, 5 pot fi utili in estimarea eterogenitatii moleculare a
germoplasmei de O. vulgare autohtone. Doi oligomeri (UBCa215 si OPJo1) se caracterizeaza prin cea
mai mare pondere procentuala a benzilor polimorfe (PBP, 89-91%), iar trei (OLIGOa2, OPByo si
OPHjss) — prin amplificarea a 4-6 fragmente de ADN specifice. Screening-ul cu primeri arbitrari a
relevat in cazul plantelor din colectia GBNI un grad mai mic de variabilitate moleculara (36,4%
fragmente polimorfe), comparativ cu cel constatat la plantele din flora spontana (45,0%) [17, 172,
194];

2. Genotiparea plantelor de O. vulgare ssp. vulgare cu 11 markeri microsateliti, din regiunile
de codificare ale ADN-Iui cu activitate de transcriptie in celulele secretoare a perilor glandulari cu
functie de producere si depozitare a mono- si sesquiterpenelor, a pus in evidenta rezultate convergente
privind numarul de profile moleculare, de alele/profil si continutul informatiei polimorfe in
diferentierea moleculara a populatiilor, indicand un grad inalt de polimorfism (PIC: 0,65) la cele din
habitatul natural si moderat (PIC: 0,52) — la cele din colectie;

3. Dupa frecventa cu care se intdlnesc alelele in genotipul plantelor, s-au remarcat 25 de alele
rare, 5 abundente si 48 frecvente la plantele din rezervatia naturala si 4 alele rare, 6 abundente si 42
frecvente la cei din colectia GBNI. Alelele specifice unei subpopulatii au frecvente cuprinse intre 0,005
si 0,083, majoritatea din ele fiind rare. Cele mai abundente alele pentru toate cele 10 subpopulatii sunt
OR102si OR64%" (frecventa de 0,82 si 0,61 respectiv);

4. Pentru 6 loci SSR (OR10, OR13, OR40, OR44, OR75, OR81) au fost identificate alele
specifice la 7 din cele 10 subpopulatii studiate: OR13?% (Or5); OR441%3 OR75'* (Or1); OR10021%,
OR13%72 (Or3); OR401*318 OR81™®8 (Or4); OR81'%"21% (Ch10); OR40°% (Ch8); OR81% (Ch9) [22];

5. Prin cuantificarea diversitatii molecular-genetice (He, Ho, F, Gsr, Fsr, Frt) la nivelul unui
locus separat si multi-locus s-a constatat variabilitatea moleculara intrapopulationala mare (30%) si
interpopulationald moderatd (7%). Aceastd concluzie este confirmata si de rezultatele analizei variantei
moleculare (AMOVA), care au evidentiat gradul mare de variatie intre indivizi, fata de cel relevat la
nivel intra- si interpopulational. Varianta intrapopulationala este mai mare la subpopulatiile din flora
spontana (42%) fata de cele din colectie (26%);

6. Genotiparea plantelor de O. vulgare cu 8 primeri EST-SSR: OR09, OR75, OR27, OR14,
OR81, OR64, OR44, OR10 explica 64% din variabilitatea moleculard a subpopulatiilor din cele 2
populatii. Sase alele au cea mai mare pondere in diferentierea moleculard (OR64%’, OR64%, OR811%,
OR14% OR27% OR09'"?). Primerii OR12 si OR13, cumulat cu OR 14 si OR81 explici alte 22% din
varianti (CP4-CP5), la care cel mai mult contribuie 5 alele: OR13*8, OR12%°, OR12!Y", OR81%,
OR13%0[22];

7. Un grad inalt de diferentiere moleculard intre subpopulatiile din flora spontana si cele din
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colectie este generat de markerul OR64 (Frr = 0,18), confirmat si de valorile indicilor Hr, Fsr si Gst
care indicd cea mai mare valoare (Gst= 0,55), urmat de OR09 (Frt=0,12 si Gst=0,42), OR14
(FrT=0,14 si Gst=0,34) si OR81 (Frt=0,10 si Gst=0,39). Locii OR10 si OR64 au 0 valoare a
heterozigotiei totale de 0,43 si respectiv 0,64 la plantele din flora spontana si homozigotie absoluta la
cele din colectia GBNI;

8. Variantele alelice cu contributii semnificative in diferentierea moleculara intrapopulationalad
sunt: OR81%* si OR10'?, OR13¥® (Or1, Or2); OR64%, OR09™, OR75° OR10™, OR27%,
OR81 (0r3, Or4, Or5, Or6); OR448, OR14%, OR75'%, OR09'%, Or271° (Or7), OR64%", OR75%,
OR09', OR14'® OR14% (Ch8, Ch9, Chl0). Aceste alele reprezinti polimorfisme pentru
subpopulatiile studiate si au o frecventa >25% [22]. Sistemul multi-locus studiat diferentiaza bine
subpopulatiile din flora spontana intre ele (Fsr=0,27) si mai slab cele din colectie (Fsr=0,15);

9. Evaluarea structurii moleculare intrapopulationale indica primul nivel de similaritate
molecular-genetica intre Orl si Or2 (grupul I), Or3, Or4 si Or5 (grupul II), Ch8, Ch9 si Ch10 (grup
I1I), demonstrand tendinta de asociere in functie de biotopul colectarii plantelor. Subpopulatiile Or6 si
Or7 sunt mai distante de celelalte subpopulatii din flora spontana, indicand un grad comparativ mai
mare de divergentd moleculara,;

10. Subpopulatiile Or3 (A=49; Na= 4,46; Ne= 3,64; Ns= 3; PLP=100%), Or4 (A= 46; Na=
4,18; Ne = 3,77; Ns= 3; PLP=100%) si Or5 (A= 44; Na= 4; Ne= 2,82; PLP= 91%) au cele mai mari
valori ale indicilor de estimare a diversitatii alelice;

11. Lanivel intrapopulational media heterozigotiei pentru cei 11 loci analizati, releva cea mai
mare ponderere a heterozigotilor la subpopulatia Or4 (Ho= 0,75 si He= 0,72), iar cea mai scazuta la
subpopulatiile: Orl (He= 0,38; Ho= 0,42), Or2 (He= 0,38; Ho= 0,34) si Or7 (He= 0,36; Ho= 0,42).
Acest clasament se suprapune cu cel identificat la parametrul N, ceea ce subliniaza o legatura stransa
intre numarul efectiv de alele la o subpopulatie si numarul de genotipuri heterozigote care rezultd din

combinarea lor (Or7< Or1,0r2< Or6< Or5< Or3< Or4).
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5. VARIABILITATEA FITOCHIMICA A PLANTELOR DE
ORIGANUM VULGARE SSP. VULGARE DIN FLORA SPONTANA

Genotiparea plantelor de O. vulgare cu 11 markeri microsateliti din regiunile de codificare a
genelor (EST-uri), care se transcriu in tesutul epidermic glandular cu functie de sinteza si depozitare a
terpenelor, a pus in evidenta rezultate convergente privind gradul inalt de diversitate molecular-genetica
la subpopulatiile din habitatul natural in comparatie cu cele din colectia GBNI. Aceste constatari sustin
ideea unei variabilitati biochimice intrapopulationale a plantelor din flora spontana.

Se cunoaste ca germoplasma indigend reprezintd o sursa importanta de variatii molecular-
genetice exprimate in fenotipuri si chemotipuri care pot fi exploatate in diverse scopuri. Plantele speciei
O. vulgare ssp. vulgare, datorita continutului inalt de SBA (glucozide fenolice, flavonoide, taninuri,
steroli, terpenoide) fac subiectul a varii cercetari aplicative ce vizeaza aceasta specie in calitate de PMA
[44, 102, 157, 259]. Un aspect mai putin explorat, in deosebi in Republica Moldova, unde comparativ
cu alte tari, este slab dezvoltatd practica cultivarii si producerii acestei plante in calitate de PMA,
constituie identificarea surselor noi de variabilitate cu potential de valorificare economica.

Din informatiile pe care le detinem, la nivel national, specia O. vulgare a fost introdusa in cultura
comerciald, dupa anul 2000. Se cultiva pe suprafete industriale (peste 300 de ha, in zonele de centru si
nord), preponderent ssp. hirtum [15]. Obiectivele investigatiilor din ultimii ani, ai cercetatorilor din
laboratorul Plante Aromatice si Medicinale al IGFPP, au vizat culturile experimentale de O. vulgare,
tehnologia de cultivare si conservare a materiei prime, precum si identificarea unor compusi cu valoare
farmaceutica [6, 10, 15]. Dr. hab. Gonceariuc M. si echipa sa au analizat diferite genotipuri de O. vulgare
ssp. hirtum si vulgare din colectia IGFPP, sub aspectul diversitatii morfologice si biochimice,
identificand un continut mai mare de ulei esential si carvacrol la ssp. hirtum, comparativ cu ssp. vulgare
[117].

Acest capitol este consacrat cercetdrii variabilitatii biochimice a extractelor vegetale de O.
vulgare ssp. vulgare din flora spontand, in scopul identificarii unor chemovarietati cu caracteristici
valoroase, care ar putea servi ca surse autohtone de ulei esential sau extracte vegetale bogate in principii
bioactive, pentru a fi incluse in potentialele programe de ameliorare a culturilor PMA. Astfel, obiectivele
specifice au fost:
= jdentificarea unor compusi nevolatili (flavonoide si fenoli) cu proprietdti antioxidante;

" analiza cantitativa a compusilor polifenolici prin metode cromatografice si spectrofotometrice;
= determinarea amprentei gaz-cromatografice a uleiului volatil de O. vulgare ssp. vulgare si stabilirea

chemovarietatii plantelor din habitatul natural al rezervatiei naturale Orheiul Vechi.
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5.1. Analiza calitativa a extractelor vegetale

Prelevarea plantelor din flora spontana s-a realizat in perioada de inflorire deplina,
considerata, conform literaturii de specialitate, optima pentru studiul fitochimic, deoarece in
aceastd perioadd se acumuleaza cantititi maxime de ulei esential [50, 80, 81]. Intrucat procesul de
inflorire la O. vulgare este gradual [214], au fost colectate probe cand 90% din ramurile distribuite
axial erau inflorite.

Primul obiectiv in studiul fitochimic a constituit analiza calitativa prin cromatografie pe
strat subtire (CSS) a extractelor vegetale obtinute din subpopulatiile indigene, dupa metoda
Farmacopeei Europene (ed. X) cu utilizarea etaloanelor disponibile pentru flavonoide si acizi
polifenolcarboxilici.

Acesti compusi au rol de antioxidanti si captatori de radicali liberi in sistemele biologice,
datorita carui fapt manifesta efecte fitoterapeutice. Acidul rozmarinic a demonstrat proprietati
antibacteriene, antivirale, antioxidante si antiinflamatoare. De asemenea, numeroase studii au
descris proprietatile antioxidante, antihepatice, antitumorale, anti-HIV, antifungice,
gastroprotectoare si hipoglicemice a compusilor triterpenici, ca acidul ursolic si oleanolic [263].
Principala caracteristica a unui antioxidant care pot fi de natura enzimatica, polifenolica, vitamine,
taninuri, pigmenti etc., este capacitatea de a neutraliza radicalii liberi si speciile reactive de oxigen.
Evaluarea fitopreparatelor naturale dupd continutul in compusi antioxidanti are un rol esential,
intrucét procesele pro-oxidante si pro-inflamatorii stau la baza diferitor boli la om [7].

Cromatogramele obtinute in cadrul prezentei cercetari pun in evidentd prezenta compusilor
antioxidanti de tip polifenolic: acidului rozmarinic in calitate de compus dominant, acidul cafeic
si acidul clorogenic. Flavonoidele sunt reprezentate de rutozida (R.), luteolina (L.) si apigenol
(Ap). In conformitate cu etaloanele utilizate s-au identificat de asemenea si triterpene ca: beta-
sitosterolul (B.), stigmasterolul (S.), acidul oleanolic (O.) si acidul ursolic (U.) (Figura 5.1. A, B).

Analiza cromatograficd pe strat subtire a relevat continuturi sporite de compusi
polifenolici: acid cafeic, acid clorogenic si acid rozmarinic, identificate prin spoturi mai intense
in culoare si mai voluminoase in comparatie cu cele ale flavonoidelor, dintre care rutozida este
compusul cel mai bine evidentiat (spotul oranj) (Figura 5.1, A).

In cazul compusilor triterpenici, in extractele vegetale de O. vulgare, in conformitate cu
etaloanele utilizate: p-sitosterolul si stigmasterolul, acidul oleanolic si acidul ursolic, sunt
observate spoturile pentru compusii triterpenici mai intense si mai accentuate la subpopulatiile
Orl, Or2, Or3 si Or7. In literatura de specialitate se evidentiaza rolul triterpenelor in directionarea
cdilor de semnalizare in cazul aparitiei cancerului. In calitate de receptori principali ai membranei,

triterpenele controleaza si moduleaza nivelul de expresie al raspunsurilor biologice [110].
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Fig. 5.1. Cromatogramele pe strat subtire pentru flavonoide, acizi

polifenolcarboxilici (A) si compusi triterpenici (B) in subpopulatiile naturale de O. vulgare
Nota: Orl-Or7 subpopulatii de O. vulgare ssp. vulgare (rezervatia Orheiul VVechi); Etaloane flavonoide: R. — rutozida,
L. — luteolina, Ap — apigenol. Etaloane acizi polifenolcarboxicili: Acf — acid cafeic, Ar —acid rozmarinic, Acl — acid
clorogenic, Af — acid ferulic. Etaloane triterpene: B. — p-sitosterol, S. — stigmasterol, O. — acid oleanolic, U. — acid
ursolic.

In aspect cantitativ cromatogramele pe strat subtire au o capacitate joasa de diferentiere
intre esantioane. Astfel, complementar la analiza CSS s-au efectuat si cercetari cantitative prin
spectrofotometrie si HPLC (cromatografie in faza lichida de inalta performanta) pentru compusii
polifenolici din extractele subpopulatiilor de O. vulgare ssp. vulgare si prin GC-MS

(cromatografie in faza gazoasa cuplata cu spectroscopie de masda) — pentru compusii terpenici.

5.2. Evaluarea cantitativa a substantelor biologic active

Analiza spectrofotometrica a extractelor vegetale a rezultat in date cantitative ale
continutului total al polifenolilor, acizilor polifenolcarboxilici si flavonoidelor determinat in grame
la 100 g substanta uscata (s.u.) si insumate in Tabelul 5.1.

Continutul polifenolilor totali exprimati in g echivalenti acidul galic/100 g s.u. variaza
intre 3-5 g/100 g s.u. la plantele celor 7 subpopulatii. Astfel, Orl (4,90 g) si Or6 (4,96 g) se
evidentiaza prin continutul in polifenoli totali cel mai mare, iar Or3, Or4 si Or7 prezintd cu 25-
40% valori mai mici (2,99-3,72 g), cu diferente statistic semnificative (p<0,05) fata de toate
subpopulatiile luate in studiu.

Cuantificarea acizilor polifenolcarboxilici (g echivalenti acid rozmarinic) a relevat valori
maxime pentru acesti compusi la Or6 si Orl (3,4 g/100g s.u.) si mult mai mici In raport cu acestea,
cu cca 18-47%, la subpopulatiile Or2, Or4 si Or7 (1,76-2,80 g, p<0,05). Ponderea acizilor
polifenolcarboxilici in continutul total al polifenolilor (Figura 5.2), constituie 63-69%, cea mai
mica valoare fiind observata la subpopulatia Or4 (58,7%).

Nivelul bioacumularii flavonoidelor prezinta diferente in continuturi intre cele sapte
subpopulatii de circa 10-40%, de exemplu, 1,05 g/100 g s.u. la Orl si 0,63 g/100 g s.u. la Or7
pentru rutozida si in cazul — luteolinei 0,52 g/100 g s.u. la Orl si 0,29 g/100 g s.u. (Or4 si Or7).
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Tabelul 5.1. Continutul de polifenoli si flavonoide (g/100 g s.u.) determinat
spectrofotometric in extractele vegetale de O. vulgare

. . . Acizi :
Subpopulatii el ] polifenolcarboxilici AENERIEE
£12 (0% TUIgEl: Acid galic Acid rozmarinic Rutozida Luteolina
orl 4,90+0,292 3,38+0,172 1,05+0,06% 0,52+0,052
or2 4,12+0,12° 2,80+0,04° 0,89+0,05" 0,46+0,112P
Oor3 3,72+0,16° 2,48+0,05°¢ 0,81+0,02°¢ 0,39+0,11°
Or4 2,99+0,06° 1,76+0,04¢ 0,66+0,07¢ 0,29+0,02°¢
or5 4,08+0,10° 2,55+0,14°¢ 0,79+0,03°¢ 0,41+0,04°
Or6 4,96+0,092 3,39+0,142 0,80+0,07°¢ 0,47+0,06%°
Or7 3,33+0,13¢ 2,10+0,02¢ 0,63+0,08¢ 0,29+0,08°
P (<0,05) <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001

Nota: datele sunt prezentate sub forma medieit+eroarea valorii medii (n=3); analiza statistica realizata prin ANOVA,
testul Bonferroni, prin diferite litere diferenta statistic semnificativa (p<0,05) dintre subpopulatii, iar valorile marcate
cu bold sunt cele care difera fata de toate subpopulatiile.
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m Polifenoli totali (echiv. acid galic)

Fig. 5.2. Ponderea procentuala a acizilor polifenolcarboxilici in continutul de polifenoli

totali a extractelor vegetale de O. vulgare
Nota: Orl-Or7 subpopulatii indigene de O. vulgare (polifenoli totali - 100%).

Pentru un studiu mai detaliat al fractiilor multicomponente de polifenoli totali, flavonoide
sau acizi polifenolcarboxilici identificati in extractele vegetale, acestea au fost supuse analizei prin
cromatografie in faza lichida de inalta performanga (HPLC).

Cromatogramele HPLC au relevat variatii ale compusilor polifenolici, mai mult in aspect
cantitativ decat calitativ evidentiind continutul inalt de acid rozmarinic la toate subpopulatiile luate
in acest studiu. In Tabelul 5.2 sunt sintetizate datele cantitative ale compusilor polifenolici,
reprezentati prin acidul clorogenic, cafeic, p-cumaric, rozmarinic si ale flavonoidelor, reprezentati
prin luteolina.

Acidul rozmarinic — componentul major din fractia compusilor polifenolici a fost
cuantificat cu valori maxime de 1678,14 mg la Or6 si minime la 431,06 mg/100 g s.u. la Or4 , de
4 ori mai mici. Dupa continutul acidului rozmarinic se contureaza urmatorul clasament a
subpopulatiilor: Or4 <Or7< Or5< Or3< Or2< Or1< Or6.

Spre deosebire de acidul rozmarinic, ceilalti compusi au fost identificati in cantitati de

15,15-20,76 mg in cazul acidului cafeic, 1,65-5,12 mg — al acidului clorogenic si 1,06-1,88 — al
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acidului p-cumaric, deci sunt mai mici fata de valoarea medie a continutului acidului rozmarinic
(961,20 g) de 64 de ori; 275 de ori si 640 de ori respectiv.

Tabelul 5.2. Continutul de polifenoli si flavonoide determinat prin HPLC (mg/100 g s.u.)

Subpopulatii Acid Acid Acid

. . o Luteolina
de O. vulgare clorogenic p-cumaric rozmarinic
Orl 2,510,119 16,67+0,23¢ 1,88+0,04% 1175,76+9,91° 5,96+0,152
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+0,124 431,06+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°
Or6 1,65+0,11f 16,92+0,13¢ 1,06+0,05° 1678,14+6,27% 3,13+0,06¢
Oor7 3,53+0,10° 20,76+0,312 1,28+0,16¢ 570,94+4,49" 2,04+0,07"
P (<0,05) < 0,0001 < 0,0001 <0,0001 <0,0001 < 0,0001

Noti: datele sunt prezentate sub forma mediei+eroarea valorii medii (n=3); analiza statistica realizatd prin ANOVA,
testul Bonferroni, prin diferite litere diferenta statistic semnificativa (p<0,05) dintre subpopulatii, iar valorile marcate
cu bold sunt cele care difera fata de toate subpopulatiile.

Dupa continutul de acid cafeic, se evidentiaza Or7 cu 20,76 mg/ 100 g s.u. si Or3 cu cel
mai mic continut — 14,90 mg/100 g s.u. Intre aceste doui valori cantitative subpopulatiile studiate
se repartizeaza astfel: Or3 <Or5< Or1< Or6< Or2< Or4< Or7.

Al treilea compus dupa continut este acidul clorogenic cu valori maxime (5,12 mg) pentru
Or4 si minime (1,65 mg/100 g s.u.) pentru Or6. In acest caz se constati urmitoarea repartizare
ascendenta a subpopulatiilor de plante indigene: Or6 <Or2< Or1< Or3< Or7< Or5< Or4.

Acidul p-cumaric depistat in cromatograme cu cele mai mici valori (1-2 mg) se repartizeaza
la diferite subpopulatii astfel: Or6< Or4< Or7< Or3< Or5< Or2< Or1.

