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INTRODUCERE

Interactiunile intre plante si factorii biotici §i abiotici au determinat, pe parcursul
stabilirii si consolidarii lor, sinteza n organele acestora a unui numdr mare de metaboliti
secundari, produsi cu proprietati biologice specifice, de real interes pentru industria
farmaceuticd sau pentru agriculturd, intens cercetati la ora actuala pe plan local, national si
international.

Tn acest context, se considera astizi, ca regnul vegetal reprezinta, prin diversitatea de
specii, o bogata sursd de compusi cu potential erbicid nca insuficient explorata si utilizata
de catre practicieni, alelopatia impunandu-se ca solutie pragmatica in rezolvarea
problemelor din agricultura moderna; astfel, abordari multiple, ca de exemplu rotatia
culturilor, culturile de acoperire, culturile intercalate, mulcirea, incorporarea reziduurilor de
culturi si aplicarea de extracte apoase sunt doar cateva dintre directiile de cercetare
dezvoltate cu tematicd alelopatica, in vederea gestionarii daunatorilor agricoli, a atenudrii
stresului abiotic si biotic asupra plantelor de interes si a imbunatatirii si cresterii productiei
agricole (Farooq si colab., 2013).

Privita din perspectiva efectelor practice urmdrite si asteptate de agricultori,
alelopatia este un fenomen ecologic natural, in care diferite organisme afecteaza
functionarea altor organisme din vecinatatea lor intr-un mod negativ sau pozitiv (Rice,
1984), prin eliberarea de metaboliti secundari (Farooq si colab., 2011a), la nivelul
interactiunilor plante-plante legaturile intre organismele partenere fiind generate de
substante chimice produse si eliberate de catre acestea in mediu pe diverse cai (volatilizare,
exsudare, dizolvare etc.) (Wier si colab., 2004).

In cadrul metabolismului vegetal compusii sintetizati au diverse roluri:
informational, structural, energetic, de sinteza, de semnalizare (Soltys si colab., 2013), o
categorie aparte reprezentdnd-o compusii cu rol de aparare sau de asigurare a
competitivitatii. Intre acesti compusi existi numeroase categorii, precum alcaloizii,
flavonoidele, taninurile, acizii organici sau compusii volatili, substante care pot induce
stimularea, la concetratii mari sau inhibitia, la concentratii mici a germinatiei §i cresterii
plantelor din jur (Narwal, 1999; Li si colab., 2010). Astfel, compusii fenolici si terpenoidele
pot actiona diferit, in raport cu diverse organisme vegetale: acestia pot inhiba sinteza lipidica
si proteica, pot altera fotosistemul I (Hirata si colab., 2003) si fotosistemul II (Einhellig,

1993; Dayan si Duke, 2006), pot inhiba prelucrarea nutrientilor ori germinatia sau pot



modifica rata de transpiratie si respiratie (Rimando si colab., 1998; Abrahim si colab., 2003;
Dayan si Duke, 2006).

In lumina celor prezentate au fost alesi spre studiu diversi taxoni de Taxus, ca sursi
potentiald de compusi cu rol de biocontrol (Reigosa si colab., 1999), genul fiind bogat in
compusi cu activitate fitotoxica (fenoli, flavonoide, alcaloizi) (Das si colab., 1998; Parmar
si colab., 1998). Taxus baccata L. — tisa - este un gimnosperm dioic, prezent in toatd Europa,
cu populatii dispersate, care se extind pana in Africa de Nord si Orientul Mijlociu (Thomas
si Polwart 2003). Specia este cunoscuta ca fiind una dintre cele mai tolerante specii de arbori
la umbrire din flora europeana (Ellenberg si colab.. 1992; Thomas si Polwart 2003; Iszkulo
st Boratynski 2006, cf. Devaney si colab., 2015); puietii sdi supravietuiesc in umbra
puternicd a tiselor mature si cresc frecvent sub coroanele dense de Tilia, Acer, Carpinus,
Picea si Abies, dar si sub coroanele mai deschise de Quercus sau Pinus si chiar in plin soare
(Iszkulo si Boratynski 2006, Thomas si Polwart 2003).

Din punctul de vedere al preferintelor ecologice, tisa se intalneste, in general, in zonele
cu climd oceanico-montana si se dezvolta bine in conditii de addpost si umbra (paduri), cu
umiditate atmosferica relativ ridicatd. Specia este, de asemenea, sensibila la seceta (Sofletea
si colab., 2007, cf. Birsan si colab., 2017). in Romania este considerati o specie vulnerabila
sirara (Oltean si colab., 1994), fiind o specie ocrotita de lege si declaratda monument al naturii
distribuita sporadic n paduri pure de fag, dar si in paduri mixte de conifere si fag unde joaca
roluri ecologice si de mediu importante (Sarbu si colab., 2013; Alavi si colab., 2020).

In contextul celor prezentate, cercetirile care fac subiectul prezentei teze urmaresc, pe
de o parte, sa evidentieze cateva aspecte referitoare la biologia unor taxoni ai genului Taxus
L. spontani si cultivati in zona de NE a térii in functie de factori specifici de influenta (factori
interni, care tin de suprafata foliarad si factori externi), prin determindri de ordin anatomic,
micro-morfologic, fiziologic si biochimic, realizate pe parcursul a trei faze fenologice
specifice ciclului sau ontogetic. Pe de altd parte, rezultatele analizelor noastre evaluecaza
posibilul potential alelopatic (de bioerbicid) al extractelor apoase de concentratii diferite
obtinute din diverse organe ale respectivilor taxoni, interpretand efectele induse de acestea,
in conditii experimentale de cultivare in laborator, asupra procesului de germinatie si de
dezvoltare a plantulelor rezultate la doua specii de plante test: Amaranthus retroflexus L.
(specie de buruiana cu frunza latd) si Lycopersicon esculentum Mill., soiul Silvia (specie de

culturd).



PARTEA | - CONSIDERATII TEORETICE

CAPITOLUL 1. EFECTUL UNOR SUBSTANTE DE ORIGINE
VEGETALA ASUPRA PROCESELOR DE GERMINATIE SI
CRESTERE LA PLANTE

1.1. Consideratii ecologice

In diferite regiuni ale globului paméntesc plantele nu cresc in mod hazardat, respectiv
la intamplare, ci ele formeaza asociatii §i comunitafi ecologice bine definite, adaptate la
conditiile de viatd specifice, caracteristice unui anumit areal geografic, care detine
particularitati constitutive specific (Corbu si Cachita-Cosma, 2010). Anumite substante
eliberate in mediu de catre plante exercitd asupra acestora sau a altor plante (ori asupra
multor altor vietuitoare aflate in imediata lor vecinatate) influente variate, mai mult sau mai
putin severe. Actiunea unor astfel de produsi secundari de metabolism pot favoriza sau
defavoriza viata altor organisme invecinate, care receptioneazd in mod diferit ,,mesajele
chimice” interceptate, in functie de natura acestora, respectiv de gen, specie sau genotip, dar
si de starea lor fiziologicd. Acest fenomen complex a fost denumit alelopatie, fenomen
natural in care diferite organisme afecteaza functionarea altor organisme din vecinatatea lor,
Tn mod negativ sau pozitiv, prin eliberarea de metaboliti secundari (Bhadoria, 2011; Bajwa,
2014; Kostina-Bednarz si colab., 2023). ansamblu de factori in care conditiile de mediu joaca
un rol major (Bhadoria, 2011).

Termenul de ,, allelopathie” deriva de la cuvintele grecesti ,,allelon” = reciproc si
,»pathos” = suferinta; el defineste suferinta provocata unei plante de catre o alta planta (Rizvi
si colab., 1992). Termenul a fost folosit pentru prima data de fiziologul austriac Hans
Molisch in anul 1937, in cartea sa Allelopathie, pentru a include atat interactiunile
biochimice daunatoare, cat si pe cele benefice intre toate tipurile de plante, inclusiv
microorganisme (Scavo si colab., 2018).

