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PARTEA I: CONSIDERATII TEORETICE

INTRODUCERE

Inca din timpuri stravechi omul a preluat din natura diferite specii de plante spontane pe care le-a sadit
sau le-a insdmantat in areale special destinate cultivarii lor. Astfel au luat nastere plantele de cultura care au
fost ameliorate Incd din preistorie In scopul cresterii productiei, astfel incat au rezultat varietati si chiar specii
noi.

O buna cunoastere a constituentilor biochimici ai plantelor ofera informatii importante in efortul de
descoperire de noi resurse fitochimice complexe, ce reprezintd baza de sintezd a unor compusi valorosi pentru
terapia naturista si nu numai.

Cultivarea plantelor aromatice si medicinale si transformarea lor industriald este o alternativa ce
prezinta la ora actuala real interes pentru multe regiuni din tara noastra, activitati care pot ajuta la rezolvarea
anumitor probleme economice, sociale si de mediu la nivel zonal si regional, avand in vedere ca asistam in
ultimii ani atdt in Romania, cat si in restul Europei, la o accentuare a interesului pentru studiul plantele
aromatice si medicinale.

Din punct de vedere economic speciile de lavanda se preteaza pentru cultivare in conditiile climatice
din Romania, fiind introduse astazi pe lista plantelor de interes agricol; la ora actuald acordarea de proiecte cu
finantare europeana destinate infiintarii si valorificarii culturilor de lavanda a sporit interesul agricultorilor in
acest sens, fapt concretizat printr- o crestere exponentiald a numarului de culturi de lavanda organizate pe
teritoriul tarii.

In contextul celor enuntate, tema abordati in prezenta teza de doctorat face parte, prin obiectivele
propuse si prin metodologia de realizare a acestora dintr-un domeniu de cercetare fundamental aplicativa,
cercetare bazatd pe o abordare interdisciplinara, ce a urmadrit identificarea si investigarea interrelatiilor ce se
pot stabili intre conditiile de cultivare, modificarile morfo-anatomice, expresia genicad a anumitor gene

implicate in biosinteza uleiului volatil si compozitia acestuia la unii taxoni ai genului Lavandula L.

CAPITOLUL 1. BIOLOGIA GENULUI LAVANDULA L.

Tncadrare sistematici

Speciile genului Lavandula au fost folosite ca plante medicinale si aromatice incd din Antichitate;
discutand modalitatea de aparitie a denumirii populare de lavanda literatura de specialitate considerd ca
originea cuvantului ,,lJavandula” vine de la latinescul ,,lavare”= a spdla, datorita faptului ca in Grecia antici,
Persia si Imperiul Roman populatia folosea aceasta planta pentru a-si parfuma baile (Lis-Balchin, 2002; Basch
si colab., 2004; Szekely-Varga si Cantor, 2019).

Studii recente despre taxonomia genului Lavandula impart genul in 8 sectiuni si 36 de specii distincte
morfologic (Upson, 2002; Upson si Andrews, 2004; Passalacqua si colab., 2017).

Conform ITIS (Sistemul de Informatii pentru Integrare Taxonomica) (ITIS TSN 500370) si CABI
(Centrul International pentru Agricultura si Biostiinta), genul Lavandula L. a prezentat urmétoarea pozitionare
sistematica:

REGN: PLANTAE



INCRENGATURA: SPERMATOPHYTA
SUBINCRENGATURA: ANGIOSPERMAE
CLASA: DICOTYLEDONAE
SUBCLASA: ASTERIDAE
ORDIN: LAMIALES
FAMILIE: LAMIACEAE (LABIATAE)
TRIB: LAVANDULEAE
GEN: LAVANDULA

Reprezentanti ai genului Lavandula L.
Genul Lavandula este reprezentat prin patru specii principale:
= Lavandula x intermedia Emeric: lavandin, lavanda olandeza
Este un hibrid natural, ce are seminte sterile, rezultat din incrucisarea speciilor Lavandula angustifolia
Mill. si Lavandula latifolia L. Precum lavanda si acest hibrid are numeroase soiuri, unul dintre cele mai
populare la noi in tara fiind Grosso (Lis-Balchin, 2002; Upson si Andrews, 2004).
= Lavandula latifolia Medik.: lavanda portugheza, lavanda cu frunza lata, lavanda spic
Este un arbust lemnos cu forma globulara, ce atinge o indltime cuprinsa intre 40 — 100 cm. Frunzele
sunt opuse, cu forme ce variaza de la lanceolate pana la spatulate, cu margine revolutd, de culoare gri-verde
pana la gri-argintiu, cu indument dens. Inflorescentele sunt pedunculate (de obicei ramificate o data, dand un
cap de floare cu 3 ramuri) (Savulescu, 1952; Zuzarte, 2013).
= Lavandula stoechas L.: lavanda franceza, lavanda spaniola
Speciile de lavanda care apartin acestei sectiuni sunt plante perene ce cresc pand la 1 m inaltime.
Acestea sunt in mare parte originare din regiunea mediteraneand, in timp ce unele vegeteaza in Africa de Nord,
Algeria, Asia si insulele Azore. Frunzele sunt liniare, lanceolate, oblanceolate sau eliptice, cu margini intregi,
iar culoarea lor variaza de la verde pana la gri-verde. Bracteele sterile sunt mari si asemanatoare petalelor, de
culoare variabild (Mason, 2014).
» Lavandula angustifolia Mill. (Figura 1. 1.): lavanda, levantica, lavanda englezeasca
planta dezvolta ridicina principald, ce poate ajunge pana la 1,20 m. in cel de-al doilea an de vegetatie aceasta
isi dezvolta sistemul radicular secundar in plan orizontal, ca proiectie a tufei aeriene in sol. Profunzimea si
bogatia sistemului radicular confera lavandei rezistenta la seceta. Tulpina, ramificata puternic la baza, formeaza
o tufa globuloasi, cu o indltime cuprinsa intre 30 - 70 cm sau mai mult. Ramificatiile care poarta inflorescentele
sunt lungi de 25 - 35 cm si prezinta frunze numai in partea inferioard. Frunzele sunt opuse, linear-lanceolate,
sesile, acute, pe margini ciliate; cele inferioare cenusii, de 1 - 2 cm lungime si 1,5 - 2 mm latime, pe ambele
fete cu indumentum alcatuit din peri ramificati, stelati; cele superioare cenusii - verzi, de 2 - 3,5 cm lungime si
3 - 6 mm latime, mai putin paroase. Frunzele lavandei nu cad toamna la sfarsitul vegetatiei”.
Conform acelorasi autori, ,,Florile, de tipul labiatelor, cu miros aromatic datorita glandelor oleifere,
sunt grupate intr-o inflorecenta spiciforma, cu lungimea de 3 - 8 cm, compusa de fapt din 4 - 5 pana la 12

pseudoverticile suprapuse. Fructele sunt reprezentate de 4 nucule, situate la baza caliciului persistent, alungit



ovate, cu suprafata brund sau cenusie, neteda si lucioasa. Lavanda infloreste in lunile iunie — iulie” (Savulescu,

1952; Luncean si colab., 2018; Gonceariuc si colab., 2019).

Figura 1. 1. Lavandula angustifolia - (K&hler, 1887) (https://wwuw.kalliergeia.com/en/english-lavender-lavandula-

angustifolia-botanical-classification-and-varieties/)

CAPITOLUL 2. ISTORICUL CERCETARILOR

Tn prezent, speciile genului Lavandula sunt intens studiate datorita continutului lor in uleiuri volatile
si valorii socio - economice pentru industria medicala (Shahdadi si colab., 2017; Firoozeei si colab., 2021),
alimentard, cosmeticd, parfumerie si aromaterapie (Cavanagh si Wilkinson, 2002; Zuzarte si colab., 2010;
Woronuk si colab., 2011; Hassiotis si colab., 2014; Prusinowska si Smigielski, 2014; Lesage-Meessen si colab.,
2015; Salehi si colab., 2018). Ca produse utilizate in industrii pot fi enumearte florile (Lavandulae flos),
reprezentate de inflorescentele de lavanda, precum si uleiul volatil (Lavandulae atheroleum), definit ca uleiul
volatil obtinut prin hidrodistilare cu abur din inflorescente (Verma si colab., 2010; Saadatian si colab., 2013;
Farmacopeea Europeand 10.0., 2019).

Trei specii ale genului Lavandula sunt cultivate in principal pentru productia comerciala a uleiurilor
volatile, si anume: Lavandula angustifolia Mill. sin. L. officinalis Chaix (lavanda adevarata sau lavanda
englezd), Lavandula x intermedia Emeric sin. L hybrida L. (lavandin) si Lavandula latifolia Medicus (Werker,
1993; Lis-Balchin, 2002; MacTavish si Harris, 2002; Prins si colab., 2010; Nimet si Baydar, 2013; Lesage-
Meessen si colab., 2015; Aprotosoaie si colab., 2017; el Hamdaoui si colab., 2018; Mill si colab., 2019).

Standardele de calitate privind profilul chimic al uleiurilor volatile au fost stabilite de catre Organizatia

Internationald de Standardizare (ISO), iar pentru uleiul volatil de Lavandula angustifolia, acesta este ISO 3515:


https://www.kalliergeia.com/en/english-lavender-lavandula-angustifolia-botanical-classification-and-varieties/
https://www.kalliergeia.com/en/english-lavender-lavandula-angustifolia-botanical-classification-and-varieties/

2002; de asemenea, calitatea farmaceutica a uleiului volatil de lavanda este strict reglementatd de farmacopee

(Tabel 2. 1.).

Tabel 2. 1. Standardele ISO si ale Farmacopeei Europene pentru uleiurile volatile produse de Lavandula angustifolia

(Farmacopeea Europeana 10.0, 2019)

Farmacopeia

Compus 1SO 3515:2002 B
(%) L. angustifolia E“mpe:.ma. L.
angustifolia
Linalool 25-38 20-45
Acetat de linalil 25-45 25-47
1,8 — Cineol (eucaliptol) 1-2 <25
Camfor 05-1 <12
Limonen <1 <1
B - ocimen 25-6 -
Terpinen - 4 - ol 2-6 0.1-8
Acetat de lavandulil 34-6.2 >0.2
Lavandulol >0.1 >0.1
a - Terpineol <2 <2
3 - Octanona - 0.1-5

Compozitia chimica a uleiurilor volatile

Dintre cele 48 de specii ale genului Lavandula, doar 17 dintre acestea au fost studiate Tn ceea ce
priveste compozitia chimica a uleiurilor lor volatile. Dintre acestea, cea mai cunoscutd si studiata specie
importanta pentru industria farmaceutica, medicala si cosmetica si recunoscutd pentru productia de ulei volatil
este Lavandula angustifolia (Yukes si Balick, 2010; Duskova si colab., 2016; Aprotosoaie si colab., 2017,
Sénmez si colab., 2018).

Din punct de vedere cantitativ, conform farmacopeei europene, componentele principale care imprima
si mirosul de bazi al uleiului de lavanda sunt linaloolul (20 - 45%) si acetatul de linalil (25 — 47 %). Esteri
responsabili de aroma uleiului, regasiti intr-o proportie mai mica sunt eucaliptolul (maxim 2,5%) si camforul
(maxim 1,2 %), acesta din urma fiind considerat ca diminuand calitatea uleiului. La randul lor, lavandulolul
(minim 0,1 %) si acetatul de lavandulil (minim 0,2 %) sunt compusii caracteristici ai uleiului de lavanda
(Ceausescu si colab., 1988; Lis-Balchin, 2002; Herraiz-Pefialver si colab., 2013; Saadatian si colab., 2013;
Hancianu si colab., 2014).



PARTEA A ll-A: CONTRIBUTII PERSONALE

SCOPUL SI OBIECTIVELE CERCETARILOR

Scopul cercetarilor care fac subiectul prezentei teze 1l reprezinta observarea, evidentierea si discutarea
unor caracteristici histo-anatomice si micromorfologice ale organelor vegetative (frunze, tulpini si radicini),
precum si a unor modificari de ordin functional (randament de extractie, spectru de compozitie, precum si
expresia genelor coordonatoare a procesului de biosinteza a uleiurilor volatile) la taxoni ai genului Lavandula

L. din Romania producitori de uleiuri volatile, cultivati in conditii experimentale specifice.

in vederea indeplinirii scopului propus, au fost stabilite si realizate urmatoarele obiective:

Obiectivul 1. Evaluarea comparativd la nivel histo-anatomic si micromorfologic a organelor
vegetative ale unor taxoni ai genului Lavandula L. producitori de uleiuri volatile cultivati in Romania.

Obiectivul 2. Studierea modificarilor histo-anatomice si micromorfologice induse de aplicarea solutiei
nutritive Hoagland, ca supliment de cultivare, organelor vegetative (frunze si tulpini, functie de tipul de
investigatie realizat) la taxonii de lavanda avuti in atentie.

Obiectivul 3. Studierea efectelor induse de aplicarea solutiei nutritive Hoagland, ca supliment de
cultivare, randamentului de extractie si compozitiei biochimice a uleiurilor volatile produse de organele
vegetative si generative (tije florale) la taxonii de lavanda studiati.

Obiectivul 4. Cuantificarea expresiei genelor implicate in sinteza uleiurilor volatile la taxonii de
lavanda studiati.

Obiectivul 5. Corelarea expresiei genelor implicate in sinteza uleiurilor volatile cu variantele de

tratament aplicate la taxonii de lavanda analizati.

CAPITOLUL 3. ANALIZA HISTO - ANATOMICA SI
MICROMORFOLOGICA COMPARATIVA A ORGANELOR VEGETATIVE ALE
UNOR TAXONI Al GENULUI LAVANDULA L. CULTIVATI iN ROMANIA

Speciile apartindnd familiei Lamiaceae prezintd diverse tipuri de peri protectori si secretori, a caror
morfologie, distributie si densitate constituie caracteristici taxonomice importante. Speciile genului Lavandula
au fost supuse unui numar semnificativ de studii bazate pe diverse caracteristici, cum ar fi anatomia organelor
vegetative si generative (Toma si Nitd, 1982; Huang si colab., 2005; Nikolakaki si Christodoulakis, 2006; Robu
si colab., 2011; do Rocio Duarte si Carvalho de Souza, 2014; Lungu si colab., 2014; Riva si colab., 2014;
Brailko si colab., 2017; Fakhriddinova si colab., 2020; Tanase si colab., 2020) si caracteristicile
micromorfologice ale perilor protectori si secretori (Huang si colab., 2005, 2008; Zuzarte si colab., 2010;

Giuliani si colab., 2020).



Material biologic

Analizele au fost realizate pe varietati ale speciilor Lavandula x intermedia Emeric si Lavandula
angustifolia Mill. (Tabel 3. 1.).

Tabel 3. 1. Speciile si varietitile de lavanda luate in studiu

Specia Varietate .Numar
inventar
Ellagance Pink 207011
Ellagance Snow 207008
Lavandula Ellagance
angustifolia Mill. Purple 207007
Munstead 207010
Vicenza Blue 207006
Lavandula X
intermedia Grosso 207005
Emeric.

Investigatii histo - anatomice

Metoda si tehnica de lucru pentru realizarea sectiunilor transversale prin organele vegetative ale plantelor
Prepararea sectiunilor histologice s-a realizat respectdnd un protocol ce cuprinde urmatorii pasi:

- Fixarea si conservarea materialului biologic:

- Sectionarea probelor:

- Colorarea preparatelor:

- Fotografierea preparatelor:

Rezultate si discutii

Tulpina

Conturul sectiunii transversale este patratic, modificat de patru aripi relativ proeminente (contur
caracteristic plantelor din familia Lamiaceae). La nivelul epidermei se observd prezenta a numerosi peri
protectori pluricelulari, masivi, stelat ramificati, morti la maturitate, care confera tulpinii si frunzelor un aspect
albicios.

» Lavandula angustifolia Ellagance Pink (Figura 3. 1.)

Conturul sectiunii transversale este patratic, cu muchiile usor rotunjite la colturi. Epiderma este
reprezentatd 1n exclusivitate de celule transformate In peri protectori uni- si pluricelulari ramificati si peri
secretori uni- si pluricelulari. Scoarta prezinta la colturile tulpinii insule de colenchim angular, intre care se
afla doud, maxim trei straturi de celule parenchimatice asimilatoare.

» Lavandula angustifolia Ellagance Purple (Figura 3. 2.)

Structura tulpinii este asemanatoare cu cea a varietatilor Ellagance Pink si Ellagance Snow, prin faptul
ca sectiunea prezintd un contur patratic, cu muchiile rotunjite la colturi, maduva are forma romboidala, este
persistentd, constituitd din celule parenchimatice, usor rotunjite, ce lasa mici meaturi ntre ele (Figura 3. 7. -
A).

Epiderma se dezorganizeaza si se exfoliaza si o datd cu ea mare parte din scoarta si liberul secundar

se dezorganizeaza.



~

Figura 3. 1. Sectiuni transversale prin tulpina de Lavandula angustifolia Ellagance Pink (A — vedere generala; B -

exfolierea suberului, colenchimului angular si a epidermei) (original)

Figura 3. 2. Sectiuni transversale prin tulpina de Lavandula angustifolia Ellagance Purple (A, B — privire de ansamblu,

se observa exfolierea epidermei si a scoartei) (original)

Varietdtile de Lavandula angustifolia Munstead (Figura 3. 3.) si Vicenza Blue (Figura 3. 4.) prezinta
o caracteristica asemanatoare neintalnita la soiurile din grupul “Ellagance’: colenchim angular aproape absent
n coastele tulpinii, Tn schimb prezent sub forma unor insule bine conturate (7 - 10 straturi) la periferia liberului

(primar si secundar).

Figura 3. 3. Sectiune prin tulpina de Lavandula angustifolia Munstead (A — detaliu; colenchim angular in coaste; B —

detaliu cu tesutul conducator lemnos; C — detaliu cu vasele conducatoare liberiene) (original)



Figura 3. 4. Sectiune prin tulpina de Lavandula angustifolia Vicenza Blue (A — coasta cu peri protectori si colenchim
angular; B — fascicul libero-lemnos; C — peri protectori) (original)

» Lavandula x intermedia Grosso (Figura 3. 5.)
Conturul sectiunii transversale este péatratic, cu cele patru coaste usor proeminente asa cum este descris
tiparul clasic pentru speciile din familia Lamiaceae.
Tn cilindrul central se pot distinge fascicule libero-lemnoase de tip colateral deschis, de dimensiuni

diferite. Maduva pastreaza oarecum conturul romboidal si este persistenta.

Figura 3. 5. Sectiune transversala prin tulpina de Lavandula x intermedia Grosso (A — prezentare generald; B — coasta cu

colenchim angular; C — epiderma acoperita cu peri secretori si peri protectori) (original)

Perii secretori si protectori

Pe suprafata tulpinii se gasesc peri secretori mai mult sau mai putin lungi, cu glanda bi-, tetra- sau
octocelulara (Figura 3. 6. — A, B, C, D).

Pe suprafata ambelor epiderme ale limbului foliar, se intalnesc peri secretori, cu pedicel scurt si cu
glanda uni-, bi-, tetra- sau octocelulara. Fata de perii protectori care sunt mai desi pe epiderma superioara, perii
secretori, sunt mai abundenti pe cea inferioara (Figura 3. 6. - E, F).