In ceea ce priveste luteolina valorile sunt cuprinse intre 5,96 mg/ 100 g s.u. pentru Orl si
2,04 mg/ 100 g s.u. pentru Or7. Intre aceste doud valori cantitative subpopulatiile se repartizeaza
astfel: Or7 <Or4< Or3< Or6< Or2< Or5< Orl.

Generalizand datele de mai sus, mentiondm ca dintre compusii polifenolici, acidul
rozmarinic prevaleaza cantitativ cu mult asupra altor polifenoli studiati (acidul cafeic, clorogenic,
p-cumaric). Continut ridicat in acid rozmarinic la specia O. vulgare a fost raportat si de alti
cercetatori [29, 242, 282]. Agiomyrgianaki si colab. (2012) au cuantificat in plantele speciei O.
vulgare compusi fenolici precum: acidul ferulic, apigenolul, acidul oleanolic, acidul ursolic,
acidul rozmarinic, acidul clorogenic, naringenina, eriodicitolul si taxifolin [29], iar Shen si colab.
(2010) au descris prezenta doar a acizilor: rozmarinic, oleanolic si ursolic [242].

Diferenta foarte mare in continutul de substante polifenolice si flavonoide poate fi
determinata de conditiile climaterice cu umiditate ridicata, zile mai putin insorite in perioada

infloririi. Se cunoaste cd flavonoidele in plante variaza in functie de durata si intensitatea luminii
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solare, deoarece ele constituie substante cu rol de ecran fata de radiatiile UV. In cazul in care planta
nu necesitd cantititi sporite de substante flavonoide, cresc acumularile de acizi
polifenolcarboxilici, deoarece, ambele clase de compusi bioactivi au la baza aceiasi precursori
biogenetici [11, 14].

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

Uleiurile volatile denumite si uleiuri esentiale sau eterice, sunt obtinute in urma unui proces
de hidrodistilare din diverse organe ale plantelor: flori, frunze, radacini, seminte etc. Uleiul volatil
de O. vulgare are un mare potential economic in industria alimentara, farmaceutica, chimica, in
parfumerie, agriculturd si nu in ultimul rand in medicina, datoritd terpenelor — compusi ai
metabolismului secundar de o mare diversitate functionala si activitate biologica [166].

Compozitia chimica calitativa si cantitativa a uleiului esential este variabila, fiind raportate
diferite chemotipuri (chemovarietdti) cu monoterpene si sesquiterpene in calitate de compusi
dominanti [248]. S-a constatat, de asemenea, un nivel inalt de variabilitate a uleiului esential intre
speciile si subspeciile din cadrul genului Origanum L. Cel mai raspandit chemotip, care are la baza
compusi monoterpenici si o aroma specifica utilizata in industria alimentara, este cel al speciilor
O. dubium, O. onites [247] si O. syriacum [164]. Pentru specia O. vulgare sunt caracteristice
monoterpenele fenolice din care deriva ulterior timolul si carvacrolul [248]. Factorii care
determind compozitia si cantitatea uleiului volatil sunt numerosi si interdependenti, fiind dificil de
diferentiat intre ei. Aditional la factorii moleculari se includ si variatiile sezoniere i de maturatie,
originea geografica, fazele de crestere, partile din plante ce sunt utilizate.

In literatura de specialitate existd numeroase date ce arata variatii in compozitia chimici a
uleiului volatil la plantele de O. vulgare in functie de regiunile/ locatiile geografice in care cresc
plantele. Astfel de diferente ar putea fi determinate de compozitia variatd a solului si rdspunsul de
adaptare al plantelor, factori care conditioneaza formarea de produsi chimici diferiti, fara a fi
constatate diferente marcante in morfologia plantelor respective [75, 112, 141, 165].

In contextul celor mentionate, ne-am propus in cadrul acestei lucriri si identificim
eventualele variatii in compozitia chimica a uleiurilor volatile de la plantele celor 7 subpopulatii
naturale de O. vulgare ssp. vulgare luate in studiu, in scopul identificarii plantelor cu un grad inalt
al valorii lor aromatice. In vederea analizei compozitiei chimice a uleiurilor volatile s-a utilizat
metoda cromatografie in faza gazoasa cuplata cu spectroscopie de masa (GC-MS). Componentii
separati sunt identificati conform timpului de retentie (distanta parcursa de componentul retinut pe

coloana intre evaporator si detector) in raport cu spectrele standard.
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Tabelul 5.3. Compusi volatili identificati prin GC-MS la O. vulgare ssp. vulgare

Compusii uleiului esential Formula chimica

1. 5,16 a-tujen CioHi6 MT
2. 5,28 a-pinen CioH1s MT
3. 5,89 sabinen CioH1s MT
4, 5,95 S-pinen CioHas MT
5. 6,03 3-octanond CsHi60 NT
6. 6,10 S-mircen CioH1s MT
7. 6,16 3-octanol CsH1sO NT
8. 6,53 a-terpinen CioH1s MT
9. 6,65 p-cimen CioH1s MT
10. 6,73 d-limonen CioH1s MT
11. 6,78 eucaliptol C10H160 MT
12. 6,81 cis-B-ocimen CioH1e MT
13. 6,99 trans-p-ocimen CioHie MT
14. 7,18 y-terpinen CioH1s MT
15. 17,77 linalol CioH150 MT
16. 8,76 isopinocamfond C10H160 MT
17. 9,00 4-terpineol C10H180 MT
18. 9,18 a-terpineol C10H160 MT
19. 9,88 lemonal C10H160 MT
20. 10,04 cis-geraniol C10H180 MT
21. 10,29 geranial C10H160 MT
22. 10,63 dihidro-edulan | Ci3H2.0 NP
23. 11,79 geranil acetat Ci12H2002 MT

Noti: compusii sunt enumerati in ordinea timpului de elutie a gaz-cromatografiei (pRT) 1-23; MT — monoterpene;
NP — norizoprenoizi; NT — compusi neterpenoizi.

Dintr-o 100 g de biomasa uscata s-au extras de la 0,8 ml pana la 1,0 ml de ulei esential
conform Farmacopeei Romane (ed. 8 si 10) si Agentia Europeana a Medicamentului. Analiza
compozitiei chimice a uleiului a pus in evidenta un numar total de 38 de compusi ai metabolismului
secundar, dintre care 20 de monoterpene si 15 sesquiterpene (Tabelul 5.3, 5.4).

Alti trei compusi sunt: dihidro-edulan | din clasa norisoprenoizilor (NP), 3-octanona
(CgH160) si 3-octanol (CgH180) cu valori mai mici de 1%. Astfel de compusi alifatici sunt
caracteristici speciei Thymus vulgaris [248].

Numarul de 38 de compusi se identifica in uleiul volatil extras doar din plantele
subpopulatiilor Or2, Or6 si Or7. Astfel, componentul a-amorfen (ST) lipseste din profilul
subpopulatiei Orl, lemonalul si geranialul (MT) lipsesc din extractul vegetal al Or3 si Or4,
isopinocamfona si cis-geraniolul (MT) nu sunt prezenti in uleiul esential al subpopulatiei OrS si
eucaliptolul (MT) in Or3. Astfel, la subpopulatia Or3 s-au identificat 35 de compusi terpenici, la
Or4 si Or5 — 36 si la Orl — 37 de compusi.
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Tabelul 5.4. Compusi sesquiterpenici identificati prin GC-MS la O. vulgare ssp. vulgare

Compusii uleiului esential Formula chimica
1. 11,97 S-burbonen CisHz
2. 12,02 S-elemen CisHz
3. 12,46 B-cariofilen CisHo4
4. 12,57 (+)-epi-biciclosesquifelandren CisHa24
5. 12,90 a-cariofilen CisHa4
6. 13,11 a-amorfen CisH
7. 13,26 germacren D CisHo4
8. 13,44 7-gurjunen CisHaa
9. 13,52 [S-bisabolen CisHaa
10. 13,73 o-cadinen CisH
11. 14,09 elemol C15H260
12. 14,38 spatulenol C15H240
13. 14,49 oxid de cariofilen CisH240
14. 14,99 r-murolol CisHz60
15. 15,24 a-cadinol C15H260

Nota: compusii sunt enumerati in ordinea timpului de elutie a gaz-cromatografiei (pRT)

Procentul total care revine monoterpenelor (MT) este sub cel al sesquiterpenelor (ST) la
toate subpopulatiile cu exceptia la Or5 si Or6, la care ambele clase de substante au aproximativ
acelasi continut cu o diferenta statistic nesemnificativa (p= 0,36, respectiv p=0,77). Cele mai mari
diferente cantitative intre aceste 2 clase de compusi (MT fata de ST) sunt identificate la Or3 (de
73%) si la Or7, Ord si Or2 (23-26%) (Figura 5.3). Variatia continutului de MT la diferite
subpopulatii poate fi caracterizatd prin urmatoarea succesiune ascendenta: Or3 (21,3%) <Or2
(31,9%) <Or7 (32,8%) <Or4 (34,8%) <Orl (36,5%) <Or6 (42,2%) <Or5 (51,0%). In ceea ce
priveste ST din uleiul esential, subpopulatiile se repartizeaza conform valorilor procentuale ale
continutului astfel: Or6 (42,2%) <Or5 (42,9%) <Or1 (53,1%) <Or7 (56,5,8%) <Or2 (57,5%) <Or4
(59,4%) <0r3 (72,8%).
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Fig. 5.3. Monoterpenele si sesquiterpenele identificate prin GC-MS

Din totalul de 38 de compusi terpenici, 28 au valori mai mari de 1%, cel putin in cazul unei

singure subpopulatii. Dintre acestia, 17 sunt MT (Tabelul 5.5) si 11 ST (Tabelul 5.6) si prezinta
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variatii in bioacumuldri la diferite subpopulatii, in concentratia si tipul terpenelor identificate: Orl
(10 MT; 10 ST), Or2 (7 MT; 9 ST), Or3 (4 MT; 9ST); Or4 (10 MT; 8 ST), Or5 (12 MT; 6 ST),
Or6 (15 MT; 8 ST), Or7 (9 MT; 10 ST).

Tabelul 5.5. Monoterpenele cu un continut mai mare de 1%

Terpene Orl 0] 2 Or3 Or4 Oor5 Or6 Oor7

a-pinen 0,70£0,17°¢ 0,57+0,16° 022+0,04° 0,61+0,03%  1,19+0,16* 0,79+0,02°¢ 0,91+0,05°
sabinen 12,37+0,28° 15,04+0,04° 0,65£0,12° 11,93+0,13° 13,51£0,05° 15,3120,07° 8,04+0,03°
B-pinen 0,84£003° 035£0,07° 0,77+0,04" 1,49£0,02°  2,63+0,05 1,00+0,02¢ 1,72:0,02°
p-mircen  1,00£0,02¢  0,96+0,04¢ 0,74£0,077 1,2720,03°  1,54+0,06° 1,64+0,05* 0,87+0,04°
p-cimen  2,13£0,05' 296+£0,03¢ 4,97+0,02° 342+0,02°  2,06+0,02° 2,60+0,01° 5,35+£0,09°
d-limonen  1,33£0,05¢ 1,07£0,02° 045+0,05 13740049  2,66£0,06* 1,77+0,03° 1,58+0,04°

eucaliptol  1,55+0,07¢ 1,06+0,03" (° 1,17+0,02¢  7,15+0,04° 3,51+0,02° 3,81+0,02°
glcs}ﬁ;an 5,67+0,03%  2,67+0,02¢ 2,11+0,02" 2,10+0,03°  543+0,02° 2,37+0,10° 2,00::0,04°
trans-$-

ocimen 3,510,07°  2,27+0,07 7,77+0,09° 4,77+0,18°  5,57+0,05° 4,59+0,03 2,74+0,22f

yterpinen  1,84£0,08° 0,34+0,09°7 1,39£0,05 2,200,038  1,24+0,12¢ 0,41+0,07° 0,27+0,08"
linalol 0,40£0,05¢  0,7240,07° 035+0,05¢ 0,54+0,06°  0,83+0,13° 1,18+0,20° 0,35+0,12¢
4-terpineol  2,28+025" 2,14+0,13°¢ 0,48+0,06' 1,16+0,13°  2,60+0,10° 2,10+0,10° 1,82+0,10°
a-terpineol  1,0240,11¢  0,59+0,14°  0,16£024" 0,51+0,05°  3,5120,08° 1,42+0,15° 1,88+0,23

lemonall 0,04+0,02°  0,05+0,02° (Q° ob 0,05£0,06° 1,51+0,29% 0,05+0,03°
cis-geraniol  0,04+0,04°¢ 0,08+0,03°¢ 0,07 £0,04°¢ 0,13+0,02° (¢ 1,34+0,112 0,13+0,03°
geranial 0,07+0,06°¢  0,08+0,06°¢ (Q° (0% 0,07+0,07°¢  2,20+0,15% 0,10+0,09°
geranil

acetat 0,17+0,05°  0,23+0,13° 0,18+0,09° 0,18+0,12°  0,16+0,09° 4,63+0,56* 0,68+0,14°

Nota: Orl-Or7 subpopulatii de O. vulgare (rezervatia Orheiul Vechi); compusii cu un continut > 1% in uleiul esential la
cel putin o subpopulatie; datele sunt prezentate sub forma mediei+eroarea valorii medii (n=3); analiza statisticd prin
ANOVA, testul Bonferroni, care indica prin litere diferenta statistic semnificativd (p<0,05) dintre subpopulatii, iar
valorile marcate cu bold sunt cele care difera fata de toate subpopulatiile.

Cinci monoterpene cu cele mai mari valori procentuale prezintd variatii cantitative la
diferite subpopulatii din cele 7 studiate:
= sabinen, 1-15%: Or3<0r7<0r4<0r1<0r5<0r2<0r6;
= trans-p-ocimen, 2-8%: Or2<Or7<0r1<0r6<0r4<0r5<0r3;
= cis-f-ocimen, 2-6%: Or7<0r4<0r3<0r6<0r2<0r5<0rl;
= p-cimenul, 2-5%: Or5<0r1<0r6<0r2<0r4<0r3<0r7;
= eucaliptolul, 1-7%, este absent in uleiul extras din Or3, ulterior Or2<Or4<Or1<0r6<O0r7<Or5.
S-a remarcat faptul ca 4-terpineol si a-terpineol sunt bine reprezentate in probele analizate
la Or5 (2,60%, respectiv 3,51%), iar lemonalul, cis-geraniolul, geranialul si geranil acetatul au
valori inalte la Or6 (1,51%, 1,34%, 2,20%, si 4,63% respectiv), valori cu diferente statistic
semnificative (p<0,05) fatd de toate subpopulatiile.

Acumularile de sabinen, S-pinen, p-cimen, eucaliptol, cis-f-ocimen si trans-f-ocimen
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prezintd diferente statistic semnificative (p<0,05) la toate subpopulatiile intre ele, relevand
variabilitate chimica intrapopulationala.
In cazul compusilor sesquiterpenici principalii constituenti ai uleiului volatil de O. vulgare
din probele analizate sunt:
= fp-cariofilen, 14-33%: Or6<Or1<Or5<0r7<0r4<0r2<0r3;
= germacren D, 9-17%: Or6<0r2<0r7<0r3<0r5<0r1<0r4,
= oxid de cariofilen, 3-12%: Or5<0r<0r4<0r6<0r2<0r3<0r7,
= g-cariofilen, 3-7%: Or6<0r5<0r1<0r7<0r4<0r2<0r3;
= 7-gurjunen, 2-4%: Or7<0r6<0r2<0r5<0r1<0r3<0r4.

Tabelul 5.6. Sesquiterpenele cu un continut mai mare de 1%

Terpene

S-burbonen 1,13+0,18%  0,94+0,19° 0,89+0,10°¢ 0,910,08°¢ 0,77+0,11° 0,91+0,11°¢ 1,01+0,19*°
p-cariofilen  14,53+0,26" 20,97+0,16° 33,02+0,19% 19,70+0,22° 14,82+0,08° 13,56+0,15° 17,44+0,17°
o-cariofilen  3,09+0,11° 4,25+0,09° 6,56+0,12° 3,95+0,15° 3,07+0,12° 2,83+0,25" 3,69+0,09°
germacren D 16,06+0,13° 11,45+0,12" 12,38+0,28¢ 16,83+0,17% 12,74+0,17° 9,45+0,11¢ 12,05+0,11°
T-gurjunen 3,70£0,11° 3,01£0,03° 3,73+£0,11° 4,25+0,08* 3,12+0,13° 2,58+0,17¢ 1,69+0,16°
p-bisabolen  2,63+£0,06° 1,60+0,02° 1,08+0,13° 1,52+0,07° 0,81+,015¢ 0,25+0,09° 0,27+0,05°
elemol 1,40£0,05%  0,67+0,09° 0,28+0,04° 0,14+£0,04°  0,04+£0,02" 0,52+0,06° 1,02+0,03°
spatulenol 1,36+0,10°  2,11+0,13%  1,94+0,12° 223+0,06* 1,12+0,14% 1,36+0,10° 1,09+0,01¢
2;:?0%?6” 4,4740,17"  6,67+0,12° 7,84+0,13° 4,88+0,21° 3,38+0,09° 6,22+0,05¢ 12,00+0,03°
z-murolol 0,37£0,08" 1,36+0,10° 1,42+021°¢ 0,91+0,04° 0,67+0,12¢ 1,50+0,07° 2,08+0,04
o-cadinol 2,5740,03*  2,50+0,06° 1,54+0,11¢ 1,67+0,12° 0,98+0,05" 1,35+0,07° 2,02+0,06°

Nota: Orl-Or7 subpopulatii de O. vulgare (rezervatia Orheiul Vechi); compusii cu un continut > 1% in uleiul esential la
cel putin o subpopulatie; datele sunt prezentate sub forma medieiteroarea valorii medii (n=3); analiza statistica prin
ANOVA, testul Bonferroni, care indicd prin litere diferenta statistic semnificativa (p<0,05) dintre subpopulatii, iar

valorile marcate cu bold sunt cele care difera fata de toate subpopulatiile.

Bioacumularile cele mai crescute in compusi sesquiterpenici sunt depistate la plantele din:
= Orl: p-burbonen — 1,13%, p-bisabolen — 2,63%, elemol — 1,40% si a-cadinol — 2,57%);
= Or3: p-cariofilen — 33,02% si o-cariofilen — 6,56%;

= Or4: germacren D — 16,83%, z-gurjunen — 4,25% si spatulenol — 2,23%.

Germacren D (pesticid si feromon [291]), oxidul de cariofilen si p-cariofilenul (cu rol

gastroprotector si anestezic [108]) sunt compusii sesquiterpenici cu valori inalte (p<0,05), care

diferentiazd subpopulatiile Intre ele.

In scopul reprezentirii grafice a unui profil biochimic, intr-o forma lizibil, au fost selectati

19 din 28 de compusi cu continutul mai mare de 2%, cel putin in cazul unei singure subpopulatii,
fiind astfel obtinute sapte amprente ale compusilor volatili (Figura 5.4). Compusii majoritari din

probele de ulei volatil analizate prin metoda GC-MS sunt: f-cariofilen (13,56%-33,02%),
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germacren D (9,45-16,83%), sabinen (0,65-15,31%), oxid de cariofilen (3,38-12,00%) si f-
ocimen (cis- si trans-) (2,00-7,77%). Acesti cinci componenti constituie un raport: g-cariofilen/
germacren D/ sabinen/ p-ocimen (cis- si trans)/ oxid de cariofilen cu valori numerice diferite la
subpopulatiile ~ studiate:  Orl  (3,2/3,6/2,8/2,1/1,0); Or2  (3,1/1,7/2,3/0,7/1,0);  Or3
(4,2/1,6/0,1/1,3/1,0); Or4 (4,0/3,4/2,4/1,6/1,0); Or5 (4,4/3,8/4,0/3,3/1,0); Or6
(2,2/1,5/2,5/1,1/1,0); Or7 (1,5/1,0/0,7/0,4/1,0), fapt reflectat elocvent in Figura 5.4.

90 @ a-cadinol
D oxid de cariofilen
. 80 1 Ospatulenol
X 70 - W -bisabolen
= @ z-gurjunen
< 60 - & germacren D
5 50 - B g-cariofilen
£ o O p-cariofilen
2 40 - —— S g-terpineol
E | 4-terpineol
2 3018 & trans-$-ocimen
g 9 | & cis-B-ocimen
3 m eucaliptol
10 - @ d-limonen
DO DO I B GRS Ep-cimen
o et [eane| R || e fhecen] Pt ® 5-pinen
Orl Or2 Or3 0Ord Or5 Or6 Or7 B sabinen

Fig. 5.4. Compusi terpenici in extractele vegetale de O. vulgare (concentratii > 2%)
Noti: Or1-Or7 subpopulatii de O. vulgare ssp. vulgare; compusi monoterpenici (sabinen, f-pinen, f-mircen, p-cimen,
d-limonen, eucaliptol, cis-f-ocimen, trans-f-ocimen, y-terpinen, 4-terpineol, a-terpineol); compusi sesquiterpenici (f-
cariofilen, a-cariofilen, germacren D, t-gurjunen, B-bisabolen, spatulenol, oxid de cariofilen, a-cadinol).