Pe baza definitiilor anterioare ale alelopatiei si a incercarilor de a explica mecanismul
de actiune al acesteia, Societatea Internationald de Alelopatie (IAS) a definit alelopatia ca
fiind stiinta care "studiaza orice proces care implica metaboliti secundari produsi de plante,
alge, bacterii §i ciuperci care influenteaza cresterea si dezvoltarea sistemelor agricole si
biologice” (Duke 2010; Kostina-Bednarz si colab., 2023).

Unul dintre cele mai notabile si vechi exemple de alelopatie este acela al nucului

negru (Junglans nigra L.), deoarece juglona (5-hidroxi-1,4-naftochinona) a fost primul
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compus alelopatic descris. Juglona este obtinuta in principal din frunze, radacini si cojile
fructelor acestei specii si a demonstrat efecte inhibitoare asupra cresterii intregii plante la
speciile precum tomate, lucerna, soia si castravetii (Duran si colab., 2019 Rietveld si colab.,
1983; Terzi si colab., 2003; Babula si colab., 2014; Macias si colab., 2020). Pliniu cel Batran
(23-79 d.Hr.) a fost primul care a observat ca "umbra nucului este otravitoare pentru toate
plantele aflate in raza sa de actiune" (Durén si colab., 2018).

Un alt exemplu de specie cu activitate alelopatica este sorgul (Sorghum bicolor L.)
care produce o varietate de compusi alelopatici, dintre care cei mai importanti sunt p-
benzochinona hidrofoba (sorgoleona), fenolii si glicozidele acianogene (Abbas si colab.,
2021). Sorgoleona si forma sa resorcinol (1,4-dihidroxilata) reprezintd 90 % din compusii
prezenti in exudatele radacinilor de sorg (Glab si colab., 2017). Aceasta este toxicd pentru
numeroase alte specii de plante, precum buruieni ca Phalaris minor L., Chenopodium album

L., Rumex dentatus L. si Convolvulus arvensis L. (Bhadoria, 2011).

1.2. Substante cu activitate fitotoxica si moduri de actiune

Alelopatia este consideratd un fenomen multidimensional, care se produce constant
in ecosistemele naturale si antropice (Gniazdowska si colab., 2005), fiind definitd ca
interactiunea ce se realizeaza intre plante si microorganisme printr-0 varietate de compusi,
denumiti de obicei alelopatine, alelochimice sau compusi alelopatici. Determinarea practica
a calitatii si cantitatii efectelor directe sau indirecte ale compusilor alelopatici asupra
comunitatilor de plante sau asupra microorganismelor din mediul natural este foarte dificil
de realizat, datoritd caracterului multidimensional al acestor interactiuni, motiv pentru care
a fost necesara dezvoltarea unor tehnici analitice care sa permita o mai buna specificare a
efectelor directe ale alelopatinelor, cercetarile acestui fenomen fiind mutate astfel din camp
n laboratoare.

Termenul de ,,alelopatie” se refera mai degraba la interactiunile care apar in mediul
natural (Soltys si colab., 2013). In studiile cu extracte obtinute din plante, cu alelopatine
izolate din tesutul vegetal, colectate din exudate sau chiar cu compusi sintetici identici cu
cei naturali s-a definit termenul ,,fitotoxicitate”, pentru a distinge alelopatia (ca un fenomen
care apare in mediul natural) de studiile efectuate in laborator.

Activitatea fitotoxicd a anumitor specii si a extractelor obtinute din acestea se
datoreaza prezentei unor substante chimice si efectelor pe care acestea le produc, in principal
metabolifi secundari derivati ai cailor metabolice primare (Weir si colab., 2004; Igbal si
colab., 2012). Metabolitii secundari defensivi implicati in interactiunile alelopatice cuprind

o gama foarte largd de compusi chimici, dintre care cei mai reprezentativi sunt compusii

11



fenolici (fenoli simpli, flavonoide, chinone, cumarine etc.), terpenoidele (mono-, di- si
triterpene, sesquiterpene si steroizi) si compusii care contin un atom de azot (de exemplu,
benzoxazinoidele) (Scavo si Mauromicale, 2021).

Multe substante potential alelopatice prezintd o activitate biologica slaba asupra
plantelor din sol din cauza levigarii rapide a compusilor foarte solubili in apa si a instabilitatii
sau a degradarii rapide a acestora de cdtre microorganisme (Mehdizadeh si Mushtaq 2019).
Cercetari recente au dovedit cd sinergismul substantelor alelopatice poate creste
biodisponibilitatea, din cauza distributiei preferentiale, ceea ce conduce la o persistentd
sporitd a amestecurilor alelochimice in compozitia solului (Kostina-Bednarz si colab., 2023).

Numeroase studii efectuate cu extracte obtinute din diferite specii de plante au
demonstrat ca efectele toxice ale substantelor alelopatice se bazeaza pe intarzierea germinarii
semintelor si pe inhibarea cresterii rasadurilor. Inhibarea cresterii poate genera, de asemenea,
deformadri anatomo-morfologice la nivelul varfului radacinii. Acizii fenolici, la fel ca si
cumarinele, prezintd efecte inhibitorii similare asupra cresterii plantelor si induc deformari
morfologice ale radacinilor (Kumar si colab., 2020).

Compusii alelopatici afecteaza germinarea si cresterea plantelor vecine prin
perturbarea diferitelor procese fiziologice, inclusiv fotosinteza, respiratia, regimul de apa si
echilibrul hormonal, in principal prin inhibarea activitatii enzimelor. Conform literaturii,
capacitatea unei substante alelochimice de a inhiba sau intarzia cresterea plantelor si/sau
germinarea semintelor este de obicei definita drept potentialul sau ,,alelopatic (sau fitotoxic)”

(Soltys si colab., 2013).

1.3. Semnificatia interactiunilor de tip alelopatic in ecosisteme naturale si antropizate
Comunicarea chimicd intre organismele vegetale, dar si intre acestea si alte tipuri de
organisme (microorganisme, animale etc.) este un fenomen care a aparut si s-a dezvoltat pe
parcursul evolutiei ecosistemelor. Aceastd comunicare, aldturi de alte tipuri de interactiuni,
a dus la conturarea biocenozelor prin efecte co-evolutive (Sinkkonen, 2006). Implicarea
relatiilor de tip alelopatic in organizarea ecosistemelor este valabila nu doar pentru cele
terestre, ci si pentru cele acvatice (Erhard, 2006) si marine (Granéli si Pavia, 2006).
Interactiunile alelopatice si-au gasit aplicatii in agricultura din timpuri indepartate ale
istoriei, una din pricipalele probleme ale cultivarii plantelor pe scara larga constituind-0
prezenta speciilor invazive (segetale), care pot produce pierderi semnificative de recolta; ca
urmare, lupta impotriva acestora a necesitat utilizarea, in timp, a unei largi game de substante
cu efect erbicid. Astfel de substante, utilizate in prezent, sunt de origine sintetica, fapt ce

introduce o serie de dezavantaje, Intre care amintim: contaminarea apei potabile cu substante
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toxice, contaminarea lantului trofic cu pesticide si aparitia de plante segetale rezistente la
erbicide (Liu si colab., 2008).