Pe suprafata tulpinii se afld numerosi peri protectori, mult mai frecventi in valecule si de doua
categorii: uni- sau bicelulari, dar simpli, scurti si ascutiti la varf si pluricelulari, mai lungi, intotdeauna
ramificati (Figura 3. 7.), rezultate sustinute de date experimentale raportate in literatura de specialitate (do

Rocio Duarte si Carvalho de Souza, 2014; Giuliani si colab., 2020).



Figura 3. 6. Microfotografii la microscopul optic cu tipuri de peri secretori (A, B — peri secretori capitati cu glanda
secretoare unicelulard; C, D - peri secretori capitati cu glanda secretoare bicelulard; E — par secretor peltat; F — cuticula

perilor secretori peltati) (original)

Figura 3. 7. Fotografii la microscopul optic cu tipuri de peri protectori (A, B — peri protectori bicelulari; C, D, E, F — peri

protectori puternic ramificati) (original)

Aspecte micromorfologice

Metoda si tehnica de lucru pentru microscopia electronica de baleiaj (SEM)

Materialul vegetal (provenienta descrisa anterior la subcapitolul 3. 1. Material biologic) folosit pentru
acest studiu a constat din frunze proaspete, recoltate de la taxonii genului Lavandula luati in studiu, material
preparat conform tehnicilor SEM adaptate dupa tehnicile standard descrise de Bozzola si colab., 1999.

Probele au fost observate si fotografiate la microscopul electronic de baleiaj Tescan VEGA Il SBH.

Etape de lucru:

1. Selectia materialului vegetal.
2. Uscarea probelor la temperatura camerei.
3. Montarea probelor pe suporti de aluminiu.

4. Metalizarea probelor utilizand metalizorul EMS 550X Sputter Coater.



5. Identificarea zonei de interes.
6. Efectuarea fotografiilor la microscopul electronic de baleiaj (SEM) Tescan Vega Il SBH — 30kV.
7. Analiza micrografiilor obtinute (.tiff) cu ajutorul programului Imagel.

Masurarea suprafetelor frunzelor si numararea formatiunilor secretoare si protectoare au fost realizate
pe imagini digitale si au fost analizate cu ajutorul software-ului ImageJ, folosind plugin-ul Cell Counter
(Abramoff si colab., 2004).

Rezultate si discutii

fn urma analizei suprafetelor limbului foliar la microscopul electronic de baleiaj (SEM) s-au observat
aspecte privind densitatea si structura perilor protectori si secretori.

Perii secretori capitati si peltati (Figura 3. 8.) identificati pe suprafata frunzelor varietatilor studiate au
prezentat caracteristici similare cu perii secretori raportati pentru alte specii ale genului Lavandula (Martinez-

Natarén si colab., 2011; do Rocio Duarte si Carvalho de Souza, 2014; Brailko si colab., 2017).

Figura 3. 8. Fotografii la mircoscopul electronic cu tipuri de peri secretori (A — L. angustifolia Munstead, epiderma
inferioard; B - Lavandula x intermedia Grosso, a - par secretor capitat bicelular; b — par secretor peltat cu glanda
tetracelulard; C — L. angustifolia Munstead, a, b - peri glandulari unicelulari si bicelulari in faza post-secretoare; D — L.
angustifolia Ellagance Purple, a - peri secretori peltati cu glanda tetracelulara; E — L. angustifolia Munstead, a - par
secretor peltat cu glanda tetracelulard; F — L. angustifolia Vicenza Blue, a - tricom peltat cu opt celule secretoare)
(original)

Cele mai ridicate valori privind densitatea perilor protectori au fost intalnite la varietatea Vicenza Blue
a speciei L. angustifolia pe ambele suprafete ale epidermei, urmat in ordine descrescétoare de Lavandula x
intermedia Grosso, L. angustifolia Ellagance Snow, Munstead (cu valori apropiate), Ellagance Purple si
Ellagance Pink, la care numarul perilor protectori a fost mai mare pe epiderma superioara, decit pe cea
inferioara.

Pe baza morfologiei si a numarului de celule, perii protectori au fost impartiti in patru tipuri: unicelulari

simpli sau multicelulari, unicelulari ramificati sau multicelulari (Figura 3. 9.).
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Figura 3. 9. Micrografii la microscopul electronic de baleiaj cu tipuri de peri protectori de pe suprafata frunzei (A — L.
angustifolia Ellagance Snow; B — L. angustifolia Ellagance Pink; C — L. angustifolia Ellagance Purple; D — L.

angustifolia Munstead; E — L. angustifolia Vicenza Blue; F — L. x intermedia Grosso) (original)

Cea mai mare densitate a perilor secretori a fost observata pentru soiul Munstead, pe ambele suprafete
ale frunzelor (Tabel 3. 2.), aceasta caracteristica fiind corelatd cu importanta economica a respectivului cultivar,
cunoscut datoritd capacitatii mari de productie a uleiului volatil, folosit deseori in diverse industrii
(Adaszynska-Skwirzynska si colab., 2013). De asemenea, la acest soi au fost observati, pe suprafata ambelor
epiderme, numerosi peri protectori uni-, bi- sau multicelulari, slab ramificati si de dimensiuni reduse fata de

cei identificati la restul taxonilor analizati.

Tabel 3. 2. Densitatea/mm? perilor secretori si protectori la taxonii genului Lavandula: L. angustifolia Ellagance Pink, L.
angustifolia’Ellagance Purple, L. angustifolia’Ellagance Snow, L. angustifolia Munstead, L. angustifolia Vicenza Blue,
Lavandula x intermedia Grosso

Epiderma superioara Epiderma inferioara
Specie/varietate Peri secretori Peri Peri secretori Peri
Capitati  Peltati  Total protectori  Capitati Peltati ~ Total ~ Protectori
Lavandula Medie 7.20 3.81 11.01 75.38 22.49 11.16 33.65 50.56
angustifolia Deviatia
Ellagance Pink standard 2.98 0.61 2.37 3.75 3.24 3.26 0.03 4.84
Lavandula Medie 7.25 6.04 13.30 85.02 24.77 30.59 55.36 104.36
angustifolia Deviatia
Ellagance Purple standard 1.14 0.57 171 8.57 3.57 3.60 7.17 2.85
Lavandula Medie 13.18 3.07 16.25 113.76 35.28 13.75 49.03 127.29
angustifolia Deviatia
Ellagance Snow standard 3.75 0.62 3.13 10.74 7.52 3.56 3.96 8.12
Lavandula Medie 64.34 7.84 72.18 95.80 73.60 15.26 88.86 127.66
angustifolia Deviatia
Munstead standard 9.57 5.05 11.58 13.67 2.66 313 0.47 15.81
Medie 36.38 10.91 47.30 185.52 60.37 11.30 71.67 200.21
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Lavandula

angustifolia Deviatia =5 54 5.15 15.47 5.27 9.79 5.17 14.96 2.36
L standard
Vicenza Blue
Medie  13.99 0.00 13.99 98.00 4504 868 53.72 143.74
Lavandula x
intermedia Grosso  Deviatia 405 g5 g 1.78 718 1.02 6.16 8.24
standard

Concluzii preliminare

Tn urma analizei histo-anatomice asupra organelor vegetative, consultirii literaturii de specialitate si a
observatiilor microscopice se pot afirma urmatoarele:

- la nivelul radacinii nu existd diferente semnificative din punct de vedere structural, diferentele ce
apar sunt de natura cantitativa si se refera la celulele de parenchim din corpul lemnos central;

- la nivelul tulpinii, la varietatile din grupul Ellagance epiderma se dezorganizeaza si se exfoliaza,
conturul sectiunii devenind circular, disparand elementul de diagnoza specific lamiaceelor - conturul
patratic; la restul soiurilor se pastreaza conturul patratic, cu patru coaste proeminente; o diferenta
cantitativa este intalnita la soiurile Munstead si Vicenza Blue, la care colenchimul angular este
prezent sub forma unor insule bine conturate;

- toate varietatile prezintd numerosi peri protectori, ramificati arborescent si numerosi peri secretori
cu glanda bi-, tetra- sau octocelulara pe suprafata tulpinii, caractere specifice genului Lavandula.

Suprafetele epidermice ale frunzelor speciilor si soiurilor studiate prezintd un indumentum format din
peri secretori si protectori. Densitatea perilor variaza interspecific, cat si intraspecific, fiind observate doua
tipuri de peri secretori: capitati si peltati. Perii secretori peltati sunt constituiti dintr-un cap masiv format din
patru pand la opt celule secretoare; acestia sunt absenti pentru epiderma superioard a speciei Lavandula x
intermedia Grosso. Perii secretori capitati sunt tipul dominant de peri glandulari, mult mai abundenti pe
epiderma inferioara a tuturor taxonilor analizati.

Perii protectori sunt formatiunile dominante pe suprafata ambelor epiderme pentru toate speciile si
varietatile analizate, mult mai abundenti pe suprafata epidermei inferioare. Acestia au fost impartiti in patru
tipuri: unicelulari simpli sau multicelulari, unicelulari ramificati sau multicelulari, cu densitate mai mare decat

perii secretori pentru toti taxonii analizati.

CAPITOLUL 4. MODIFICARI HISTO-ANATOMICE SI
MICROMORFOLOGICE COMPARATIVE ALE ORGANELOR VEGETATIVE
LA PATRU VARIETATI DE LAVANDULA ANGUSTIFOLIA MILL.
SUPLIMENTATE CU TIPURI DIFERITE DE SOLUTIE NUTRITIVA
HOAGLAND

Speciile genului Lavandula au facut obiectul unor experimente de cultivare (Economakis si colab.,
2002; Chrysargyris si colab., 2016) si de utilizare a produselor rezultate din prelucrarea organelor lor vegetative
si generative (Zhao si colab., 2015; Salehi si colab., 2018; Ciocarlan si colab., 2021; Mushtaq si colab., 2021),
precum si de stabilire a unor metode de imbunatitire a productiei si de analiza a compozitiei chimice a uleiului
volatil obtinut din acestea (Mulder-Krieger si colab., 1988; Lis-Balchin, 2002; Urwin si Mailer, 2008; Prins si
colab., 2010; Zuzarte si colab., 2010; Hassanpouraghdam si colab., 2011; Woronuk si colab., 2011; Herraiz-
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Penalver si colab., 2013; Lesage-Meessen si colab., 2015; Tomescu si colab., 2015; Erland si Mahmoud, 2016;
el Hamdaoui si colab., 2018; Segura si colab., 2019; Ciocarlan si colab., 2021).

In contextul celor prezentate, cercetarile a caror rezultate sunt incluse in prezentul capitol vizeaza

evaluarea comparativa la nivel histo-anatomic si micromorfologic a organelor vegetative apartinand la patru

varietati de Lavandula angustifolia Mill. cultivate in tara noastra in localitati din judetele Botosani, Vrancea si

Cluj, suplimentate pe parcursul ciclului lor vegetativ cu diferite tipuri de solutii nutritive Hoagland.

Materialul biologic si design-ul experimental

Materialul vegetal utilizat a fost furnizat de producatori locali din localitatile Vorona, judetul
Botosani (47°34'32"N 26°37'39"E), Satu Nou, judetul Vrancea (45°53'22"N 27°5'53"E) si Sanpaul, judetul

Cluj (46°52'15"N 23°25'09"E). Acesta a constat din organe vegetative (tulpini si frunze) apartindnd unor plante

mature, aflate in perioada de inflorire, cultivate Th culturi special organizate pentru productia de ulei, agsa cum

se observa in tabelul 4. 1.

Tabel 4. 1. Lista varietatilor apartinand speciei Lavandula angustifolia Mill. analizate

Specia

Varietate

Descriere morfologica

Numar
inventar

Lavandula
angustifolia Mill.

Codreanca

Soi romanesc de lavandd provenind din soiul
englezesc Hidcote, aclimatizat de INCDA Fundulea,
omologat n anul 1992. Prezintd plante de marime
medie, cu inflorescente violet inchis si cu un continut
ridicat de ulei volatil. Este considerat unul dintre cele
mai bune soiuri pentru cultivarea in conditiile climatice
ale Romaniei, fiind rezistent la temperaturi scazute si la
inghet.

207002

Provence Blue

Soi cu perioada de inflorie de la inceputul si pana la
sfarsitul verii, cu inflorescente cu flori violet si nuante
albastre frumoase, intens parfumate.

207009

Vera

Varietate de lavanda englezeasca cu inflorescente de
culoare albastru - violet inchis si tufe compacte,
cultivata comercial pentru productia de ulei volatil dulce
parfumat.

207001

Sevtopolis

Soi originar din Bulgaria, de mare interes comercial
datoritd continutului ridicat in uleiuri volatile, cu o
indltime a tufei de 40 - 60 cm si o latime de 50 - 60 cm,
indivizii prezentand frunze lungi de culoare verde - gri
si flori albastre.

207004

Experimentul a fost desfasurat intr-un spatiu protejat (solar) si neprotejat (camp), din dorinta de a

estima cu un grad ridicat de acuratete influenta adaosului de nutrienti in substratul de cultivare asupra productiei

de uleiuri volatile, parametru analizat atat din punct de vedere cantitativ, cat si calitativ.

Pentru atingerea obiectivelor propuse Tn acest experiment s-au utilizat patru varietati ale speciei

Lavandula angustifolia Mill. si, respectiv, patru variante experimentale (Figura 4. 1.).
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Provence Blue Vera Codreanca Sevtopolis

@B@EBE@ES Martor (M)

EBElEs 10D

HG (v2)

HG - 2K (v3)

EBEBES HG-2P(v4)

Figura 4. 1. Schema experimentala de cultivare (aprovizionare cu diferite tipuri de solutie Hoagland) a celor 4 varietati

de lavanda analizate

Tn afara de cele patru variante de lucru, plantele martor, de referinta, (M) au fost cultivate in spatiu
neprotejat (camp) si udate cu apa.

Protocolul experimental de cultivare

in toamna anului 2017 au fost achizitionati aproximativ 100 de butasi de lavandi apartinand mai
multor varietati de L. angustifolia, proveniti din culturi agricole special organizate in Romania.

In primavara anului 2018, la sfarsitul lunii aprilie, butasii au fost dezgropati si transplantati in ghivece
de productie, cu volumul de 3 L. Plantarea acestora a fost realizata intr-un amestec de turba cu perlit, in
proportie de 3:1.

Dupa plantare, ghivecele au fost transferate intr-un solar situat in localitatea Vanatori, judetul Vrancea
(45°43"22"N 27°15'16"E), pentru inceperea experimentelor.

Astfel a fost realizat un model experimental ce cuprinde patru variante experimentale:

- udate cu H20 (v1);

- udate cu solutie nutritiva Hoagland standard (HG) (v2);

- udate cu solutie nutritivd Hoagland continand o cantitate dubla de K (HG — 2K) (v3);

- udate cu solutie nutritivd Hoagland continand o cantitate dubla de P (HG — 2P) (v4).

Fiecare varianta experimentala a constat din céte 3 replicari.

Compozitia chimici a solutiei nutritive

Prin prepararea acestei solutii s-a incercat obtinerea unei solutii nutritive universale, care sd asigure
necesarul nutritiv pentru plantele cultivate Tn sere sau Tn sisteme hidroponice.

Compozitia chimica a solutiilor stoc, cét si cantitatea necesara pregétirii unui litru de solutie nutritiva

sunt prezentate n tabelele 4. 2. — 4. 4.

Tabel 4. 2. Compozitia standard a solutiei nutritive Hoagland utilizatd experimental (Hoagland si Arnon, 1950)

Componente Solutia stoc [g/L] Solutie stoc[ml/L]
KNO3 202 2.5
Ca(NOs), x 4H,0 236 2.5
FeEDTA 15 15
MgSO4 x 7H.0 493 1
NH4NO3 80 1
KH2PO4 136 0.5
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Microelemente

H3;BO3 2.86 0.5
MnCl; x 4H,0 1.81 0.5
ZnS04 X 7H,0 0.22 0.5
CuSO4x 5 H,0O 0.051 0.5
H3MOO4 X H,O 0.09 0.5

Tabel 4. 3. Compozitia solutiei nutritive Hoagland suplim

entatd (aditionatd) cu K

Componente Solutia stoc [g/L] Solutie stoc[ml/L]
KNOs 202 5
Ca(NO3)2 x 4H,0 236 2.5
FeEDTA 15 15
MgSO4 X 7H,0 493 1
NHsNOs 80 1
KH2PO4 136 0.5
Microelemente
H3:BOs 2.86 0.5
MnCl; x 4H,0 1.81 0.5
ZnS0O4 X 7H20 0.22 0.5
CuS0O4x 5 H,0 0.051 0.5
HzMo0O4 x H.0 0.09 0.5

Tabel 4. 4. Compozitia solutiei nutritive Hoagland suplimentata (aditionatd) cu P

Componente Solutia stoc [g/L] Solutie stoc[ml/L]
KNO; 202 2.5
Cﬁ(NOs)z X 4H20 236 25
FeEDTA 15 1.5
MgSO4 x 7TH,0 493 1
NHsNO3 80 1
KH2PO4 136 1
Microelemente
HsBO3 2.86 0.5
MnCl, x 4H,0 1.81 0.5
ZnSQOy4 X 7TH,0 0.22 0.5
CuSQO4x 5 H,O 0.051 0.5
H3MOO4 X Hzo 0.09 0.5

Plantele apartinand variantelor v1 si M au fost udate ritmic cu apa, functie de necesitatile functionale,

udate, dupa necesitati, cu apa.

Material biologic si metoda de lucru

Materialul vegetal a fost colectat de la exemplare mature, aflate n perioada de Tnflorire, in luna iunie

Sectiunile transversale prin frunza si tulpind pentru plantele udate cu H,O (v1) si pentru cele udate cu

plantelor).
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pe tot intervalul de cultivare, iar plantele apartindnd variantelor v2, v3 si v4 au fost udate de cate doua ori pe

luna cu dilutii ale solutiilor stoc nutritive, in functie de varianta experimentald, in restul intervalului fiind si ele

Investigatii histo — anatomice

2019, iar organele vegetative (tulpini si frunze) au fost fixate in etanol 70%, pentru studiile de histo-anatomie.

solutie nutritivd Hoagland standard (v2) au fost realizate prin metoda descrisa in Capitolul 3 (v. pct. 3. 2. 1.

Metoda si tehnica de lucru pentru realizarea sectiunilor transversale prin organele vegetative ale




Rezultate si discutii

Tulpina

La nivelul tulpinii au fost identificate toate straturile si structurile descrise si 1n alte studii anatomice
asupra speciei Lavandula angustifolia (Toma si Nita, 1982; do Rocio Duarte si Carvalho de Souza, 2014;
Fakhriddinova si colab., 2020; Stefan si colab., 2021).