In scopul relevirii asocierilor cantitative dintre componentii uleiului volatil, identificarii
compusilor cu pondere procentuala mare atat la nivelul intregii populatii, cat si al subpopulatiei,
s-a recurs si In cazul acestui subiect de cercetare la metoda explorativa de analiza a datelor. Astfel,
modelul teoretic generat de ACP pe matricea de covarianta a concentratiei (%) celor 38 de compusi
identificati in uleiul volatil la subpopulatiile studiate a indicat doud componente principale, care
explicd 81% din varianta datelor initiale (Figura 5.5, A, B, C). Au fost selectati 21 de compusi
chimici care coreleaza cu componentele principale, 9 cu CP1, iar 12 cu CP2:

= corelatii pozitive cu CP1l: a-tujen (r=0,94), p-cariofilen (r=0,98), (+)-epi-

biciclosesquifelandren (r=0,71), a-cariofilen (r=0,98);

= corelatii negative cu CP1: a-pinen (r=-0,80), sabinen (r=-0,92), p-mircen (r=-0,72), d-

limonen (r=-0,78), 4-terpineol (r=-0,89);

= corelatii pozitive cu CP2: oxid de cariofilen (r=0,80), z-murolol (r=0,89), dihidro-

edulan I (r=0,53), p-cimen (r=0,51);

= corelatii negative cu CP2: a-terpinen (r=-0,86), cis-f-ocimen (r=-0,63), y-terpinen (r=-

0,90), germacren D (r=-0,79), z-gurjunen (r=-0,92), s-bisabolen (r=-0,82), 3-octanona
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(r=-0,83), 3-octanol (r=-0,77).
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Fig. 5.5. Compusi terpenici cu contributie procentualid mare in variabilitatea chimica a
subpopulatiilor de O. vulgare ssp. vulgare

Nota: A —reprezentarea graficd a variabilelor (compusilor) si corelatiile cu F1 si F2; B —lista compusilor care depasesc valoarea
prag de 2,63; C — modelul ACP a variabilelor si subpopulatiilor. 1 — a-tujen; 2 — a-pinen; 3 — sabinen; 4 — s-pinen; 5 — -
mircen; 6 — a-terpinen; 7 — p-cimen; 8 — d-limonen; 9 — eucaliptol; 10 — cis-f-ocimen; 11 — trans-f-ocimen; 12 — y-terpinen; 13
—linalol; 14 — isopinocamfona;15 — 4-terpineol; 16 — a-terpineol; 17 — lemonal; 18 — cis-geraniol; 19 — geranial; 20 — geranil
acetat; 21 — S-burbonen; 22 — S-elemen; 23 — S-cariofilen; 24 — (+)-epi-biciclosesquifelandren; 25 — a-cariofilen; 26 — a-
amorfen; 27 — germacren D; 28 — z-gurjunen; 29 — S-bisabolen; 30 — 6—cadinen; 31 — elemol; 32 — spatulenol; 33 — oxid de
cariofilen; 34 — t-murolol; 35 — a-cadinol; 36 — dihidro-edulan I; 37 — 3-octanona; 38 — 3-octanol.

Grupurile de variabile corelate pozitiv sau negativ, in cadrul unei CP pe care o formeaza,
indica relatia de dependenta cantitativa intre ele, caracteristicd pentru intreaga populatie.

Analiza contributiei componentilor chimici (%) a relevat 9 compusi (Figura 5.5, A, B) care
caracterizeaza valoarea aromaticad a uleiului de la cele 7 subpopulatii studiate. Acestia sunt: -
cariofilen (56,85%), oxid de cariofilen (33,8%), sabinen (29,96%), germacren D (28,25%), cis-f-
ocimen (6,47%), z-gurjunen (4,1%), p-bisabolen (3,14%), y-terpinen (3,08%), p-cimen (3,00%) si
poate fi considerata o chemovarietate a uleiului volatil al populatiei din flora spontana a

Republicii Moldova (rezervatia Orheiul Vechi), care ar putea fi utilizat ca ,,marker” in
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autentificare. Compusii S-cariofilen (r=0,98) si sabinen (r=-0,92) sunt din grupul de asocieri
corelative pe CP1, iar oxidul de cariofilen (r=0,80), cis-p-ocimenul (r=-0,63), y-terpinenul (r=-
0,90), germacren D (r=-0,79), z-gurjunenul (r=-0,92) si g-bisabolenul (r=-0,82) — din grupul
corelat cu CP2.

Din reprezentarea grafica (Figura 5.5, C) se poate conclude despre compusii care
diferentiazd subpopulatiile una de alta, reprezentdnd chemovarietatea acestora (valoare minima a
continutului unui compus chimic — 4%).

In cele ce urmeazi sunt prezentate variatii ale chemovarietatii (succesiune descendenti a
continutului, %), care sugereaza asemanarea dupa compozitia chimica a uleiului volatil al plantelor
din subpopulatiile Orl, Or2, Or6 si Or5 si al celui extras din Or3, Or7, Or4:

Orl: germacren D/ -cariofilen/ sabinen/ cis-f-ocimen/ oxid de cariofilen;

Or2: p-cariofilen/ sabinen/ germacren D/ oxid de cariofilen;

Or6: p-cariofilen/ sabinen/ germacren D/ oxid de cariofilen;

Or5: p-cariofilen/ sabinen/ germacren D/ cis-#-ocimen;

Or3: p-cariofilen/ germacren D/ oxid de cariofilen/ p-cimen;

Or7: p-cariofilen/ germacren D/ oxid de cariofilen/ sabinen/ p-cimen;

Or4: S-cariofilen/ germacren D/ sabinen/ oxid de cariofilen/ z-gurjunen.

Constatam ca analiza ACP, completeaza grafic profilul biochimic al specie O. vulgare
prezentand o imagine mai clard a structurii fitochimice a populatiei in corelatie cu factorii genetici
si conditiile de crestere (structura solului, umiditatea, pozitia pe versant etc.).

Acesti sase compusi S-cariofilen, germacren D, sabinen, oxid de cariofilen, cis-f-ocimen si p-
cimen, care se contin in concentratii relativ mari in plantele din populatia habitatului natural studiat,
au fost inclusi in analiza comparativa a profilului chimic al aceleiasi specii, prelevate din flora
spontana a diferitor regiuni geografice (date din literaturd) pentru a identifica particularitatile
distinctive pentru O. vulgare din flora spontana autohtona.

Au fost utilizate valorile medii ale continutului (%) compusilor chimici la nivelul
intregii populatii de plante, expuse grafic (Figura 5.6). Astfel, reiesind din continuturile
compusilor nominalizati, compozitia uleiului volatil de O. vulgare ssp. vulgare prelevata din
habitatul natural al diferitor regiuni geografice: Italia [75, 112], Lituania [185, 186], Polonia
[270], Turcia [57], Bulgaria [158] a relevat diferente in continut si structura.

In probele colectate din zona muntilor Rhodopa a Bulgariei (1100 m altitudine) s-au
evidentiat prin concentratii ridicate spatulenolul (20,7%), S-cariofilenul (9,9%) si oxidul de
cariofilen (5,7%), autorul studiilor prezentand-ul ca chemotip. Contrar acestor date, ponderea

cantitativa a compusului sesquiterpenic — spatulenol, in plantele indigene autohtone este mult mai
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mica: 1,09-2,23%.

Componentii f-ocimen, sabinen, germacren D si pS-cariofilen, identificati in plantele
speciei O. vulgare din Republica Moldova, sunt prezenti si in cele colectate din opt localitati ale
Lituaniei, fiind considerate chemotip de -ocimen. Insa, in uleiul esential a plantelor de O. vulgare
ssp. vulgare din Turcia (apropierea orasului Erzurum), f-ocimenul lipseste (Figura 5.6).

Cercetari fitochimice au fost efectuate si asupra ssp. vulgare din habitatul natural al Italiei.
Plantele au fost colectate din regiunea Veneto (nord-estul Italiei) pentru a studia variabilitatea
compozitiei uleiului esential in conformitate cu gradientul altitudinal (200-1509 m) [112]. Uleiul
esential obtinut din plantele cu biotopul la 200 m altitudine (Colli Euganei, 200 m) contine
compusii: (Z)-f-ocimen (6,6-19,0%), (E)-p-ocimen (10,4-17,5%), (E)-cariofilen (8,0-14,6%) si
germacren D (11,1-20,7%), spre deosebire de cel extras din plantele de la o altitudine mult mai
mare (Val Garés, 1509 m) descrisa cu un continut ridicat de y-terpinen (24,4-38,5%) si carvacrol
(31,5-40,0%). Aceste cercetari sunt in concordantd cu datele obtinute in cadrul lucrarii de fata,
care au scos in evidenta continutul crescut de sesquiterpene, in special S-cariofilen, in uleiul volatil
de O. vulgare ssp. vulgare prelevata de la o altitudine comparativ mica (74 m).

Datele descrise in lucrare sunt similare si cu cele prezentate de Nurzynska-Wierdak (2012),
care prin analizele GC-MS si GC-FID (cromatografie in faza gazoasa cu detector de ionizare in
flacara) a uleiului volatil din plantele de O. vulgare ssp. vulgare cultivate in Polonia, au pus in
evidenta concentratii maxime la aceiasi componenti chimici: sabinen (10,85-25,46%), germacren
D (9,36-15,34%), Z-(p)-ocimen (9,10-16,33%) si p-carioflen (9,38-12,87%) [199].

Studiul de sinteza privind cercetarile plantelor speciei O. vulgare ssp. vulgare, provenite
din diferite regiuni geografice si de la diferite altitudini, a confirmat faptul cd subspecia care
habiteaza in diferite conditii ecologice, chiar in acelasi areal geografic, poate prezenta diferite
chemovarietati (chemotipuri) ale uleiului volatil. In acelasi timp plantele sunt afectate de numerosi
factori de stres combinati si pot schimba semnificativ compozitia lor biochimici. In cazul unui
studiu recent s-a demonstrat o crestere a majoritatii SBA, cu exceptia pigmentilor, in cazul
plantelor de O. vulgare supuse la temperaturi relativ mici de crestere si in conditii de iradiere
usoari a luminii (100 umol/m? s1) [252].

Comparativ cu plantele din subpopulatiile indigene, variabilitatea chimica a uleiului volatil
intre genotipuri este mai omogend la cele din culturile experimentale. Astfel, analiza calitativa
(GC si GC-MS) a uleiului esential de la 6 genotipuri de O. vulgare ssp. vulgare provenite din
culturi experimentale cultivate in cadrul IGFPP, a pus in evidentda un numar similar de compusi la
toate genotipurile studiate si o concentratie variabila, dar nu in limite largi [117]. Au fost

identificati 41 de componenti (VG-4), cu concentratii mari fiind: germacren D (17,01%), p-
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cariofilen (13,05%), carvacrol (11,65%), sabinen (9,78%), trans-$-ocimen (9,38%), cis-f-ocimen
(6,03%) si y-elemen (4,10%).
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Fig. 5.6. Variatia concentratiei de sesquiterpene in extractele vegetale de O. vulgare
ssp. vulgare (flora spontana) in functie de regiunea geografici

Particularitatile distinctive marcante ale uleiului volatil extras din plantele autohtone din
flora spontana (rezervatia Orheiul Vechi) fata de cele din cultura este lipsa carvacrolului,
concentratia variabila, in unele cazuri mai mare de g-cariofilen (33,02%) si sabinen (15,31%).

Este important de mentionat si datele unui studiu publicat cu un an mai tarziu (2015), care
a demonstrat la alte 5 genotipuri de O. vulgare ssp. vulgare (Ovv 2,3,5,6,7), selectate tot din
colectia IGFPP, o variabilitate comparativ mai mare, atat in numarul de componenti majoritari, cat

si in concentratia acestora [115].

5.4. Concluzii la capitolul 5

In baza datelor obtinute din investigatiile fitochimice a extractelor vegetale de O. vulgare
ssp. vulgare colectata din flora spontana a Republicii Moldova, pot fi emise urmatoarele concluzii:

1. Prin analiza cromatografica pe strat subtire a fost relevata prezenta compusilor fenolici:
acizi polifenolcarboxilici (acid cafeic, acid clorogenic, acid rozmarinic), flavonoidelor (rutozida,
luteolina), triterpenelor (5-sitosterolul, stigmasterolul, acidul oleanolic, acidul ursolic) cunoscuti
ca SBA cu multiple efecte terapeutice.

2. Ponderea acizilor polifenolcarboxilici in continutul total al polifenolilor, care variaza
intre 3-5 g/100 g s.u., constituie 63-69%. Plantele din subpopulatiile Or1 si Or6 se evidentiaza prin
continutul in polifenoli totali cel mai mare, iar cele din Or3, Or4 si Or7 prezinta cu 25-40 % valori
mai mici (3-3,7 g; p<0,05) [18].

3. Cuantificarea acizilor polifenolcarboxilici prin HPLC (g echivalenti acidul
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rozmarinic/100 g s.u.) a relevat valori maxime la Or6 si Orl si mai mici, cu cca 18-47% — la
subpopulatiile Or2, Or4 si Or7 [18].
4. Nivelul bioacumularii flavonoidelor prezinta diferente in continuturi intre cele sapte
subpopulatii de circa 10-40%, de exemplu, 1,05 g la Or1 si 0,63 g/100 g s.u. la Or7 pentru rutozida
si in cazul luteolinei, 0,52 g 1a Or1 si 0,29 g/100 g s.u. la Or4 si Or7.
5. Acidul rozmarinic — component majoritar in fractia compusilor polifenolici are valori
maxime de 1678,14+6,27 mg/ 100 g s.u. la Or6 si minime de 431,06+4,37 mg/ 100 g s.u. la Or4
(de 4 ori mai mici). In baza continutului acidului rozmarinic se contureaza urmitorul clasament a
subpopulatiilor: Or4 <Or7< Or5< Or3< Or2< Or1< Or6.
6. Analiza prin GC-SM a evidentiat in total 38 de compusi ai metabolismului secundar: 20
de monoterpene si 15 sesquiterpene, un compus din clasa norisoprenoizilor (dihidro-edulan I) si 2
compusi alifatici (3-octanona, 3-octanol) cu valori mai mici de 1%.
7. Sesquiterpenele au valori cantitative mai mari fata de cele ale monoterpenelor. Cele mai
mari diferente intre aceste 2 clase de compusi (MT/ST) sunt identificate la subpopulatiile: Or3 (de
cca 70%), Or7, Ord si Or2 (23-26%).
8. Noua componenti: S-cariofilen, oxid de cariofilen, sabinen, germacren D, cis-f-ocimen,
T-gurjunen, [-bisabolen, y-terpinen, p-cimen caracterizeaza valoarea aromatica a uleiului studiat
si poate fi considerata o chemovarietate a uleiului esential a populatiei din flora spontana a
Republicii Moldova (rezervatia Orheiul Vechi), ce ar putea fi utilizat ca ,,marker” in autentificare.
9. Modelul teoretic generat de ACP pe matricea de covariantd a concentratiei (%) celor 38
de compusi din uleiul volatil a identificat relatia de dependentd cantitativd intre variabile,
caracteristica intregii populatii de plante:
= q-tujen (r=0,94), p-cariofilen (r=0,98), (+)-epi-biciclosesquifelandren (r=0,71), a-cariofilen
(r=0,98); a-pinen (r=-0,80), sabinen (r=-0,92), f-mircen (r=-0,72), d-limonen (r=-0,78), 4-
terpineol (r=-0,89);

= oxid de cariofilen (r =0,80), z-murolol (r =0,89), dihidro-edulan I (r =0,53), p-cimen (r =0,51);
a-terpinen (r =-0,86), cis-f#-ocimen (r =-0,63), y-terpinen (r =-0,90), germacren D (r =-0,79), z-
gurjunen (r =-0,92), g-bisabolen (r =-0,82), 3-octanona (r =-0,83), 3-octanol (r =-0,77).

10. Compusii majoritari din probele de ulei volatil studiate prezinta variabilitate cantitativa
la nivel intrapopulational: g-cariofilen (14-33%), germacren D (9-17%), sabinen (1-15%) oxidul
de cariofilen (3-12%), S-ocimen (cis- si trans-) (2-8%), p-cimen (2-5%), r-gurjunen (2-4%), p-
bisabolen (0,3-3%), y-terpinen (0,3-2%).
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6. ACTIVITATEA TRANSCRIPTIONALA A UNOR GENE CE CODIFICA
TERPEN-SINTETAZE

Particularitatea distinctivd a uleiului volatil extras din plantele autohtone, indigene
(rezervatia Orheiul Vechi) consta in variabilitatea biochimica intrapopulationald determinata de
cantitati moderate de monoterpene (21-51%) si mari — de sesquiterpene (42-73%). Este important
de mentionat, pe de o parte, lipsa carvacrolului si timolului, iar pe de alta, prezenta in cantitati
semnificative a precursorilor biosintetici si alti compusi, asociati cdii metabolice de sinteza a
acestora.

Diversitatea biochimica a metabolitilor secundari in plante, in particular a compusilor
terpenici (mai mult de 60 000 de reprezentanti) [66, 278] este rezultatul a numerosi factori
intrinseci $i extrinseci, precum variabilitatea genicd, conexiunile dintre diferite sisteme fiziologice
si biochimice de reglare [72, 84, 131], conditiile de crestere, componente abiotice etc.

La nivel biochimic, terpen-sintetazele sunt responsabile de sinteza unui numir mare de
terpene, in prezenta substratului generat prin doud cai metabolice: dependentd de mevalonat
(MVA), localizata in citozol, prin care are loc formarea sesquiterpenelor (C15) si 2-C-metil-D-
eritritol-4-fosfat (MEP- 2-C-methyl-D-erythritol-4-phosphate), activa in plastide, rezultdnd hemi-
(C5), mono- (C10) si diterpene (C20).

Realizarile recente in caracterizarea genelor si a enzimelor implicate in biosinteza
substratului si a produsului final, au demonstrat existenta unui numar de enzime terpen-sintetaze
(TPS) functionale pe mai multe substraturi (multi-substrat) [208]. Aceasta proprietate a enzimelor
poate determina o varietate largd de profile chimice a compusilor terpenici, asociate reactiei
adaptive a organismului atat in anumite etape de dezvoltare, cét si in diverse situatii de stres biotic
sau abiotic.

In contextul informatiei existente in literatura si a datelor analizate in prezenta lucrare cu
referire la variabilitatea biochimica a terpenelor la plantele populatiei naturale de O. vulgare ssp.
vulgare au fost trasate urmatoarele obiective:

" analiza informatiei privind terpen-sintetazele in bancile de gene;

» cuantificarea nivelului de transcripti a genelor monoterpen-sintetaze (Ovtpsl, Ovtps2, Ovtps5,
Ovtps7);

» cuantificarea nivelului de transcripti a genelor sesquiterpen-Sintetaze (Ovtps3, Ovtps4,
Ovtps6).
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6.1. Analiza terpen-sintetazelor in béncile de gene

Analiza informatiei privind genele, care codifica proteinele cu rol functional in biosinteza
metabolitilor secundari 1n plante, in literatura de specialitate si in bazele de date genomice NCBI:
EST, UniGene, Gene, Nucleotide [289] a relevat ca terpen-sintetazele (TPS) reprezinta familii de
gene, rezultate din duplicari, mutatii si alte divergente functionale [256].

Progresele recente obtinute in rezultatul clondrii unor gene TPS, a investigatiilor
transcriptomice prin utilizarea sistemelor heteroloage, au permis cercetatorilor stabilirea si
caracterizarea functiei enzimelor codificate de acestea, precum si mecanisme de reglare a genelor
implicate in cdile de biosinteza a terpenelor atdt in angiosperme, cat si In gimnosperme [64, 84,
146, 173, 208].

Un numar semnificativ de gene TPS, prezente in genomul plantelor, sunt localizate in
tandem cate doud, trei sau mai multe gene omoloage (uneori separate, una sau mai multe gene
independente). In plantele de Arabidopsis, orez, plop, vita de vie si sorg, cca 42-85% din genele
TPS formeaza astfel de retele in tandem. Aceastd modalitate de aranjare a genelor se presupune a
fi o consecinta a duplicarii in rezultatul crossing-over-ului inegal [63] si are un rol important in
reglarea genica a metabolismului terpenic in functie de factorii de crestere si cei ecologici.

Actualmente, la specia O. vulgare este secventiat doar genomul cloroplastic [165], iar in
ceea ce priveste structura si functia genelor nucleare, in majoritatea cazurilor, este investigata prin
identificarea gradului de omologie cu genele descrise la plantele cu genomul cunoscut. in baza de
date NCBI sunt accesibile secvente genice transcrise (EST-uri) cu functia de candidat de terpen-
sintetaze, identificate de Crocoll C. si echipa sa de cercetare (2010) la doud varietati/cultivare de
O. vulgare (d06-01 si f02-04).

Astfel, in rezultatul analizei EST-urilor, identificate la aceastd specie, prin programul
bioinformatic BLAST (Basic Local Alignment Search Tool), au fost puse in evidenta 7 secvente
de ARNm cu grad diferit de similaritate (50-99%, scorul BLAST > 100) cu secventele altor gene
ce codifica terpen-sintetaze (Tabelul 6.1).