Interactiunile alelopatice in agroecosisteme constituie baza unor tehnici destinate
cresterii productivitatii si reducerii numarului de indivizi apartindnd speciilor segetale.
Astfel de tehnici, intre care amintim rotatia culturilor, intercultivarea si utilizarea de mulci,
se bazeaza pe substantele chimice eliberate de catre plante pe parcursul dezvoltarii lor sau
prezente n reziduuri vegetale. Tot in aceste sisteme agricole pot fi utilizate pentru
combaterea unor daunatori din clasa fungilor fitopatogeni, a insectelor sau a nematodelor
diverse reziduuri din plante sau preparate vegetale (Narwal, 2006).

In ecosisteme forestiere interactiunile de tip alelopatic joacd un rol deosebit in
procese precum invazia unor specii exotice, inhibitia cresterii puietilor si alterarea
proprietatilor fizico-chimice si biologice ale solului (Reigosa si Gonzalez, 2006). Din acest
motiv, identificarea existentei acestor interactiuni si descifrarea mecanismelor lor de

realizare sunt fundamentale pentru stabilirea de practici agroforestiere eficiente.
1.4. Substante alelopatice folosite ca bioerbicide

1.4.1. Avantajele si dezavantajele folosirii bioerbicidelor

Modul de actiune al unor substante alelopatice este similar cu cel al erbicidelor
sintetice, utilizarea acestor substante la momentul actual in managementul buruienilor, ca
bioerbicide, constituind o directie de cercetare de stricta actualitate. Pana in prezent, doar
3% din cei aproximativ 400 000 de compusi cunoscuti ca avand activitate alelopatica au fost
recunoscuti actionand ca bioerbicide, desi peste 2000 de specii de plante prezintd efecte
alelopatice puternice (Li si colab., 2019).

Compusii alelopatici sunt foarte atractivi ca noi clase de erbicide, datorita unei largi
varietdti de avantaje, desi, in perspectiva obtinerii bioerbicidelor bazate pe substante
alelopatice, efectele cauzate de acesti compusi asupra plantelor tintd sunt de asemenea
clasificate drept ,,fitotoxice” (Soltys si colab., 2013).

Caracterizate printr-o largd diversitate, substantele alelopatice pot constitui
instrumente valoroase de luptd impotriva buruienilor din culturile agricole; datorita
proprietatilor lor, acestea pot fi utilizate in efortul de descoperire de noi situs-uri tinta
specifice in plantele acceptante. Pe langa capacitatea de a inhiba procesele de fotosinteza sau
respiratie, respectivii compusi alelopatici se pot lega si de proteine la diferite locus-uri

comparative cu erbicidele sintetice (Nimbal si colab., 1996; Dayan si colab., 2009), fapt ce
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le poate conferi capacitatea de a elimina buruienile deja rezistente la erbicidele sintetice cu
acelasi mod de actiune, comercializate la aceasta ora pe piata agricola.

In ciuda numeroaselor lor avantaje, substantele alelopatice prezinta unele limitari in
ceea ce priveste utilizarea directa ca bioerbicide. Este destul de greu de a se stabili modurile
diferite de actiune ale fiecarei clase de compusi alelopatici, precum si determinarea modului
in care conditiile de mediu afecteaza activitatea acestora. De asemenea, la conceperea noilor
bioerbicide trebuie sd se tind cont de faptul ca efectele alelopatice variaza intre soiuri sau
genotipuri, deoarece nu este obligatoriu ca plantele cu o proximitate taxonomica apropiata

sa aiba efecte alelopatice similare (Motmainna si colab., 2021).

1.4.2. Biotehnologii pentru investigarea erbicidelor naturale

Studiile de explorare a interactiunilor alelopatice s-au dezvoltat mult in decursul
timpului, beneficiind de efortul unor echipe largi de specialisti si de tehnici de investigatie
biochimica tot mai performante, care au Imbunatatit identificarea compusilor alelopatici si
au completat cunostintele despre natura, biosinteza si modul lor de actiune acceptandu-se,
pe baza unor dovezi clare faptul ca acesti metaboliti secundari sintetizati si eliberati de plante
pot lua parte la interactiunile ecologice inter si intra-Specifice foarte complexe in mediu
(Soltys si colab., 2013).

Dezvoltarea bioerbicidelor este mult mai complicatd decdt a celor de sinteza,
deoarece substantele bioactive trebuie mai intai izolate in mod corespunzator din extractele
de plante, iar masa extractibila a compusilor recuperati este de obicei micd in comparatie cu
procesul simplu de producere a unor cantitati mari de erbicide prin sinteza chimica (Soltys
si colab., 2013; Kostina-Bednarz si colab., 2023).

Compusii alelopatici ar putea fi utilizati ca sabloane pentru sintetizarea unor noi
ierbicide. Literatura de specialitate prezinta mai multe studii care au fost efectuate pentru a
dezvolta bioerbicide folosind cumarinele datoritda bioactivitatii lor, iar rezultatele au ardtat
ca unii dintre compusi au avut acelasi efect inhibitor asupra buruienilor ca si ierbicidul
comercial acetoclor (Zhao si colab., 2021). In lucrarea realizata de Zhao si colab., (2021),
au fost proiectate si sintetizate o serie de noi derivati de fenoxipiridina care contin produsul
natural cumarind. Acesti compusi au prezentat o activitate alelopatica excelenta in conditii
de sera, similard cu ierbicidul comercial oxifluorfen; testele de selectivitate a culturilor au
ardtat ca porumbul, bumbacul si soia au avut o toleranta excelenta la noul compus, dar orezul
si graul au fost afectate (Zhao si colab., 2021; Kostina-Bednarz si colab., 2023).

Alelopatia ar putea fi utilizata in doua scopuri principale: agriculturd si fitomedicina.

In domeniul agriculturii, se pot aplica extracte sau fractii imbogitite din plante, reziduuri ale
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acestora sau compusi bioactivi puri ori formulari nou dezvoltate prin metode de incapsulare
in: combaterea buruienilor intr-un mod ecologic; cresterea gradului de dezvoltare si a
randamentului altor culturi; combaterea insectelor daunatoare; combaterea bolilor cauzate
de microorganisme; imbunatatirea penetrarii si solubilitatii pesticidelor in sol ( Farooq si
colab., 2011; Sunulahpasi¢ si colab., 2017; Lim si colab., 2019; Walker si colab., 2018;
Macias si colab., 2019) sau in cadrul domeniului fitomedicinei (Macias si colab., 2008).
Aceste abordari ar putea fi utilizate si pentru dezvoltarea de noi medicamente prin
aplicarea unui extract Tmbogatit In cautarea unor medicamente mai eficiente si mai eficace

pentru tratamente impotriva unor boli (Macias si colab., 2020).

1.5. Testarea ,,in vitro” a efectelor fitotoxice

Evaluarea actiunii fitotoxice a diversilor compusi chimici, inclusiv cei de origine
vegetala, poate fi realizata in conditii in vitro, folosind specii de plante test, care corespund
anumitor cerinte: vitezd crescutd de germinatie, sensibilitate fatd de respectivii compusi
testati (Dayan si Duke, 2006; Reigosa si colab., 2013). Se recomanda, de asemeni, testarea
activitafii pe mai multe specii test, cu caracteristici diferite (morfologie, structuri anatomice,
compozitie biochimica etc.), pentru a putea surprinde diferite grade de activitate si, eventual,
moduri diferite de actiune a respectivilor compusi. Printre aceste specii se numara ridichea,
castravetele, salata, tomate etc.

In acest context, in determinarile practice care fac subiectul cercetarilor de fata s-au
ales pentru germinare seminte apartinand la doud specii de plante: stirul - Amaranthus
retroflexus L., specie ruderald cu frunza lata prezenta in culturile agricole — si rosia -
Lycopersicon esculentum Miller, planta de cultura, — specii cu o germinatie rapida, cu
sensibilitate fatd de actiunea unor factori externi (stresanti), ale cdror seminte difera
morfologic si structural (de dimensiuni mai mici la Amaranthus si mai mari la Lycopersicon,

Cu un tegument mult mai gros).