In treimea sa superioard, tulpina prezinta un contur patratic in sectiune transversald, cu patru coaste
foarte proeminente (Figura 4. 1. — 4. 2.). Spre baza tulpinii coastele se atenueaza, celulele epidermice din coaste
devin mult alungite tangential, elementele cordoanelor colenchimului se aplatizeazd mult, ultimul strat al
scoartei se dediferentiaza si da un felogen, care produce un suber gros si cateva straturi de celule felodermice
mici; cambiul devine inelar, astfel ca din activitatea sa rezultd un inel subtire de liber secundar (cu tuburi
ciuruite, celule anexe si celule parenchimatice) si un alt inel compus din lemn secundar, mai gros de-a lungul
coastelor (format din vase, celule parenchimatice si mult libriform); razele medulare de la nivelul lemnului
sunt sclerificate si lignificate, formand cu el un inel continuu (Toma si Nitd, 1982; Fakhriddinova si colab.,

2020; Stefan si colab., 2021).

Figura 4. 1. Sectiuni transversale prin tulpina plantelor de lavandad, varietdtile Codreanca (1), Provence Blue (2), Vera

(3) si Sevtopolis (4) udate cu H20 (varianta v1)(x40), (original)
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Figura 4. 2. Sectiuni transversale prin tulpina plantelor de lavandd, varietitile Codreanca (1), Provence Blue (2), Vera

(3) si Sevtopolis (4) udate cu solutie nutritivd Hoagland standard (varianta v2) (x40 (original)

Dediferentierea meristemului secundar, numit felogen, localizat in pozitie profunda in apropierea
cilindrului central, pe seama unui strat intern al scoartei, determind sa se formeze catre exterior un suber
pluristratificat, cu elemente moarte la maturitate. Din acest motiv, tot ceea ce este la exteriorul sdu (restul de
scoarta si epiderma) se vor exfolia si, prin urmare, la un moment dat tulpina va avea doar suber, felogen, liber
(primar si secundar), lemn (primar si secundar) si maduva, lucru confirmat si de alte studii de specialitate
(Toma si Nita, 1982; Fakhriddinova si colab., 2020; Stefan si colab., 2021).

Pe masura ce planta creste si se dezvolta, tulpina sufera un proces de lignificare, specific subarbustilor
precum lavanda, iar tulpina isi pierde epiderma si scoarta, precum si perii secretori si protectori odatd cu
acestea, aceste structuri ramanand vizibile doar pe portiunile verzi ale tulpinilor, crescute in fiecare nou an de
cultivare.

Limbul foliar

Caracteristicile histo-anatomice ale frunzei pot fi observate In Figurile 4. 3. — 4. 4.

La nivelul sectiunilor transversale prin limbul foliar a fost identificatd, pentru toate varietitile
prezentate, pe ambele fete ale frunzei, o epiderma unistratificatd, cu celule rotunjite, eliptice sau
dreptunghiulare (putin alungite tangential), cu peretele exterior putin mai gros decat celelalte si acoperit de 0
cuticula subtire, lucru confirmat si de literatura de specialitate (Toma si Nita, 1982; Brailko si colab., 2017;
Fakhriddinova si colab., 2020).

Pe suprafata ambelor epiderme se gasesc numerosi peri protectori (uni-, bi- sau pluricelulari, uniserati
sau ramificati) si secretori glandulari (cu pedicel scurt si glanda secretoare uni-, bi-, tetra- sau octocelulara)
specifici acestei specii (Iriti si colab., 2006; Nikolakaki si colab., 2006; Huang si colab., 2008; Zuzarte si colab.,
2010; Lungu si colab., 2014; Giuliani si colab., 2020).
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Figura 4. 3. Sectiuni transversale prin limbul foliar al plantelor de lavandad, varietatile Codreanca (1), Provence Blue (2),

Vera (3) si Sevtopolis (4) udate cu H20 (varianta v1) (x40) (original)

Figura 4. 4. Sectiuni transversale prin nervura mediana a plantelor de /avanda, varietatile Codreanca (1), Provence Blue

(2), Vera (3) si Sevtopolis (4) udate cu solutie nutritivd Hoagland (v2) (x100) (original)

Micromorfologia limbului foliar

Material biologic si tehnica de lucru

Materialul vegetal reprezentat de frunze proaspete apartindnd varietatilor speciei Lavandula
angustifolia crescute in conditii controlate de mediu (v. pct. 4. 1. Materialul biologic si design-ul
experimental) a fost colectat de la exemplare mature, aflate n perioada de inflorire, h luna iunie 2019.

Preparatele microscopice pentru toate varietdtile si variantele experimentale au fost realizate prin
metoda descrisa anterior, in Capitolul 3 (v. pct. 3. 3. 1. - Metoda si tehnica de lucru pentru microscopia
electronica de baleiaj (SEM).

Rezultate

Este bine cunoscut faptul cé plantele din genul Lavandula prezinta numerosi peri secretori si protectori

atét pe fata superioard, cit si pe cea inferioard a limbului foliar (Huang si colab., 2008; Zuzarte si colab., 2010).
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Perii secretori la randul lor, sunt Impartiti in peri glandulari si peltati, in functie de structura glandei
secretoare. in ambele cazuri substantele secretate sunt acumulate intr-un spatiu subcuticular. Perii peltati
produc cea mai mare parte a uleiului volatil, avand ca si componente principale terpenele (Turner si colab.,
2000; Boz si colab., 2009; Zamfirache si colab., 2009, 2010; Zuzarte si colab., 2010; Burzo si Toma, 2013;
Zuzarte, 2013).

Lavandula angustifolia - varietatea Codreanca

Pe ambele epiderme ale limbului foliar ale plantelor de lavanda apartinand varietatii Codreanca au fost
identificate doua categorii de formatiuni epidermice din punct de vedere morfologic: peri protectori simpli si
ramificati si peri secretori cu glanda unicelulara si cu glanda pluricelulard, cu o abundentd mai mare pe
suprafata abaxiald a frunzei, pentru toate variantele experimentale (Tabel 4. 5.).

Dupa analiza micrografiilor pentru aceastd varietate se constatd diferente intre martor si variantele
experimentale, care prezintd frecvente mai scazute, in special in cazul indivizilor udati cu H>O (v1) si a celor

suplimentati cu solutie Hoagland (v2).

Tabel 4. 5. Densitatea perilor secretori si protectori la Lavandula angustifolia, varietatea Codreanca, Tn toate variantele

de tratament cu solutie nutritivd Hoagland (nr. peri / mm?) (n=3):

Specie/ Epiderma superioara Epiderma inferioara
varietate/ Peri secretori Peri Peri secretori Peri
varianti Capitati  Peltati  Total protectori  Capitati  Peltati  Total protectori
L. Medie 13.41 3.72 17.14 42.01 29.71 10.20 39.91 45.94
angustifolia
var. Deviatie
Codreanca, standard 4.63 1.56 6.19 3.53 11.26 1.55 12.75 8.21
varianta (v1)
L. Medie 36.27 4.62 40.89 52.41 44.49 19.06 63.56 69.70
angustifolia
var. Deviatie
Codreanca, standard 9.46 1.96 7.72 6.71 5.38 2.36 6.33 10.53
varianta (v2)
L. Medie 25.63 4.87 30.50 33.76 91.80 20.68 112.48 85.67
angustifolia
var. Deviatie
Codreanca, standard 1.81 1.01 1.26 2.99 6.20 1.38 4.92 9.95
varianta (v3)
L. Medie 31.54 4.70 36.24 138.92 47.01 17.07 64.08 195.11
angustifolia
var. Deviatie
Codreanca, standard 3.81 1.55 5.25 11.01 8.34 3.44 10.31 11.67
varianta (v4)
L. Medie 25.73 6.93 32.66 128.98 42.44 12.93 55.37 204.95
angustifolia
var. Deviatie
Codreanca, standard 4.33 1.72 3.99 10.15 3.90 0.98 4.55 11.08
varianta M

Lavandula angustifolia - varietatea Provence Blue

Pe suprafata epidermei superioare si inferioare alimbului foliar la exemplarele de lavanda apatinand
varietatii Provence Blue au fost identificate doua categorii de formatiuni epidermice: peri protectori simpli si
ramificati arborescent si peri secretori capitati si peltati.

Analizand densitatea perilor protectori, se remarca, in cazul tuturor variantelor experimentale, prezenta

in numar mai mare a acestora pe fata inferioara a frunzei (Tabel 4. 6.).
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Tabel 4. 6. Densitatea perilor secretori si protectori la Lavandula angustifolia, varietatea Provence Blue, in toate

variantele de tratament cu solutie nutritivdi Hoagland (nr. peri / mm?) (n = 3):

Epiderma superioara

Epiderma inferioara

Specie/
varifetatg/ Peri secretori Peri Peri secretori Peri
varianta rotectori rotectori
Capitati  Peltati Total P Capitati  Peltati Total P
L. angustifolia Medie 29.08 18.27 47.36 148.77 16.70 25.51 42.22 212.60
var. Provence —
Blue, varianta  Deviatic 4 74 5.08 11.27 19.18 9.04 2.39 10.79 1454
(v1) standard
L. angustifolia Medie 23.55 6.89 30.44 80.54 24.53 14.87 39.40 143.17
var. Provence
Blue, varianta ~ Deviatie
w2 standard 8.47 2.01 10.10 12.13 2.26 3.12 5.33 15.13
L. angustifolia  \jegje 27.78 2.26 30.04 84.62 59.61 13.91 73.51 115.26
var. Provence —
Blue, varianta Deviatie 3.92 148 258 577 346 L6o 510 42
(v3) standard
L. angustifolia Medie 58.36 5.57 63.93 80.00 67.71 15.12 82.83 114.97
var. Provence —
Blue, varianta  Deviafie 5 ;4 0.56 3.07 8.19 6.86 211 8.89 1159
(v4) standard
L. angustifolia Medie 47.42 8.18 55.60 91.58 37.77 18.71 56.48 217.00
var. Provence —
Blue, varianta  Deviatie o7 2.28 410 2.46 3.50 1.94 3.87 11.99
M standard

Tn urma tratamentelor aplicate, in cazul variantelor experimentale v3 si v4, se constati inhibarea

dezvoltarii perilor protectori si stimularea frecventei perilor secretori capitati pe suprafata epidermei inferioare

pentru plantele udate cu solutie nutritiva cu aditie de K (v3) si pe fata ambelor epiderme in cazul plantelor

udate cu solutie nutritiva cu suplimentare de P (v4).

Lavandula angustifolia - varietatea Vera

La nivelul epidermei organelor vegetative aeriene (frunze) analizate ale exemplarelor de Lavandula

angustifolia - varietatea Vera se observa doua tipuri de peri: secretori si protectori. Numarul de peri pe unitatea

de suprafata variaza pe cele doua fete ale frunzei pentru toate variantele experimentale (Tabel 4. 7.).

Evaluand comparativ densitatea perilor secretori, se observa valori mai ridicate a numarului lor pe fata

inferioara a limbului foliar, comparativ cu fata superioara la toate, la toate variantele experimentale ale acestei

varietdti de lavanda, tipul de peri dominant fiind cel capitat.

Tabel 4. 7. Densitatea perilor secretori si protectori la Lavandula angustifolia, varietatea Vera, n toate variantele de

tratament cu solutie nutritivd Hoagland (nr. peri / mm?) (n = 3):

Epiderma superioara

Epiderma inferioara

Specie/
varifetatg/ Peri secretori Peri Peri secretori Peri
variant Capitati  Peltati  Total  PrOWCONl  coicati  Peltai  Total ~ Protectori
L. angustifolia ~ Medie ~ 32.78 3.95 36.72 110.19 3813 2810 66.24 228.26
V;ﬁ;n\t/ae r(s'l) g;:aztrlg 13.03 0.92 13.21 4.05 11.67 1021 17.79 17.38
L. angustifolia ~ Medie ~ 34.75 9.43 44.19 96.47 3505  16.64 51.68 166.55
v;/z;n\t/: r(3’2) 325&?3 3.25 1.02 3.90 051 6.46 1.82 8.18 6.65
Medie — 43.11 5.83 48.94 162.35 56.97  14.84 71.80 278.58
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L. angustifolia

var.Vera, ~ Deviatie g 1.16 3.05 4.64 6.24 2.28 5.03 5.10
. standard
varianta (v3)
L. angustifolia Medie 20.10 1.62 21.72 140.73 48.14 9.89 58.02 281.10
var. Vera, P
varianta (v4) g;:éj;; 3.39 0.56 2.94 4.18 4.01 2.60 6.32 5.69
L. angustifolia Medie 25.83 8.28 34.11 150.32 40.33 22.35 62.68 250.10
var. Vera Py
. ’ Deviatie
varianta M standard 2.64 157 3.15 5.13 7.98 2.93 9.62 9.12

Comparand densitatile ambelor tipuri de peri la plantele analizate, se observa diferenta numerica a

acestora la martor si la plantele suplimentate cu solutie nutriva cu aditie de fosfor (v4).

Lavandula angustifolia - varietatea Sevtopolis

Pe suprafata ambelor epiderme ale frunzei plantelor de lavanda apartinand varietatii. Sevtopolis, ca si

in cazul celorlalte varietéti analizate, au fost identificate doua categorii de formatiuni epidermice diferite din
punct de vedere morfologic si functional: peri protectori simpli si ramificati si peri secretori cu glanda
unicelulara si pluricelulard, formatiuni mai numeroase pe suprafata abaxiala a frunzei in cazul majoritatii

variantelor experimentale ale acestei varietati de lavanda (Tabel 4. 8.).

Tabel 4. 8. Densitatea perilor secretori si protectori la Lavandula angustifolia, varietatea Sevtopolis, Tn toate variantele

de tratament cu solutie nutritivi Hoagland (nr. peri / mm?) (n = 3):

Epiderma superioara Epiderma inferioara

vil?ii(t:;et/e/ Peri secretori Peri Peri secretori Peri

varianti Capitati  Peltati Total protectori Capitati  Peltati Total protectori
L angustifolia ~ Medie ~ 28.32 7.97 36.29 76.20 2338 1217 3555 143.67
iy F()\?il)s Deviafie 696 263 905 14.92 170 255 108 1053
L.angustifolia ~ Medie 4458 5.95 50.54 76.84 55.75 1240  68.15 167.70
iy ?\%I)S Deviafie 763 150 895 2.42 540 018 522 2162
L. angustifolia ~ Medie ~ 31.28 5.54 36.82 192.07 1861 2519 4380 196.21
V(a,;}is;r\,/tt: ?\%I)S' 32;&?;3 3.22 1.53 4.08 5.13 1.42 6.54 6.66 1.81
L. angustifolia ~ Medie 4458 7.05 51.63 177.30 4848 1965  68.12 263.30
Vs;}?;r\,/tt: F()\?Jll)s' 'S)tz;ézt;g 3.60 1.47 474 8.02 1.00 2.01 2.49 8.94
L. angustifolia ~ Medie ~ 17.98 321 21.19 94.39 4605 2512 7117 142.01
Va\réfiz\g;pﬂls' lsjtzxéfr‘g 2.40 0.56 1.90 5.97 0.60 2.90 3.40 6.10

Discutii

Toate varietatile si variantele experimentale avute in atentie prezinta numerosi peri protectori, uni-, bi-

sau pluricelulari, uniseriati sau ramificati si multi peri secretori glandulari de diferite tipuri, cel mai frecvent
cu pedicel scurt si glanda secretoare uni-, bi-, tetra- sau octocelulard pe suprafata frunzei, specifici genului
Lavandula (Huang si colab., 2005; Nikolakaki si Christodoulakis, 2006; Lungu si colab., 2014; Stefan si colab.,
2021).
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La materialul analizat (varietdti de lavanda si variante experimentale de cultivare) cea mai mare
densitate a perilor tectori a fost inregistratd pe suprafata inferioard a frunzelor la varietatea Vera, in cazul
plantelor udate cu solutie nutritivi Hoagland cu aditie de P si K (v4 -281,1 si v3 - 278,58), iar pe epiderma
superioara la varietate Sevtopolis, la plantele apartinand variantelor udate cu solutie nutrtiva cu aditie de K si
P (v3- 192,07 si, respectiv, v4 - 177,3) .

Cea mai mare densitate de peri secretori pe fata inferioara a frunzelor de lavanda a fost evidentiata la
plantele udate cu solutie nutritivd Hoagland cu aditie de K (v3 - 112,48) ale varietatii Codreanca, urmate de
cele suplimentate cu solutie cu aditie de P (v4 - 82,83) ale varietatii Provence Blue. Pentru fata superioara a
limbului foliar valorile cele mai mari s-au evidentiat la plantele udate cu solutie Hoagland cu aditie de P (v4 -
63,93), urmate de plantele din lotul martor (M - 55,6) ale varietatii Provence Blue.

Concluzii preliminare

Datele obtinute prin analiza histo-anatomica si micromorfologica a organelor vegetative (tulpini si
frunze) la cele patru soiuri ale genului Lavandula, cu patru variante experimentale, discutate comparativ cu
informatiile prezentate de literatura de specialitate in domeniu (Robu si colab., 2011; do Rocio Duarte si colab.,
2014; Lungu si colab., 2014; Riva si colab., 2014; Brailko si colab., 2017; Tanase si colab., 2020) ne permit sa
consideram ca toate structurile histologice identificate la taxonii analizati sunt circumscrise, in general, planului
structural tipic al genului.

Analiza comparativa a celor patru varietati de lavanda avute in atentie evidentiaza cateva diferente
calitative:

- la nivelul tulpinii:

- se observa variatii ale conturului sectiunii transversale, iar epiderma si scoarta au tendinta de
exfoliere, datorita formarii unui suber in profunzimea scoartei;

- cilindrul central prezintd o variatie a pericilului intre varietatile si variantele experimentale, si anume:

- periciclul lipseste la variantele udate cu apa apartinand varietatile Codreanca si Sevtopolis ;

- maduva prezinta diferente ale formei, aceasta putand fi patratica, hexagonald sau romboidala;

- la nivelul limbului foliar:

- se remarca variatii ale caracterelor anatomice ce tin de conturul sectiunii, de grosimea mezofilului,
de numarul formatiunilor protectoare (peri protectori si secretori) si de numaérul fasciculelor conducatoare
libero-lemnoase corespunzatoare nervurilor laterale;

-pe suprafata ambelor epiderme ale limbului foliar pentru varietatile studiate, cat si pentru variantele
experimentale este prezent un indumentum format din peri glandulari si protectori;

- densitatea perilor variaza la taxonii analizati, identificindu-se doua tipuri de peri secretori: capitati
si peltati si doua tipuri de peri protectori: ramificati si neramificati, cu frecventa mai mare decat perii secretori
pentru toti taxonii analizati, fapt confirmat si de alte studii asupra genului Lavandula (Martinez-Natarén si
colab., 2011; Giuliani si colab., 2020; Stefan si colab., 2021);

- densitatea perilor secretori gi protectori este imbunatatitd la plantele udate cu solutie nutritiva
Hoagland cu aditie de K si P pentru toate varietatile luate in studiu.

Analiza numerica comparativa a perilor protectori si secretori la cele patru varietati de lavanda, functie
de varianta de tratament aplicata, a permis evidentierea urmatoarelor aspecte:

La varietatea Codreanca:
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Densitatea cea mai ridicatd a perilor protectori s-a intélnit la plantele martor (M) si la cele
udate cu solutie nutritivd Hoagland cu aditie de P (v4).

S-a observat stimularea dezvoltarii numarului de peri secretori in cazul variantei
experimentale cu aditie de K (v3), pe suprafata inferioara a limbului foliar.