Transcriptii (ADNc) Ovtpsl, Ovtps2, Ovtps5 si Ovtps7 prezinta omologie cu alfa-terpineol
(Ovtpsl — 82%), gamma-terpinen-sintetaza (Ovtps2 — 94%) din Thymus, terpen-sintetaza (Ovtpsl
— 67%) din Salvia officinalis, linalol-sintetaza (Ovtps7 — 64%), geraniol synthase (Ovtps5 — 71%)
din Perilla setoyensis etc.

Secventele genice Ovtps3, Ovips4 si Ovtps6 au prezentat, de asemenea, similaritate fata de
sesquiterpen-sintetazele altor Lamiaceae, incluzand: p-cariofilen-sintetaza (Ovtps3 — 61%),
germacren D-sintetaza (Ovtps4 — 64%) din Lavandula angustifolia, p-cariofilen-sintetaza (Ovtps6
—67%) din Ocimum etc. (Tabelul 6.1).
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Tabelul 6.1. EST-uri de interes si gradul de similaritate al acestora cu alte secvente genice

EST

(denumire/ Secvente similare Scor ag)lssme Similaritate
nr.de acces (denumire/ nr. de acces NCBI) total (%) (%)
Ovtps1/ terpene sy_nthase 6 Thymus vulgarijs_ 984 99 87
GU385980.1 alpha-terpineol Thymus caespititius 934 99 82
™ terpene synthase Salvia officinalis 650 81 67
Ovtps2) E;;?ﬁ';’:egamma'terp'“e”e Origanum syriacum 1070 94 99
GU385978.1 putative monoterpene synthase Origanum majorana 1129 98 99
gamma-terpinene synthase Thymus caespititius 1075 99 94
Ovtps3/ B-caryophyllene synthase Lava_mdulg gngystifolia 596 97 61
GU385975.1 (-)-germacrene D synthase Salvia officinalis 575 88 58
" beta-caryophyllene synthase ~ Ocimum kilimandscharicum 618 97 58
Ovpsa/ germacrene-D synthase La\_/andula an_gustifolia 713 99 64
GU385974.1 terpene synthase 4 Origanum onites 407 37 95
"~ B-caryophyllene synthase Lavandula angustifolia 531 95 56
Ovtpss/ pineng synthase Sal\{ia rosmarinys 783 97 74
GU385971 geraniol synthase Perilla setoyensis 772 98 71
terpene synthase 7 Thymus vulgaris 731 96 69
Ovtps6/ (-)-germacrene D synthase Salvia officinalis - 689 91 73
GU385970.1 B-caryophyllene synthase Lavandula angustifolia 699 98 67
" beta-caryophyllene synthase ~ Ocimum kilimandscharicum 678 98 67
Ovips7/ monoterpene synthase Thymus caespit_itius 939 99 80
GU385967 1 terpene synthase 5 Thymus vulgaris 939 99 79
" linalool synthase Perilla setoyensis 682 92 64

Metabolismul compusilor terpenici este reglat la nivel molecular, prin codificarea si
coordonarea activitatii enzimelor ce catalizeaza reactiile de sinteza si catabolism ale acestora.

In Figura 6.1 este rezumati o prezentare schematica a formarii terpenoidelor catalizatd de
diferite tipuri de sintetaze terpenice. Astfel, izopentenil difosfatul (IPP), produs in citozol (calea
MVA), sau 1n plastide (calea MEP) este precursorul comun al tuturor terpenelor.

Prin reactii de izomerizare IPP se genereaza dimetilalil pirofosfatul (DMAPP), care
serveste in calitate de substrat pentru biosinteza hemiterpenelor sau prin fuzionare cu o unitate IPP
formeaza geranil difosfatul (GPP). Condensarea unei molecule de GPP cu o molecula IPP rezulta
farnesil difosfatul (FPP), care prin condensarea cu o altd molecula de IPP formeaza geranilgeranil
difosfatul (GGPP). GPP, FPP si GGPP reprezinta precursori ai monoterpenelor, sesquiterpenelor
si respectiv a diterpenelor. Desi acesti compusi de izopentenil pirofosfati in configuratie trans se
considera substraturi naturale, omniprezente pentru terpen-sintetaze, studii recente au demonstrat
ca doud molecule de izopentenil pirofosfat in configuratie cis (neryl difosfat — NPP si Z,Z-FPP)

servesc, de asemenea, in calitate de substraturi naturale pentru aceste enzime.
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Fig. 6.1. Ciile metabolice de formare a compusilor terpenici si sintetazele implicate in
proces (dupa Chen F., 2011)
Nota: MVA — calea mevalonat; MEP — calea 2-C-metil-D-eritritol-4-fosfat; IPP — izopentenil difosfat; DMAPP —
dimetilalil pirofosfat; GPP — geranil difosfat; FPP — farnesil difosfat; GGPP — geranilgeranil difosfat; NPP — neril
difosfat; CPP — copalil difosfat.

Izopren-sintetaza, monoterpen-, sesquiterpen- si diterpen-sintetazele transforma DMAPP,
GPP (sau NPP), FPP (sau Z, Z-FPP) si GGPP in izopren, monoterpene, sesquiterpene si respectiv
diterpene. Sunt doua grupuri de diterpen-sintetaze: bifunctionale si monofunctionale. Cele
bifunctionale catalizeaza conversia consecutiva a GGPP in copalil difosfat (CPP) si ulterior in
diterpeni stabili. Diterpen-sintetazele monofunctionale pot cataliza formarea diterpenelor din CPP
sau direct din GGPP. Se considera ca biosinteza izoprenului, monoterpenelor si diterpenelor are
loc in plastide, iar a sesquiterpenelor — in citozol. Cu toate acestea, existd dovezi ca intre plastide

si citozol exista un schimb de produse terpenice intermediare indicand asupra faptului ca cele doua
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cai nu sunt complet independente [63, 64].

Este important de mentionat si faptul ca variabilitatea fitochimica a compusilor terpenici
este in functie de tipul de enzima activa, cu specificitate ridicata sau redusa pentru produsul final.
Desi enzimele cu specificitate larga a substratului pot scinda substraturi multiple, afinitatea pentru
acestea variaza prin ratele de reactie chimica [256].

Toate aceste caracteristici biochimice cu nivele complexe de reglare genica si fiziologica
fac posibila adaptarea PMA in diferite conditii ecologice, prin sinteza unui set variat de terpenoizi
necesari in interactiunea cu mediul biotic si abiotic, oferindu-le un avantaj selectiv [84]. Rolul
terpenelor de compusi activi in aspect fiziologic si ecologic este determinat de functiile
specializate in rezistenta plantelor la atacul microorganismelor, insectelor, animalelor erbivore sau
in calitate de atractanti pentru polenizatori, spre deosebire de compusii terpenici cu functii primare
in fotosinteza (carotenoizi, clorofile, plastochinone), respiratie (ubichinona), crestere si dezvoltare
(citochinine, steroli, brasinosteroizi, gibereline, acid abscizic).

Ameliorarea speciilor de PMA orientata pe anumite chemotipuri de valoare economica,
determind deseori dezechilibre cantitative si calitative Tn metabolismul specializat al plantelor cu
interferente in potentialul de rezistentd fiziologica a plantei. Din aceste considerente, o
semnificatie aparte in cercetdrile axate pe ameliorarea biotehnologica a culturilor de PMA trebuie
sd revina investigatiilor moleculare si fiziologice a genelor TPS si enzimelor specifice, realizate in
mediul natural al plantelor care produc aceste terpene.

Astfel, pentru analiza activitatii de transcriptic a genelor monoterpen-sintetaze si
sesquiterpen-sintetaze, in flori si in frunze, la plantele speciei O. vulgare ssp. vulgare din flora
spontana autohtona, au fost utilizate secventele ARNm identificate de Crocoll C. (2010), pentru

elaborarea primerilor specifici [72].

6.2. Activitatea transcriptionala a monoterpen-sintetazelor

Analiza nivelului de expresie a monoterpen-sintetazelor a fost realizata prin cuantificarea
transcriptilor Ovtpsl, Ovtps2, Ovtps5 si Ovips?.

Terpene synthase 1 (TPS1): GU385980, cu o lungime a secventei ARNm de 1806 pb,
codificd proteina cu aceeasi denumire ,,terpene synthase 1 de 601 de aminoacizi [Origanum
vulgare, GenBank: ADK73623.1].

Aceasta enzimd este implicatd in procesul de transformare a substratului GPP 1in
monoterpene ca: sabinen si f-felandrend in cantitati majore si mici de mircen, y-terpinen, a-tujen
sl a-pinen [72].

Continutul transcriptilor Ovtps1 analizat in frunze si in flori indica valori diferite la plantele
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din fiecare subpopulatie. Valorile minime si maxime ale transcriptului analizat in frunze variaza
de la 0,11 u.c. (Or3), care este de 16 ori mai mic comparativ cu nivelul de 1,75 u.c. (Or5). in flori,
facand abstractie de valorile foarte mici identificate la Or7 (0,02 u.c.), intervalul de valori
cantitative este cuprins intre valoarea minima — 0,72 u.c. (Or6) si cea maxima — 2,76 u.c. (Orl).

Diferenta intre valorile Inregistrate in flori si frunze este de 2-6 ori mai mica in frunze (Figura 6.2).
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Fig. 6.2. Activitatea transcriptionala a genei Ovtpsl (GU385980) in frunze (A) si flori (B)
Nota: datele sunt prezentate sub forma mediei+abaterea standard (n=3); analiza statistica este realizatd prin ANOVA
si testul Bonferroni, care indica prin litere diferenta statistic semnificativa (p<0,05) dintre subpopulatii.

In dependenta de tesutul analizat se observa discriminarea subpopulatiilor Orl, Or2, Or3,
Or4 fata de Or5, Or6, Or7, primele avand cantitati mici in frunze si mari in flori, pe cand ultimele
trei subpopulatii din contra, valori mari in frunze si mici in flori.

Subpopulatia Or5 se evidentiaza statistic (p<0,05) fata de toate subpopulatiile, prin nivelul
cel mai mare al ARNm Ovtpsl in frunze. Subpopulatiile Or6 si Or7 au valori similare ale
cantitatilor de transcript (1,17 u.c. respectiv 1,05 u.c.), mai mici comparativ cu cele inregistrate la
Orl, Or2, Or3 si Or4, fara diferente semnificative intre ele (p<0,05).

Activitatea acestei gene in flori, spre deosebire de frunze, are valori mai mari, cuprinse in
intervalul de valori 1,47 - 2,76 u.c. la Orl, Or2, Or3, Or4, care difera intre ele semnificativ statistic
(p<0,05) si mici la Or5, Or6, Or7 (interval de 0,02-0,81 u.c.).

Terpene synthase 2 (TPS2): GU385978.1, lungimea secventei ARNm este de 1785 pb,
codifica proteina cu denumirea ,,terpene synthase 2” de 594 de aminoacizi [Origanum vulgare,
GenBank: ADK73621.1]. Ovtps2 este 0 monoterpen-sintetaza care catalizeaza biosinteza j-
terpinenului din substratul GPP, inclusiv si a altor compusi ca: a-tujen, a-terpinen, mircen,
sabinen, (+)-R-limonen, a-pinen si a-felandrena [255]. A fost constatat, de asemenea, ca este
implicata si in biosinteza unor cantitati minore de p-cimen si -pinen. Monoterpena y-terpinen este
considerata precursor al timolului [72].

Spre deosebire de Ovtpsl, activitatea de expresie Ovtps2 a prezentat valori mai mici in
frunze de 1a 0,001 u.c. (Orl) pand la 0,018 u.c. (Or7). Subpopulatiile Or6 si Or7 se caracterizeaza
prin nivelul cel mai mare (0,014u.c. respectiv 0,018 u.c.) al transcriptilor Ovtps2 (p<0,05), in

frunze, fata de toate subpopulatiile. Nu au fost depistati transcripti in frunzele plantelor din
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subpopulatia Or5. Cantitati mai mari de ARNm Ovtps2 au fost inregistrate in flori. Subpopulatia
Or3 se diferentiaza prin continutul de 0,18 u.c. fata de celelalte 6, la care au fost constatate valori

foarte mici (0,001-0,018 u.c.) cu diferente intre ele nesemnificative statistic (Figura 6.3, A, B).
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Fig. 6.3. Activitatea transcriptionala a genei Ovtps2 (GU385978) in frunze (A) si flori (B)
Notai: datele sunt prezentate sub forma mediei+abaterea standard (n=3); analiza statistica este realizata prin ANOVA
si testul Bonferroni, care indica prin litere diferenta statistic semnificativa (p<0,05) dintre subpopulatii.

Studii recente pe sisteme de modelare a stresului hidric, au demonstrat o crestere
semnificativa a activitatii genei Ovtps2 sub actiunea factorului stresogen, comparativ cu conditiile
normale (martor) [187].

Terpene synthase 5 (TPS5): GU385971.1, lungimea secventei ARNm este de 1662 pb,
codifica proteina cu denumirea ,,terpene synthase 5 de 553 de aminoacizi [Origanum vulgare,
GenBank: ADK73617.1].

Gena Ovtps5 in literatura de specialitate este descrisa ca fiind o sesquiterpen-sintetaza cu
grad Tnalt de asemanare in structura secventei nucleotidice cu cea a monoterpen-sintetazelor [72].
Produsii de reactie a enzimei codificata de Ovtps5 sunt terpenele complexe/ sabinen/ j~terpinen.
Ovtpsb, spre deosebire de primele doud terpen-Sintetaze analizate, nu se deosebeste esential dupa
nivelul cantitativ al transcriptilor in frunze si in flori, Tn ambele organe fiind identificate continuturi
cu acelasi rang de valori medii, cu maxime pand la 0,12 u.c. (Figura 6.4, A, B).

Analiza statistica a datelor ce indica activitatea transcriptionald a genei in frunze, a relevat
nivelul cel mai mare (0,103 u.c.) al activitatii la subpopulatia Or5, fapt care o diferentiaza
semnificativ (p<0,05) fata de celelalte subpopulatii. Cele mai mici continuturi (0,009-0,014 u.c.)
s-au determinat la Orl, Or3 si Or7, cu diferente statistic nesemnificative intre ele. Plantele
subpopulatiilor Or2 si Or6 sunt similare dupa continutul transcriptilor Ovtps5 si au valori
semnificativ mai mari (0,049 respectiv, 0,053 u.c., p<0,05) comparativ cu cele inregistrate la
plantele subpopulatiei Or4 (0,029 u.c.).

Analiza statistica a datelor privind activitatea transcriptionald a genei in flori a relevat
aproximativ un profil similar al nivelului de expresie relativa identificat in frunze: Or5 cu cele mai
inalte valori (0,123 u.c., p<0,05) a nivelului de expresie a transcriptului Ovtps5, urmat de Or2,

Or3, Or6 si Or7 (0,088-0,101 u.c.) cu diferente nesemnificative intre ele. Subpopulatiile Or4 si
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Orl, au inregistrat cele mai mici valori fata de toate subpopulatiile, 0,044 u.c. (p<0,05) si 0,006

u.c. (p<0,05) respectiv (Figura 6.4, B).
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Fig. 6.4. Activitatea transcriptionala a genei Ovtps5 (GU385971) in frunze (A) si flori (B)
Notai: datele sunt prezentate sub forma mediei+abaterea standard (n=3); analiza statistica este realizatd prin ANOVA
si testul Bonferroni, care indica prin litere diferenta statistic semnificativa (p<0,05) dintre subpopulatii.

Terpene synthase 7 (TPS7): GU385967, lungimea secventei ARNm este de 1788 pb,
codifica proteina cu denumirea ,,terpene synthase 7” de 595 de aminoacizi [Origanum vulgare,
GenBank: ADK73614.1].

Enzima OvTPS7 in prezentd de GPP sintetizeaza trans-£-ocimen si cantitati mici de Cis-f3-
ocimen, mircen, a- si y-terpinen. Conform unor autori, enzimele OvTPS1, OvTPS2 si OvTPS7
sunt active pe substratul de GPP generand monoterpene si nu formeaza nici-un produs sesquiterpen
din substratul FPP [72].

Nivelul transcriptilor in frunze pentru Ovtps7 este heterogen si poate fi divizat in trei
grupuri de valori: Or6 care are cele mai mari valori — 1,57 u.c. (p<0,05); Orl si Or5 cu valori mai
mici de 0,34 u.c., respectiv 0,47 u.c.; Or2, Or3, Or4 si Or7 variaza de la 0,004 u.c. pana la 0,12
u.c. Cu exceptia subpopulatiei Or6, celelalte subpopulatii nu ating nivelul de 0,60 u.c. al expresiei
relative (Figura 6.5, A).

In flori (Figura 6.5, B), valorile medii ale continutului transcriptilor studiati sunt mai
omogene 1n cadrul populatiei, fiind superioare nivelului de 0,60 u.c. la 5 subpopulatii (Or1, Or3,

Or4, Or5 s1 Or6).
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Fig. 6.5. Activitatea transcriptionala a genei Ovtps7 (GU385967) in frunze (A) si flori (B)
Nota: datele sunt prezentate sub forma mediei+abaterea standard (n=3); analiza statistica este realizatd prin ANOVA
si testul Bonferroni, care indica prin litere diferenta statistic semnificativa (p<0,05) dintre subpopulatii.
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Cele mai mici valori sunt inregistrate la Or7 (0,01 u.c.). Subpopulatiile Or3, Or5 si Or6 s-

au remarcat prin continuturi ARNm al Ovtps7 similare, cuprinse intre 0,86-0,92 u.c.

6.3. Activitatea transcriptionali a sesquiterpen-sintetazelor

Genele Ovtps3 [GU385976], Ovtpsd [GU385974] si Ovtps6 [GU385970] codifica
proteinele cu activitate enzimatica, numite sesquiterpen-sintetaze, datorita produselor finale de
reactie si al similaritatii de secventa inaltd cu omologi de la alte specii de plante. Chiar daca aceste
enzime formeaza si monoterpene avand in calitate de substrat GPP, secventa nucleotidica are un
grad mare de similaritate cu alte sesquiterpen-sintetaze, sugerand faptul ca acestea sunt functionale
in planta ca sesquiterpen-sintetaze [72].

Terpene synthase 3 (TPS3): GU385976, lungimea secventei ARNm este de 1692 pb,
codificd o proteind de 563 de aminoacizi cu denumirea de ,terpene synthase 3” [Origanum
vulgare, GenBank: ADK73619].

In rezultatul unor studii de expresie pe sisteme bacteriene s-a constatat activitatea enzimei
OvTPS3 sporitd, in prezenta substratului FPP, rezultand biosinteza de compusi (-)-germacren D
si biciclo-germacren si redusa, in prezenta substratului GPP, catalizand sinteza unor cantitati

moderate de mircen, limonen, terpinolen si linalol [72].
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Fig. 6.6. Activitatea transcriptionald a genei Ovtps3 (GU385976) in frunze (A) si flori (B)
Nota: datele sunt prezentate sub forma mediei+abaterea standard (n=3); analiza statisticad este realizata prin ANOVA
si testul Bonferroni, care indica prin litere diferenta statistic semnificativa (p<0,05) dintre subpopulatii.

Activitatea transcriptionala a genei in frunze (Figura 6.6, A) prezinta nivelul cel mai mare
(p<0,05) al transcriptilor la subpopulatiile Or6 (0,74 u.c.), Or5 (0,59 u.c.) si Or7 (0,29 u.c.).
Subpopulatiile Orl, Or2, Or3, Or4 prezinta cantitati de ARNm mai mici (0,01 u.c.-0,04 u.c.), fara
diferente statistic semnificative Intre ele.

Contrar datelor obtinute pentru frunze, in cazul continutului de transcripti obtinut in flori
(Figura 6.6, B) sunt evidentiate subpopulatiile Or2 si Or3 cu cel mai mare nivel al transcriptilor
(1,43 u.c. respectiv, 1,95 u.c.) si diferente statistic semnificative (p<0,05) fatd de toate

subpopulatiile. Or4 si Or5 au continuturi de 0,47 u.c. si 0,38 u.c. iar in plantele subpopulatiilor
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Orl, Or6 si Or7 s-au identificat valori de 0,02 u.c., 0,08 u.c. si 0,01 u.c.

Terpene synthase 4-like (TPS4): GU385974, lungimea secventei ARNm este de 1669 pb,
prezinta similaritate (scor 2632/2632, E-0,0%, acoperire 100%, omologie 95%) cu Origanum
vulgare cultivar f0204 ,.terpene synthase 4” (TPS4) ce codifica o proteina de 555 de aminoacizi
cu denumirea ,,terpene synthase 4” [Origanum vulgare, GenBank:ADK73618].

Produsele reactiei catalizate de enzima OvTPS4 pe substrat FPP sunt aloaromadendren si
biciclo-germacren. Pe substrat GPP, OvTPS4 genereaza produse ca: terpinolen, limonen, geraniol
si continuturi mici de mircen, a-terpineol, cis-f-ocimen, trans-f-ocimen si y-terpinen [72].