CAPITOLUL 2. CONSIDERATII GENERALE PRIVIND PROCESUL
DE GERMINATIE

2.1. Samdnta — origine si alcdtuire
Sdmanta inseamna inceputul unei vieti noi. Ea contine noul individ in forma lui
incipientd, embrionara, Inzestrat cu tot ce este necesar, inclusiv rezerva de hrana pentru

primele faze ale cresterii si dezvoltarii.
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Dupa formare, simanta creste si se dezvoltd, cdpatand marimea, greutatea, Insusirile
fiziologice si ereditare ce o fac apta si reproduca organismul pe care s-a format. In conditii
de mediu corespunzatoare fiecarei specii, simanta trebuie sa treaca de la viata latenta la viata
activa si sa dea noi plante. Semintele ies din starea de repaus, impusa de conditiile de mediu

sau endogene, prin procesul de germinatie.

2.1.1. Origine ontogenetica
Samanta provine din ovul in urma procesului de dubla fecundatie la angiosperme. Din
zigotul principal va lua nastere embrionul, din zigotul secundar (accesoriu) va rezulta un
tesut hranitor - albumenul sau endospermul secundar, iar din integumentele ovulului se va
forma tegumentul semintei (seminal). Acest complex tisular alcatuit din embrion, endosperm
si tegument poartd numele de samanta. Toate transformarile suferite de ovul dupa fecundatie
au menirea de a asigura hranirea si apararea embrionului pand cand acesta ajunge in conditii
favorabile pentru a reproduce un nou individ (Badulescu, 2009).
2.1.2. Partile componente ale semintei
Cu toate variatiile privind forma, marimea, culoarea, numarul etc., o simantd matura
cuprinde urmatoarele componente: tegument seminal, embrion, endosperm sau albumen si
perisperm (acolo unde existd) (Ungurean, 1966, cf. Badulescu, 2009).
2.2. Germinatia semintelor
Germinatia semintelor reprezinta procesul prin care acesta initiaza un nou ciclu de
dezvoltare ontogeneticd, cand sunt asigurate conditii favorabile de mediu (Burzo si colab.,

2004, cf. Badulescu 2009).

2.2.1. Factorii germinatiei
Germinatia semintelor este determinata de actiunea factorilor diferiti ai mediului
extern, de structura semintelor, de stadiul lor de dezvoltare, de prezenta diferitelor substante
st in primul rand a enzimelor in compozitia acestora. Astfel, germinatia semintelor se
desfasoara dependent de o serie de factori, care se pot grupa in: factori interni si factori
externi.
2.2.2. Metabolismul germinatiei
In cursul germinatiei se petrec in seminte transformari biochimice complexe,
substantele depozitate in tesuturile de rezerva fiind treptat utilizate in procesele derulate in
acest interval de timp. Germinatia, prin care se initiazd un nou ciclu de dezvoltare

ontogenetica, cuprinde patru etape importante cu procese specifice.
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CAPITOLUL 3. CONSIDERATII TEORETICE PRIVIND
PROCESELE FIZIOLOGICE LA PLANTE (CU REFERIRI LA
PLANTELE LEMNOASE)

Literatura de specialitate nationald si internationald pe care am avut posibilitatea sa
o consultam prezinta, in general, procesele fiziologice realizate de plantele ierboase, descriu
anumite procese functionale nregistrate la plantele lemnoase, in special angiosperme, cu o
suprafata foliara mare, destul de usor accesibila cercetarilor pe teren, in vivo si contine mult
mai putine date referitoare la functiile coniferelor, intre care se numara si arborii din familia
Taxaceae, consideratd una dintre cele mai vechi enigme din sistematica gimnospermelor, cu
un loc mult controversat printre conifere, inclusiv cei din genul Taxus, gen cu o pozitie
taxonomica speciala, incd dezbatuta de specialisti la ora actuala.

Caurmare, prezentul capitol incearca o prezentare sinteticd a informatiilor referitoare
la functiile de nutritie ale plantelor superioare, punand impreund date disponibile din
literatura nationald, cu unele completari preluate din articole si tratate internationale, care
fac referire la plante lemnoase si conifere, cu exemplificari la taxoni ai genului Pinus, de
departe cel mai mult studiat gen din acest punct de vedere, dar si ai genului Taxus, gen
extrem de dificil de delimitat in specii, subspecii si varietdti doar pe baza trasaturilor

morfologice.
3.1. Regimul hidric

3.1.1. Regimul apei in viata arborilor

Prezenta apei intr-o cantitate suficientd reprezinta un factor primordial pentru
lumina si valorile temperaturii sunt factori ecologici principali in repartizarea vegetatiei

forestiere, determinand zonarea altitudinala si latitudinala a acesteia (Grudnicki, 2006).
Regimul de apa al plantelor prezinta trei momente: absorbtia, circulatia si
eliminarea Tn mediul extern. Raportul intre cantiatatea de apa absorbita de plante si cea pe
care o elimind in unitatea de timp reprezinta bilantul hidric.. Pentru intretinerea unei balante
normale, este necesar ca pierderea apei sa fie compensatd de absorbtia ei. Daca in anumite
conditii, cantitatea de apa pierduta o intrece pe cea procurata prin absorbtie, apare 1n tesuturi

un deficit hidric (Murariu, 2002).

3.1.2. Absorbtia apei de catre plante lemnoase
Plantele lemnoase prezinta un sitem radicular ce diferd in raport cu specia si

conditiile de sol in care cresc. Extinderea sistemului radicular depinde de conditiile de aeratie
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si structura fizicd a solului. Pentru realizarea unei suprafete de absorbtie cat mai mare,
raddcina prezintd o ramificatie bogata si, cel putin in fazele tinere, un numar mare de peri
absorbanti. Acestia sunt prezenti la rddacinile puietilor si la varfurile ramificatiilor
radacinilor plantelor si au un perete celular bogat in celuloza, iar la exterior un strat subtire
peptidic sau un invelis gelatinos, ce constituie o fazd umeda care intervine in schimburile de
apa dintre sol si rddacind (Parascan si colab., 2001).

3.1.2.1. Factori de mediu care influenteaza absorbtia apei

a. Apa din sol si accesibilitatea ei pentru plante. Plantele pot absorbi apa din sol
cand aceasta ajunge in contact cu zona activa de absorbtie si daca forta de retinere a apei de
catre particulele solului nu depéseste forta de sugere a radacinilor.

b. Concentratia solutiei solului. in regiunile in care regimul de precipitatii are
valori normale si in cele acoperite de padure, forta osmotica a solutiei solului nu este
limitativa in procesul de absorbtie al apei.

c. Aeratia solului. Pe solurile cu exces de umiditate sau pe cele cu numar redus de
capilare, sistemul radicular sufera din lipsa de oxigen si ca urmare a acumularii unui surplus
de dioxid de carbon. in aceste conditii pot vegeta numai plantele cu adaptari speciale, lipsa
oxigenului o perioada mai lunga ducand, in timp, la intoxicarea radacinilor.

d. Temperatura solului. La temperaturi cuprinse intre 15°C si 40°C absorbtia apei
se desfasoara normal la majoritatea plantelor. Scaderea temperaturii duce la marirea
vascozitatii protoplasmei si micsorarea permeabilitatii ei pentru apd. De asemenea,
temperaturile ce depasesc 40°C provoaca o rigidizare a protoplasmei si, deci, o scadere a
permeabilitatii ei (Parascan si colab., 2001).