Cea mai mica frecventa a perilor secretori si protectori a fost observata la plantele udate cu

H.0 (Vl)

Pentru varietatea Provence Blue:

Densitatea cea mai ridicatd a perilor protectori a fost intalnita la lotul de control (M) si la
plantele udate cu H20 (v1).

Plantele udate cu solutie nutritiva Hoagland cu dubla aditie de P (v4) au prezentat cea mai
ridicata frecventa a perilor secretori.

Valorile cele mai mici au fost inregistrate pentru perii protectori la plantele tratate cu solutie

nutritiva suplimentatd cu K si P (v3, respectiv v4), care au prezentat valori apropiate.

Varietatea Vera:

Tratamentul cu solutie Hoagland cu cantitati duble de K si P a marit densitatea perilor
protectori pe suprafata epidermei inferioare.

Valorile cele mai mari ale numarului perilor secretori au fost observate la plantele udate cu
solutie nutritivd Hoagland cu aditie de K (v3).

Plantele udate cu solutie nutritivda Hoagland standard (v2) au prezentat cea mai mica
frecventa a perilor protectori, iar cele udate cu solutie cu adaos de P (v4) au avut densitatea

cea mai mica a perilor secretori pe fata ambelor epiderme ale frunzei.

La varietatea Sevtopolis:

In urma tratamentului cu solutii nutritive Hoagland s-a constat cresterea densitatii perilor
protectori la plantele udate cu solutie nutritiva cu aditie de K si P (v3 si respectiv v4) pe
suprafata ambelor epiderme ale limbului foliar.

Perii secretori au prezentat o frecventa ridicata la lotul martor (M) pe fata inferioara a frunzei,
la plantele udate cu solutie nutritivd Hoagland standard (v2) si la cele cu aditie de P (v4),
care au prezentat valori similare.

Densitatea cea mai redusa a perilor secretori a fost intélnita la plantele udate cu H.O (v1), in
cazul epidermei inferioare si la cele crescute in camp — plantele martor (M), in cazul

epidermei superioare.
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CAPITOLUL 5. ANALIZA CANTITATIVA SI CALITATIVA
COMPARATIVA A ULEIULUI VOLATIL PRODUS DE PATRU VARIETATI DE
LAVANDULA ANGUSTIFOLIA MILL. SUPLIMENTATE CU TIPURI DIFERITE

DE SOLUTIE NUTRITIVA HOAGLAND

Extractia uleiurilor volatile

Material vegetal si metoda de lucru

Materialul vegetal de analiza a fost reprezentat de inflorescente recoltate manual de la cate trei plante
de lavanda apartinind speciei Lavandula angustifolia Mill., varietatile Codreanca, Provence Blue, Vera si
Sevtopolis, cultivate in variante experimentale conform protocolului prezentat in Capitolul 4 la punctul 4. 1.
Materialul biologic si design-ul experimental.

Extractia uleiului volatil a fost realizatd prin antrenare cu vapori de apa, cu un dispozitiv de
hidrodistilare de tip Clevenger incélzit la foc direct, sub strictd supraveghere.

Analiza si caracterizarea GC - MS a uleiului volatil

Separarea compusilor a fost realizatd cu ajutorul gaz cromatografului GC Agilent 6890N echipat cu
un deprotector de ionizare a flacarii (FID) si cuplat cu spectrometrul de masa MSD 5975 (Agilent Technology,
SUA), care lucreaza la o energie de ionizare electronica de 70 eV.

Coloana capilara folosita a fost Teknokroma TBR-5MS (lungime 30m, diametru intern 0,25mm,
grosimea filmului 0,25 pum), intrare: 230 ° C, raport de divizare 200: 1 (MS), 100: 1 (FID), debitul de He 0,5
ml / min (MS), 1,8 ml / min (FID), linie de transfer GC-MSD: 280 ° C, program de temperatura 60 ° C, 4 ° C
/min->220°C,20°C/min->320°C.

Randamentul de extractie

Cantitatea de ulei volatil obtinut in urma extractiei din plante a prezentat variatii atat in functie de
varietatea de plante analizata, cat si in cadrul variantelor experimentale (de udare cu diferite tipuri de solutii
nutritive Hoagland) (Tabel 5. 1.). Astfel, Lavandula angustifolia var. Provence Blue cultivati in cAmp (M)
este cea mai bogata in ulei volatil, atingand un randament maxim de 5,11 % in tijele florale uscate, urmata de

plantele udate cu solutie nutritivd Hoagland standard (v2) apartinand varietatii Sevtopolis (3,64 %).

Tabel 5. 1. Randamentul de extractie a uleiurilor volatile obtinute prin hidrodistilare din patru varietati de lavanda —

Lavandula angustifolia Mill., suplimentate cu tipuri diferite de solutie nutritivd Hoagland

Specia/ varietatea gs. u. ml ulei %
L. angustifolia — var. Codreanca (v1) 4.76 0.08 1.68
L. angustifolia — var. Codreanca (v2) 7.14 0.14 1.96
L. angustifolia — var. Codreanca (v3) 5.40 0.07 1.30
L. angustifolia — var. Codreanca (v4) 1.97 0.03 1.52
L. angustifolia — var. Codreanca M 24.86 0.53 2.13
L. angustifolia — var. Provence Blue (v1) 18.42 0.45 244
L. angustifolia — var. Provence Blue (v2) 11.85 0.3 2.53
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L. angustifolia — var. Provence Blue (v3) 8.74 0.06 0.69
L. angustifolia — var. Provence Blue (v4) 5.79 0.08 1.38
L. angustifolia — var. Provence Blue M 24.45 1.25 5.11
L. angustifolia — var. Vera (v1) 8.20 0.16 1.95
L. angustifolia — var. Vera (v2) 12.93 0.28 2.17
L. angustifolia — var. Vera (v3) 8.78 0.14 1.59
L. angustifolia — var. Vera (v4) 7.01 0.12 1.71
L. angustifolia — var. Vera M 7.39 0.13 1.76
L. angustifolia — var. Sevtopolis (v1) 10.12 0.28 2.77
L. angustifolia — var. Sevtopolis (v2) 11.55 0.42 3.64
L. angustifolia — var. Sevtopolis (v3) 15.42 0.23 1.49
L. angustifolia — var. Sevtopolis (v4) 10.42 0.22 211
L. angustifolia — var. Sevtopolis M 20.70 0.43 2.08

Caracterizarea chimica a uleiurilor volatile

Lavandula angustifolia - varietatea Codreanca

Din analizele calitative si cantitative efectuate (Tabelul 5. 2.) se deduce ca uleiul volatil produs de
aceasta varietate de lavanda, n variantele experimentale de suplimentare cu solutie nutritivd Hoagland, contine
peste 60 de compusi, dintre care, in concentratii ridicate linalool, acetat de linalil, eucaliptol, borneol, terpinen-

4-0l, camfor, acetat de lavandulil si cariofilen oxid.

Tabel 5. 2. Profilul biochimic al uleiurilor volatile produse de plante de lavanda, Lavandula angustifolia Mill.- varietatea

Codreanca, suplimentate cu diferite tipuri de solutie nutritivd Hoagland

IR c Compozitie (%)
ompus Varianta M Varianta (v1) Varianta (v2) Varianta (v3)
811  acetat de butil 0.007 - - -
823 hexil metil eter 0.013 - - -
906 izobutirat de propil 0.475 - - -
926  triciclen 0.006 - - -
929  a-tuien 0.007 - - -
937  a-pinen 0.211 0.051 0.039 0.021
952  camfen 0.006 0.195 0.148 0.08
981  B-pinen 0.169 - 0.082 0.341
984  3-octanona 0.727 0.147 0.589 0.652
991  B-mircen 1.1 0.293 0.623 0.926
1011 acetat de hexil 0.234 0.097 0.146 0.212
1014  3-caren 0.054 - - 0.055
1019 terpinolen 0.03 - 0.218 0.33
1026  o-cimen 0.09 0.128 0.066 0.161
1031  D-limonen 0.288 0.137 0.19 0.382
1035 eucaliptol 6.754 2.919 2.892 4.991
1047 trans-g-ocimen 3.009 0.402 3.058 2.619
1060 y-terpinen 0.011 - 0.412 -




IR

Compus

Compozitie (%)

Varianta M Varianta (v1) Varianta (v2) Varianta (v3)
1069 sabinen hidrat 0.215 0.011 0.234 0.018
1074 cis-linalool oxid 0.525 0.018 0.144 0.026
1090 trans-linalool oxid 0.292 - - -
1104 linalool 22.919 19.549 17.437 17.75
1111 acetat de 1-octenil 0.974 0.678 3.712 1.064
1122  acetat de 3-octanil 0.109 0.213 0.447 0.366
1149 camfor 0.601 0.659 0.461 0.782
1156 nerol oxid 0.064 - - -
1186  p-cimen-8-ol - 0.166 - 0.04
1160 sabin-cetona 0.032 - - -
1162  mirtenol - 0.215 - -
1170 borneol 2.312 3.295 2.076 2.562
1182 terpinen-4-ol 3.104 1.575 2.203 1.506
1189 criptona 0.166 0.527 0.878 0.197
1195 a-terpineol 4.011 2.863 2.746 2.751
2.6-dimetil-3.5.7-
1208 octatrien-2-ol. E.E 0.249 0.199 0.314 0.072
1212 crizantenona 0.052 - - 0.261
1221 cis-carveol 0.159 0.118 0.132 -
1230 nerol 0.919 0.945 0.546 0.747
1232  format de bornil - 0.156 0.296 0.227
1243  cumaldehida 0.392 0.311 0.135 0.282
1247 D-carvona 0.19 0.146 0.052 0.137
1257 acetat de linalil 27.134 34.497 24.839 32.212
1291 acetat de lavandulil 3.64 6.1 2.811 5.637
1301 carvacrol - - 1.8 -
1330 tiglat de hexil 0.012 - 0.029 -
1364 acetat de neril 1.111 1.252 1.171 1.14
1383 acetat de geranil 2.091 2.515 2.394 2.252
1426 o-santalen 0.375 0.506 0.269 0.452
1430 trans-p-cariofien 2.661 2.707 2.501 1.983
1441 trans-a-bergamoten 0.199 0.176 0.244 0.159
1451 sesquiphellandrene 0.016 i ) )
1459  E-B-farnesen 0.245 0.239 0.153 0.156
1463 humulen - - - 0.009
1.5.9.9-tetrametil.
1469 Z7.Z2.Z1.4.7- 0.015 0.024 - -

cicloundecatriena
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Compozitie (%)

IR Compus Varianta M Varianta (v1) Varianta (v2) Varianta (v3)
1490 germacren D 0.353 0.655 0.421 0.372
1513  B-bisabolen 0.02 - - -
1522 y-muurolen 0.201 0.389 0.212 0.35

4-metil-a-(1-metil-2-
1525  propenil) - - 0.377 1.525
benzenmetanol
1558 m_s-sescwsablnen 0.025 i ) i
hidrat
1570  humulen-1.2-epoxid 0.026 - - -
1594 cariofilen oxid 2.394 2.63 2.895 3.662
1633  epicubenol 0.094 0.247 - -
1668 t-cadinol 0.875 2.270 1.253 1.545
1721  muurol-5-en-4-ona 0.015 0.106 0.252 0.074
1777 benzoat de benzil 0.02 - - -
1812  5-hidroxi-calamenen - - 0.065 -
Total 91.982 90.326 81.962 91.086

Pentru uleiurile volatile obtinute de la varietatea Codreanca, grupurile de compusi majoritari au fost
monoterpenesterii (31,66 — 44,58 %) si monoterpenolii (25,01 — 33,27 %) pentru toate variantele experimentale
analizate. Cea mai mare abundenta a esterilor a fost identificati la plantele crescute in mediu udat cu H,O (v1),
iar pentru alcooli cele mai mari valori le prezintd lotul martor (M), reprezentat de plantele crescute Th camp
(Figura 5. 3.).

Niciunul dintre uleiurile analizate nu s-au incadrat in cerintele standard farmaceutice, fiind considerate
ca necorespunzatoare uzului in acest scop.

Conform standardelor prezentate Tn Farmacopeea Europeand, compusii din uleiurile analizate pentru
acest cultivar, ce nu se integreaza intre valorile impuse, sunt reprezentati de linalool, care s-a plasat sub limita
pentru toate variantele experimentale (v1, v2, v3), a-terpineol si eucaliptol, la care cantitatile determinate au
depasit cerintele pentru toate cele patru tipuri de ulei analizate si lavandulolul, care nu a fost identificat n
niciuna dintre probe.

Lavandula angustifolia - varietatea Provence Blue

Rezultatele obtinute (Tabel 5. 3.) indica faptul ca in uleiul volatil de produs de aceastd variantd de
lavanda se gasesc peste 70 diferiti compusi organici, in acest caz componentele majore fiind linaloolul (12 —
40 %), identificat atat in stare liberd, cat si partial esterificat, sub forma de acetat de linalil (15 — 30 %), acetatul
de lavandulil (2,3 —5,1%), borneolul (0,8 — 5,1 %), terpinenul — 4 - ol si a. - terpineolul (0,4 — 5,9 %, respectiv
1,1-3,7 %).

Tabel 5. 3. Profilul biochimic al uleiurilor volatile produse de plantele de lavanda, Lavandula angustifolia - varietatea

Provence Blue, suplimentate cu diferite tipuri de solutie nutritiva Hoagland
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Compozitie (%)

Compus Varianta M Varianta Varianta Varianta Varianta
(v1) (v2) (v3) (v4)
811  acetat de butil 0.026 - 0.008 - -
823  hexil metil eter 0.171 - 0.009 - -
906 izobutirat de propil - - 0.008 - -
926 ftriciclen - - - - 0.045
929  a-tuien - - 0.13 - -
937  a-pinen 0.113 0.13 0.196 0.156 0.04
949  izobutirat de butil - - - 0.066 -
952  camfen 0.17 0.295 0.049 0.652 0.639
oy YL s
978  1-octen-3-ol - - - 0.501 -
981  B-pinen - 0.099 0.147 0.398 0.233
984  3-octanona 2.892 0.758 0.326 0.666 0.809
991  B-mircen 0.973 0.212 0.094 0.035 0.686
994 butirat de butil 0.683 - - - -
1008 a-felandren 0.087 - - - -
1011 acetat de hexil 1.081 0.496 0.298 1.508 0.652
1014 3-caren 0.007 0.069 0.047 - -
1019 terpinolen 0.243 - - - -
1026 o-cimen 0.153 0.078 0.118 0.501 0.077
1031 D-limonen 1.515 0.261 0.371 0.398 0.578
1035 eucaliptol 1.652 0.548 0.436 0.838 3.154
1047 trans-p-ocimen 3.62 5.351 5.952 0.302 0.626
1060 v-terpinen 0.087 - 0.056 0.143 -
1069 sabinen hidrat 0.175 0.134 0.258 - 0.009
1074 cis-linalool oxid - - 0.314 - -
1090 trans-linalool oxid 0.068 0.798 0.307 0.277 -
1104 linalool 40.744 30.769 23.311 12.106 25.33
1129 a-camfolenal - - - 0.459 -
1131 gz)'xﬁ'do‘:ime“ - - - 0.239 0.033
1111 acetat de 1-octenil 0.863 0.895 1.144 4.14 1.07
1122  acetat de 3-octanil 0.31 0.103 - 0.656 -
1128 pinocarvona - - - 0.181 -
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IR

Compozitie (%)

Compus Varianta M Varianta Varianta Varianta Varianta
(v1) (v2) (v3) (v4)
1147 izobutirat de n-hexil 0.078 - - - -
1149 camfor 0.167 0.386 0.317 0.44 1.393
1168 lavandulol 1.523 1.073 - - -
1170 L-borneol 0.869 1.578 1.218 2.018 5.162
1174 (8Z 5E)-1.35- 0.121 ; 0.115 - -
undecatriena
1182 terpinen-4-ol 2.523 2.336 5.974 0.482 2.845
1195 a-terpineol 3.777 2.858 2.525 1.149 2.628
1210 cis-piperitol 0.077 - - - -
1221 cis-carveol 0.046 - 0.019 - -
1232 format de bornil 0.061 - - - -
1189 criptona 0.079 1.162 - - -
1190 butirat de n-hexil 2.007 - 0.432 - 1.207
1162 mirtenol 0.04 - - - -
1230 nerol 0.685 0.575 0.527 0.39 0.731
1236 Dutirat de 2-metil- 0.048 0.329 - 12.01 -
hexil
1237 acet_oacetate de i ) 0.059 i )
hexil
1243 cumaldehida 0.435 0.097 0.051 0.25 0.055
1247 D-carvona 0.132 0.128 0.015 0.099 0.227
1257 acetat de linalil 16.344 28.084 27.712 15.364 18.473
1301 carvacrol - - - 0.046 0.266
1279 acetat de fragranil - - - 0.756 -
1297 Acetatde 5.151 4325 3.926 2315 4.256
lavandulil
1330 tiglat de hexil 0.065 0.074 0.025 0.1 -
1352 acetat de a-terpinil 0.035 - - - -
1364 acetat de neril 0.894 0.822 0.766 0.537 1.023
1383 acetat de geranil 1.594 1.586 1.708 1.229 2.071
1394 sescvituien - - 0.018 - -
1385 hexanoat de n-hexil 0.18 - - - -
1426 a-santalen - 0.357 - 0.174 0.383
1394  zingiberen 0.05 - - - -
1430 trans-p-cariofilen 1.973 2476 4,792 - -
1378 a-cedren - - 0.014 - -
1441 trans-a-bergamoten 0.062 0.122 0.364 0.513 -
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Compozitie (%)

IR Compus ) Varianta Varianta Varianta Varianta
Varianta M
(v1) (v2) (v3) (v4)
1459 (E)-B-farnesen 2.377 1.271 1.209 0.174 0.144
1.5.9.9-tetrametil-.
1469 Z7.2.Z-1.4.7.- - 0.127 - - -
cicloundecatriena.
1490 germacren D 0.484 0.421 0.31 - 0.37
1513 a-selinen - - 0.031 -
1522 y-muurolen 0.058 0.384 0.069 0.152 -
1565 nerolidol 0.041 - - - -
1530 cis-calamenen - 0.155 0.139 - -
1570 humulen-1.2-epoxid - - - 0.15 -
1594 cariofilen oxid 0.587 1.593 2.694 14.83 8.208
1633 epicubenol - 0.133 0.225 - -
1647 trans—_geraml 0.049 ) ) i )
geraniol
1668 t-cadinol 0.427 1.407 2.277 1.055 0.914
171 Muurol-5-en-4-ona ; 0.204 0.031 0.686 0.227
cis-14-nor
1723 farnesol 0.123 - - - -
1777 benzoat de benzil - 0.18 - 0.108 -
1797 6.10.14-trimetil 2- i ) ) 0041 )
pentadecanona
Total 98.795 95.239 91.123 84.564 79.561

in cazul uleiurilor volatile obtinute din inflorescentele uscate ale acestei varietiti, grupurile de compusi
majoritari au fost reprezentate de esteri (20,10 — 34,92 %) si alcooli (16,15 — 50,12 %) pentru toate probele
analizate. Cele mai mari valori ale monoterpenesterilor au fost identificate la plantele udate cu H,O (v1) si la
cele cu solutie nutritivd Hoagland standard, care au prezentat valori asemanatoare, iar monoterpenolii se gasesc
in concentratii mari la lotul martor (M), reprezentat de plantele crescute in camp.