Nivelul transcriptilor in frunze pentru Ovtps4 variaza de la 0,02 u.c. (Or2) pana la 3,85 u.c.
(Or5), iar in flori, continutul este in medie mai mic, cuprins intre valorile 0,02 u.c. (Or7) si 1,34
u.c. (Orl). Analiza statistica a datelor ce indica activitatea de expresie a genei in frunze a scos in
evidenta subpopulatiile Or5, Or6 si Or7 cu nivelul cel mai mare al transcriptilor. Subpopulatiile
Or5 si Or6 au valori similare (p>0,05) in continutul de transcripti. Or2, Or3 si Or4 au valorile cele
mai mici (0,02 u.c.-0,13 u.c.) ale continutului de ARNm cu diferente statistic nesemnificative intre

ele (Figura 6.7, A).
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Fig. 6.7. Activitatea transcriptionala a genei Ovtps4 (GU385974) in frunze (A) si flori (B)
Noti: datele sunt prezentate sub forma mediei+abaterea standard (n=3); analiza statistica este realizatad prin ANOVA
si testul Bonferroni, care indica prin litere diferenta statistic semnificativa (p<0,05) dintre subpopulatii.

In flori (Figura 6.7, B), dupa activitatea transcriptionala a genei, S-a evidentiat subpopulatia
Or7 care se caracterizeaza prin cel mai mic continut al transcriptilor, diferit statistic (p<0,05), fata
de toate subpopulatiile. Subpopulatiile cu valori mai inalte sunt Orl urmata de Or3 cu Or4 (1,05
u.c.-1,34 u.c.) si Or2 cu Or5 (0,82 u.c. respectiv 0,86 u.c.).

Terpene synthase 6 (TPS6): GU385970, lungimea secventei ARNm este de 1665 pb,
codifica o proteina de 554 de aminoacizi cu denumirea ,,terpene synthase 6” [Origanum vulgare,
GenBank: ADK73616.1].

Gena Ovtps6 a fost descrisa ca fiind o sesquiterpen-sintetaza implicatda in sinteza
compusului g-cariofilen. Un nivel sporit de expresie s-a observat, intr-un studiu, cand plantele de

O. vulgare au fost supuse unor conditii de stres hidric [187].
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Nivelul transcriptilor in frunze pentru Ovtps6 variaza de la 0,06 u.c. (Or2) pand la 1,82 u.c.
(Or5) iar in flori — de la 0,03 u.c. (Or7) pana la 1,47 u.c. (Or4). Activitatea de expresie a genei in
frunze s-a evidentiat la subpopulatiile Or5 si Or6 prin nivelul cel mai mare al transcriptilor
(p<0,05) fata de toate subpopulatiile (Figura 6.8, A). Subpopulatiile Or1-Or4 au valori cantitative
similare si statistic nesemnificative intre ele. Nivelul transcriptilor identificat in frunzele plantelor
din Orl difera statistic (p<0,05) doar de cel din frunzele plantelor Or5 si Or6, iar comparativ cu
celelalte subpopulatii este statistic nesemnificativ.

In cazul transcriptilor Ovtps6 in flori (Figura 6.8, B), s-au remarcat subpopulatiile Or1, Or4
si Or5 cu cel mai mare nivel (1,47 u.c., 1,22 u.c. respectiv, 0,90 u.c.). Testul de semnificatie
statistica indica similaritate in valorile continutului de transcripti la: Or4 si Or5; Orl si Or3; Or3

s1 Or6; Or2 si Or7.
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Fig. 6.8. Activitatea transcriptionala a genei Ovtps6 (GU385970) in frunze (A) si flori (B)
Nota: datele sunt prezentate sub forma medieitabaterea standard (n=3); analiza statistica este realizatd prin ANOVA
si testul Bonferroni, care indica prin litere diferenta statistic semnificativa (p<0,05) dintre subpopulatii.

Gena Ovtps6 a avut o activitate transcriptionald mai Tnaltd la subpopulatia Or5 atat in
frunze, cat si in flori, iar Or2 si Or7 s-au evidentiat prin activitate transcriptionald scazuta a genei
in ambele organe.

Pentru a pune in evidenta profilul general de expresie a mono- si sesquiterpen-sintetazelor la
nivelul intregii populatii este necesar de identificat asocierile corelative in continutul de transcripti in
flori si in frunze, care s-a realizat prin analiza componentelor principale (ACP). Astfel, au fost
identificate doua componente principale (CP) care explica 85% din variatia datelor initiale, indicand
astfel, un grad inalt de corelatie intre variabile.

In combinatia liniard a variabilelor independente — CP1, relatia de dependenta cantitativa
caracteristicd pentru intreaga populatie este pusd in evidentd prin corelatii statistice pozitive pentru
Ovtpsl (r=0,98), Ovtps3 (r=0,98), Ovtps4 (r=0,99), Ovtps6 (r=0,95) in frunze si negative — pentru
Ovtps1 din flori (r=-0,72). In cazul variabilelor care definesc CP2, coreleaza pozitiv: Ovtps2 (r=0,66),
Ovtps3 (r=0,94), Ovtps5 (r=0,57) in flori si Ovips5 — in frunze (r=0,68). Celelalte gene prezinta
corelatii pozitive/negative de intensitate slaba cu ambele componente.

Dupa tipul relatiei de dependenta cantitativa intre transcriptii terpen-sintetazelor studiate se
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contureaza un profil general de co-expresie in frunze si flori. Astfel, cresterea continutului de transcripti
din frunze (exceptie OvtpsS) va determina, in flori, scaderea celui pentru Ovtpsl, Ovtps2 Ovtps3,
Ovtps4 si sporirea valorilor cantitative in cazul genelor Ovtps6 si Ovtps/.

La nivel de frunza s-a constatat asocieri negative a valorilor cantitative doar in cazul geneli
Ovtps5, celelalte gene studiate se asociaza pozitiv intre ele. Gena Ovtps5, expresata in frunze, coreleaza
pozitiv cu toate genele analizate active transcriptional in flori. Spre deosebire de frunze, la care se
observa asocieri negative doar in cazul unei gene, la nivel de flori se asociaza negativ valorile pentru
Ovtps5 cu Ovtpsl, Ovtps4, Ovtps6 si pentru Ovtps6 cu Ovtps3 (Figura 6.9, A).

Analiza contributiei procentuale a 14 variabile 1n variatia continutului de transcripti a
relevat doar 7 variabile care caracterizeaza profilul general de expresie a mono- si sesquiterpen-
sintetazelor. Astfel, cele mai mari contributii in caracterizarea populatiei o au continuturile de
transcripti Ovtps4 (46%), Ovtps3 (24%), Ovtps6 (9%), Ovipsl (8%), Ovtps5 (7%) din frunze si
Ovtps3 (86%), Ovtpsl (9%) din flori (Figura 6.9, B).

Aceste variabile au grupat subpopulatiile Or1, Or2, Or3 si Or4 dupa continutul mai inalt al
transcriptilor in flori. Subpopulatiile Or5, Or6 si Or7 se evidentiaza prin valori ridicate al
continutului de transcripti in frunze, exceptii fiind observate in cazul genelor Ovtps2, Ovtps5 (Or5

si Or6) si Ovtps7 (Or5), la care nivelul de expresie a fost mai mare in flori.
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Fig. 6.9. Profilul general de co-expresie a terpen-sintetazelor in frunze si in flori (A) si

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

Generalizand datele obtinute in rezultatul studiului transcriptomic a sapte terpen-sintetaze la
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O. vulgare ssp. vulgare din flora spontana S-a pus in evidenta un profil de co-expresie, diferentiat in
frunze si in flori, cu diverse asocieri corelative, relevand asupra unor efecte polimerice, pleiotropice si
epistatice de interactiune a genelor.

Multiple investigatii au fost consacrate izolarii si caracterizarii din punct de vedere structural
si functional a genelor codificatoare de TPS la plantele din familia Lamiaceae: Thymus [161, 223],
Lavandula [85, 138], Ocimum [131] etc.

Rezultatele obtinute n aceastd lucrare sunt in concordanta cu studiile efectuate anterior de
Crocoll C. si echipa sa (2010). Ei au studiat expresia heteroloaga (E. coli) a acestor gene potential
implicate in calea metabolica a terpenelor si activitatea enzimelor codificate de acestea. In studiul
realizat de Crocoll C. genele Ovtps1, Ovtps2, Ovtps5 si Ovtps7 au codificat enzimele care au manifestat
activitate enzimatica asupra substratului geranil diforsfat (GPP), sintetizand monoterpene, de exemplu,
in calitate de componenti principali: sabinenul (Ovtpsl), y-terpinen (Ovtps2) si trans-f-ocimen
(Ovtps7).

Expresia organ-diferentiata a genelor TPS, indusa de factorii fiziologici sau de mediu, este
descrisa in mai multe lucrri. In cazul plantelor de Matricaria recutita (musetel) a fost stabilit un nivel
diferit de activitate a patru terpen-sintetaze (MrTPS1-MrTPS5) in organele aeriene studiate (flori
sterile, fertile, frunze, tulpini). In ridacina s-au identificat transcriptii doar a genei MrTPS2. Profilul de
acumulare a transcriptilor TPS in diferite organe ale musetelului a fost convergent cu cel al terpenelor
[133]. Compozitia calitativ si cantitativ diferita a terpenelor in functie de organ (frunze, radacini) a fost
descrisa si la specia Zea mays [156]. Autorii studiului au pus in evidentd, de asemenea, reglarea
posttranscriptionala a terpen-sintetazelor dependenta de bioritmul circadian in acumularea substratului
biochimic. Un alt grup de cercetdtori au constatat sporirea expresiei unei monoterpen-sintetaze
(ZMM1) indusa de ranirea mecanica a frunzelor de Cassumunar ginger (ghimbir) atribuindu-i acestei
particularitati un rol esential in sporirea continutului si calitatii uleiului volatil [226].

Stresul hidric este unul dintre factorii abiotici, care afecteaza grav productivitatea si compozitia
uleiului volatil de O. vulgare din regiunile aride si semiaride. Morshedloo M. R. si colab. (2017)
studiind doua subspecii de O. vulgare (ssp. virens si gracile) din Iran in conditii de modelare a stresului
hidric, au demonstrat cresterea semnificativa a activitatii genelor Ovtps2 si Ovtps6 in conditii de stres
[187]. Astfel de reactii de raspuns au fost descrise si in cazul plantelor de Artemisia annua L. [280].
Toate aceste studii demonstreaza cu certitudine relatiile de dependenta dintre transcriptomul terpen-
sintetazelor si mediul de crestere si dezvoltare.

Datele prezentate in capitolul de fatd confirma rezultatele altor autori cu privire la reglarea
genicd a metabolismului compusilor terpenici, prin codificarea si coordonarea activitatii enzimelor

TPS ce catalizeaza reactiile de sinteza si catabolism ale acestora.
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6.4. Concluzii la capitolul 6

Analiza expresiei relative a terpen-sintetazelor la plantele de O. vulgare ssp. vulgare din flora
spontana releva urmatoarele concluzii:

1. Se sintetizeaza un continut mai mare de transcripti ai sesquiterpen-sintetazelor comparativ
cu cel al monoterpen-sintetazelor atat in frunze (de cca 3,3 ori), cét si in flori (de 1,7 ori) [21].

2. Activitatea de transcriptie este mai mare in flori comparativ cu cea din frunze in cazul a
patru gene: trei monoterpen-sintetaze Ovtpsl, Ovtps2, Ovtps7 (de 1,5-8 ori) si a unei sesquiterpen-
sintetaza Ovtps3 (de 2-3 ori). Aceasta particularitate nu se constata, cu unele exceptii, la monoterpen-
sintetaza Ovtps5 si sesquiterpen-sintetaza Ovtps6, care au un nivel de expresie relativ similar in flori si
frunze, precum si la Ovtps4, pentru care au fost inregistrate valori mai mari in frunze si nu in flori [21].

3. In flori, diferenta intre valorile minime si maxime ale continutului de transcripti studiati este
mult mai mica (de 3-8 ori) comparativ cu cea din frunze (de 10-30 de ori). In cazul sesquiterpen-
sintetazei Ovtps3 se constatd un nivel de variabilitate intrapopulationald inalt, atat in frunze, cat si in
flori de 18-20 de ori.

4. Cea mai mare pondere in caracterizarea populatiei o au valorile continutului de transcripti
Ovtps4 (46%), Ovtps3 (24%), Ovtpsl (8%), Ovtps6 (9%), Ovtps5 (7%) din frunze si Ovips3 (86%),
Ovtpsl (9%) din flori.

5. Au fost stabilite doud grupuri de corelatii statistice de intensitate medie si puternica: Ovtpsl,
Ovtps3, Ovtps4, Ovtps6 din frunze, asociate pozitiv intre ele si negativ cu Ovtpsl expresata in flori, si
genele Ovtps2, Ovtps3, Ovtps5 din flori asociate pozitiv atat intre ele, cat si cu Ovtps5 din frunze [21].

6. Dupa tipul relatiei de dependenta cantitativa intre transcriptii terpen-sintetazelor studiate se
contureaza un profil general de co-expresie prin supraexpresia acestora in frunze (exceptie Ovtps5)
asociata cu subexpresia Ovtpsl, Ovtps2 Ovtps3, Ovtps4 in flori. Valorile continutului Ovtps5 din
frunze se asociaza pozitiv cu cel al transcriptilor codificati de toate genele studiate in flori [21].

7. Spre deosebire de frunze, la care se observa asocieri negative doar in cazul unei gene, la
nivel de flori, se asociaza negativ valorile pentru Ovtps5 cu Ovipsl, Ovtps4, Ovtps6 si pentru Ovtps6
cu Ovtps3.

8. In cazul subpopulatiilor Orl, Or2, Or3 si Or4 continutul mai inalt al transcriptilor codificati
de genele investigate s-a identificat in flori, cu exceptia genei Ovtps5, care are valori mai mari in frunze
la Or1 s1 Or3.

9. Subpopulatiile Or5, Or6 si Or7 se evidentiaza prin valori ridicate ale continutului de
transcripti in frunze, exceptii fiind observate in cazul genelor Ovtps5, Ovtps2 (Or5 si Or6) si Ovtps7?

(Or5), la care nivelul de expresie a fost mai mare n flori.
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7. PARTICULARITATI CORELATIVE ALE DIVERSITATII
MOLECULAR-GENETICE, BIOCHIMICE SI MORFOLOGICE A
PLANTELOR DE ORIGANUM VULGARE SSP. VULGARE

Studiul diversitatii structurale si functionale a plantelor de O. vulgare ssp. vulgare din flora
spontana (rezervatia Orheiul Vechi) la nivel morfologic (10 parametri), molecular (genotipare
RAPD, SSR), biochimic (metaboliti secundari, transcripti ai genelor terpen-sintetaze) si aplicarea
statisticii comparative (analiza multivariata, indici de diversitate si diferentiere moleculara, metode
de clusterizare) au pus in evidenta asocieri corelative intre variabilele fiecarui nivel abordat.

In acest capitol de sintezd a datelor s-a decis de a identifica congruenta matricilor de
disimilaritate a parametrilor analizati intrapopulational. Acest obiectiv va completa cu elemente
relevante informatiile, analizate in prezenta lucrare, atdt n aspectul cunoasterii structurii
molecular-genetice a populatiei de O. vugare ssp. vulgare in arealul geografic studiat si al
variabilitétii fitochimice a unor metaboliti secundari cu rol fiziologic in adaptarea plantelor, cat si
in aspect aplicativ al evaludrii germoplasmei 1n perspectiva ameliorarii, conservarii si exploatarii
resursei vegetale autohtone de O. vulgare.

Testele statistice Mantel [86] sunt cele mai utilizate tehnici de comparare a matricilor de
distanta derivate din diverse date biologice pentru a evidentia posibile interrelationari.

Schema generald de asociere a variabilitatii datelor morfologice, molecular-genetice si
biochimice au inclus diferite combinatii formate din: matrici integrale a datelor initiale, grupuri
de variabile asociate corelativ, parametri in perechi, variabile cu cea mai mare pondere
informationala (%) in caracteristica subpopulatiilor relevate prin ACP.

Asocieri corelative cu datele morfologice

Reiesind din faptul ca markerii SSR utilizati n lucrare au fost elaborati pentru regiuni
microsatelite din secvente genice, care se expreseaza in trihomii glandulari ai tesutului epidermic
din frunze [198], a fost presupusa a priori lipsa unor corelatii intre variabilitatea alelica si cea
morfologica pentru cele 7 subpopulatii de O. vulgare ssp. vulgare.

Pentru verificare a fost aplicat testul Mantel pe matricile de disimilaritate a parametrilor
morfologici si frecventa alelelor SSR (Anexa 1 si 3) la nivelul intregii populatii. Rezultatele
testului a prezentat valori statistic nesemnificative (p>0,05) ale coeficientului de corelatie
r (AB)<0,2 in combinatii formate dintre (A): 9 parametri morfologici cantitativi; 6 parametri
morfologici extrasi prin ACP (inaltimea plantei, diametrul tulpinii, nr. noduri/tulpind, distanta
internodurilor, nr. frunze/nod, latimea frunzei); 3 parametri (inaltimea plantei, diametrul tulpinii,

nr. frunze/nod), care in pereche cu alte caractere au cele mai multe corelatii; 2 parametri (distanta
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internodurilor si /ldtimea frunzei), care determina cel mai mare grad de variabilitate
intrapopulationala si matricile de date (B): 11 loci SSR (total 82 de alele) si 9 loci (OR09, OR10,
OR13, OR14, OR27, OR44, OR64, OR75 si OR81) cu variantele lor alelice (total 64 de alele).

Datele obtinute, confirmad ipoteza inaintata, in acelasi timp pot fi presupuse prezenta unor
corelatii intre coeficientii de distanta ce indica variabilitatea genica si biochimica dupa continutul
metabolitilor secundari si al transcriptilor, asocieri care vor fi descrise in cele ce urmeaza.

Analiza corelativd a matricilor de disimilaritate (A) ale parametrilor morfologici si
continutului in terpeni si acizi polifenolcarboxilici a prezentat in majoritatea cazurilor de
comparatie rezultate statistic nesemnificative (p > 0,05) ale coeficientului de corelatie r (AB) <0,3.
In calitate de matrici (B) au fost: toate cele 15 sesquiterpene si 20 de monoterpene; 9 compusi care
constituie chemovarietatea generala a populatiei (sabinen, p-cimen, cis-S-ocimen, y-terpinen, p-
cariofilen, T-gurjunen, -bisabolen, oxid de cariofilen, germacren D) si acizii polifenolcarboxilici
(acid clorogenic, cafeic, p-cumaric si rozmarinic).

In cazuri separate de comparatii, cu un numar mai mic de variabile, au fost obtinute date
convergente privind variabilitatea unor parametri morfologici si metaboliti (Figura 7.1, A si B).
Astfel, corelatii de intensitate medie cu valoare negativa (r(AB)=-0,45, p=0,03), statistic
semnificative au fost identificate intre trei parametri morfologici: lungimea frunzei (LF), lungimea
ramurilor (LR) si nr. ramuri/planta (RP) si 19 monoterpene (a fost exclus sabinenul, compusul cu

cel mai mare continut procentual din acest grup).
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(A) —parametrii morfologici: LF, LR si RP (A) — parametrii morfologici: LF si LR
(B) — 19 compusi monoterpenici. (B) — 13 compusi sesquiterpenici.

Fig. 7.1. Analiza corelativa a parametrilor morfologici si a compusilor terpenici identificati
in uleiul volatil de O. vulgare ssp. vulgare
Este important de concretizat faptul ca matricea derivatd din datele doar ale LF si LR a
corelat pozitiv (r(AB)=0,52, p= 0,02) cu 13 compusi sesquiterpenici (au fost exclusi compusii cu
cele mai mari concentratii, f-cariofilen — 15-33% si germacren D — 9-17%). Aceste asocieri
corelative sunt redate grafic in Figura 7.1, A si B.

Intrucat au fost stabilite date convergente in variabilitatea morfologica si cea biochimica,
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desi doar in anumite cazuri (compusi cu concentratii mai mici de 8% — monoterpene si 12% —
sesgiuterpene), s-a decis de a determina posibilele corelatii liniare (Spearman) dintre parametrii
morfologici si cei 9 compusi terpenici identificati in concentratii comparativ mai mari si care

determina chemovarietatea uleiului volatil (Tabelul 7.1).

Tabelul 7.1. Valorile coeficientilor de corelatie Spearman (rs) intre parametrii morfologici si
continutul a 9 compusi terpenici

Parametri morfologici
Terpene

HP  RP LR DT NT DI FN LF IF
y-terpinen -0,14 0,07 -0,07 0,71* 0,68* -0,21 -0,11 0,29 -0,04
p-cimen 011 018 075+ -043 014 000 011 -032 -025
sabinen 014 -036 -071* -032 050 -039 057 011  -0,14
cis-g-ocimen 007 000 -071* 068* 039 011 000 000 0,18
oxid de 014 -011 057 -0,68* 011 000 000 -025 -021
cariofilen

germacren D 0,18 0,46 0,04 0,86* 0,71* 0,14 0,39 -0,11 0,18
f-bisabolen -0,29 -0,29 -0,57 0,36 0,86* -0,36 -0,04 -0,46 -0,14
T-gurjunen -0,39 -0,07 -0,04 0,57 0,71* -0,32 -0,11 0,14 -0,29
f-cariofilen -0,64 -0,29 0,21 -0,25 0,36 -0,32 0,00 -0,39 -0,64
Noti: HP — inaltimea plantei (cm); RP — nr. ramuri/planta; LR — lungimea ramurii (cm); DT — diametrul tulpinii
(mm); NT — nr. noduri/tulping; DI — distanta internoduri (cm); FN — nr. frunze/nod; LF — lungimea frunzei (cm); IF
— latimea frunzei (cm); * — corelatii statistic semnificative (Spearman, rs, p <0,05).