3.1.3. Circulatia apei in corpul plantelor

In plantele lemnoase apa absorbita parcurge distante mari, de la nivelul tesuturilor
radacinii, prin tulpind, pand la mezofilul frunzelor, de unde, dupa utilizarea in procese
fiziologice care implica prezenta sa, este eliminata in exterior. Ascensiunea apeli prin vasele
xilemului de la radacind pana la ultimele nervuri din frunze se realizeaza, in principal, prin
aspiratia apei, ca urmare a transpiratiei si prin impingerea acesteia datoratd presiunii
radiculare.

3.1.4. Bilantul hidric. Ofilirea plantelor
Intre cantitatea de apa absorbita si cea transpiratd existd un raport, numit bilant

hidric. In zilele cu umiditate normala si nu prea calde, bilantul de apa este echilibrat,
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deoarece transpiratia corespunde cu absortia apei. In zilele de vara cu insolatie puternica
transpiratia creste, iar in plante apare deficitul de apa.

Intre cauzele deficitului de api pot fi enumerate dezarmonia intre functiile
sistemului foliar si radicular sau lipsa apei din sol. Cand solul este bine aprovizionat cu apa,
deficitul de apa in plante apare uneori numai in timpul zilelor foarte calduroase, acesta avand

valori mici, de 5—10%. Ofilirea poate fi temporara si permanenta.

3.2. Procesul de transpiratie
Procesul de transpiratie - eliminarea in atmosfera a apei din organismul plantelor
sub forma de vapori - constituie o evaporare a acesteia controlatd de structura frunzei si de
activitatea stomatica, insusiri ce depind, la randul lor, de adaptarile plantelor la conditiile de
mediu.

Date din literatura de specialitate indicd faptul ca transpiratia plantelor reprezintd
aproximativ 61% din evapotranspiratia globald (Schlesinger si Jasechko, 2014); cea mai
mare parte a pierderilor de apa se produce prin frunze, iar stomatele controleaza n mare
masura transpiratia foliara. Reglarea deschiderii stomatelor este foarte complexa, deoarece
stomatele raspund la o varietate de influente de mediu (de exemplu, lumina, umiditatea,
temperatura, concentratia de CO2) si endogene (de exemplu, productia si eliberarea de

hormoni la nivelul radacinilor si frunzelor, varsta) (Pallardy, 2008).

3.2.1. Factori care influenteaza transpiratia
A. Factori externi
Intensitatea transpiratei depinde intr-o mare masurda de factorii mediului
inconjurdtor, dintre care o influentd semnificativi o au lumina, temperatura, presiunea
atmosferica, curentii de aer, umiditatea solului si a aerului.
B. Factori ce tin de natura plantei
Desi procesul de transpiratie este controlat in mod special de factori fizici, acesta
nu are un parcurs asemanator la toate plantele lemnoase care vegeteaza in aceleasi conditii
de mediu, fiind influentat de factori interni, precum suprafata frunzelor, raportul dintre
suprafata radacinilor si a frunzelor, gradul de deschidere a stomatelor, numarul, marimea si
pozitia lor, etc.
3.2.2. Particularitati ale transpiratiei arborilor
Transpiratia plantelor lemnoase este influentata atat de caracteristci proprii fiecarei
specii in parte, cat si de factorii mediului. Cand in sol exista suficienta apa, transpiratia este

corelatd cu factorii climatici, in special cu temperatura, iar in stepd si silvostepa, unde
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umezeala 1n sol este foarte scazuta, procesul de transpiratie este corelat in primul rand cu
rezerva de apa din sol.

Tn raport cu varsta, s-a constatat ci la puieti rata transpiratiei este mai mare decét la
arborii adulti, iar raportatd la timp si unitatea de suprafata foliard, rata transpiratiei este mai
mica la rdsinoase, ale cdror frunze prezinta structuri mai adaptate pentru stoparea acestui
proces, decat la foioase. In acelasi timp, suprafata foliara a unui arbore risinos este mult mai
mare decét a unui arbore foios, astfel ca, la coroane de marimi asemanatoare, rasinoasele
pierd mai multd apa decat foioasele (Burzo si colab., 2005).

Gutatia, ca proces de eliminare apei de catre plante sub forma de picaturi, se
produce cand, dupa o perioada calduroasa, in care aprovizionarea cu apa s-a facut in mod
normal, in mediu apar mase reci de aer, conditii in care temperatura mediului scade, iar
umiditatea relaziva a aerului creste pana la valori aproape de saturare, fenomene ce
determind inhibarea procesului de transpiratie. In acelasi timp absorbtia apei la nivel
radicular din sol se desfdsoard in ritm normal, iar presiunea radiculara determind ascensiunea
sevei brute pana la nivelul frunzelor, unde apa se elimina sub forma de picaturi. Gutatia are
o importantd foarte mica pentru plantele lemnoase si se intdlneste doar accidental, atunci
cand intensitatea transpiratiei este prea mica. La conifere procesul de gutatie nu se manifesta

(Burzo si colab., 2005).

3.3. Procesul de fotosintezai

Fotosinteza plantelor este un proces biologic, fizic si chimic complex in care
plantele convertesc energia luminoasd in energie chimica si realizeaza sinteza materiei
organice, care este premisa si baza tuturor activitatilor fiziologice ale plantelor, iar nivelul
de eficienta fotosintetica reflecta nu numai eficienta utilizarii energiei luminoase in plante,
ci si potentialul de crestere si capacitatea de rezistenta la stres (Iszkulo, 2010; Adams si
colab., 2018; Yin si colab., 2022).

Plantele lemnoase se incadreaza din punct de vedere fotosintetic in tipul C3,
specific plantelor din zonele temperate. In cazul acestora fotosinteza inregistreaza variatii
atat in functie de specie, cat si la nivelul unei singure plante datoritd coroanei arborilor in
care captarea luminii de catre frunze variaza in timp si spatiu. Frunzele tinere de Pinus taedea
de exemplu, realizeaza o fotosinteza pozitiva dupa aproximativ 40 de zile de la dezmugurit,
pentru ca dupd 3 luni de la dezmugurit intensitatea fotosintetica sa devina egald sau o
depaseste pe cea a frunzelor mai batrane cu un an. Cand frunzele au atins peste 90% din
dimensiunile maxime procesul fotosintetic se desfasoard cu intensitatea cea mai mare

(Radoglou si Teskey cf Burzo si colab., 2005).
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Parametrul functional numit rata de asimilatie, care reperezintd cantitatea de
substantd organica acumulata de unitatea de suprafatd foliard, variazd in cazul plantelor
conifere tinere intre 3-10 mg substantd uscati/dm?/zi in perioada de crestere si intre 10 -50

mg/dm?/zi in perioada maximi de acumulare.

3.3.1. Importanta fotosintezei in natura

Fotosinteza reprezinta procesul prin care are loc absorbtia energiei solare cu ajutorul
pigmentilor asimilatori din frunza, urmata de transformarea ei in energie chimica ce este
folosita pentru sinteza unor substante organice, prin reducerea dioxidului de carbon captat
din atmosfera.

Carbonul se géaseste in compozitia a 90 — 95% dintre substantele structurale ale
organismelor vegetale, principala sursd de carbon a plantelor verzi fiind reprezentata de
dioxidul de carbon preluat de cétre acestea din atmosfera. Fiind un proces de mare amploare,
plantele verzi de uscat incorporeaza in fiecare an aproximativ 20 miliarde tone de dioxid de
carbon, ca rezultat al procesului fotosintetic fiind stocate, Tn decursul unor perioade

indelungate de evolutie a vietii pe Terra cantitati mari de carbune, petrol, gaze naturale.

3.3.2. Factori care influenteaza fotosinteza
Variatiile fotosintezei sunt determinate atat de factori interni (ce tin de natura
plantei), cat si de o serie de factori externi (factori ai mediului), cu care se afld in stransa
legdtura.
3.4. Procesul de respiratie

In procesul de respiratie se consuma o parte din produsii fotosintetizati de citre plante
pentru obtinerea treptata, prin reactii realizate in prezenta oxigenului din aer, a energiei
biochimice necesara desfasurarii proceselor vitale, alaturi de compusi intermediari mai
simpli, utilizati ca material suport pentru procesul de crestere la nivel celular (Burzo si
colab., 2005).