Niciunul dintre uleiurile analizate nu s-au incadrat, prin compozitia lor, in cerintele standard
farmaceutice prezentate de Farmacopee pentru utilizare Tn scop medicinal, fiind considerate, deci,

necorespunzatoare uzului in acest scop.
Lavandula angustifolia - varietatea Vera

Conform rezultatelor practic obtinute (Tabel 5. 4.), in uleiul volatil extras din variantele experimentale

ale acestei variante de lavanda se gasesc 64 de compusi diferiti.
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Tabel 5. 4. Profilul biochimic al uleiurilo volatile produs de plantele de lavanda, Lavandula angustifolia - varietatea

Vera, suplimentate cu diferite tipuri de solutie nutritivd Hoagland

Compozitie (%)
IR Compus Variantay  Varianta  Varianta  Varianta Varianta
(v1) (v2) (v3) (v4)

811 acetat de butil - - - 0.015 -
823 hexil metil eter - 0.021 - - 0.011
926 triciclen 0.029 - - - -
937 a-pinen 0.182 0.1 0.133 0.074 1.047
949 izobutirat de butil - - - 0.201 -
952 camfen 0.44 0.261 0.457 0.126 0.314
978 1-octen-3-ol 0.527 - - 0.375 0.196
981 B-pinen - 0.652 0.16 0.081 0.235
984 3-octanona 1.067 0.832 1.013 0.34 0.251
991 B-mircen 0.381 0.789 1.232 0.32 0.187
994 butirat de butil - 0.285 - - -
1008 a-felandren 0.106 0.036 - - -
1011 acetat de hexil 0.237 0.668 0.257 0.362 0.302
1013 gi'g]zma'lm"& - 0.078 - 0.065 -
1014 3-caren - - 0.026 - -
1026 0-cimen 0.092 0.166 0.795 0.086 0.343
1031 D-limonen 0.021 0.553 - 0.363 0.112
1035 eucaliptol 2.737 2.95 6.302 5.615 0.337
1047 trans-B-ocimen 1.047 1.344 2.043 0.198 0.175
1060 y-terpinen 0.11 - - - -
1069 sabinen hidrat 0.464 0.251 0.158 0.174 -
1074 cis-linalool oxid 0.631 0.289 - - 0.239
1090 trans-linalool oxid 0.625 - 0.346 0.766 0.181
1104 linalool 37.816 36.613 26.981 35.719 28.131
1111 acetat de 1-octenil 0.652 3.048 0.904 2.075 9.485
1122 acetat de 3-octanil - - 0.306 - -
1149 camfor 1.083 0.651 0.681 0.501 0.866
1168 lavandulol 7.251 0.595 - 0.752 -
1170 L-borneol 2.336 2.294 2.384 1.865 2.312
1182 terpinen-4-ol 3.753 3.404 2.583 2.173 1.913
1195 a-terpineol 1.108 1.694 5.315 1.904 1.239
1221 cis-carveol - - 0.199 0.219 -
1232 format de bornil - 0.141 - 0.172 0.156
1189 criptona - - 0.674 0.196

1190 butirat de n-hexil 1.15 1.079 - - 1.055
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Compozitie (%)

IR Compus Varianta M Varianta  Varianta  Varianta Varianta
(v1) (v2) (v3) (v4)
o ZSSmANSST o
1212 crizantenona - - - 0.087 -
1230 nerol 0.253 1.139 0.379 0.2
1235 ot dez-metil- : 0.061 : 0.067 :
1243 cumaldehida 0.071 0.215 0.1 0.604 -
1247 D-carvona 0.123 0.11 0.051 0.251 -
1257 acetat de linalil 10.659 19.861 23.513 16.593 12.18
1301 carvacrol - - - 0.164 -
1291 f;\f;?fdﬂ?” 3.009 4.308 3.995 2.685 8.064
1300 0-cimen-5-ol 0.154 - - - -
1330 tiglat de hexil 0.092 0.064 0.036 - 0.04
1364 acetat de neril 0.387 0.449 1.541 0.589 0.319
1383 acetat de geranil 0.161 0.762 3.05 1.206 0.847
1385 hexanoat de n-hexil 0.717 - - - -
1426 a-santalen - - - 0.288 0.334
1430 trans-b-cariofilen 4.726 2.119 1.697 1.258 2.588
1391 -cubeben 0.297 - - - -
1441 g;g;‘:]'oten . - 0.106 0.161 .
1459 (E)-p-farnesen 0.103 0.639 0.131 0.435 1.19
1463 humulen 0.216 - - - -
1490 germacren D - 0.093 0.273 0.107 0.152
1522 y-muurolen - 0.231 0.214 0.366 -
1594 cariofilen oxid 5.965 1.693 2.182 4,769 6.62
1633 epicubenol - - 0.102 0.223 -
1668 t-cadinol 0.324 0.727 0.939 1.904 1.621
1721 2:_“12’_'['1?)}‘*“'4'0”3 - 0.121 0.212 0.377 -
Total 91.02 90.5 92.23 83.242 87.425

Pentru uleiurile volatile obtinute din inflorescentele cultivarului Vera, grupurile de compusi majoritari
identificati au fost monoterpenesterii (14,22 — 32,41 %) si monoterpenolii (33,8 — 52,26 %) pentru toate
variantele experimentale analizate. Cea mai mare abundenti a esterilor a fost identificata la plantele udate cu
solutie nutritiva Hoagland standard (v2), iar pentru alcooli cele mai mari valori le prezinta lotul martor (M),
reprezentat de plantele crescute in camp.

Conform standardelor internationale de calitate, compusii din probele de ulei volatil analizate pentru
acest cultivar nu se integreaza intre valorile cerute de Farmacopee. Valori care au depasit cerintele impuse au
fost intalnite in cazul a-terpineolului la plantele udate cu solutie Hoagland standard (v2), in cazul acetatului de

lavandulil la varianta experimentald udatd cu solutie Hoagland suplimentata cu P (v4), iar eucaliptolul a fost
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identificat in concentratiec maritd la toate variantele experimentale, cu exceptia celei udate tot cu solutie
nutritivd Hoagland cu aditie de P (v4).

Lavandula angustifolia - varietatea Sevtopolis

Din rezultatele obtinute in urma analizei GC — MS, pentru varietatea Sevtopolis au fost detectati peste
90 de compusi organici, dintre care majoritatea este reprezentata de linalool (24 —33,6%) si acetatul de linalil
(13 — 24%).

Alti compusi importanti in compozitia uleiului sunt acetatul de lavandulil (2,6-4,3%), eucaliptol (1,5

—4,9%), terpinen-4-ol (1,8 — 2,4%), a-terpineol (2,6 — 3,8%), borneol (1,3-3,9%), conform Tabelului 5. 5.

Tabel 5. 5. Profilul biochimic al uleiurilo volatile produs de plantele de lavanda, Lavandula angustifolia - varietatea

Sevtopolis, suplimentate cu diferite tipuri de solutie nutritivd Hoagland

Compozitia (%)

IR Compus Varianta M Varianta Varianta Varianta Varianta
(v1) (v2) (v3) (v4)
782 3-metil 2-butenal 0.036 - - - -
811 acetat de butil - - 0.026 - 0.025
823 hexil metil eter 0.006 - 0.075 - 0.07
862 1-hexanol 0.022 - - - -
893 4-metilen 5- 0.009 i i i i
hexanal
906 ;)Zr%zti‘lt"at de . . . . 0.021
929  a-tuien 0.038 - 0.023 0.022 0.007
937  o-pinen 0.173 - 0.109 0.093 0.184
949 izobutirat de butil - - 0.018 0.093 0.038
952 camfen 0.339 - 1.277 0.405 0.657
3.7.7-trimetil
973  1.35- 0.016 - - - -
cicloheptatriena
981  B-pinen 0.007 - 0.225 0.225 0.37
984 3-octanona 1.095 1.508 1.784 1.665 1.912
991  B-mircen 0.766 - 0.79 0.679 0.759
1009 :j;:llc(j);c;ﬁlhldrollna 0.317 i i i i
1011  acetat de hexil 0.552 0.824 0.77 0.874 0.996
1014  3-caren 0.032 - 0.097 - -
1026  o-cimen 0.705 0.322 0.331 0.187 0.458
1031  D-limonen 0.592 0.602 0.871 0.442 0.74
1035 eucaliptol 3.49 3.172 2.661 1.523 4.992
1047  trans-b-ocimen 1.461 0.686 3.249 1.383 0.752
1060  y-terpinen 0.094 - 0.007 - 0.011
1069 sabinen hidrat 0.358 - 0.134 0.13 0.293
1074  cis-linalool oxid 2.646 0.59 0.263 0.688 0.669
1090 trans-linalool oxid 1.953 - 0.316 0.492 0.79
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Compozitia (%)

IR Compus Varianta M Varianta Varianta Varianta Varianta
(v1) (v2) (v3) (v4)
1104 linalool 25.441 33.66 33.17 24.998 30.148
acetat de 1-
1111 octenil 1.631 0.816 0.715 2.865 1.155
1122  acetat de 3-octanil - - 0.373 0.514 0.4
1128 pinocarvona - - - 0.458 -
1129 a-camfolenal 0.035 - - - -
1131 (&)-b-ocimen 0.13 - - 0.103 0.211
epoxid
1133 tiglat de n-butil - - 0.023 - 0.127
1137 CiSP-menta-2.8- . . 0.023 : :
dien-1-ol
1149 camfor 0.123 0.378 0.383 0.61 1.008
1156  nerol oxid 0.075 - - 0.068 -
1186 p-cimen-8-ol 0.232 - - 0.278 -
1162  mirtenol - - - 0.816 -
1168 lavandulol 0.364 0.529 - - -
1170 borneol 1.415 1.331 1.485 2.275 3.957
1182 terpinen-4-ol 2.406 2.237 1.978 1.833 2.192
1189 criptona 1.211 - 0.148 1.383 0.158
1190  butirat de n-hexil - 1.28 - - 1.729
1191 Octilesterul . . 1.493 . .
acidului butanoic
1195 a-terpineol 3.198 3.85 3.253 3.08 2.656
1199 butanc_nate de butil ) i i 0.244 )
2-metil
1200 E-ocimenol 1.017 - - - -
1207 propanal. 2-metil ) i i 0.28 )
butanoat
2.6-dimetil-3.5.7-
1208 octatrien-2-ol. E.E - - 0.022 0.326 0.215
1210 cis-piperitol - - 0.074 - -
1221 cis-carveol 0.044 - - 0.153 0.073
1230 nerol 0.732 0.82 0.631 0.613 0.62
1232  format de bornil 0.14 - 0.099 0.244 0.257
1236 hexil 2zmetil ] i 0.041 - 0.118
butirat
1243  cumaldehida 0.376 - 0.407 - 0.531
1247 D-carvona 0.176 - 0.026 0.143 0.242
1257 acetat de linalil 19.318 21.009 24.009 13.602 15.75
1262 2.3.5.6-tetrametil ) i i 0.252 )
fenol
1271  citral 0.061 - - -
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Compozitia (%)

IR Compus Varianta M Varianta Varianta Varianta Varianta
(v1) (v2) (v3) (v4)
1201 f‘;\f;";‘]td?ﬁ" 3.783 4.334 2,671 3.5 4.021
1300 o-cimen-5-ol - - - - 0.177
1301  carvacrol - - - 0.797
1330 tiglat de hexil - - 0.061 0.069 -
1345  caproat de hexil 0.494 -
1364  acetat de neril 0.893 1.155 0.902 0.993 0.856
1378  a-cedren - - - 0.219 -
1383 acetat de geranil 1.746 2.218 1.688 1.739 1.644
1384 izocariofilen - - - 1.03 -
1385 hexanoat de hexil - - 0.102 - 0.163
1394  sescvituien - - 0.012 - -
1422  2-epi-a-funebren 0.132 - - - -
1426  o-santalen 0.273 - 0.267 - 0.344
1430 trans-g-cariofien 0.457 - 1.891 - 0.84
1441 Ef‘rgz e - . 0.147 0.117 0.012
1459  E-p-farnesen 0.153 1.631 1.89 0.973 0.762
1490 germacren D - - 0.376 0.173 0.214
1513  p-bisabolen - - 0.108 -
1522 y-muurolen 0.342 - 0.257 0.348 0.268
4-metil-a-(1-metil-
1525  2-propenil) - - - 1.479 -
benzenmetanol
1530 cis-calamenen 0.061 - 0.04 0.082 -
1.2.3.4-tetrahidro-
1549  2.5.8-trimetil- 0.021 - - - -
naftalen
1558 ci_s-sescvisabinen ) i i ) 0.02
hidrat
1565 nerolidol - - 0.099 - -
1570 2;3;%6”'1'2' 0.197 : : 0.342 :
1594  cariofilen oxid 7.435 - 1.359 8.447 5.262
1633  epicubenol - - 0.096 0.376 -
o7 ST L s - -
1668 t-cadinol 1.332 - 0.982 2.108 1.045
1702  a-calacoren - - 0.137 - -
1721 Muurol-5-en-4- 0.258 - 0.158 0.144 0.047

ona
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Compozitia (%)

IR Compus Varianta M Varianta Varianta Varianta Varianta
(v1) (v2) (v3) (v4)
muurola-4.10(14)-
1740 dien-1b-ol - - 0.023 - -
1777 benzoat de benzil 0.045 - - 0.261 -

(4aS.8S.8aR)-8-
izopropil-5-metil-

1770 3.4.4a.7.8.8a- 0.034 - - - 0.032
hexahidronaftalen-
2-il)metanol
Total 89.994 83.967 94.645 91.184 87.82

Pentru uleiurile volatile obtinute din plantele apartinand acestei varietati de lavanda grupurile de
compusi majoritari identificati au fost esterii monoterpenici (20,44 — 29,64 %) si alcolii (32,8 — 42,43 %) pentru
toate variantele experimentale analizate, urmate de sesquiterpene (1,63 — 9,59 %). Cea mai mare cantitate de
esteri a fost identificata la plantele udate cu solutie nutritiva Hoagland standard (v2), iar pentru monoterpenoli
cele mai mari valori au fost inregistrate la plantele udate cu H,O (v1).

Niciunul dintre uleiurile analizate nu s-au incadrat in cerintele internationale standard de calitate,
compusii din probele analizate pentru acest cultivar ce nu se incadreaza in intervalele de valori impuse de
Farmacopee fiind reprezentati de acetatul de linalil, care s-a plasat sub limitd pentru toate variantele analizate,
a-terpineolul si eucaliptolul, care a inregistrat cantitati ce depasesc cerintele standardelor pentru majoritatea
probelor investigate si lavandulolul, care nu a fost identificat pentru niciuna dintre variantele experimentale

udate cu solutii nutritive Hoagland (v2, v3 si v4).

Discutii

Analiza cantitativa si calitativa a uleiurilor volatile obtinute prin hidrodistilarea inflorescentelor uscate
apartinand la patru varietati de Lavandula angustifolia udate cu diferite tipuri de solutie nutritivda Hoagland a
evidentiat urmatoarele: concentratia componentelor tuturor varietatilor si variantelor experimentale a fluctuat
intraspecific i interspecific, in functie de varietatea analizata si de conditiile de cultivare asigurate, confirméand
practic afirmatiile din literatura de specialitate in acest sens (Tucker si colab., 1984; Kog, 2000; Baranauskiené
si colab., 2003; Arabaci si Bayram, 2004; Biesiada si colab., 2008; Camen si colab., 2016; Chrysargyris si
colab., 2016, 2017; Silva si colab., 2017; Skoufogianni si colab., 2017).

Analiza celor 19 probe de ulei volatil extras din variantele avute in lucru a prezentat un interval
numeric larg de componente identificate - intre 22 si 59. in acest sens evidentiem varietatea Sevtopolis, cu cel
mai mare numdr de componente ale uleiurilor volatile extrase in toate variantele experimentale - intre 56 si 59
de compusi biochimici - cu exceptia plantelor apartindnd variantei v1 (udate cu H>0), in a céror ulei au fost
identificati doar 22 compusi.

Privita in ansamblu, compozitia uleiurilor volatile analizate este asemanatoare, existand totusi si
deosebiri, ce le individualizeaza. Astfel, un numar relativ ridicat de componente sunt comune pentru uleiurile
extrase din toate varietdtile si variantele experimentale, componente care se individualizeaza, insa, prin

atingerea de concentratii diferite in respectivele mostre de uleiuri. Astfel, am putea chiar considera ca, de fapt,
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uleiurile volatile extrase sunt alcatuite din aceleasi componente majore, fiind foarte greu de deosebit varietatile
de plante producatoare doar pe baza compozitiei uleiurilor volatile produse.

Componentele majore detectate in toate probele analizate de uleiuri volatile extrase din inflorescentele
celor patru variante de L. angustifolia au fost linalool (12,1 — 40,7 %), acetat de linalil (10,7 — 34,5 %), camfor
(0,12 — 1,39 %) si eucaliptol (0,34 — 6,75 %). Rezultatele obtinute confirma datele din studii asemanatoare,
care au raportat ca substante in cantitate mare linalool, acetat de linalil, eucaliptol, - ocimen, terpinen-4-ol si
camfor ca si constituenti principali ai uleiului volatil al speciei L. angustifolia (Lis-Balchin, 2002a; Zamfirache
si colab., 2010; Robu si colab., 2011a; Jianu si colab., 2013; Saadatian si colab., 2013; Tomescu si colab.,
2015; Aprotosoaie si colab., 2017; Blazekovi¢ si colab., 2018).

in experimentele desfasurate practic, nici una dintre probele de ulei volatil extras din varietatile de
lavanda cultivate in variantele tratate cu diferite tipuri de solutii nutritive Hoagland nu s-a incadrat in toti
parametrii de calitate impusi de standardele internationale, cele mai mari diferente fiind observate cu privire la
concentratia de linalool si acetat de linalil, compusi ce au variat cantitativ atat in cadrul varietatilor luate in
lucru, cat si a unor variante de tratament aplicate.

Diferentele de concentratie a compusilor uleiurilor volatile extrasedin materialul vegetal analizat,
cultivat In conditiile experimentale prezentate, ar putea fi explicate prin temperaturile mai scazute inregistrate
in perioada de inflorire al plantelor, comparativ cu zonele mediteraneene de origine a speciei si de diferentele
de altitudine la care acestea au fost cultivate (41 de m deasupra nivelului marii pentru localitatea Vanatori,
judetul Vrancea), fata de altitudinea de cultivare din tarile cunoscute ca fiind importante cultivatoare de lavanda
si exportatoare de ulei volatil, tari care prezinta altitudini cuprinse intre 800 — 1200 m(Hassiotis si colab., 2014;

Sousa Silva si colab., 2018).

Concluzii preliminare

Compozitia biochimica a celor 19 probe de ulei volatil extras din tijele florale ale celor 4 varietati ale
speciei Lavandula angustifolia Mill. cultivate Tn 4 variante experimentale s-a dovedit a fi asemanatoare din
punct de vedere al numarului de compusi biochimici principali identificati, a caror cantitate a variat
considerabil atét In cadrul varietatilor, cat si in cadrul variantelor experimentale.