Spre deosebire de cei trei parametri morfologici lungimea frunzei, lungimea ramurilor si
nr. ramuri/planta relevati prin testul Mantel, care identifica in ce masurd diversitatea
intrapopulationald dupa parametrii morfologici este similard cu variabilitatea in continutul
terpenelor, in cazul comparatiei rangurilor de valori, de asemenea, s-a evidentiat lungimea
ramurilor si alti 2 parametri: diametrul tulpinii si nr. noduri/tulpina care au prezentat corelatii cu
continutul anumitor compusi chimici.

Astfel, in cazul lungimii ramurilor sunt corelatii medii, pozitive cu p-cimenul (rs=0,75,
p=0,02), insa, negative — cu compusii monoterpenici: sabinen (rs=-0,71, p=0,03) si cis-S-ocimen
(rs=-0,71, p=0,03). Corelatii negative s-au constatat si pentru diametrul tulpinii in pereche cu
sesquiterpena oxidul de cariofilen (rs=-0,68, p=0,04). Valorile acestui parametru coreleaza pozitiv
cu continutul procentual a doua monoterpene, considerati precursori ai carvacrolului si timolului
[72]: y-terpinen (rs=0,71, p=0,03) si cis-f-ocimen (rs=0,68, p=0,04), dar si cu un compus
sesquiterpenic germacren D (rs= 0,86, p=0,01). Dependente corelative pozitive au fost constatate
si in cazul parametrului morfologic nr. noduri/tulpina cu continutul a patru compusi terpenici: y-
terpinen (rs=0,68, p=0,04), germacren D (rs=0,71, p=0,03), p-bisabolen (rs= 0,86, p=0,01) si z-
gurjunen (rs=0,71, p=0,03).
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In urma analizei comparative a diversititii intrapopulationale la nivelul parametrilor
morfologici si cel al continutului in transcripti a 7 terpen-sintetaze nu s-au obtinut rezultate
statistic semnificative (r (AB) <0,3, p> 0,05).

Asocieri corelative cu datele molecular-genetice

Divergenta genica determinata de frecventa diferita a alelelor locilor SSR in raport cu
continutul in terpeni si acizi polifenolcarboxilici a prezentat o asociere corelativa slaba, negativa
(r (AB)=-0,37, p= 0,04) in cazul matricilor de disimilaritate a 64 de alele pentru 9 loci din 11
studiati (OR09, OR10, OR13, OR14, OR27, OR44, OR64, OR75 si ORS81) si cei 9 compusi
terpenici care formeaza chemovarietatea populatiei indigene (sabinen, p-cimen, cis-S-ocimen, y-
terpinen, f-cariofilen, t-gurjunen, f-bisabolen, oxid de cariofilen, germacren D), prezentata grafic
in Figura 7.2, A. In cazul comparatiilor, separat pe loci, s-a evidentiat locusul OR09 (6 alele)
asociat cu toate monoterpenele identificate (20) printr-o corelatie slaba, negativa (r (AB)=-0,41,
p=0,03).

Spre deosebire de corelatiile in sens negativ ale diversitatii molecular-genetice si continutul
in metaboliti secundari, In asocierea variabilitatii frecventei alelice a locilor SSR cu continutul
transcriptilor terpen-sintetazelor sunt corelatii pozitive. Astfel, a fost constatatd o corelatie pozitiva
statistic semnificativa (r (AB)= 0,51, p= 0,03) a frecventei tuturor alelelor studiate (Anexa 3) cu
continutul transcriptilor monoterpen-sintetazelor (Anexa 7) (Ovtpsl, Ovtps2, Ovtps5, Ovtps7)
expresate 1n flori (Figura 7.2, B).

Locusul OR44 (4 alele) si locusul OR40 (10 alele) a prezentat corelatii medii pozitive
(r(AB)=0,50, p=0,02 si respectiv r (AB)=0,49, p=0,03) cu continutul transcriptilor a 7 terpen-
sintetaze in flori (Anexa 7).

Spre deosebire de corelatiile frecventei alelice a locilor cu expresia relativa a genelor
studiate in flori, in frunze au fost depistate dependente corelative (r (AB)= 0,43, p= 0,04) doar in
cazul a doi loci OR64 (4 alele) si OR40 (10 alele) cu continutul transcriptilor sesquiterpen-
sintetazelor (Ovtps3, Ovtps 4, Ovtps6).

Nu au fost constatate corelatii statistice intre matricile de disimilaritate a datelor integrale
(frecventa a 82 de alele studiate cu 15 sesquiterpene, 20 de monoterpene, acizi polifenolcarboxilici:
acidul clorogenic, cafeic, p-cumaric si rozmarinic), sesquiterpen-sintetaze din flori; sesquiterpen-

sintetaze din frunze; monoterpen-sintetaze din frunze.
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(A) —frecventa a 64 de alele (9 loci EST-SSR);
(B) — continutul (%) a noud compusi terpenici (sabinen, p-

(A) —frecventa a 82 de alele (toti 11 loci EST-SSR);
(B) — continutul transcriptilor (Ovtps1, Ovtps2, Ovtps5 si

cimen, cis-f-oCimen, y-terpinen, f-cariofilen, T-gurjunen, 3~ Ovtps7) in flori.

bisabolen, oxid de cariofilen, germacren D).

Fig. 7.2. Analiza corelativa a datelor moleculare (frecventa alelelor) intre continutul
compusilor terpenici (A) si a transcriptilor EST (B)

Asocieri corelative cu datele biochimice

Preliminar statisticii comparative a coeficientilor de distantd dintre matricile de date
cantitative ale metabolitilor secundari si ale trascriptilor genelor implicate in sinteza acestora, a
fost analizata corelatia rangurilor de valori (Spearman). Astfel, corelatii liniare puternice, pozitive
se identificd 1n cazul continutului de monoterpene in pereche cu transcriptii Ovtpsl (monoterpen-
sintetazd) si Ovtps3, Ovtpsd (sesquiterpen-sintetaze) identificati in frunze. Surprinzator este
rezultatul care indica corelatia negativa puternica (rs=-0,82, p=0,02) dintre sesquiterpene si

sesquiterpen-sintetaza Ovtps3 din frunze (Tabelul 7.2).

Tabelul 7.2. Valorile coeficientilor de corelatie Spearman (rs) intre continutul sumar al
compusilor terpenici cu cel al transcriptilor sintetizati in frunze

p <0,05*; 0,01*%;

p <0,05*; 0,01**;

EST Terpene rs

lerpene 0,001%*+ 0,001%**

Ovtpsl 0,89 0,007** 0,36 0,156
o Ovtps2 0,44 0,278 = 0,45 0,301
"é Ovtps3 0,71 0,036* "é -0,82 0,023*
z Ovtps4 0,86 0,014* % 0,21 0,123
S Ovtps5 0,54 0,221 =) 0,42 0,356
= Ovtps6 0,40 0,345 ) 0,35 0,201

Ovtps7 0,48 0,208 0,11 0,525

Ulterior a fost efectuata analiza corelativa pentru fiecare compus separat (valori medii ale

subpopulatiilor) cu fiecare gena expresati in frunze si in flori. In Tabelul 7.3 si 7.4, sunt prezentati
doar compusii, continutul procentual al carora coreleazd puternic cu continutul de transcripti ai
terpen-sintetazelor. Astfel, in cazul a 7 din 20 de monoterpene (pinen, f-pinen, [-mircen, d-

limonen, eucaliptol, 4-terpineol, a-terpineol) au fost constatate corelatii puternice pozitive cu una
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sau mai multe terpen-sintetaze, de exemplu:

eucaliptolul (1-7%) coreleaza cu monoterpen-sintetaza Ovtpsl (rs= 0,96) si cu sesquiterpen-

sintetazele Ovtps3 (rs= 0,79), Ovtps4 (rs= 0,93) si Ovtps6 (rs= 0,86);

- d-limonenul (1-2,6%) si a-terpineol (0,2-3,5%) coreleaza cu monoterpen-sintetaza Ovtpsl (rs=
0,96 respectiv rs= 0,93) si cu sesquiterpen-sintetazele Ovtps4 si Ovtps6;

- a-pinenul (0,2-1,2%) coreleaza cu monoterpen-sintetaza Ovtpsl (rs= 0,79) si cu sesquiterpen-
sintetaza Ovtps4 (rs= 0,93);

- f-mircen (1-1,6%) coreleaza cu monoterpen-sintetazele Ovtps5 (rs= 0,79) si Ovtps7 (rs= 0,86).

Tabelul 7.3. Valorile coeficientului de corelatie Spearman (rs) intre continutul
monoterpenelor si cel al transcriptilor genelor studiate

Monoterpene rs (Spearman) p <0,05*; 0,01**; 0,001***
a-pinen 0,79 0,036*
Ovtps1 d—Iimc_)nen 0,96 0,000***
eucaliptol 0,96 0,000%**
a-terpineol 0,93 0,003**
Ovtps3 eucaliptol 0,79 0,036*
o d-limonen 0,93 0,003**
= a-terpineol 0,86 0,014*
Ovtpsd = eucaliptol 0,93 0,003**
a-pinen 0,93 0,003**
Ovtps5 S-mircen 0,79 0,036*
d-limonen 0,82 0,023*
Ovtps6 eucaliptol 0,86 0,014*
a-terpineol 0,82 0,023*
Ovtps7 S-mircen 0,86 0,014*
Ovtpsl terpinen + - 0,86 0,014*
Ovipsd  [N= f‘er;iﬁé’;e” 4 0,86 0,014*
Ovtps6 [ 0,96 0,000***
Ovtps7 trans-g-ocimen 0,93 0,003**

Asocierea compusilor monoterpenici cu continutul transcriptilor terpen-sintetazelor
expresate in flori, spre deosebire de frunze, au relevat mai putine corelatii:
- o-terpinen (0,1-0,6%) si y-terpinen (0,3-2,2%) coreleaza cu monoterpen-sintetaza Ovtpsl (rs=

0,86) si cu sesquiterpen-sintetazele Ovtps4 (rs= 0,86) si Ovtps6 (rs= 0,96);

- trans-p-ocimen (2-8%) coreleaza cu monoterpen-sintetaza Ovtps7 (rs= 0,93).

In ceea ce priveste continutul de sesquiterpene au fost constatate corelatii semnificative
statistic cu continutul transcriptilor In frunze si in flori in cazul urmatorilor compusi:
- r-gurjunenul (2-4,3%) coreleaza cu monoterpen-sintetaza Ovtpsl (rs= 0,86) si cu sesquiterpen-

sintetazele Ovtps4 (rs= 0,86) si Ovips6 (rs= 0,82) expresate in flori;
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- p-bisabolen (0,3-2,6%) cu monoterpen-sintetaza Ovtpsl (rs= 0,86) din flori;
- p-cariofilen (15-33%) si a-cariofilen (3-6,5%) cu sesquiterpen-sintetaza Ovtps3 (rs= 0,78) din
flori;

- z-murolol (0,4-2%) coreleaza cu monoterpen-sintetaza Ovtps2 (rs= 0,86) expresata in frunze.

Tabelul 7.4. Valorile coeficientului de corelatie Spearman (rs) intre continutul
sesquiterpenelor si cel al transcriptilor genelor studiate

Sesquiterpene rs (Spearman) p <0,05*; 0,01**; 0,001***

z-murolol

[S-bisabolen 0,86 0,014*

p-cariofilen, a-cariofilen 0,78 0,045*
0,86 0,014*

7-gurjunen 0,86 0,014*
0,82 0,023*

Analiza corelativa Spearman a facilitat identificarea datelor pentru testul statistic Mantel,
de comparatie a variatiilor intrapopulationale. Astfel, compararea matricilor de disimilaritate a
compusilor terpenici din extractele de ulei esential si a nivelului de expresie a EST-lor a prezentat
asocieri diferite cu transcriptii cuantificati in frunze si flori (Figura 7.3).

Profilul de variatie intrapopulationald a sapte monoterpene selectate in baza corelatiei
Spearman cu concentratiile maxime cuprinse intre 3,5-7,2% (a-pinen, [-pinen, p-mircen, d-
limonen, eucaliptol, 4-terpineol, a-terpineol) este convergent cu matricea de disimilaritate a
continutului transcriptilor monoterpen-sintetazelor Ovtpsl, Ovtps2, Ovtps5, Ovtps 7 (r (AB)= 0,57,
p=0,004) si sesquiterpen-Sintetazelor Ovtps3, Ovtps4, Ovips6 (r (AB)= 0,65, p= 0,001) din frunze
(Figura 7.3).

Rezultatele testului Mantel a matricii de disimilaritate pentru sesquiterpene (15) cu cea a EST-
lor studiate a prezentat o relatie corelativa de intensitate moderata cu sesquiterpen-sintetazele (Ovtps4,
Ovtps3, Ovtps6) expresate in flori (r (AB)= 0,63, p=0,001). Tot cu matricea sesquiterpen-sintetazelor
din flori (r(AB)= 0,56, p= 0,01) a corelat si cea derivatd din 9 compusi (5 sesquiterpene si 4
monoterpene), care au fost inclusi in chemovarietatea plantelor de O. vulgare ssp. vulgare din
rezervatia Orheiul Vechi (Figura 7.3).

Un coeficient de corelatie pozitiva, puternica (r (AB)= 0,82, p< 0,0001) s-a constatat intre

variatia compusilor monoterpenici (20) si a celor sesquiterpenici (15) (Figura 7.3).
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Fig. 7.3. Analiza corelativa intre continutul compusilor terpenici si al transcriptilor EST

Generalizand datele expuse in acest capitol se poate afirma ca asocierile corelative intre
diferite variabile, puse in evidenta prin testele statistice de analiza a covariantei si de comparare a
variabilitatii datelor biologice, prezintd rezultatul fenomenelor de pleiotropie si epistazie. Expresia
fenotipica a relatiilor dintre genele ce controleaza caracterele morfologice cantitative, influentata de
multi factori intrinseci §i extrinseci, prezintd o variabilitate foarte largd de manifestare, dificil de
monitorizat si cuantificat. Testele Mantel (distanta euclideand) utilizate in prezenta lucrare au relevat
corelatii de intensitate medie, indicand congruenta variabilitatii intrapopulationale a plantelor 1a nivelul
unor parametri morfologici si metaboliti secundari. Astfel, variabilitatea subpopulatilor de O. vulgare
ssp. vulgare dupa continutul in sesquiterpene (13 compusi, cu concentratii procentuale sub 12%) este
determinata de variatia valorilor medii ale lungimii frunzei si a ramurilor. Spre deosebire de continutul
in sesquiterpene, cel al monoterpenelor (19 compusi, cu concentratia sub 8%) nu variaza semnificativ
la plantele cu diferite valori ale acestor doi parametri morfologici lungimea frunzei si a ramurilor in
combinatie cu numarului de ramuri/planta. Deci in baza acestor asocieri corelative pozitive/negative
intre matricile de distantd a parametrilor morfologici si metaboliti se poate presupune o tendinta de
modificare in continutul de sesquiterpene din uleiul volatil prin variatii ale lungimii frunzei si a
ramurilor plantei.

Corelatiile medii pozitive intre matricile de disimilaritate moleculara si expresie relativa a

terpen-sintetazelor demonstreaza o tendinta de modificare in activitatea de transcriptie a monoterpen-
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sintetazelor din flori (Ovtpsl, Ovtps2, Ovtps5, Ovtps7) in functie de variatia frecventei alelelor studiate
(82) in genomul plantelor. Locii OR44 cu 4 alele si OR40 cu 10 alele sunt direct asociati cu continutul
transcriptilor a 7 terpen-sintetaze expresate in flori. La nivelul frunzelor s-au evidentiat, de asemenea,
locusul OR40 (10 alele), precum si OR64 (4 alele) a caror frecventd alelica influenteaza continutul
sesquiterpen-sintetazelor (Ovtps3, Ovtps4, Ovtps6).

O dovada a controlului molecular-genetic in acumularea terpenelor in plantele studiate este si
coeficientul de corelatie negativa, slaba dar statistic semnificativa (r (AB)= -0,37, p= 0,04) intre
variabilitatea frecventei a 64 de alele pentru 9 loci din 11 studiati (OR09, OR10, OR13, OR14, OR27,
OR44, OR64, OR75 si OR81) si 9 compusi terpenici care s-au evidentiat prin concentratii mai mari
(sabinen, p-cimen, cis-f-ocimen, y-terpinen, f-cariofilen, t-gurjunen, -bisabolen, oxid de cariofilen,
germacren D). Acest rezultat presupune o variabilitate relativ scizuta a valorilor cantitative a
terpenelor mentionate in subpopulatii cu diferitd frecventa alelicd a locilor SSR, fapt ce confirma
stabilirea corectd a chemovarietatii speciei O. vulgare autohtone.

Congruenta datelor privind distanta intre cele 7 subpopulatii de plante dupa nivelul de expresie
relativd a terpen-sintetazelor si al continutului compusilor terpenici, constatatd in cadrul prezentei
lucrari, indica asupra unui mecanism de control a biosintezei acestora la nivel de transcriptie, care in
aspect aplicativ, ar avea un rol de marker de selectie a plantelor potential bogate In compusi terpenici
de interes. Date similare axate pe identificarea unor asocieri intre variabilitatea populationala la nivel
morfologic, chimic si molecular-genetic in scopul identificarii unor markeri eficienti pentru programe
de screening si selectie au fost descrise atat pentru specia O. vulgare, cat si alte PMA. Astfel, in
investigatiile realizate de catre Azizi A. si colab. (2012, 2016) pe un numar de 42 de populatii de O.
vulgare, in majoritate, originare din Europa au fost identificate corelatii relativ inalte intre chemotip si
markeri moleculari, si slabe intre matricea parametrilor morfologici si a distantei genetice (AFLP si
SAMPL). Prin analiza corelativa in perechi (Pearson) a trasaturilor morfologice, autorii au constatat
corelarea diametrului tulpinii cu randamentul uleiului esential si continutul de carvacrol,
pentru selectia indirectd si ameliorarea a doua trasaturi importante economic, productia de ulei esential
si continutul de carvacrol in O. vulgare [41, 43].

Corelatii relativ inalte intre profilele metabolitilor secundari si cele molecular-genetice au fost
relevate si in cadrul unor studii de genotipare a unor specii din genul Origanum L. din Egipt, fiind
expuse, de asemenea, argumente cu referire la eficienta si puterea de discriminare intraspecifica a
germoplasmei mai inaltd a markerilor SRAP in comparatie cu cei ISSR [31]. In aceasti ordine de idei
se inscriu si investigatiile compozitiei uleiului esential in functie de variabilitatea genetica a plantelor

de Salvia officinalis L. A fost subliniata corespunderea profilelor RAPD cu raportul dintre principalii
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compusi chimici volatil, fiind sugerata relatia de dependenta nalta Intre profilul chimic si cel genetic
[30].

In cadrul unor cercetari privind variabilitatea uleiului volatil al plantelor de O. vulgare ssp.
vulgare si ssp. hirtum din 16 regiuni din flora spontana a Albaniei au fost emise concluzii privind rolul
de baza al structurii genetice in determinarea compozitiei chimice a terpenelor, in contrast cu factorii
de mediu, care au cauzat doar unele efecte minore [96]. In acelasi timp, sunt informatii care
demonstreaza efecte semnificative ale unor factori de mediu ce influenteaza caile de sinteza ale
metabolitilor secundari si care trebuie luati in consideratie in programele de ameliorare. De exemplu,
prin experiente de modelare ale stresului hidric, Morshedloo M. R. (2017) prezinta dovezi cu referire
la variatia metabolitilor secundari si a nivelului de expresie a genelor la doud subspecii native de O.
vulgare (ssp. virens si ssp. gracile cu diferit continut in monoterpene) din Iran. Sub actiunea stresului
hidric, uleiul esential de O. vulgare ssp. gracile a fost bogat in carvacrol, in timp ce sesquiterpena (Z)-
a-bisabolen a fost constituentul major al uleiului de O. vulgare ssp. virens. Tot la aceasta subspecie
consideratd saraca in monoterpene, cantitatea de (E)-b-cariofilen a crescut semnificativ sub actiunea
factorului stresor, indicand cu certitudine asupra unei reactii de adaptare la conditiile specifice de
mediu. [187, 188].