Respiratia, proces ce se realizeaza atat ziua cat si noaptea, are loc in toate celulele,
iar o parte din energie se pierde sub forma de energie termica. Aceasta producere de caldura,
care poate atinge 90% din energia eliberata in timpul respiratiei semintelor aflate in curs de
geminare, urmareste sa asigure plantei luate ca intreg o temperaturd care sa favorizeze

raspandirea unor substante volatile odorante si sa stimuleze insectele polenizatoare.

3.4.1. Respiratia arborelui si a partilor sale componente
In aceleasi conditii de vegetatie, respiratia la plantele lemnoase difera in functie de

specie, organul luat in studiu sau varsta. Plantele de lumind prezintd o rata a respiratiei mai
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ridicatd in raport cu cele de umbra, iar foioasele respird mai intens decat rasinoasele, in
organele aceluiasi arbore respiratia inregistreaza valori diferite (Burzo si colab., 2005). Desi
reprezintd cea mai micd parte din masa arborelui, frunzele realizeazd cea mai intensa
respiratie, deoarece ele contin proportia cea mai mare de tesuturi vii, cu activitate intensa. In
tulpina principala si ramurile groase respiratia este in general scazutd. (Parascan si colab.,
2001).
3.4.2. Factori care influenteazi respiratia

Factorii care influenteaza respiratia sunt reprezentati de starea fiziologica a plantei
(cantitatea si natura substratului organic al respiratiei, activitatea enzimatica, regimul hidric
intern, varsta) si de factorii mediului (temperatura, lumina, concentratia oxigenului si a

dioxidului de carbon din aer).

3.5. Rezistenta la stresurile termic si hidric

Seceta este un fenomen meteorologic care se manifestd prin precipitatii putine sau
lipsa lor, temperaturi ridicate, evapotranspiratie mare, vanturi puternice si uscate. Ca urmare,
umiditatea mediului fizic devine insuficienta pentru a satisface nevoile plantelor.

Deficitul hidric poate afecta solul (seceta edaficd), mediul aerian (seceta
atmosferici) sau poate cuprinde mediul fizic in totalitate (seceta mixta). In situatiile in care
deficitul de apa din plante nu este determinat de lipsa apei din sol, ci de imposibilitatea de a
fi absorbita, datoritd solurilor prea reci, slab aerate, cu fortd mare de retinere a apei sau
datorita radacinilor vatdmate, se poate vorbi de o ,,seceta fiziologica”. Manifestérile sunt

asemanatoare cu cele produse de seceta climatica (Parascan si colab., 2001).

CAPITOLUL 4. SITUL DE IMPORTANTA COMUNITARA DEALU
MARE - HARLAU ROSCI 0076 - PREZENTARE GENERALA

4.1. Caracterizarea sitului

Situl Dealu Mare — Harlau - zona care cuprinde si Statiunea de tisa Tudora, arealul
de vegetatie al taxonului Taxus baccata L. luat in studiu - este incadrat in bioregiunea
continentald, ecoregiunea Podisul Central al Moldovei, avand localizarea geografica de 47
30 59" lat. N si 264452 long. E. Acesta acoperd o suprafatd de 25.112 ha ce se afli pe
teritoriul administrativ a 3 judete: judetul Botosani pe raza localitatilor Copélau, Corni,
Cristesti, Curtesti, Flamanzi, Frumusica, Tudora, Vladeni, Vorona; judetul Suceava in
localitatea Dolhasca si judetul lasi, pe raza localitatilor Deleni, Harlau, Lespezi si Siretel

(Catalogul habitatelor, speciilor si siturilor Natura 2000 in Romania, 2013).
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4.2. Prezentare generala

Situl se remarca prin gradul mare de acoperire cu paduri (97%), aici intalnindu-se
corpuri de padure cu arbori batrani, petice de fagete, stejari, goruni, carpeni si frasini
seculari. Copacii batrani favorizeaza instalarea unei faune bogate. Gradul mare de umbrire
are ca efect crearea unor nise ecologice cu multa umezeala, in care traiesc diverse specii de
nevertebrate sau larve ale acestora, ce constituie hrana predilectd a numeroase specii de
pasari si alte vertebrate. Starea generala de conservare a corpurilor de padure este foarte
bund, iar In zonele cu arbori batrani impactul antropic este extrem de scdzut, fagetele de la

Humosu reprezentand un exemplu in acest sens.

4.3. Geologie/ Geomorfologie
Situl se afla in Podisul Sucevei — Dealu Mare — Harlau. Este localizat pe versanti cu
energie medie de relief, cu pante de 10 — 12° . Intreaga arie este situatd in Platforma
Moldoveneasci, fiind alcatuita la suprafatd din depozite sedimentare aproape orizontale. in

regiunea Dealu Mare exista doua nivele de calcare oolitice.

4.4. Pedologie
Solurile din interiorul sitului fac parte din categoria podzolurilor si sunt brun
agriloiluviale pseudogleizate. Argiluvisolurile cuprind solurile brune luvice si solurile brune
argiloiluviale. Substratul pe care s-au format aceste soluri este constituit din luturi si argile,
uneori alternante in straturi subtiri de luturi, marne, nisipuri sau pietris. Solurile sunt de la
profunde la foarte profunde, mai rar mijlociu profunde.
4.5. Hidrologie
Reteaua hidrografica din cadrul sitului este foarte densi. In timpul primaverii se
formeazd pe vaile din zond, din cauza topirii zapezilor, numeroase torente. Majoritatea
acestora seaca 1nsa In timpul verii sau au un debit scazut. Garla Morii si Vorona cu afluentii
sdi Teisu, Moscalu, Iezeru, Chiscovata, Tudora, Fundoaia, Plesa, Tisa, Rapa Dracului,
Turbatica sunt afluenti ai Siretului, iar principalul afluent al Prutului este Jijia, cu afluentii
sdi Miletinul si Bahluiul. De altfel, multe din paraiele din partea sudica a sitului se varsa in
Bahlui. Directia de curgere a apelor este in general de la NV spre SE (Catalogul habitatelor,

speciilor si siturilor Natura 2000 in Romania, 2013).

4.6. Aspecte climatologice
Teritoriul sitului se incadreaza din punct de vedere climatic in tinutul podisului

impadurit al Moldovei. Clima este temperat continentald cu influente de climat excesiv sau
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continental, temperat maritim. Temperatura medie anuali este de 8-9°C, iar precipitatiile

medii anuale cuprinse intre 600-700 mm (Posea si colab., 1982, cf. Birsan si colab., 2017).

4.7. Vegetatia

Tn sit s-au identificat un numar mare de muschi, in total 65, majoritatea fiind
caracteristici padurilor de fag mixte din regiunile colinare ale Moldovei. Dintre speciile rare,
este important de mentionat Dicranum viride, specie de interes comunitar neinclusa in
formularul standard. Flora este alcatuita in mare parte din faget secular de tip colinar.
Frecvent se mai intalnesc carpenul si teiul argintiu si exemplare de tisd. Alte specii de arbori
prezente sunt jugastrul, paltinul de campie, mesteacanul, ciresul, frasinul, marul paduret,
parul paduret, plopul tremurator, stejarul, ulmul de cdmp.Vegetatia ierboasa este tipic
fagetelor colinare. Stratul arbustilor este format din sanger, alun, paducel, salba rdioasa,
crusan, lemn cainesc, spinul cerbului, maces, mur de padure, zmeur. Dintre speciile de
interes comunitar prezente in sit demnd a fi amintitd este o specie foarte rard de orhidee si
anume Cypripedium calceolus L. - papucul doamnei (Catalogul habitatelor, speciilor si
siturilor Natura 2000 in Romania, 2013).