Componentele majoritare comune ale uleiurilor de lavanda testate sunt: linalool, acetat de linalil, trans
B - ocimen, D — limonen, terpinen — 4 - ol, acetat de lavandulil, B — cariofilen, cariofilen oxid, 1,8 - cineol
(eucaliptol), camfor, borneol si a -terpineol.

Nici una dintre probele de ulei volatil extrase din materialul vegetal avut in lucru, cultivat in conditiile
de cultivare date, nu s-a incadrat in totalitate intre parametrii de calitate impusi de editia in vigoare a
Farmacopeei Europene (10. 0., 2019).

Rezultatele obtinute prin experimentele desfasurate completeazd datele prezentate de literatura de
specialitate referitoare la compozitia uleiurilor volatile de lavanda si sunt semnificative practic in efortul de
evaluare a acestor compusi extrasi din tijele florale apartinind celor patru varietati de Lavandula angustifolia
Mill. cultivate la aceasti ord pe teritoriul tirii noastre. in acest sens cercetirile au urmarit cultivarea
respectivelor varietati intr-un mediu controlat, aditionat experimental cu diferite tipuri de solutii nutritive

Hoagland, ca posibila baza de stabilire a unor tehnici speciale de aprovizionare a plantelor cu elemente nutritive
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ce pot sustine o biosinteza cantitativa si calitativa de uleiuri volatile adecvata prelucrarii lor industriale eficiente

n diferite scopuri.

CAPITOLUL 6. EVALUAREA EXPRESIEI UNOR GENE IMPLICATE TN
SINTEZA ULEIURILOR VOLATILE LA VARIETATI ALE SPECIEI
LAVANDULA ANGUSTIFOLIA MILL.

Cercetarile efectuate in legaturd cu biosinteza terpenelor la specii apartinand genului Lavandula au
condus la caracterizarea a patru monoterpen sintaze (limonen, linalol, 1,8-cineol si -panandren) (Landmann
si colab., 2007; Demissie si colab., 2011, 2012) si a patru sesquiterpen sintaze (bergamoten, germacren D, -
cariofilen si t-cadinol) (Landmann si colab., 2007; Demissie si colab., 2011, 2012; Sarker si colab., 2012, 2013;
Jullien si colab., 2014).

Materialul vegetal si izolarea ARN

Tesutul vegetal (reprezentat de frunze si flori) utilizat in analiza a fost recoltat in iunie 2019, la stadiul
de inflorire de 50% de la varietatile Codreanca, Provence Blue, Vera si Sevtopolis ce apartin speciei L.
angustifolia Mill., si toate variantele experimentale (v. pct. 4. 1. Materialul biologic si design-ul
experimental), in ARN Save (Biological Industries, Beit Haemek Ltd, Israel) si depozitat la — 80 °C pentru
izolare ulterioara.

Pentru izolarea ARN a fost utilizat kit-ul SV Total RNA Isolation System (Promega Corporation,
Madison, Wisconsin, SUA).

Genele de interes

Uleiurile volatile sunt metaboliti secundari importanti, produsi in numeroase specii de plante prin doua
cai naturale complexe (MVA si MEP), ce implica diferite reactii enzimatice.

Sinteza terpenelor (Figura 6. 1.) se desfasoara in ciclul mevalonat (MVA), fiind realizata de terpen-
sintaze (TPS) si are ca produs initial acetil-coenzima-A (acetil CoA). In acest ciclu se sintetizeaza monoterpene,
sesquiterpene, diterpene, triterpene si tetraterpene. in prima etapi a biosintezei terpenelor are loc formarea 3-
hidroxi-3-metilglutaril CoA, din trei molecule de acetil CoA. n cea de a doua etapa, catalizata de hidroximetil-
glutaril CoA reductaza, se formeazd mevalonatul. Prin decarboxilare si fosforilare, din mevalonat rezulta
izopentil pirofosfat (IPP), din care se formeaza geranil pirofosfat (GPP), farnesil pirofosfat (FPP) si
geranilgeranil pirofosfat (GGPP). Aceste substante reprezintd precursori pentru diferitele terpene. Astfel, din
geranil pirofosfat se formeaza monoterpenele: linalool si limonen. Din farnesil pirofosfat se formeaza
sesquiterpenele si squalenul (Chizzola, 2013; Lange si Ahkami, 2013; Aprotosoaie si colab., 2017).

In contextul celor prezentate, cercetirile care fac subiectul prezentului capitol al tezei de doctorat si-
au propus caracterizarea a cinci gene impicate in sinteza uleiului volatil de lavanda si anume: 3-hidroxi-3-
metilglutaril-CoA reductaza (HMGR) si 1-deoxi-D-xiluloza-5-fosfat sintaza (DXS) care catalizeazd prima
etapa a caii MEP, pentru producerea de constituenti ai uleiului volatil: borneol dehidrogenaza (BDH), enzima
care genereaza camfor prin oxidarea borneolului, limonen sintaza (LIMS), direct responsabila pentru biosinteza

limonenului si linalool sintaza (LINS), enzima care coordoneaza producerea de linalool, ca gene implicate in
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biosinteza terpenelor in patru varietdti diferite de lavanda, Lavandula angustifolia Mill.: Provence Blue,

Sevtopolis, Vera si Codreanca.

Calea MEV
(citosol)

Calea MEP
(plastide)

G3P + piruvat 2Acetil -CoA  —p  Acetoacetil - CoA

DXS
v (1% (19
DXP *
1
| DXR HMG-CoA
Lavandulol Y B P e——
Acetat de lavandulil HMBPP ar : ~.\.
b ] v Citosol/peroxizomi |
, / \ ! osol/pe 0 :
4 2x i ;
LPP # DMAPP <—» PP i IPP <—» DMAPP ;
LPPS ! i
(1x) (1) F(2x) (1x) i
1 GPPS : l FPPS :
CINS BDH

1,8-cineol <«— Ggpp — camfor

. S T t—cadinol
LINS LIMS Q-OV AC o
a-bergamoten > = "l,?& cadinen
linalool Limonen )
B-cariofilen

germacren D

5 9-epi-cariofilen
biciclo-germacren

Figura 6. 1. Caile de biosintezd a mono- si sesquiterpenelor Tn Lavandula angustifolia Mill. BERS, a-bergamoten
sintaza; CADS, 1-cadinol sintaza; CARS, B-cariofilen sintaza; CINS, 1,8-cineol sintaza; CPS, 9-epi-cariofilen sintaza;
DMAPP, dimetilalil pirofosfat; DXP, 1-deoxi-D-xiluloza-5-fosfat; FPP, farnesil pirofosfat; FPPS, FPP sintaza; GERDS,
germacren D sintaza; G3P, gliceraldehida-3-fosfat; GPP, geranil pirofosfat; GPPS, GPP sintaza; HMBPP, 1-hidroxi-2-
metil-2 (E) -butenil 4-pirofosfat; IPP, izopentenil pirofosfat; LIMS, limonen sintaza; LINS, linalool sintaza; LPP,
lavandulil pirofosfat; LPPS, LPP sintaza; MEP, 2-C-metil-D-eritritol-4-fosfat; MEV, mevalonat; (Despinasse si colab.,

2017) (traducere si adaptare originala)

Tehnica si analiza Real — Time PCR (RT-qPCR)

Tehnica Real-Time PCR cantitativ reprezinta o varianta a tehnicii PCR in care se poate vizualiza in
timp real producerea de ampliconi, cu ajutorul unor fluorocromi. Real-time PCR cantitativ permite cuntificarea
precisd a produsilor PCR in timpul fazei exponentiale a procesului de amplificare PCR (Wang si colab., 1989).

Cuantificarea cantitativi a ARN

Dupa izolarea ARN a fost realizatd o analiza cantitativa si calitativa a acestuia prin citirea spectofotometrica, cu
ajutorul spectofotometrului Nanodrop 2000 (Nanodrop Technologies).

Realizarea standardelor

Reactia de revers-transcriptie

Pentru realizarea standardelor care au fost utilizate pentru cuantificarea absoluta a expresiei genelor
de interes, a fost utilizat ARN total izolat anterior, din care s-a obtinut ADNc prin procesul de revers
transcriptie, utilizdnd kit-ul GoScript™ Reverse Transcription Mix + Oligo (dT) (Promega Corporation,
Madison, Wisconsin, SUA).

Amplificarea PCR a genelor de interes
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ADNCc obtinut in urma reactiei de revers transcriptie a fost utilizat pentru amplificarea PCR a genelor
de interes in vederea realizarii standardelor.

Validarea ampliconilor prin electroforeza in gel de agaroza

La incheierea programului PCR a avut loc verificarea, prin electroforeza in gel de agaroza, a produsilor
obtinuti.

Purificarea produsilor PCR

Produsii PCR obtinuti au fost purificati in coloane, utilizandu-se kitul Wizard SV Gel and PCR Clean
- Up System (Promega Corporation, Madison, Wisconsin, SUA).

Evaluarea expresiei genice prin metoda RT —gPCR

Cuantificarea absoluta a expresiei genelor de interes s-a realizat prin tehnica RT— gPCR, fiind utilizate
6 standarde si dilutii normalizate de ARN. Nivelul absolut de expresie al fiecarei gene a fost calculat pentru
fiecare variantd experimentald ca o concentratie medie (copii/ reactie) a 6 valori exprimate (trei probe de tesut
vegetal/variantd experimentala si 2 replicdri RT-qPCR).

Atét procesul de reverstranscriptie, cat si amplificarea RT-qPCR au fost efectuate intr-o singura etapa
folosind Kitul GoTaq®1-Step RT-gPCR (Promega Corporation, Madison, Wisconsin, SUA) (Tabel 6. 3.).
Pentru amplificare si analiza a fost folosit sistemul de analiza HRM Rotor-Gene 6000 (Corbett Life Science,
California, SUA).

Interpretarea si analiza datelor

Rezultatele au fost citite si interpretate ca valori absolute ale expresiei genelor de inters (exprimate ca
numar de copii), folosind programul de detectie si analiza Rotor-Gene Q-Pure v2.2.3 (Qiagen, Redwood City,
CA, SUA).

Datele experimentale obtinute au fost centralizate in tabele, utilizdnd programul Microsoft Office
Excel 2019 (Microsoft Corporation, SUA) si au fost analizate statistic, aplicand analiza de variantd
unifactoriald (ANOVA), urmata de testul Tukey posthoc pentru analiza detaliata.

Box plot-urile au fost generate folosind software-ul R versiunea 4.2.0 (R Foundation for Statistical
Computing, Viena, Austria) si pachetul de analiza R - ggplot2. Toate datele au fost procesate folosind scripturi
personalizate R (Kassambara, 2013; Wickham, 2016).

Rezultate

Cercetarile de fata si-au propus sa investigheze daca prin administrarea la varietatile Codreanca,
Provence Blue, Vera si Sevtopolis ale speciei Lavandula angustifolia Mill., cultivate in conditii controlate, a
unor variante de tratament cu diferite solutii nutritive Hoagland se modifica expresia unor gene (LIMS, LINS,
BDH, DXS, HMGR) implicate in biosinteza terpenelor in tesuturile analizate (floare si frunza).

Cuantificarea si normalizarea probelor ARN

In urma prelucririi probelor reprezentate de flori si frunze pentru obtinerea unor solutii purificate de
ARN, s-au constatat valori ale concentratiei, cuprinse intre 10,9 — 139,0 ng/ul pentru flori si intre 19—181,8ng/ul

pentru frunze.
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Deoarece probele au prezentat concentratii variabile, cea mai mica valoare fiind 9,8ng/pl, toate probele
au fost normalizate la valoarea de 9ng/ul, pentru a elimina erorile de evaluare a expresiei genice, cauzate de
fluctuatii ale concentratiei ARN introdus in reactiile de amplificare.

Analiza produsilor PCR in urma amplificirii

Pentru realizarea standardelor s-a realizat amplificarea probei de ADNc obtinut in urma reactiei de
revers transcriptie si s-a efectuat amplificarea PCR cu ajutorul perechilor de primeri descrisi in tabelul 6. 1.,

iar produsii de amplificare au fost validati prin electroforeza.

Tabel 6. 1. Markerii moleculari utilizati pentru determinarea expresiei genice

Lungime . <
Primer Secventa primerului fragment thera_tqra de
(Pb) speciaitate
LINS F-5° -ACACGCACGACAATTTGCCA-3’ 124 (Lane si
R-5’ -AGCCCTCCAATGAAGTGGGAT-3’ colab., 2010)
DXS F-5’-CCAACTCCGTGAAGCAGCAAA-3’ 102 (Lane si
R-5’-TTGCCCGCGAATCCTTTCAGA-3’ colab., 2010)
LIM F: 5>-GCGCCACACAACTAGAAATTAAGT-3’ 152 (Guitton si
R: 5’-TTGCACAGTCAGCTCAGCG-3’ colab., 2010)
BDH F-5° -AATCGGAGCGGCAGCATAATCT-3’ 167 (Sarker si
R-5’ -TAATACGGCGAGACGCAGTTCA-3’ colab., 2012)
HMGR F-5’-TTAACGCCGAGTTCCCAGACA-3’ 104 (Lane si
R-5’-TGATTTGCCACGGCCTTCGAT-3’ colab., 2010)
B-ACT F-5’-TGTGGATTGCCAAGGCAGAGT-3’ 118 (Sarker si
R-5’-AATGAGCAGGCAGCAACAGCA-3’ colab., 2012)

Discutii

Numeroase studii recente s-au concentrat pe biosinteza si activitétile biologice ale uleiului volatil de
lavanda (Landmann si colab., 2007; Zuzarte si colab., 2009; Lane si colab., 2010; Demissie si colab., 2011,
2012; Woronuk si colab., 2011; Sarker si colab., 2012; Lesage-Meessen si colab., 2015; Wells si colab., 2020).

Calea de biosinteza a terpenelor din uleiurile volatile este derivata din doi compusi cu 5 atomi de
carbon, izopentenil pirofosfat (IPP) si dimetilalil pirofosfat (DMAPP) generati atat de calea 2-C-metil-D-
eritritol-4-fosfat (MEP), cét si de calea mevalonatului (MVA) (Li si colab., 2021).

In urma consultrii literaturii de specialitate, au fost selectate cinci gene active in calea de biosinteza
a uleiului volatil, doud dintre ele precursoare ale cailor de biosinteza MVA (gena HMGR din citosol) si MEP
(gena DXS din plastide) si trei gene implicate in biosinteza monoterpenelor, respectiv genele responsabile de
biosinteza de linalool (LINS), limonen (LIMS) si camfor (BDH), compusi esentiali ai uleiului volatil de
lavanda (Guitton si colab., 2010; Lane si colab., 2010; Sarker si colab., 2012).

Gena HMGR (3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA reductaza)

Enzima 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A reductaza (HMGR), este o bine cunoscutd enzima cheie
responsabila pentru biosinteza terpenelor in plante. Aceasta catalizeaza primul pas al biosintezei izoprenoidelor
n calea MVA (Diarra si colab., 2013) din citosol.

De asemenea, mult timp s-a presupus ca biosinteza terpenelor prin intermediul cdilor MEP si MVA
sunt independente. Cu toate acestea, studii recente sugereaza ca exista schimburi de metaboliti intre cele doua
cai (Bick si Lange, 2003; Hemmerlin si colab., 2003; Laule si colab., 2003; Schuhr si colab., 2003; Dudareva
si colab., 2005; Lane si colab., 2010; Mendoza-Poudereux si colab., 2015).
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Rezultatele obtinute practic prin cercetarile realizate evidentiaza ca in flori s-au observat cele mai mari
valori ale expresiei genice pentru gena HMGR (Figura 6. 2.) la plantele varietatii Sevtopolis udate cu solutie
nutritiva Hoagland cu aditie de K (v3) (3.43E+06), varianta urmata de varianta martor (M), apartinand varietatii
Vera (3.13E+06); cele mai mici valori ale expresiei acestei gene au fost observate la plantele apartindnd
variantei v2 ale aceleasi varietati Vera, udate cu solutie nutritiva Hoagland standard (8.53E+04), varietate la
care au fost inregistrate, in acelasi timp, imbunatatiri ale expresiei respectivei gene la majoritatea plantelor

apartinand variantelor v3 si v4, udate cu solutie nutritivd Hoagland cu aditie de K si, respectiv, de P.
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Figura 6. 2. Diagrama boxplot a expresiei genei HMGR la nivelul florilor la toate varietatile si variantele experimentale
de lavanda, Lavandula angustifolia Mill., raportate la gena de referinta  — actina (M — martor; v1 — plante udate cu Hz0;
V2 — plante udate cu solutie nutritivd Hoagland standard; v3 — plante udate cu solutie nutritivd Hoagland cu aditie de K;
v4 — plante udate cu solutie nutritivd Hoagland cu aditie de P). Valorile sunt medii + S.E.M. (n=6). Pentru testul Tukey
posthoc: M - Vera vs Codreanca: p = 0.0225 (* p<0.05); v1 — Provence Blue vs Codreanca: p = 0.0317 (* p<0.05);
Sevtopolis vs Provence Blue: p = 0.0340 (* p<0.05); v2 — Vera vs Codreanca: p = 0.0365 (* p<0.05); v3 — Sevtopolis vs
Codreanca: p = 0.0000033 (*** p<0.001); Sevtopolis vs Provence Blue: p = 0.0000002 (*** p<0.001); Vera vs
Sevtopolis; p = 0.0000056 (*** p<0.001); v4 — F = 1.597; p = 0.235 (p >0.05)

Tn frunze s-a observat pentru gena HMGR (Figura 6. 3.) cel mai mare numdr de copii ARN la plantele
udate cu solutie nutritivd Hoagland cu aditie de K (v3) ale varietatii Sevtopolis (1.92E+06), urmate de plantele
udate cu solutie nutritivd Hoagland cu aditie de P (v4) ale varietatii Provence Blue (1.63E+06), iar cele mai
mici valori ale expresiei genice pentru aceastd gend au fost inregistrate la plantele udate cu solutie nutritiva
Hoagland standard (v2) ale varietatii Vera (1.17E+05).

Comparand rezultatele obtinute la toate varietatile si variantele experimentale 1n legaturd cu expresia
pentru aceastd gena s-a observat o crestere a valorilor in frunzele plantelor suplimentate cu solutie nutritiva cu

adaos de K si, respectiv, de P (v3 si, respectiv, v4).

42



Codreanca Provence Blue

2e+064
1e+06 3
= =
== P

- e—_ I i B—ACT frunza

Oe+00+

Sevtopolis Vera Tratament

= =
. vi
o 2
2e+06 .