La final de capitol este prezentata sinteza datelor relevante pentru fiecare subpopulatie, fiind
urmarite particularitatile distinctive de asemanare/discriminare intre ele. Conform structurii
moleculare intrapopulationale a plantelor din habitatul natural, s-a constatat o tendinta de asociere in
functie de biotopul colectarii plantelor. Astfel, intre Or2 si Orl; Or3, Or4 si Or5 se atesta diferite nivele
de similaritate, spre deosebire de Or6 si Or7, care sunt mai distante de celelalte subpopulatii. Aceasta
configurare asociativa a subpopulatiilor are loc Intr-o mdsurd mai mare sau mai mica in functie de
parametrii studiati (morfologici, molecular-genetici si biochimici). In calitate de caracteristici
principale de autentificare a subpopulatiilor studiate pot fi mentionate, pentru:

= Orl-—valori maxime pentru diametrul tulpinii plantelor, numdarul de noduri/tulping, lungimea frunzei;
continut inalt al acizilor polifenolcarboxilici, polifenolilor totali, acidului rozmarinic, transcriptilor
genelor investigate in flori si a Ovtps5 in frunze; cea mai scazuta pondere a heterozigotilor (He=0,38;
Ho=0,42); profilul terpenic: germacren D/ [-cariofilen/ sabinen/ cis-f-ocimen/ oxid de cariofilen;

* Or2 - valori minime la sapte din noua parametri si lipsa corelatiilor caracter/caracter; valori mai mici
cu 18-47% ale continutului de acizi polifenolcarboxilici si cu 23% — a monoterpenelor fatda de
sesquiterpene. Similar cu subpopulatia Orl sunt valorile inalte ale continutului in acid rozmarinic,
transcriptilor genelor in flori, ponderea scazuta a heterozigotilor (He=0,38, Ho=0,34). Profilul
terpenic: S-cariofilen/ sabinen/ germacren D/oxid de cariofilen;

» Or3 - cea mai inalta variatie individula dupa lungimea ramurii (CV>30); valori comparativ mai mici
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de polifenoli totali cu 25-40% si cu 70% a monoterpenelor fata de sesquiterpene; valori cantitative
medii ale acidului rozmarinic; valori inalte ale continutului transcriptilor genelor investigate in flori,
Ovtps5 in frunze si a indicilor de diversitate alelica (A=49; Na=4,46; Ne=3,64; Ns=3; PLP=100%);
profilul terpenic: g-cariofilen/germacren D/oxid de cariofilen/p-cimen;
Or4 — cea mai inalta variatie individuala dupa lungimea ramurii (C\VV>30); cele mai mici valori ale
parametrului distanta internodurilor; valori comparativ mai mici de polifenoli totali cu 25-40%, cu 18-
47% — de acizi polifenolcarboxilici si cu 23-26% — a monoterpenelor fata de sesquiterpene; cele mai
mici valori cantitative ale acidului rozmarinic; valori inalte ale continutului transcriptilor genelor
investigate in flori, indicilor de diversitate alelica (A=46; Na=4,18; Ne =3,77; Ns=3; PLP=100%,) si
ale ponderii heterozigotilor (H0=0,75, He=0,72); profilul terpenic: pg-cariofilen/germacren
D/sabinen/oxid de cariofilen/z-gurjunen;
Or5 — cea mai inalta variatie individula dupa lungimea ramurii (C\VV>30); valori comparativ mai mici
de polifenoli totali cu 25-40%, cu 18-47% a acizilor polifenolcarboxilici si continut procentual egal al
monoterpenelor si sesquiterpenelor, valori cantitative mici ale acidului rozmarinic; valori inalte ale
continutului transcriptilor genelor investigate in frunze, a monoterpen-sintetazelor in flori si a indicilor
de diversitate alelica (A=44; Na=4; Ne=2,82; PLP=91%); profilul terpenic: p-cariofilen/ sabinen/
germacren D/ cis-f-ocimen;
Or6 — valori maxime ale lungimii frunzelor si minime a numdrului de frunze/nod, continutul cel mai
inalt in polifenoli totali, acizilor polifenolcarboxilici si acidului rozmarinic; continut procentual egal
al monoterpenelor si sesquiterpenelor; nivel Tnalt al expresiei genelor investigate in frunze si doar a
monoterpen-sintetazelor in flori; devieri semnificative (F= -0,42) de la EHW, indicand asupra unui
exces de heterozigotie; profilul terpenic: S-cariofilen/ sabinen/ germacren D/ oxid de cariofilen;
Or7 — valori maxime pentru 6 parametri morfologici; valori mai mici cu 25-40% a polifenolilor totali,
cu 47% a acizilor polifenolcarboxilici, cu 23-26% a mototerpenelor fatd de sesquiterpene; valori
ridicate ale continutului de transcripti in frunze; cea mai scazuta pondere a heterozigotilor (He=0,36;
Ho=0,42); profilul terpenic: p-cariofilen/ germacren D/ oxid de cariofilen/ sabinen/ p-cimen.

Concluzii la capitolul 7

Stabilirea asocierilor in variatia diferitor variabile biologice a pus in evidentd unele
particularitati corelative ale diversitatii molecular-genetice, chimice si morfologice a plantelor de O.
vulgare ssp. vulgare din flora spontana:
unor parametri morfologici si metaboliti secundari. Astfel, variabilitatea subpopulatilor de O. vulgare
dupa continutul in sesquiterpene (13 compusi, concentratii <12%) este determinata de variatia valorilor

medii ale lungimii frunzei si a ramurilor (r (AB)=0,52). Spre deosebire de continutul in sesquiterpene,

133



cel al monoterpenelor (19 compusi, concentratii <8%) nu variaza semnificativ la plantele cu diferite
valori ale acestor doi parametri morfologici lungimea frunzei si a ramurilor in combinatie cu
numarului de ramuri/planta (r(AB)=-0,45).

2. Analiza corelativa Spearman a pus in evidenta corelatii medii, pozitive (rs= 0,75) a lungimii
ramurilor cu p-cimenul si negative cu sabinenul (rs= -0,71) si cis-f-ocimenul (rs= -0,71). Corelatii
negative s-au constatat si pentru diametrul tulpinii in pereche cu sesquiterpena oxidul de cariofilen (rs=
-0,68). Valorile acestui parametru morfologic coreleaza pozitiv cu continutul procentual a doua
monoterpene, precursori ai carvacrolului si timolului: y-terpinen (rs= 0,71) si cis-f-ocimen (rs= 0,68),
dar si cu un compus sesquiterpenic germacren D (rs= 0,86). Dependente corelative pozitive au fost
constatate si in cazul parametrului morfologic nr. noduri/tulpina cu continutul a patru compusi
terpenici: y-terpinen (rs= 0,68), germacren D (rs= 0,71), S-bisabolen (rs= 0,86) si z-gurjunen (rs= 0,71).

3. Corelatiile medii pozitive (r (AB)= 0,51) intre matricile de disimilaritate moleculara si
expresie relativa a terpen-Sintetazelor demonstreaza o tendintd de modificare in activitatea de
transcriptie a monoterpen-sintetazelor in flori (Ovtpsl, Ovtps2, Ovtps5, Ovips7) in functie de variatia
frecventei alelelor locilor SSR in genomul plantelor.

4. Variatia nivelului de expresie a 7 terpen-sintetaze in flori este convergentd cu variatia
frecventei alelice a locilor OR40 (r (AB)= 0,49) si OR44 (r (AB)= 0,50) in subpopulatii. La nivelul
frunzelor s-au evidentiat, de asemenea, locusul OR40 in combinatie cu OR64 a caror frecventa alelica
influenteaza continutul sesquiterpen-sintetazelor (Ovtps3, Ovtps4, Ovtps6) (r (AB)= 0,43).

5. A fost constatata o variatie relativ scazuta (r (AB)=-0,37, p=0,04) a valorilor cantitative a
9 compusi terpenici (Sabinen, p-cimen, cis-$-ocimen, y-terpinen, [f-cariofilen, T-gurjunen, -bisabolen,
oxid de cariofilen, germacren D) in subpopulatii cu diferita frecventa alelica a 9 din 11 loci SSR, fapt
ce confirma stabilirea corectd a chemovarietatii generale a populatiei.

6. Un coeficient de corelatie pozitiva, puternica (r (AB)= 0,82) s-a identificat intre variatia
compusilor monoterpenici (20) si sesquiterpenici (15) identificati in plantele din habitatul natural.

7. Congruenta matricilor de disimilaritate dupa continutul in transcripti al terpen-sintetazelor
s1 compusilor terpenici, constatata in cadrul prezentei lucrari, indica asupra unui mecanism de control
a biosintezei acestora la nivel de transcripti, care in aspect aplicativ, ar avea un rol de marker in selectia
plantelor potential bogate in compusi terpenici de interes.

8. Au fost identificate unele particularitati specifice subpopulatiilor la nivelul parametrilor
morfologici, moleculari si biochimici, asocieri pe baza de similaritate intr-o masura mai mare sau mai

mica a subpopulatiilor: Or2 si Orl; Or3, Or4 si Or5; Or6 si Or7, acestea din urma fiind cele mai diferite.
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CONCLUZII GENERALE SI RECOMANDARI

Concluzii generale

Pentru prima data au fost realizate studii complexe ale diversitatii structural-functionale la
specia O. vulgare ssp. vulgare L. din flora spontand 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 particularitati morfologice (capitolul 3) distinctive ale plantelor
speciei O. vulgare ssp. vulgare din habitatul natural (varietatea culorii florilor, valori reduse pentru
inaltimea plantelor, lungimea ramurilor, ldtimea 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 (latimea 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, ORS81), care pun in evidentd alele specifice
pentru indivizii din flora spontand in subpopulatiile Or1, Or3, Or4 si Or5 si 4 primeri (OR09GST=
0,42, OR14GST= 0,34, OR64GST= 0,55 si OR81GST= 0,393), care releva un grad inalt de
diferentiere moleculara intre subpopulatiile din flora spontana 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 cd 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 variaza 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: B-cariofilen,
oxid de cariofilen, sabinen, germacren D, cis-p-ocimen, t-gurjunen, B-bisabolen, y-terpinen, p-

cimen, care caracterizeaza valoarea aromatica a uleiului volatil a speciei O vulgare ssp. vulgare
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reprezentand o chemovarietate a plantelor din flora spontand a Republicii Moldova (rezervatia
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 datoreazd 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 1n evidenta particularitati de discriminare a plantelor sau
asemanare in 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 diferentiatd 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 universitara pentru studii superioare de licenta la disciplinele: Fiziologia plantelor,
Biochimie, Biostatistica si Biologie moleculara.

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

3. Primerii functionali EST-SSR sunt utilizati in Laboratorul Genomica, Centrul Genetica
Functionalda (USDC), iar 8 dintre ei se recomandd 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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ANEXE

Anexa 1. Parametrii morfologici ai subpopulatiilor speciei O. vulgare ssp. vulgare

Parametri Rezervatia Orheiul Vechi

morfologici orl or2 or3 Or4 Or5 or6

indl,timea plantei (cm) 54,6425 33,66+1,04 44,33+2,17 47,64+1,56 52,31£1,96 50,60+1,2 54,94+2.76
Nr. ramuri pe planza 9,25+1,35 6,15+0,76 8,75+0,71 11,1+0,88 9,85+1,03 9,00+0,88 11,95+0,9
Lungimea ramurii (cm) 2,19+0,16 1,83+10,15 4,50+0,32 3,76+0,54 2,97+0,48 3,39+0,34 5,50+0,53
Diametrul tulpinii (mm) 2,82+0,17 1,34+0,11 2,53+0,21 2,57+0,16 2,76+0,14 1,95+0,12 2,36+0,16
Nr. noduri pe tulpina  18,25+0,79 16,9+0,52 17,45+0,86 18,05+0,8 16,1+£0,99 15,35+0,76 16,45+0,51
Distanta internod (cm)  3,59+0,42  2,00£0,1 3,29+0,47 2,35+0,19 3,72+0,14 2,99+0,21 3,79+0,33
Nr. frunze per nod 11,45+0,73 8,55+0,49 10,55+1,1 10,55+0,67 13,1+1,37 7,25+0,59 14,00+1,15
Lungimea frunzei (cm)  2,65+0,16 1,85+0,09 2,72+0,14 2,56+0,2 2,72+0,16 3,01+0,09 2,40+0,12
Latimea frunzei (cm) 1,52+0,1 0,94+0,07 1,25+0,08 1,19+0,14 1,38+0,09 1,34+0,06 1,46+0,11
Gradina Botanica Nationala (Institut) ,,Alexandru Ciubotaru”, mun.

Parametri

fologici Chisinau
ML chs Ccho Chi10
Inaltimea plantei (cm) 44,32+0,96 63,62+1,02 49,92+1,6
Nr. ramuri pe planta 9,65+0,65 8,40+0,44 11,75+0,62
Lungimea ramurii (cm) 4,31+0,42 4,57+0,21 4,86+0,44
Diametrul tulpinii (mm) 1,94+0,08 2,25+0,08 2,30+0,13
Nr. noduri pe tulpina 15,85+0,41 16,90+0,45 16,35+0,65
Distanta internod (cm) 2,85+0,12 4,13+0,16 3,19+0,28
Nr. frunze per nod 10,20+0,29 12,00+0,66 11,80+0,69
Lungimea frunzei (cm) 2,65+0,11 2,34+0,1 2,57+0,17
Latimea frunzei (cm) 1,925+0,07 1,66+0,09 1,484+0,08

Nota: valorile sunt prezentate sub forma X + SEM (mediateroarea standard a mediei); Orl-Or7 — subpopulatii
prelevate din flora spontand; Ch8-Ch10 — subpopulatii colectate de la GBNI.
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Anexa 2. Coeficientii de corelatie Pearson intre parametrii morfologici la cele 10 subpopulatii
Subpopulatia Orl

Subpopulatia Or2

HP RP LR DT NT DI FN LF |IF HP RP LR DT NT DI FN LF IF
HP 1 HP 1
RP 042 1 RP 0,28 1
LR 0,07 042 1 LR -0,19 0,00 1
DT 0,25 0,26 03 1 DT 0,38 0,36 0,22 1
NT -0,05-0,01 -0,10 -0,15 1 NT -0,30 0,04 0,38 -0,02 1
DI 0,58*0,47*0,45 0,36 -0,28 1 DI -0,10 -0,24 -0,05 -0,21 0,28 1
FN 0,06 0,30 0,34 0,54*0,17 0,40 1 FN 0,02 0,13 0,27 -0,01 0,41 0,46*1
LF 0,15 -0,58 -0,25 -0,05 0,00 0,17 0,07 1 LF -0,17 -0,21 -0,23 -0,18 -0,33 0,23 0,3 1
IF -0,14 -0,39 -0,36 0,06 -0,15 0,02 0,24 0,36 1 IF 0,10 0,04 -0,18 0,00 -0,04 0,35 0,16 0,35 1
Subpopulatia Or3 Subpopulatia Or4
HP RP LR DT NT DI FN LF |IF HP RP LR DT NT DI FN LF IF
HP 1 HP 1
RP 0,18 1 RP 0,00 1
LR 0,16 0,26 1 LR 024 0,07 1
DT -0,07 0,27 0,28 1 DT 0,03 0,22 0,54*1
NT -0,07 0,25 -0,13 -0,05 1 NT 0,31 -0,08 -0,15-0,11 1
DI 0,64*-0,01 0,38 0,07 -0,351 DI 0,12 0,29 0,16 0,48*-0,13 1
FN 0,56* 0,34 0,56*0,24 -0,07 0,35 1 FN 0,16 -0,18 0,49*0,40 0,18 0,21 1
LF 0,07 -0,25 0,56*-0,04 -0,32 0,43 0,17 1 LF -0,20 -0,25 0,11 0,31 -0,11 0,44*-0,1 1
IF 0,26 -0,26 0,04 0,02 0,10 0,24 0,09 0,28 1 IF 0,01 -0,35-0,25-0,13 -0,21 0,28 0,05 0,41 1
Subpopulatia OrS Subpopulatia Or6
HP RP LR DT NT DI FEN LF IF HP RP LR DT NT DI FEN LF IF
HP 1 HP 1
RP 0,03 1 RP 0,47*1
LR 0,21 -0,231 LR 0,35 0,31 1
DT -0,19 -0,05 -0,02 1 DT 0,18 0,48*-0,151
NT 0,16 0,22 -0,09 -0,39 1 NT 0,00 -0,38 0,31 -0,84 1
DI 0,31 0,29 -0,07 0,47*-0,37 1 Dl 0,40 -0,25-0,22 -0,10 0,16 1
FN 0,27 -0,050,27 0,16 0,20 0,30 1 FN -0,19 -0,11 0,15 -0,15 0,11 -0,27 1
LF -0,15-0,16 0,07 0,45*-0,11 0,10 0,14 1 LF -0,03 -0,11 -0,27 0,01 -0,12 0,03 -0,2 1
IF -0,04 -0,29 0,40 0,46*-0,41 0,24 0,00 0,70*1 IF 0,13 -0,13 -0,06 0,23 -0,16 0,29 -0,51 -0,07 1
Subpopulatia Or7 Subpopulatia Ch8
HP RP LR DT NT DI FEN LF |IF HP RP LR DT NT DI FEN LF |IF
HP 1 HP 1
RP 0,01 1 RP 020 1
LR -0,09 0,02 1 LR 0,23 0,58*1
DT -049 0,35 -0,151 DT 0,41 0,16 0,08 1
NT 0,13 0,26 -0,24 0,33 1 NT -0,01 0,00 0,08 -0,10 1
DI 0,56*0,08 0,02 -0,02 0,08 1 Dl -0,05 0,24 0,23 -0,19 -0,22 1
FN -0,27 -0,04 0,27 0,21 0,22 -0,23 1 FN 0,22 0,33 -0,21 -0,02 0,06 -0,20 1
LF -0,11 -0,11 -0,17 -0,12 0,17 -0,46 -0,1 1 LF 0,39 0,32 0,33 0,25 -0,24 0,09 0,32 1
IF -0,28 -0,22 -0,10 0,27 -0,08 -0,40 -0,06 0,41 1 IF 0,17 0,17 0,29 -0,01 -0,01 0,12 0,28 0,74*1
Subpopulatia Ch9 Subpopulatia Ch10
HP RP LR DT NT DI FN LF |IF HP RP LR DT NT DI FN LF |IF
HP 1 HP 1
RP 0,10 1 RP 0,63*1
LR 0,22 0,12 1 LR 0,50*0,58* 1
DT 0,39 0,32 0,40 1 DT 0,23 0,23 0,46*1
NT 0,16 0,39 -0,320,41 1 NT -0,17 -0,12 -0,25 0,01 1
DI 0,38 -0,26 0,49*0,13 -0,32 1 DI 0,33 0,00 0,48*0,54*-0,311
FN 0,44*0,28 0,18 0,17 0,00 0,21 1 FN 0,01 0,16 0,45*0,15 -0,25024 1
LF -0,050,22 -0,20 -0,16 -0,05 -0,18 0,17 1 LF 0,50*0,42 0,69*0,21 -0,17 0,53*0,42 1
IF 0,37 014 0,17 -0,13 0,06 0,33 0,45*0,43 1 IF 0,61*0,31 0,49*0,51 -0,12 0,42 0,10 0,48*1
Nota: HP-indltimea plantei (cm); RP-nr. ramuri/planta; LR-lungimea ramurei (cm); DT-diametrul tulpinii (mm);

NT-nr. noduri/tulping; Dl-distanta internoduri (cm); FN-nr. frunze/nod; LF-lungimea frunzei (cm); IF - latimea
frunzei (cm); *- Corelatii statistic semnficative (Pearson r (20), P=95%).
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Anexa 3. Frecventa alelelor locilor EST-SSR la plantele de O. vulgare ssp. vulgare

A3.1. Frecventa alelelor locilor OR09, OR10, OR12, OR13, OR27, OR44 si OR64

Populatii Locus/ OR0S Populatii Locus/ ORlO
alele 140ph 146pb 150pb 165pb 170pb 181pb alele 102pb 112pb 127pb 130pb 135pb 155ph
or1l 1,00 or1l 1,00
or2 025 025 025 0,25 or2 0,01 0,09
Rezervatia Or3 019 019 038 019 006| Rezervatia ©Or3 015 050 0,20 0,15
Orheiul Or4 0,33 0,33 0,33 Orheiul or4 043 013 030 0,13
Vechi or5 0,50 0,50 Vechi or5 0,83 0,08 0,08
or6 1,00 or6 0,50 0,50
or7 050 050 or7 1,00
Ch8 1,00 Ch8 1,00
GBNI Ch9 0,50 0,50 GBNI cho 1,00
Ch10 0,39 0,39 0,22 Ch10 1,00
Populaii -0CUS/ OR12 Populatii -0°US/ ORa44
alele 100pb 115pb 117pb 125pb 128pb 135pb 140pb 150pb alele 148pb 153pb 163pb 170pb
Oorl 045 0,55 Oorl 017 042 025 017
Oor2 019 003 023 003 023 023 003 003 Oor2 083 0,08 0,08
Rezervatia  Or3 040 013 033 013 Rezervatia Or3 044 038 0,19
Orheiul Or4 0,32 026 016 0,26 Orheiul Oord 038 044 0,19
Vechi Or5 040 0,40 0,07 007 007| Vechi Or5 050 040 0,10
Oré 0,25 0,25 025 025 Oor6 1,00
Or7 022 020 0,20 020 020 or7 1,00
chs 0,62 0,38 Ch8 033 033 0,33
GBNI Ch9 050 050 GBNI Ch9 033 033 0,33
Ch10 050 0,50 Ch10 027 045 0,27
Populatii Locus/ OR13 Populatii Locus/ ORe4
" alele 130pb 140pb 148pb 172pb 183pb 195pb 200pb alele 84pb 87pb 92pb 95pb
Oorl 1,00 Orl 1,00
or2 1,00 or2 1,00
Rezervatia  Or3 018 045 014 018 0,05 Rezervatia Or3 041 035 0,24
Orheiul or4 029 0,42 0,29 Orheiul Or4 026 026 024 0724
Vechi Or5 029 032 0,03 0,32 003| Vechi Oor5 0,80 0,20
or6 033 0,33 0,33 oré 1,00
or7 0,33 0,33 0,33 Or7 026 026 024 0724
Cch8 091 0,09 Chs 1,00
GBNI cho 033 0,33 0,33 GBNI Ccho 1,00
Ch10 033 020 0,13 020 0,13 Ch10 1,00
Populagii Locus/ ______ ORev
alele 106ph 110pb 114pb 117pb 121 ph 128pb 133pb 139pb 141pb
or1 045 0,18 018 0,18
or2 008 077 0,08 0,08
Rezervatia Or3 027 018 0,27 0,27
Orheiul Or4 023 010 023 0,23 0,23
Vechi or5 0,26 023 0,03 023 003 023
oré6 0,33 0,33 0,33
or7 1,00
chs 0,33 033 033
GBNI ch9 1,00
Cch10 027 0,18 0,09 0,18 009 0,18