4.8. Fauna

Fauna sitului este caracteristica regiunilor de podis si deal. Dintre moluste
gasteropode se Intlnesc melcul de livada si limaxul. Insectele sunt bine reprezentate, arborii
batrani constituind habitate ideale de viata pentru multe specii valoroase dintre care:
gandacul nasicorn mic, calosoma mirositoare, fluturele ochi de paun mare, fluturele vargat,
croitorul mare al stejarului, rddasca, croitorul alpin. Amfibienii sunt reprezentati prin broasca
raioasa de padure, broasca rosie de munte, broasca mare de lac, brotacelul, buhaiul de balta
cu burtd galbend, iar dintre reptile se Intdlnesc broasca testoasa de apa, sarpele de alun,
sarpele de casd, gusterul, soparla cenusie.

Padurile care acoperd situl reprezintd locul ideal pentru cuibdrit si hrand pentru
numeroase specii de pasari, cum ar fi ciocanitoarea pestritd micd, ciocanitoarea pestrita mare,
ghionoaia surd, ciocanitoarea verde, ciocanitoarea de gradini, ciocanitoareca de stejar,
ciocdnitoarea neagra, diverse specii de pitigoi, mugurarul, ticleanul, cojoaica de padure,
mucarul sur, cinteza, corbul, privighetoarea de zavoi, silvia cu cap negru, presura galbena,
pietrarul sur, ciocérlia de camp, fasa de camp, sfranciocul rosiatic, silvia de camp, silvia
mici, codrosul de padure, botgrosul. in pajistile din nordul sitului se intalneste rar cristelul
de camp. Dintre pasarile rapitoare de zi si de noapte se intdlnesc sorecarul comun, uliul

gdinilor, acvila tipatoare mica, viesparul, cucuveaua, ciuful de padure, ciuvica, huhurezul
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mare si huhurezul mic. Mamiferele sunt reprezentate de arici, cartitd, chitcani, caprior, cerb,
mistret, pars, pars de alun, veverita, soarece de padure, soarece gulerat, pisica salbatica, jder,
bursuc, vulpe. Este prezent aici si popandaul, specie de interes comunitar (Catalogul

habitatelor, speciilor si siturilor Natura 2000 in Romania, 2013).

4.9. Rezervatia de tisa Tudora, judetul Botosani
Rezervatia naturala 2.231 Padurea Tudora (RONPA0248) este arie naturala protejata
de interes national, ce corespunde categoriei a IV-a IUCN (rezervatie naturala de tip
forestier), declarata prin Legea nr. 5 din 6 martie 2000, care face parte din situl de importanta
comunitara Dealu Mare — Harlau ROSCI 0076. Padurea Tudora constituie una dintre cele
mai vizitate arii naturale protejate din judetul Botosani, datorita existentei, in perimetrul sau

a arboretului de tisa — Taxus baccata L., specie declarata monument al naturii.

CAPITOLUL 5. SPECII STUDATE - PREZENTARE GENERALA

5.1. Taxoni ai genului Taxus L.

5.1.1. incadrarea taxonimici

Specia Taxus baccata apartine Clasei Pinate (Pinopsida), Ordinul Taxales, Familia
Taxaceae, genul Taxus (Sarbu si colab., 2013). Ordinul Taxales este un grup mic de plante,
care cuprinde 5 genuri si 20 de specii: Amentotaxus (4 spp.), Austrotaxus, Pseudotaxus
(ambele monotipice), Taxus (8 spp.) si Torreya (6 spp.) (Biswas si. Johri, 1997) incluse intr-
o singurd familie - Taxaceae (Dallimore si Jackson, 1966, cf. Dempsey si Hook, 2000).
Pozitia filogenetica pentru familia Taxaceae este una dintre cele mai vechi enigme din
sistematica gimnospermelor, locul ei printre conifere fiind unul controversat (Chamberlain,
1935; Florin, 1948a, 1951; Sporne, 1965, cf. Ghimire si colab., 2014).

Date recente din literatura de specialitate internationala afirma ca genul Taxus este
considerat extrem de dificil de delimitat intre specii folosind doar trasiturile morfologice. In
consecinta, taxonomiile diferd mult, de la recunoasterea unei singure specii cu subspecii si
varietati (Pilger, 1903), la recunoasterea a 24 de specii cu 55 de varietati, dupa studiile
recente (Spjut, 2007). Acest gen poate fi un exemplu bun de grupuri de specii pentru care ar
fi revelatoare aplicarea unei metodologii mai explicite decat cea a taxonomiei intuitive,
bazata pe o observare atenta a specimenelor, cum s-a practicat pana acum.

Cele 24 de specii si 55 de varietati de Taxus recunoscute de Spjut (2007) sunt
clasificate in trei grupe (Spjut, 1998, 2000; Spjut in Hageneder 2007), dintre care doud sunt

originare din America de Nord:
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» Grupul Baccata, reprezentat de T. canadensis si de multe soiuri inrudite cu T.
baccata, T. biternata, T. caespitosa, T. cuspidata, T. recurvata si T. umbraculifera.

» Grupul Wallichiana, reprezentat de tisa nativa din Florida (T. globosa var.
floridana), tisa mesoamericana (T. globosa var. globosa) si tisa din Pacific (T. brevifolia),
inclusiv doua varietati (var. polychaeta si var. reptaneta).

» Grupul Sumatrana, pare mai evoluat in cazul frunzelor, care prezintd o zona
marginala abaxiald mai larga de celule epidermice diferentiate, adesea de culoare rosu lucios
in specimenele de ierbar. Aceastd zona marginala goala variaza in latime de la 8 la 36 de
celule, dintre care aproape jumatate din celulele cele mai apropiate de banda stomatica pot
dezvolta papile dar, de obicei, aceasta nu depaseste 12 celule.

Doua dintre grupurile de specii sunt in continuare divizate in doua subgrupuri sau
aliante: Grupul Wallichiana include Subgrupurile/Aliantele Chinensis si Wallichiana, iar
celalalt grup - Grupul Baccata - este impartit in doua subgrupe/aliante geografice, care se
disting prin faptul ca suprafata abaxiala a frunzelor dintre banda stomatelor si margine este

in mare parte papiloasa (Alianta Baccata) sau neteda (Alianta Cuspidata) (Spjut 1992,

1993, 1998, 2000a,c) (http://www.worldbotanical.com/Introduction.htm, accesat la data de
13.04.2021).

Grupul Taxus baccata este impartit in doua aliante de specii, pe baza datelor
anatomice ale frunzelor: (1) o alianta euro-mediteraneeana T. baccata, posibil derivata dintr-
un complex ancestral T. contorta/wallichiana, si (2) o alianta T. cuspidata din Asia de Est,
care are afinitati cu un complex T. chinensis/umbraculifera. Aceste aliante difera in ceea ce
priveste tipul de banda stomatica, definita prin latimea si densitatea stomatelor. Diferentele
in ceea ce priveste densitatea stomatelor se observa in frecventa stomatelor in interiorul si
intre siruri, mdsuratd in general prin numarul de siruri de stomate dintr-o banda, in raport cu

absenta papilelor pe celulele marginale. In ce priveste Alianta Baccata, aceasta are specii

cu frunze cu un numar mai mic de stomate in benzi usor mai late - cel putin cu 4 celule - In
care benzile stomatice se extind de obicei pand la 4 celule de la margini, in timp ce Alianta
Cuspidata are specii cu frunze cu o densitate mai mare de stomate in benzi mai Tnguste, cel
mai adesea delimitate de o zonda marginala cu o latime de 8-18 celule.