E va

==
e I E"‘ﬁ* -t

] vi v2 v3 vd M vi v2 v3 v4
Tratament

Numar copii

0e+00

Figura 6. 3. Diagrama boxplot a expresiei genei HMGR la nivelul frunzelor la toate varietatile si variantele
experimentale de lavanda, Lavandula angustifolia Mill., raportate la gena de referinta 3 — actina (M — martor; v1 — plante
udate cu H20; v2 — plante udate cu solutie nutritiva Hoagland standard; v3 — plante udate cu solutie nutritivda Hoagland cu

aditie de K; v4 — plante udate cu solutie nutritivd Hoagland cu aditie de P). Valorile sunt medii + S.E.M. (n=6). Pentru

testul Tukey posthoc: M — Sevtopolis vs Codreanca: p = 0.0296 (* p<0.05); Vera vs Codreanca: p = 0.0393 (* p<0.05);

vl -F=0.193; p=0.9 (p >0.05); v2 - Sevtopolis vs Codreanca: p = 0.0398 (* p<0.05); Vera vs Codreanca: p = 0.0307

(* p<0.05); Sevtopolis vs Provence Blue: p = 0.0078 (** p<0.01); Vera vs Provence Blue: p = 0.0059 (** p<0.01); v3 -

Sevtopolis vs Provence Blue: p = 0.0079 (** p<0.01); Vera vs Sevtopolis: p = 0.0070 (** p<0.01); v4 — F =3.284;p =
0.0525 (p >0.05)

Gena DXS (1-deoxi-D-xiluloza-5-fosfat sintaza)

Componentele uleiurilor volatile sunt sintetizate de cétre plante din precursorul universal izoprenoid
izopentenil pirofosfat (IPP) si izomerul sdu cu dubla legaturd dimetilalil pirofosfat (DMAPP), prin ciile
mevalonat (MVA) si 2-C-metil-D-eritritol-4-fosfat ( MEP) (Hemmerlin si colab., 2003; Dudareva si colab.,
2005; Guitton si colab., 2010; Lane si colab., 2010; Chizzola, 2013; Mendoza-Poudereux si colab., 2015; Li si
colab., 2021).

La nivelul florilor (Figura 6. 4.) nu s-au observat pentru gena DXS (Anexa 11), in urma analizei
statistice, modificari semnificative ale expresiei genei, insa cele mai mari valori le-au prezentat plantele udate
cu H20 (v1) ale varietatii Vera (7.39E+05), urmate de plantele udate cu solutie nutritivd Hoagland cu aditie de
K (v3) ale varietatii Sevtopolis (6.42E+05), iar cel mai mic numar de copii s-a observat la plantele udate cu
solutie nutritivd Hoagland standard (v2) ale varietatii Vera (1.07E+05).

La nivelul analizat nu s-au observat, pentru gena DXS, influente semnificative ale tratamentelor

aplicate plantelor in vederea cresterii nivelului expresiei genice.
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Figura 6. 4. Diagrama boxplot a expresiei genei DXS la nivelul florilor la toate varietatile si variantele experimentale de
lavanda, Lavandula angustifolia Mill., raportate la gena de referinta § — actind (M — martor; v1 — plante udate cu H20; v2
— plante udate cu solutie nutritivd Hoagland standard; v3 — plante udate cu solutie nutritiva cu aditie de K; v4 — plante
udate cu solutie nutritiva cu aditie de P). Valorile sunt medii + S.E.M. (n=6). Pentru testul ANOVA: M -F=0.331;p=
0.803 (p >0.05); v1 — F = 0.832; p = 0.492 (p >0.05); v2 — F = 2.329; p = 0.105 (p >0.05); v3 — F = 1.235; p =0.323 (p
>0.05); v4 — F = 0.477; p = 0.703 (p >0.05)

La nivelul frunzelor Tn schimb, pentru gena DXS (Figura 6. 5.) s-au observat modificari semnificative

in cazul udarii cu solutie nutritivd Hoagland cu aditie de P (v4), respectiv, cu aditie de K (v3).
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Figura 6. 5. Diagrama boxplot a expresiei genei DXS la nivelul frunzelor la toate varietatile si variantele experimentale
de lavanda, Lavandula angustifolia Mill., raportate la gena de referinta  — actind (M — martor; v1 — plante udate cu H20;
v2 — plante udate cu solutie nutritivd Hoagland standard; v3 — plante udate cu solutie nutritiva cu aditie de K; v4 — plante

udate cu solutie nutritiva cu aditie de P). Valorile sunt medii £ S.E.M. (n=6). Pentru testul Tukey posthoc:: M —F =

1.356; p = 0.288 (p >0.05); v1 — F = 1.065; p = 0.386 (p >0.05); v2 — F = 1.582; p = 0.225 (p >0.05); v3—F =1.034; p =

0.399 (p >0.05); v4 — Vera vs Codreanca: p = 0.0219 (* p<0.05); Vera vs Sevtopolis: p = 0.0179 (* p<0.05)

Gena DXS a prezentat o expresie mai scazutd, comparativ cugena HMGR, in toate varietatile si
variantele experimentale, dar valorile determinate s-au incadrat in limitele prezentate de studii similare
(Landmann si colab., 2007; Lane si colab., 2010; Segura si colab., 2019).

Gena LIMS (limonen sintaza)

Péana in prezent au fost caracterizate functional numeroase monoterpen sintaze in frunzele si florile de
L. angustifolia, precum linalool, limonen si bergamoten sintaza (Landmann si colab., 2007), dintre care
limonen sintaza (LIMS) catalizeaza conversia pirofosfatului de geranil in limonen, constituent minor al uleiului
de lavanda (Mufioz-Bertomeu si colab., 2008; Tsuro si Asada, 2014).

Tn urma analizei rezultatelor obtinute practic pentru gena implicati in sinteza limonenului (LIMS) s-
au observat n flori (Figura 6. 6.) cele mai mari valori ale expresiei genice la plantele udate cu H,O (v1 -
6.47E+04) si la cele udate cu solutie nutritivd Hoagland standard (v2 - 3.14E+04) apartindnd varietatii
Codreanca.

Pentru restul varietatilor, tot la nivelul florilor, valorile cele mai mari ale expresiei au fost intalnite la
plantele udate cu H,O (v1 - 2.39E+04 la varietatea Provence Blue, 7.33E+03 la varietatea Vera si 1.70E+04 la
varietatea Sevtopolis).

In afara varietatii Codreanca, udarea cu solutii nutritive Hoagland standard, precum si cu aditie de K

si, respectiv de P (variantele v2, v3 si v4) nu au adus Tmbunatatiri ale expresie genei LIMS in flori.
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Figura 6. 6. Diagrama boxplot a expresiei genei LIMS la nivelul florilor la toate varietatile si variantele experimentale de

lavanda, Lavandula angustifolia Mill., raportate la gena de referinta p — actind (M — martor; v1 — plante udate cu H20; v2
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— plante udate cu solutie nutritivd Hoagland standard; v3 — plante udate cu solutie nutritiva cu aditie de K; v4 — plante
udate cu solutie nutritiva cu aditie de P). Valorile sunt medii + S.E.M. (n=6). Pentru testul Tukey posthoc: M —
Sevtopolis vs Codreanca: p = 0.0123 (* p<0.05); v1 — F = 3.03; p = 0.0533 (p >0.05); v2 - F = 2.894; p = 0.0607 (p
>0.05); v3 - F =2.412; p = 0.0969 (p >0.05); v4 — F = 2.388; p = 0.113 (p >0.05)

Pentru frunze (Figura 6. 7.), rezultatele obtinute in urma analizei expresiei genei LIMS au aratat
valorile cele mai ridicate ale expresiei la plantele udate cu solutie nutritiva Hoagland standard (v2 - 1.58E+04),
urmate de plantele martor (M - 8.78E+03), cultivate in cAmp, ale varietitii Provence Blue, iar cele mai mici

valori ale expresiei acestei gene au fost observate la plantele udate cu H,O (v1 - 3.06E+02) ale varietatii

Codreanca.
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Figura 6. 7. Diagrama boxplot a expresiei genei LIMS la nivelul frunzelor la toate varietatile si variantele experimentale

de lavanda, Lavandula angustifolia Mill., raportate la gena de referinta  — actina (M — martor; v1 — plante udate cu Hz0;

v2 — plante udate cu solutie nutritivd Hoagland standard; v3 — plante udate cu solutie nutritiva cu aditie de K; v4 — plante

udate cu solutie nutritiva cu aditie de P). Valorile sunt medii + S.E.M. (n=6). Pentru testul Tukey posthoc: M — F = 2.226;

p =0.12 (p >0.05); v1 - F = 1.689; p = 0.201 (p >0.05); v2 - F = 2.166; p = 0.124 (p >0.05); v3 - F = 2.97; p = 0.0565 (p
>0.05); v4 — Sevtopolis vs Provence Blue: p = 0.0406 (* p<0.05)

Analizand comparativ expresia genei LIMS la cele patru varietati, s-a constatat o expresie mai slaba a
genei la varietatile Vera si Sevtopolis, comparativ cu varietatile Codreanca si Provence Blue, atat in flori, cat
si In frunze. De asemenea, a fost observata supraexpresia genei in flori, comparativ cu frunzele.

Comparativ cu gena de referinta, s-a evidentiat ca gena LIMS este subexprimata in ambele tesuturi
analizate, la toate varietatile si pentru toate variantele de tratament.

Rezultatele obtinute practic in cercetarile de fatd sunt in concordantd cu rezultatele comunicate de
cercetari similare realizate la diferite specii ale genului Lavandula (Landmann si colab., 2007; Mufioz-
Bertomeu si colab., 2008; Tsuro si Asada, 2014).

Gena LINS (linalool sintaza)
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Linaloolul este sintetizat in plante, ca si alte monoterpene, de catre enzima linalool sintaza (LINS) din
geranil pirofosfat (GPP), compus generat prin condensarea IPP si DMAPP de cétre geranil pirofosfat (GPP)
sintaza (Segura si colab., 2019).

In urma analizei datelor obtinute pentru gena LINS, au fost observate valori mai mari ale expresiei
genice n flori (Figura 6. 8.), comparativ cu frunzele (Figura 6. 9.) pentru toate variantele experimentale si
varietatile speciei Lavandula angustifolia Mill.

Cele mai mari valori ale expresiei genei LINS in flori au fost observate la plantele udate cu solutie
nutritivd Hoagland cu adaos de K (v3 - 4.31E+04) ale varietatii Sevtopolis, care prezinta un numar de copii de
cel putin 3 ori mai mare, comparativ cu restul probelor analizate, la care valorile Tnregistrate sun cuprinse intre
6.07E+02 - 1.44E+04. In acelasi timp, cele mai mici valori ale expresiei aestei gene au fost inregistrate la
plantele udate cu H,O (v1 - 6.07E+02), crescute in conditii controlate, ale varietatii Codreanca.

Cresteri ale expresiei genice ca uramare a udarii cu solutii nutritive Hoagland, comparativ cu plantele
martor (M), crescute in camp au fost observate la varietatea Codreanca, la plantele udate cu solutie nutritiva
Hoagland standard (v2), la varietatea Vera la plantele udate cu solutii nutritive Hoagland cu aditie de K si,
respectiv, de P (v3 si v4), precum si la varietatea Sevtopolis la plantele udate cu solutie nutritiva Hoagland cu

cantitate dubla de K (v3).
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Figura 6. 8. Diagrama boxplot a expresiei genei LINS la nivelul florilor la toate varietitile si variantele experimentale de
lavanda, Lavandula angustifolia Mill., raportate la gena de referinta p — actind (M — martor; v1 — plante udate cu H20; v2
— plante udate cu solutie nutritivd Hoagland standard; v3 — plante udate cu solutie nutritiva cu aditie de K; v4 — plante
udate cu solutie nutritiva cu aditie de P). Valorile sunt medii + S.E.M. (n=6). Pentru testul Tukey posthoc: M - Provence
Blue vs Codreanca: p = 0.000105 (*** p<0.001); Sevtopolis vs Provence Blue: p = 0.000826 (*** p<0.001); Vera vs
Provence Blue: p = 0.000576 (*** p<0.001); v1 — F = 2.466; p = 0.0918 (p >0.05); v2 — F = 2.405; p = 0.0975 (p >0.05);
v3 - F =3.185; p = 0.0461 (* p<0.05); v4 — F = 1.82; p = 0.19 (p >0.05)

La nivelul frunzei (Figura 6. 9.), in urma amplificérii prin RT — gPCR a genei de interes, s-a constat
supraexprimarea genei implicate in sinteza linaloolului (LINS) la toate varietétile, la plantele udate cu solutie

nutritivd Hoagland cu aditie de K si, respectiv, de P (v3 si v4), comparativ cu plantele martor (M).
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Cele mai mari valori au fost observate la plantele udate cu solutie nutritivd Hoagland cu adaos de K
(v3 - 3.06E+03) ale varietitii Provence Blue, iar cele mai mici la plantele plantele udate cu solutie nutritiva

Hoagland standard (v2 - 3.20E+02) ale varietatii Sevtopolis.
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Figura 6. 9. Diagrama boxplot a expresiei genei LINS la nivelul frunzelor la toate varietatile si variantele experimentale
de lavanda, Lavandula angustifolia Mill.: (M —martor; v1 — plante udate cu H20; v2 — plante udate cu solutie nutritiva
Hoagland standard; v3 — plante udate cu solutie nutritiva cu aditie de K; v4 — plante udate cu solutie nutritiva cu aditie de
P). Valorile sunt medii £ S.E.M. (n=6). Pentru testul Tukey posthoc: M - F = 1.067; p = 0.388 (p >0.05); v1 — Sevtopolis
vs Codreanca: p = 0.000252 (*** p<0.001); Vera vs Codreanca; p = 0.0384 (* p<0.05); Sevtopolis vs Provence Blue: p =
0.000672 (*** p<0.001); v2 — Sevtopolis vs Provence Blue: p = 0.0028 (** p<0.01); Vera vs Provence Blue: p = 0.0354
(* p<0.05); v3 — Sevtopolis vs Codreanca: p = 0.00090 (*** p<0.001); Vera vs Codreanca; p = 0.0364 (* p<0.05);
Sevtopolis vs Provence Blue: p = 0.0000062 (*** p<0.001); Vera vs Provence Blue: p = 0.000224 (*** p<0.001); v4 — F
=0.146; p = 0.931 (p >0.05)

Raportata la gena de referintd, gena LINS a fost subexprimatd atat in flori, cat si in frunze, la toate
varietatile si variantele experimentale.

Gena BDH (borneol dehidrogenaza)

La fel ca si in cazul altor terpen sintaze la aceste plante, nivelul expresiei genei BDH este mai ridicat
la nivelul florilor comparativ cu frunzele pentru toate variantele experimentale si varietatile speciei Lavandula
angustifolia luate avute in atentie.

Tn flori (Figura 6. 10.), cele mai mari valori ale expresiei acestei gene s-au determinat la plantele udate
cu solutie nutritiva Hoagland cu aditie de P (v4 - 2.94E+03) ale varietatii Codreanca, urmate de plantele udate
cu solutie nutritiva Hoagland cu aditie de K (v3 - 2.29E+03) ale varietatii Provence Blue, iar valorile cele mai
mici au fost obtinute la plantele udate cu solutie nutritiva Hoalgand standard (v2 - 2.62E+02) ale varietatii
Sevtopolis. De asemenea, s-a observat ci si pentru varietétile Provence Blue si Vera cele mai mici valori in
cadrul variantelor experimentale s-au inregistrat tot la plantele udate cu solutie nutritivd Hoagland standard
(v2).
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Ca urmare a administréarii solutiilor nutritive Hoagland au fost inregistrate, in cazul majoritatii
varietatilor, cresteri ale expresiei genice pentru gena BDH la plantele udate cu solutie nutritiva cu aditie de K

si, respectiv de P (v3 si v4).
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Figura 6. 10. Diagrama boxplot a expresiei genei BDH la nivelul florilor la toate varietatile si variantele experimentale
de lavanda, Lavandula angustifolia Mill.: (M — martor; v1 — plante udate cu H20; v2 — plante udate cu solutie nutritiva
Hoagland standard; v3 — plante udate cu solutie nutritiva cu aditie de K; v4 — plante udate cu solutie nutritiva cu aditie de
P). Valorile sunt medii £ S.E.M. (n=6). Pentru testul Tukey posthoc: M — Provence Blue vs Codreanca: p = 0.00146 (**
p<0.01); Sevtopolis vs Codreanca: p = 0.0000071 (*** p<0.001); Vera vs Codreanca: p = 0.00101 (** p<0.01); v1-F =
0.6; p = 0.622 (p >0.05); v2 — Provence Blue vs Codreanca: p = 0.0000502 (*** p<0.001); Sevtopolis vs Codreanca: p =
0.0000022 (*** p<0.001); Vera vs Codreanca: p = 0.0000332 (*** p<0.001); v3 — Provence Blue vs Codreanca: p =
0.0434 (* p<0.05); Vera vs Provence Blue: p =0.0231 (* p<0.05); v4 — F = 1.569; p = 0.241 (p >0.05)

Tn frunze (Figura 6. 11.) valorile cele mai mari ale expresiei au fost observate la plantele udate cu
solutie nutritivd Hoagland standard (v2 - 5.13E+02) apartinand varietatii Codreanca, iar cele mai mici valori
au fost observate la plantele martor (M - 7.70E+01) ale varietdtii Sevtopolis.

in cazul varietitilor Provence Blue, Vera si Sevtopolis au fost inregistrate niveluri scizute ale expresiei
genei BDH la plantele martor (M), crescute in cAmp, iar pentru varietatea Codreanca, valorile cele mai mici au
fost observate la plantele udate cu H,O (v1).

De asemenea, In urma aplicarii tratamentelor cu solutie nutritivd Hoagland standard si cu aditie de K
si, respectiv de P (v2, v3 si v4) s-a constatat o crestere a expresiei genei BDH la toate varietatile analizate,

comparativ cu lotul control (M).
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Figura 6. 11. Diagrama boxplot a expresiei genei BDH la nivelul frunzelor la toate varietatile si variantele experimentale
de lavanda, Lavandula angustifolia Mill.: (M — martor; v1 — plante udate cu H20; v2 — plante udate cu solutie nutritiva
Hoagland standard; v3 — plante udate cu solutie nutritiva cu aditie de K; v4 — plante udate cu solutie nutritiva cu aditie de
P). Valorile sunt medii + S.E.M. (n=6). Pentru testul Tukey posthoc: M —F = 2.336; p = 0.108 (p >0.05); v1 — F = 3.228,;
p = 0.0443 (* p<0.05); v2 — F = 1.935; p = 0.156 (p >0.05); v3 — Sevtopolis vs Provence Blue: p = 0.0319 (* p<0.05); v4
—F=1.205; p = 0.344 (p >0.05)

Comparativ cu gena de referinta, se constata ca gena BDH este subexprimata in toate tesuturile si
pentru toate variantele de tratament.

Tn flori, linalool sintaza (LINS) si limonen sintaza (LIMS) au fost exprimate la niveluri mai ridicate,
in timp ce expresia genei borneol dehidrogenaza (BDH) a fost redusa. Toate genele testate au fost slab
exprimate la nivelul frunzelor, fapt ce sugereaza ca aceste tesuturi au un aport minor in compozitia biochimica
a uleiului volatil, date sustinute si de alte cercetdri similare (Landmann si colab., 2007; Ashour si colab., 2010;

Chen si colab., 2011; Sarker si colab., 2012)

Concluzii preliminare

Toate cele cinci gene testate, implicate Tn biosinteza terpenelor au fost exprimate ih ambele tipuri de
tesut vegetal analizat (floare si frunza).

Expresia celor cinci gene a fost mai puternic exprimata in flori, decat in frunze, pentru majoritatea
varietatilor si variantelor experimentale.