Nota: Or1-Or7 — subpopulatii prelevate din flora spontand; Ch8-Ch10 — subpopulatii colectate de la Gradina Botanica
Nationala (Institut) ,,Alexandru Ciubotaru” (GBNI); pb — perechi de baze.
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A3.2. Frecventa alelelor locilor OR14, OR40, OR75 si OR81

Populatii Locus/ ORA0 Populatii Locus/ OR14
alele 86pb 99pb 123pb 127pb 133pb 143pb 176pb 183pb 192pb 198ph alele 87pb 91pb 95pb 98pb 100pb 112pb
orl 011 037 0,26 0,26 Oorl 031 031 0,06 031
or2 017 028 003 028 025 or2 091 0,09
Rezervatia  Or3 023 023 013 023 006 013 Rezervaia ©Or3 021 047 032
Orheiul  Or4 009 009 021 009 02 009 08| Orheiul  Or4 023 033 010 023 0,0
Vechi ors 011 032 004 004 029 004 o018 Vechi or5 1,00
oré 042 033 025 Or6 033 033 033
or7 013 043 0,26 0,17 or7 1,00
Ch8 015 015 002 022 002 022 002 020 Ch8 004 029 029 029 0,08
GBNI  Ch9 033 033 033 GBNI ch9 012 047 041
Ch10 008 020 020 020 016 0,14 ch10 0,50

Populagii Locus/ O OR®
" alele 78pb 86pb 91pb 94pb 98pb 100pb 103pb 106pb 108pb 114pb 117pb
orl 017 0,11 0,28 017 017 011
or2 0,33 0,33 0,33
Rezervatia Or3 005 005 043 0,43 0,05
Orheiul or4 035 0,15 035 0,15
Vechi Or5 005 005 047 0,37 0,05
or6 0,50 0,50
or7 0,50 0,50
chs 0,36 0,36 0,29
GBNI cho 0,56 0,44
ch10 0,38 023 0,15 0,23
Populatii Locus/ OR81
" alele 136ph 145pb 155pb 158pb 166pb 178pb 187pb 193pb 197pb 202pb 210pb
orl 1,00
Oor2 090 0,10
Rezervatia Or3 021 018 0,09 0,09 0,18 0,18 0,09
Orheiul Oor4 032 023 023 023
Vechi Or5 024 021 018 0,18 0,18
Or6 050 0,50
Oor7 1,00
Ch8 1,00
GBNI Ch9 025 025 0,25 0,25
Ch10 025 010 0,5 0,10 010 015 0,15

Nota: Orl-Or7 — subpopulatii prelevate din flora spontand; Ch8-Ch10 — subpopulatii colectate de la Gradina
Botanicad Nationald (Institut) ,, Alexandru Ciubotaru” (GBNI); pb — perechi de baze.
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Anexa 4. Exemple de profile EST-SSR la plantele de O. vulgare ssp. vulgare
A4.1. Exemple de profile EST-SSR la plantele din subpopulatiile Or1-Or6
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Nota: Orl-Or6 — subpopulatii de O. vulgare prelevate de pe versantul Butuceni din rezervatia Orheiul Vechi; prin
sageti sunt marcate profile diferite; M — markerul masei moleculare, 100 bp (Thermo Scientific).
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A4.2. Exemple de profile EST-SSR la plantele din subpopulatiile Or7, Ch8-Ch10
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Nota: Or7 — subpopulatie prelevatd din flora spontna (rezervatia Orheiul Vechi); Ch8-Ch10 — subpopulatii de O.
vulgare colectate de la Gradina Botanica Nationala (Institut) ,, Alexandru Ciubotaru”; prin sageti sunt marcate diferite
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Anexa 5. Amprente moleculare EST-SSR
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Nota: Or1-Or7 — subpopulatii prelevate din flora spontand; Ch8-Ch10 — subpopulatii din colectia Gradinii Botanice
Nationale (Institut) ,, Alexandru Ciubotaru”’; Fa — frecventa alelelor (0,1-1,0).
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Anexa 6. Valori generate de ACP privind genotiparea cu EST-SSR
AG6.1. Asocieri corelative a variabilelor pe CP (componentele principale)

CP1

Neleale . . Coeficient Alele ale Coeficient
locilor Intensitatea de corelatie locilor Intensitatea de corelatie
asociere EST-SSR corelatiilor Pearson p<0,05% EST-SSR corelatiilor Pearson p<0,05%
ORG64°%
OR75% Pozitive cu CP
' OR09™  0,6-1,0 0.5-0.7
OR44170
OR27106
OR27%
OR10%® .
I OR75100 Negative cu CP (-05) - (-0.9)
OR81145 ('017) - ('1:0)
OR09*%0
OR64%
OR12%40
OR121%0
1 ORO09165 0,7-0,8 0,8-1,0
OR7510%8
OR14%
OR44148/
OR44170
OR64%/
OR64% 0,83
OR10112/ '0,88 OR1487/ _0 94
v OR10K9 06-1,0 -0,88 OR14%Y 0,6-0,8 -0’65
OR09M0/ -0,43 OR14100 '
OR09% 0,52
OR75%/
OR751%

A6.2. Combinatiile liniare de valori care satureaza primele cinci CP (componente principale)

. . o Loci SSR
Varlantzl Contributia variabilelor pe CP Loci SSR ale caror Cargg';esrisstici NI
cumulati —— alele sunt variabile doar unui variabile
(%0) >10% >5% >1,2%-<5  corelate cu diferite CP cp
OR75%
OR75'0
OR094(6) OR64
87 112
CP1 28,13 852:'848% OR09™(8) 8218130 OR44 11
OR44'3(6) 106 ORO09 OR10
OR27 OR75
OR81“ OR27
OR09'65 OR81
136,
CP2 5027 %F;%m((fg OR14%(5)  OR75 OR14 6
OR140
OR2719(36) M
CP3 6354 Gpogiiy) OR27 3
OR13%(23) OR121%
CP4 7433  ORI125(13) OR14% OR13 OR12 6
OR1217(10) OR13% OR14
OR81155(23) . OR8L1
CP5 8596  (pisuoris) OR14 3
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Anexa 7. Expresia relativa a genelor TPS la O. vulgare ssp. vulgare, unititi conventionale

Subpopulatii
de O. vulgare

FRUNZE

Orl
Or2
Or3
Or4
Or5
Or6
Or7

Subpopulatii

de O. vulgare

Ovtpsl

0,299+0,105
0,137+0,023
0,110+0,021
0,143+0,013
1,748+0,579
1,168+0,112
1,053+0,381

Ovtps2
0,001=0,000
0,001=0,000
0,003+0,000
0,004=+0,001
0,014+0,004
0,018+0,003

Ovtps3
0,057+0,014
0,006+0,002
0,036+0,013
0,012+0,004
0,591+0,174
0,737+0,188
0,292+0,097

Ovtps4
0,941+0,309
0,022+0,007
0,108+0,036
0,126+0,031
3,850+0,370
3,623+1,201
1,943+0,319

Ovtps5
0,010+0,003
0,050+0,012
0,014+0,003
0,029+0,007
0,103+0,025
0,053+0,005
0,014+0,003

Ovtps6
0,228+0,021
0,062+0,010
0,086+0,014
0,074+0,026
1,818+0,299
1,527+0,389
0,415+0,102

Ovtps7
0,341+0,124
0,004+0,001
0,021+0,007
0,118+0,029
0,473£0,117
1,566+0,550
0,050+0,012

Orl1
or2
Oor3
Or4
Or5
Or6
or7

2,764+0,265
1,465+0,515
1,9430,319
2,370+0,390
0,807+0,284
0,719+0,118
0,017+0,005

0,008+0,002
0,006:0,001
0,183+0,047
0,003+0,001
0,007+0,002
0,023+0,004
0,001:0,000

0,024+0,008
1,4330,475
1,951+0,641
0,473+0,117
0,3810,126
0,08140,013
0,005+0,002

1,34140,444
0,823+0,242
1,075+0,353
1,049+0,259
0,860+0,212
0,530+0,176
0,018+0,005

0,00620,001
0,101%0,019
0,090+0,022
0,044+0,007
0,1230,023
0,097+0,034
0,088+0,023

0,899+0,229
0,209+0,053
0,787+0,201
1,4654+0,515
1,22240,201
0,553+0,152
0,033+0,008

0,617+0,152
0,332+0,062
0,916+0,086
0,768+0,126
0,897+0,167
0,862+0,303
0,007£0,002

Nota: valorile sunt prezentate sub forma X + SEM (mediateroarea standard a mediei); Or1-Or7 — subpopulatii
prelevate din flora spontan (rezervatia Orheiul Vechi); Ovtps — gene terpen-sintetaze la O. vulgare.
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Anexa 8. Act de implementare a rezultatelor stiintifice in instruire

Ministerul Educaticl, o ‘ o UNIVERSITATEA  Ministry of Education,
Culturii si Cercetirii al Republicii Moldova Culture and Research of the Repubilic of Moldovs
Universitatea de Stat "Dimitrie Canicmir™ “Dimitrie Cantemis™ State University
dr. Acadenet 32, Chigindu, Republica Moldovs, MD-2028 32 Acadenies str., Chisinay, MD- 2028, Republic of Moido

tel (4371022 7380 16, o (437102273 74 48 shone: (+379 002 73 50 16, fax: 1 =373 022 71 74 44

pensonal univermasmmd, wwwausdcmd  DIMITRIE CANTEMIR wauul e verfmasimmd, wavw, usdc mid

nr.05//¢u~f0din"{0 » yhbe 2019

ACT DE IMPLEMENTARE
a rezultatelor tezei de doctor
.Diversitatea structurali si functionala la Origanum vulgare L.”

Prin prezenta se confirmi ¢ rezultatele investigatiilor stiinfifice, efectuate in cadrul tezei de
doctor in biologie cu tema .. Diversitatea structurald si functionald la Origanum vulgare 1..°
realizatd de dna Mutu Ana sunt implementate in curriculumul universitar pentru studii superiodre
de licenta (ciclul 1) la disciplinele Biologie moleculara, Biostatistica, Fiziologia plantelor si
Biochimie la Departamentul Stiinte Biologice si Geonomice a Facultdii Stiinte ale Naturii

Universitatea de Stat ..Dimitrie Cantemir”™,

Sef Departamentul
Stiinte Biologice si Geonomice

dr., conf. univ. Ilie BOIAN

Rector USDC 2
dr. hab., conf. univ. 13 SeXurelia HANGANT
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Anexa 9. Act de implementare a rezultatelor stiintifice in cercetare

Ministerul Educatiei, a ‘

Culturii si Cercetirii al Republicii Moldova

Universitatea de Stat "Dimitrie Cantemir™

str. Acadermici 32, Chisindu, Republica Moldova, MD-2028
tel.: (+373)022 73 BO 16, fax: (+373)022 73 74 44,

!

personal. univeri@asm.md, wwwusde.md  DIMITRIE CANTEMIR  personal univeri@asmmd, www usde md

UNIVERSITATEA Ministry of Education,
Culture and Research of the Republic of Moldova

“Dimitrie Cantemir™ State Universin
' 32 Academier sir.. Chisinau, MD-202%, Repubhic of Moldo
+373)022 73 80 16, tux: ( 3y 02 } 34

phone: i

nr. 05;/&,1 ~¥9din " 40 culi e 2019

ACT DE IMPLEMENTARE
a rezultatelor tezei de doctor
»Diversitatea structurala si functionali la Origanum vulgare L..”

Prin prezenta se confirmd ca primerii specifici elaborati de dna Mutu Ana in cadrul tezei de
doctor, pentru studiul expresiei genelor terpen-sintetaze: Ovipsl, Ovips2, Ovips3, Ovips4, Ovips3,
Ovips6 s1 Ovips7 la specia Origanum vulgare sunt utilizati in cadrul Laboratorului Genomica,
Centrul de Genetica Functionald, Universitatea de Stat ,.Dimitrie Cantemir” si sunt recomandati
pentru studii genetico-moleculare asociate metabolismului secundar si de testare a genotipurilor de

O. vulgare de perspectiva.

Rector USDC

dr. hab., conf. univ. relia HANGANU
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DECLARATIA PRIVIND ASUMAREA RASPUNDERII

Subsemnata, declar pe raspundere personald cd materialele prezentate in teza de doctorat
sunt rezultatul propriilor cercetari si realizari stiingifice. Constientizez ca, in caz contrar, urmeaza

sa suport consecintele in conformitate cu legislatia in vigoare.

Mutu Ana
Semnatura O/L(,(,U{f;(,&% :

Data 20 decembrie 2019
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CURRICULUM VITAE
MUTU ANA

Informatii personale
@ Str. Sucevita 34/2, MD-2051, or. Chisindu, Republica Moldova.

B +373 69658486

4 anisoaramutu@gmail.com

Data nasterii: 24 august1986

Studii superioare:

—2012-2016 — studii de doctorat, Universitatea de Stat ,,Dimitrie Cantemir”, specialitatea 164.02. — Fiziologie
vegetala.

—2008-2010 — studii de masterat, Universitatea de Stat ,.Dimitrie Cantemir”, specialitatea 421 — Biologie.
Diploma de Master in Stiinte ale Naturii.

—2005-2008 — studii de licenta, Universitatea de Stat din Moldova, Facultatea de Biologie si Pedologie,
specialitatea stiintifica 421.1 — Biologie. Diploma de Licenta in Stiinte ale Naturii.

Stagii:
2016
—15-19 decembrie — Curs de formare continua: ,,Practici de cercetare”, realizat in cadrul proiectului Consolidarea
cadrului institutional al Republicii Moldova in domeniul migratiei si dezvoltarii”, UnASM. Certificat de participare
3 credite SECTS.
—1 iulie — Training: ,,Jmplementarea instrumentelor TIC in cercetare”, UnASM. (Certificat de participare).
—26-27 mai — Curs de formare continud: ,,Accesarea si managementul financiar al proiectelor Horizont 20207,
Chisinau, Republica Moldova. Certificat de participare.
2015
—2-3 iulie — Training: ,,Tehnici de cercetare in biologia moleculara”, UnASM in colaborare cu Institutul de
Fitotehnie N.I. Vavilov, Federatia Rusa. Certificat de participare, 5 credite.
—22-23 aprilie — Training: ,,Scrierea proiectelor internationale”. Universitatea ASM 1in colaborare cu Centrul
Proiecte Internationale al ASM, Chisindu, Republica Moldova.
2013
—10-13 septembrie — Conferinta republicana stiintifico-practica: ,,Selectarea si utilizarea rationala a preparatelor
antibiotic —un imperative al timpului”. Expozitie Internationala specializati MoldMEDZIN & MoldDENT, ed. a XIX-
a. Certificat de participare, 15 credite EMC.
2012
—8 decembrie — Seminar privind principiul de cautare si utilizare a informatiilor din bazele de date
Bioinformatice, organizat in cadrul proiectului pentru tineri cercetatori ,,UDACOT — instrument de colectare a datelor
biologice elaborate in cadrul UnASM?”, Chisindu, Republica Moldova.

Domeniile de interes stiintific:
Biologie moleculara, farmacognozie, fiziologia plantelor, biochimie,

Activitatea profesionala:

—ianuarie 2013/prezent — cercetdtor stiintific, Centrul universitar Biologie Moleculard, CBM (actualmente
Centrul universitar Genetica Functionald, CGF), USDC.

—1.01.2011/31.12.12 — cercetdtor stiintific stagiar, Centrul universitar Biologie Moleculard, CBM (actualmente
Centrul universitar Genetica Functionald, CGF), USDC.

—2016/2017 - lector asistent, Catedra Biologie, Facultatea Stiinte ale Naturii, UnASM (actualmente USDC).

—septembrie 2011/mai 2012 — profesor in invatamantul liceal, Liceul Academiei de Stiinte (actualmente Liceul
Teoretic Republican ,,Aristotel”).

— 2011 — asistent universitar, Facultatea de Chimie si Tehnologie Chimicd, Catedra Chimie Industriald si
Ecologica, Universitatea de Stat din Moldova.
Participari in proiecte stiintifice nationale si internationale:
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— Proiecte institutionale:

15.817.05.03F ,,Rezistenta florii-soarelui (Helianthus annuus L.) la lupoaie (Orobanche cumana Wallr.):
mecanisme genetico-moleculare si fiziologice”, 2015 — 2019.

11.817.04.19F , Aspecte functionale si genetico-moleculare ale genomului la floarea-soarelui (Helianthus
annuus L.)”, 2011 — 2014.

— Proiecte internationale:

13.820.18.06/RoA — ,, GECOMAP — Analiza polimorfismului genetic intraspecific pentru elaborarea markerilor
moleculari ai unor chemotipuri de plante medicinale si aromate”, proiect bilateral moldo-roman, 2013-2014

16.80013.5107.20/Ro — ,,Evaluarea unor hibrizi de floarea soarelui, privind rezistenta la stresul hidric si termic,
in Romania si Republica Moldova”, proiect bilateral moldo-roman, 2015-2016.

— Proiecte pentru tineri cercetatori.

13.819.14.12A — Expresia genelor implicate in raspunsul defensiv al florii-soarelui la mana (Plasmopara
halstedii F. Berl et de Toni), 2013 — 2014.

19.80012.05.08F — Efectul imediat al fitoparazitului Orobanche cumana Wallr. asupra florii-soarelui
(Helianthus annuus L.), 2019.

— Proiecte pentru procurarea echipamentului stiintific:

11.220.10.05A ,,Investigarea potentialului de rezistenta la stresul biotic a diferitor genotipuri de floarea-soarelui
(Helianthus annuus L.)”, 2011.

Participari la foruri stiintifice (nationale si internationale):

2019

— 2" International Conference ,,Agrophysics Trends: from actual challenges in arable farming and crop growing
towards advanced technologies”, Saint Petersburg.

2018

—International Scientific Congress, Conference of Agriculture and Food engineering, lasi, Romania, 18-19
october;

2015

— Conferinta Stiintifica Internationald a Doctoranzilor, Chisindu, UnASM, 10 martie;

2014

—International Scientific Symposium, Conservation of plant diversity, 3rd edition, Chisinau, 22-24 may;

—Phytochemical Society of Europe Meeting - Phytochemicals in Medicine and Pharmacognosy, Piatra-Neamt,
Romania, 27-30 april;

2013

—al Ill-lea Simpozion National ,,Biotehnologii avansate — realizdri si perspective”, Chisinau, 24-25 octombrie;

—17-oit MexnynapoaHo#t [TymuHCKO#H IIKONBI-KOH(EPEHIINH MOJIOABIX yueHBIX «bmomorms — Hayka XXI
Bekay,Ilymuno, 21-26 anpens;

—International Plant Breeding Congress, Antalya, Turkey, 10-14 November;

Lucriri stiintifice si stiintifico-metodice publicate:
27 lucrari stiintifice (inclusiv 5 publicatii de monoautor): 11 articole in reviste nationale recenzate, 2 articol in culegeri
stiintifice si 9 comunicari In cadrul unor manifestari stiintifice nationale si internationale.

Premii, mentiuni, distinctii, titluri onorifice etc.
2016 — Bursa de Cercetare ,Mircea Ciuhrii”.

Cunoasterea limbilor:
limba roména — limba materna, limba rusd — mediu, limba engleza — mediu, limba franceza — mediu.

Date de contact de serviciu

Centrul universitar de Genetica Functionala

Universitatea de Stat ,,.Dimitrie Cantemir”

str. Academiei, 3/2, MD-2028, Chisinau, Republica Moldova
e-mail: personal.univer@asm.md

tel.: (+373 22) 737416
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