Pentru gena HMGR, implicatd in calea de sinteza MVA din citosol, au fost observate cresteri ale
expresiei in frunze in urma udarii plantelor cu solutii nutritive Hoagland cu aditie de K si, respectiv, de P (v3
si v4) la toate varietatile studiate.

Gena HMGR a fost cel mai puternic exprimata, comparativ cu restul genelor analizate, valorile cele
mai mari fiind observate in flori.

In cazul genei DXS, prima enzima implicati in calea MEP din plastide, a fost constatat o crestere a

expresiei in frunze la plantele udate cu solutie nutritiva Hoagland cu aditie de K (v3) ale varietdtilor Codreanca
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si Provence Blue si la plantele suplimentate cu solutie nutritiva Hoagland cu aditie de P (v4) ale varietatilor
Provence Blue si Vera.

Gena LIMS, implicata in calea de biosinteza a limonenului, a fost puternic exprimata in flori la plantele
udate cu H,O (v1), pentru toate varietatile studiate.

Pentru gena implicata in sinteza lianloolului (LINS) s-a constatat faptul ca aplicarea de solutie nutritiva
Hoalgand cu aditie de K (v3) si de P (v4) a influentat pozitiv expresia genei in frunze pentru toate varietatile
speciei Lavandula angustifolia analizate.

Gena BDH, care in urma oxigenarii borneolului sintetizeaza camfor, a avut o expresie scazuta in

ambele tipuri de tesut, insa valorile cele mai mici au fost inregistrate in frunze.
CAPITOLUL 7. DISCUTH GENERALE

Pentru speciile genului Lavandula florile si frunzele constituie sursele cheie ale biosintezei terpenelor,
intre care monoterpenele repezintd compusii majoritari, aldturi de sesquiterpene, sintetizate intr-0 cantitate mult
mai mica, in functie de stadiile de dezvoltare ale plantelor (Boeckelmann, 2008).

Cercetdrile care fac obiectul prezentei teze, realizate pe un material biologic reprezentat de patru
varietati ale speciei Lavandula angustifolia Mill. cultivate in spatiu protejat (solar) si in spatiu liber, au urmarit:

(1) sa stabileasca daca regimul de cultivare a plantelor test (conditii specifice de crestere, regim hidric
de udare cu solutii nutritive Hoagland de compozitii diferite) influenteaza evident productia de ulei volatil a
acestora, exprimatd prin parametri cantitativi si calitativi specifici si (2) sd evidentieze existenta unei posibile
corelatii Intre compozitia biochimica a uleiului volatil si expresia anumitor gene implicate in biosinteza
terpenelor.

Uleiurile volatile la lavanda sunt produse de catre perii secretori glandulari specializati ce acopera
frunzele, tulpinile si se gisesc din abundenta pe suprafata caliciului florilor. in functie de numarul de celule
din care este alcatuitd glanda secretoare, perii secretori glandulari identificati la taxonii de lavanda apartin la
doua tipuri: capitati si peltati (Huang si colab., 2008; Zuzarte si colab., 2010; Stefan si colab., 2021).

Analiza micrografiilor organelor vegetative (frunze) obtinute la microscopul electronic cu baleiaj
(SEM) au evidentiat cresterea densitatii perilor secretori la plantele udate cu solutie nutritivd Hoagland cu aditie
de K si P (v3 si v4) pentru toate varietatile de Lavandula angustifolia luate in studiu.

Conform datelor existente in literatura de specialitate, calitatea uleiului volatil poate fi corelatd cu
proportia constituentilor sai, care variazd in functie de varietate, varianta de tratament aplicata plantelor si de
conditiile de mediu in care au crescut (Angioni si colab. 2006; Woronuk si colab. 2011; Dudareva si colab.
2013; Carvalho si colab. 2016). In acest context, analizand conditiile specifice localitatatii Vanitori din judetul
Vrancea, zona de cultivare al plantelor test analizate in prezenta lucrare, percizdm ca aceasta este o regiune
destul de noud pentru cultivarea lavandei, caracterizata printr-un climat temperat cu veri calde, secetoase si
ierni reci. Avand in vedere aceste conditii de mediu, am urmdrit sd identificdm prin cercetdrile efectuate
eventuala prezenta a unor caracteristici individuale ale uleiurilor volatile produse de cele patru varietati de
lavanda testate in variantele de tratament avute in atentie. In acest sens, analiza biochimici a acestora a

evidentiat faptul cd procentajul unor compusi esentiali ai uleiului volatil (linaloolul, acetatul de linalil,
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lavandulolul) in plantele cultivate in localitatea Vanatori diferd usor de intervalul optim de concentratie stabilit
de 1SO (L. angustifolia ISO 3515) si de Farmacopeea Europeana.

In cercetrile realizate, linalolul si acetatul de linalil, cei doi compusi majori detectati in toate probele
de uleiuri volatile extrase din inflorescentele celor patru variante de L. angustifolia analizate au prezentat
concentratii cuprinse Intre 12,1 — 40,7 % si respectiv 10,7 — 34,5 %. Acestia au fost urmati de compusi minori
precum a-terpineol (1,1 —5,3%), terpinen-4-ol (0,5 — 6%), p — ocimen (0,2 — 6%), camfor (0,1 — 1,4%), borneol
(0,8 —5,1%), eucaliptol (0,3 — 6,7%), acetat de lavandulil (2,3 — 8,1%), limonen (0 — 1,5%) si acetat de geranil
(0,2 -3,1%).

Productia terpenelor si, ca urmare, compozitia uleiurilor volatile sunt afectate si la nivelul transcriptiei
genelor implicate in biosinteza terpenelor si variaza in timpul diferitelor stadii de dezvoltare ale plantelor (Lane
si colab., 2010). Pentru a studia efectul expresiei genelor asupra compozitiei uleiului de lavanda a fost explorata
expresia a doud gene ce dau startul cailor de sintezd: MVA (3-Hidroxi-3-metilglutaril-CoA reductaza - HMGR)
si MEP (1-deoxi-D-xiluloza-5-fosfat sintaza - DXS) din citosol si, respectiv, din plastide si trei gene implicate
in biosinteza monoterpenelor in diferite tesuturi de lavanda, fiind urmaritd monitorizata in special expresia
genica a lilanool sintazei (LINS), limonen sintazei (LIMS) si borneol dehidrogenazei (BDH) in frunze si
inflorescente, folosind PCR cantitativ in timp real.

Gena HMGR, a fost cea mai bine exprimata gena, cu valori mari atét in flori, cat si in frunze, urmata,
ca abundentd in tesuturi, de gena DXS, care a prezentat valori mai mari la nivelul florilor, comparativ cu
frunzele.

in ciuda compartimentarii subcelulare a cailor de biosintezi MEP si MEV, studii recente sugereaza ci
existd un schimb de metaboliti intre cele doud cdi, ce au ca si compusi intermediari comuni izopentenil
pirofosfat (IPP) si dimetilalil pirofosfat (DMAPP) si, astfel, datorita comunicarii dintre ele, genele DXS si
HMGR participa, améandoua, intr-o oarecare masurd, la biosinteza monoterpenelor si sesquterpenelor, deci
exista o legaturd intre expresia acestor gene (DXS si HMGR) si cantitatea de monoterpene si sesquterpene
identificate Tn urma analizei uleiului volatil (Dudareva si colab., 2013; Mendoza-Poudereux si colab., 2015;
Henry si colab., 2018).

Rezultatele obtinute practic pe parcursul realizérii prezentei teze au aratat ca in cazul celor trei gene
testate, implicate Tn biosinteza monoterpenelor (LINS - lilanool sintaza, LIMS - limonen sintaza si BDH -
borneol dehidrogenaza), linalool sintaza si limonen sintaza au fost exprimate in materialul vegetal avut in lucru
(variantele de lavanda selectate, in variante de tratament aplicate) la niveluri ridicate in special 1n flori, In timp
ce expresia genei borneol dehidrogenaza a fost redusa.

In acelasi timp, experimentele realizate au urmarit sa testeze dacd expresia genei linalool sintazi a fost
corelata cu continutul de linalool din uleiul de lavanda, observandu-se ca aceasta a fost exprimata in tesuturile
apartinand ambelor tipuri de organe analizate (flori si frunze). S-a observat, de asemenea, ca expresia genei
LINS a fost detectatd In abundentd mai mare in flori si in cantitate mult mai mica in frunze, fapt ce sugereaza
ca pentru a obtine ulei esential de lavanda de nalta calitate ar trebui recoltate numai tijele florale.

Rezultatele cercetarilor astfel derulate sunt in acord cu datele prezentate de literatura de specialitate,
conform carora expresia genei LINS a predominat in flori (Demissie si colab., 2011), iar acumularea de linalool

n L. angustifolia a fost direct corelata cu nivelurile de transcriere pentru aceasta (Lane si colab., 2010).
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Investigatii anterioare au sugerat cd enzima limonen sintaza (LIMS) de la taxonii genului Lavandula
este responsabild, pe langa producerea de limonen si pentru sinteza mai multor compusi monoterpenici
minoritari (terpinolen, a - pinen, camfen) (Dudareva si colab., 2004; Landmann si colab., 2007; Mufioz-
Bertomeu si colab., 2008).

La speciile genului Lavandula biosinteza camforului, ca si a altor compusi ai uleiurilor volatile extrase
din aceste plante, are loc la nivelul perilor secretori glandulari, printr-o serie de reactii biochimice. Ca si alte
monoterpene, camforul este derivat din izopentenil pirofosfat (IPP) si dimetilalil pirofosfat (DMAPP),
precursorii universali ai tuturor terpenelor, iar prin oxidarea borneolului va fi generat camfor, datorita activitatii
catalitice a borneol dehidrogenazei (BDH) (Sarker si colab., 2012; Dudareva si colab., 2013; Despinasse si
colab., 2017; Li si colab., 2021).

Cercetarile Intreprinse practic pe materialul vegetal avut in atentie au condus la observatia ca borneolul
si camforul au avut o abundenta diferita atat in frunzele, cat si in florile varietatilor si variantelor experimentale
de L. angustifolia luate in lucru . Florile au prezentat acest compus in concentratii mai mari, comparativ cu

frunzele, dar la nivel global a fost cea mai slab exprimata gena din cele avute in vedere.

CONCLUZII GENERALE

Rezultatele obtinute in prezenta teza de doctorat se bazeaza pe cercetari originale, care au avut ca
obiective principale evidentierea si discutarea unor caracteristici histo-anatomice si micromorfologice ale
organelor vegetative (radacini, tulpini si frunze) la taxoni ai genului Lavandula L. cultivati in Roméania, precum
si determinarea compozitiei uleiurilor volatile produse de organele vegetative si generative (tije florale) si a
expresiei genice a cinci gene implicate in procesul de biosinteza a terpenelor la patru varietati de Lavandula
angustifolia Mill. suplimentate cu solutii nutritive Hoagland de compozitii diferite si cultivate in conditii
experimentale specifice.

Concluziile rezultate in urma cercetarilor derulate pot fi sumarizate astfel:

» Din punct de vedere histo-anatomic:

Compararea structurii organelor vegetative la sase taxoni ai genului Lavandula (L. angustifolia
Ellagance Pink, L. angustifolia Ellagance Purple, L. angustifolia Ellagance Snow, L. angustifolia Munstead, L.
angustifolia Vicenza Blue, Lavandula x intermedia Grosso) a permis evidentierea urmétoarelor aspecte:

e nu existd diferente semnificative din punct de vedere structural intre taxonii analizati;

e la nivelul tulpinii se observa, la plantele apartindnd taxonilor din grupul Ellagance, tendinta de
exfoliere a epidermei, respectivul organ pierzand conturul patratic specific genului;

e toti taxonii prezintd pe suprafata tulpinii numerosi peri protectori ramificati arborescent si numerosi
peri secretori cu glanda bi-, tetra- sau octocelulara, caractere specifice genului Lavandula;

Analiza rezultatelor de ordin anatomic la variantele experimentale ale celor patru varietdti de
Lavandula angustifolia Mill. avute in atentie (Codreanca, Provence Blue, Vera si Sevtopolis) udate pe
parcursul cultivarii cu H2O (v1) si suplimentate cu solutie nutritivd Hoagland standard (v2) au evidentiat
urmatoarele aspecte de ordin structural :

e structurile histologice identificate sunt circumscrise planului structural tipic al genului;
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e la nivelul tulpinii apar diferente de structurd (variatia conturului sectiunii, absenta periciclului la
plantele udate cu H,O - varianta v1 apartinand varietatilor Codreanca si Sevtopolis) si diferente legate
de conturul zonei centrale, ocupatd de maduva (patratica, hexagonala sau romboidald);

e lanivelul limbului foliar se observa variatii ale conturului sectiunii, ale numarului de fascicule libero-

lemnoase din nervurile laterale si ale numéarului de formatiuni epidermice (peri protectori i secretori).

» Din punct de vedere micromorfologic:

Analiza comparativd a densitatii perilor protectori si secretori la sase taxoni ai genului Lavandula
analizati (L. angustifolia Ellagance Pink, L. angustifolia Ellagance Purple, L. angustifolia Ellagance Snow, L.
angustifolia Munstead, L. angustifolia Vicenza Blue, Lavandula x intermedia Grosso) a evidentiat urmatoarele:

e manifestarea unei variatii intra- si interspecifice a frecventei acestor formatiuni epidermice;

e absenta perilor secretori peltati pe suprafata superioara a epidermei limbului foliar la Lavandula x
intermedia Grosso;

e  perii secretori capitati reprezinta tipul dominant de peri, mult mai abundenti pe epiderma inferioara a
limbului foliar al tuturor taxonilor analizati;

e  perii protectori sunt formatiunile dominante pe suprafata ambelor epiderme ale limbului foliar la toate
speciile si varietatile analizate, acestia fiind mult mai abundenti pe epiderma fetei inferioare a
limbului.

Analiza comparativa din punct de vedere numeric a perilor protectori si secretori la cele patru varietati
de Lavandula angustifolia Mill. (Codreanca, Provence Blue, Vera si Sevtopolis), functie de varianta de udare
cu solutie nutritiva Hoagland aplicata, a evidentiat urmatoarele:

e aspectul perilor variaza la taxonii analizati, identificandu-se doua tipuri de peri secretori: capitati si
peltati si doua tipuri de peri protectori: ramificati si neramificati;

e densitatea perilor secretori si protectori a crescut la plantele udate cu solutie nutritiva Hoagland cu
aditie de K si, respectiv, de P (v3 si v4) pentru toate varietatile de lavanda luate in lucru;

e  perii protectori prezinta o frecventd mai mare, comparativ cu perii secretori, pe ambele epiderme ale

limbului foliar, la toti taxonii analizati,.

> Referitor la productia si analiza biochimica a uleiurilor volatile:

Analiza cantitativa si calitativa a uleiurilor volatile obtinute prin hidrodistilarea tijelor florifere uscate
apartinand la patru varietati de Lavandula angustifolia Mill. (Codreanca, Provence Blue, Vera si Sevtopolis)
udate cu diferite tipuri de solutie nutritiva Hoagland a evidentiat urmatoarele:

e cantitatea de ulei volatil obtinut din materialul biologic supus hidrodistilarii a prezentat variatii
cantitative i calitative, functie de variantele de lavanda si de varietatile experimentale analizate;

e cel mai ridicat randament de extractie a fost obtinut la varietatea Provence Blue cultivata in camp si
udata cu H2O (M), care a prezentat un randament de extractie de 5,11 %;

e uleiul volatil de Lavandula angustifolia Mill. extras a prezentat variatii calitative atat in cadrul
varietatilor, cat si In functie de tratamentul cu solutie nutritivd Hoalgand aplicat (variantele de lucru);

e componentele majoritare comune ale uleiurilor de lavanda extrase sunt: linalool (12,1 —40,7%), acetat

de linalil (10,7 — 34,5%), B — ocimen (0,2 — 6%), D — limonen (0 — 1,5%), terpinen-4-ol (0,5 — 6%),
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acetat de lavandulil (2,3 — 8,1%), a -terpineol (1,1 — 5,3%), B — cariofilen (0 — 4,8%), cariofilen oxid
(0 — 14,8%), eucaliptol (0,3 — 6,7%), camfor (0,1 — 1,4%) si borneol (0,8 — 5,1%);
nici una dintre probele de ulei volatil extrase din tijele florale de lavanda prelucrate nu s-a incadrat in

totalitate In parametrii de calitate impusi de editia in vigoare a Farmacopeii Europene si a standardelor
ISO.

> Referitor la expresia unor gene implicate in sinteza uleiurilor volatile:

Analiza expresiei a cinci gene (LIMS, LINS, BDH, DXS, HMGR) implicate Tn biosinteza terpenelor

in flori si frunze la patru varietati de Lavandula angustifolia Mill. (Codreanca, Provence Blue, Vera si

Sevtopolis) cultivate in conditii experimentale si suplimentate cu solutii nutritive Hoagland de compozitii

diferite a evidentiat urmatoarele:

toate cele cinci gene testate au fost exprimate in ambele tipuri de tesut vegetal analizat (flori si frunze),
prezentand o expresie mai puternica in flori, comparativ cu frunzele, pentru majoritatea varietatilor si
variantelor experimentale avute 1n atentie;

raportarea rezultatelor obtinute in urma analizei expresiei genice la gena de referintd (B — actina) a
evidentiat o supra expresie a genelor HMGR si DXS si o expresie redusa a genelor LIMS, LINS si
BDH 1n ambele tipuri de tesut analizat (flori si frunze); gena HMGR a fost cea mai puternic exprimata
gena, valorile cele mai mari fiind observate in flori;

in urma tratamentelor aplicate plantelor de Lavandula angustifolia Mill. s-a constatat cresterea
expresiei genelor HMGR, DXS si LINS Ia plantele udate cu solutie nutritivd Hoagland cu aditie de K
si, respectiv, de P (v3 si v4) pentru toate varietatile de lavanda analizate;

gena LIMS a fost puternic exprimatd in flori la plantele udate cu H,O (v1) apartinand tuturor
varietatilor analizate;

gena BDH, responsabila de sinteza camforului, a fost cea mai slab exprimata gena 1n ambele tipuri

de tesut analizat, cele mai mici valori fiind inregistrate n frunze.

Lucrarea de fata, prin tematica abordata, apartine unui domeniu de cercetare fundamental aplicativa,

care a urmarit identificarea si investigarea interrelatiilor ce se pot stabili intre conditiile de cultivare,

modificarile morfo-anatomice, expresia genica a anumitor gene implicate 1n biosinteza uleiurilor volatile si

compozitia acestora la taxoni ai genului Lavandula L. cultivati in Romania.

Bazata pe o abordare interdisciplinard, integrativa, a trei directii specifice domeniului biologie vegetala

(anatomie, biochimie si geneticd vegetald), lucrarea aduce argumente suplimentare privind importanta

conditiilor de cultivare a plantelor de lavanda in conditii protejate si neprotejate, evidentiind efectul

suplimentarii acestora cu solutii nutritive Hoagland de compozitii diferite asupra cantitatii si profilului

biochimic al uleiurilor volatile, modalitatea de abordare practica a subiectului si de corelare a rezultatelor

cercetarii fiind autentice si de strictd noutate pentru domeniul abordat.
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