(http://www.worldbotanical.com/Introduction.htm, data accesarii:13.04.2021).

Taxus baccata include numeroase varietati sau forme (Beissner 1891; Carriére 1855,
1867; Elwes si Henry 1906; Gordon 1858, 1875; Knight 1850; Kriissmann 1985; Lawson si
colab., 1851; Loudon 1844; den Ouden si Boom 1965; Pilger, 1903, 1916), recunoscute mai

ales n horticultura. Taxonii mai distincti au fost tratati in lucrarile autorilor: Bailey (1923,

26


http://www.worldbotanical.com/Introduction.htm
http://www.worldbotanical.com/Introduction.htm

1933); Carriere (1855, 1876); Elwes si Henry (1906); Gordon (1858, 1875) si Pilger (1903,
1916). Inainte de Beissner (1891) si Pilger (1903), acestea erau adesea considerate soiuri;
Rehder (in Bailey 1902, 1923, 1933) de exemplu, le-a tratat initial ca soiuri, dar mai tarziu
ca "forme de gradind" (Rehder 1940, 1949).

(http://www.worldbotanical.com/Introduction.htm, data accesarii:13.04.2021).

Marea diversitate a formelor de crestere care este evidenta in cazul tisei europene,
impreund cu o gama largd de diferente in ceea ce priveste caracteristicile anatomice ale
frunzelor, indica o istorie evolutiva Indelungata a speciei Taxus, pentru care s-a sugerat ca
trasaturile speciilor erau mai distincte in trecut decat in prezent (Spjut 2007a). Aceasta
observatie este evidentiatd si mai mult prin compararea tisei din zonele geografice cu o
diversitate mai mare cu cele cu o diversitate mai mica.

Alta abordare (cea curentd) este, bineinteles, geneticd (analizaADN), dar in acest caz
mostra comprehensivd din toate zonele dispersate unde acest gen creste in mod natural
devine un obstacol major in obtinerea unor rezultate credibile. Din cauza cultivarii tisei in
mod extensiv si a vulnerabilitatii plantei la introgresiunea genetica, materialul necontaminat
genetic este garantat doar la populatiile naturale izolate de orice alt taxon amintit, precum si

la plantele cultivate (Farjon, 2017).

5.1.2. Caractere morfologice

Genul Taxus L.

Cuprinde arbori sau arbusti cu scoarta roscata sau rosie-bruna, solzoasa si muguri cu
solzii imbricati. Frunzele sunt aciculare, persistente, spiralate mai mult sau mai putin
pectinate, liniare, mai mult sau mai putin falcate, fara canale rezinifere. Florile dispuse
axilar, dioice, exceptional monoice, cele mascule solitare, globuloase, pedunculate, formate
din 6-14 stamine cu filamente latite la varf in forma de scut, fiecare cu 5-9 saci polinici
concrescuti; cele femele ovoide, formate fiecare dintr-un ovul erect, cu mica ingrosare la
bazd, acoperit cu numerosi solzi; samanta ovoida, lungd de 5-7 mm si latd de 5 mm,
inconjuratd de un invelis roscat (aril). Maturatie anuala.

Genul cuprinde 8 specii, originare din emisfera nordica, adesea considerate ca rase
geografice ale speciei T. baccata, dintre care la noi in cultura 4 (1 spontana).

Taxus baccata L. — tisa

Istoric: Arborele este relict tertiar, care apare metionat in lucrarile lui Teofrast si
Tuliu Cezar. In zona tarii noastre sapaturile arheologice au dovedit c¢a inca din timpuri vechi

(i. Hr.) in gospodaria getica, aflata in plind epoca a lemnului, lemnul de tisa era folosit la
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confectionarea uneltelor pentru arat, a vaselor pentru gospodarie, a stalpilor de sustinere
pentru case, pentru obtinerea de sindrila, arcuri, sageti si alte obiecte.

Tisa europeana sau engleza (Taxus baccata L.) este nativa/ originara in cea mai mare
parte a habitatelor europene. Este un arbore extrem de longeviv, fiind cunoscute specimene
de 5000 ani (Milner, 1992, dupa Benham, 2016). Cu toate acestea, avand in vedere ca este
dificil de stabilit cu acuratete varsta arborelui — estimarea bazata pe inele devine nepractica
la specimenele cele mai batrane care au trunchiul scorburos (Eckenwalder, 2009, dupa
Benham, 2016) — opiniile legate de varsta exacta a celor mai in varstd specimene sunt
impartite (Thomas si Polwart, 2003).

Tisa este Tn mare parte dioica; desi exista si exemplare de arbori monoici, acestia
sunt rari si, de obicei, au ramuri cu sexe diferite. Florile masculine sunt ca niste globule mici
si verzi, crescute pe partea inferioara a lastarilor din anul trecut, pe cand cele feminine sunt
flori mici si verzi, aparute in axila frunzei crescutd in anul anterior. In urma polenizarii
eoliene iau nastere fructele false, stacojii, cu diametrul de aproximativ 7 mm, cu un aril
carnos si rosu (unica parte netoxicd a arborelui (Wilson si colab., 2011), care inconjura
samanta centrala, inchisa la culoare. Semintele sunt dispersate de pasari ce se hranesc cu
miezul/pulpa rosie si duc semintele mai departe. Tisa este, de asemenea, capabila de
reproducere vegetativa.

Toxicitatea organelor acestui arbore este cunoscuta din Antichitate. Adevarul este ca
toate partile plantei, cu exceptia arilului, contin un alcaloid numit taxind si glucozidul
taxicatind. Scoarta, lemnul si semintele sunt relativ putin toxice, in schimb frunzele
reprezinta partile cele mai toxice ale plantei. Taxina (Cs7Hs1NO1o) a fost izolata din frunze,
in anul 1836, de catre Lucas; acest alcaloid are o actiune bulbara comparabila cu a morfinei
(analgezica si narcoticd). Taxicantina (Cs7H2207) are gust amar si se dizolva in apa, alcool
si eter acetic. Acest glucozoid, care produce prin hidrolizd glucoza si taxigenind, are o
actiune cardiaca (Zanoschi si colab., 1981).

Datoritd activitatii farmacologice deosebite a compusilor izolati din tisad, aceasta a
fost, cu precddere in trecut, exploatata pe scara larga. Din acest motiv, dar si datoritd unor
particularitati ecologice, specia are in prezent statut de specie periclitatd in diverse tari,
printre care si Romania (Oltean si colab., 1994; Oprea, 2005), iar habitatele naturale cu tisa
sunt listate in Anexa II din Directiva Habitate (Casals si colab., 2015).

5.1.3. Caractere anatomice
Caracterele anatomice ale speciilor studiate sunt determinate de caracteristicile

structurii lemnului (tulpinii) si ale frunzelor. Caracterele histo-anatomice ale frunzelor de la
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cele mai multe conifere sunt in mare parte originale, dar si consecinta adaptarii speciilor
respective la conditiile deosebite in care acestea trdiesc. Prin forma aciculara a frunzelor,
suprafata de transpiratie se reduce foarte mult, fapt avantajos pentru plante ih anotimpul rece,
cand absorbtia apei este aproape imposibild, impiedecand pierderea sa excesiva. Peretii
ingrosati ai celulelor epidermice si hipodermice, stomatele afundate in hipoderm si chiar in
mezofil, acoperite cu rasina, concurda, de asemenea la moderarea sau chiar oprirea
transpiratiei. Structura mezofilului, adesea format din celule septate, este o insusire utila
pentru fotosinteza: suprafata peretilor pe langa care se dispun cloroplastele este astfel foarte
mult maritd prin formarea septumurilor si deci creste cantitatea de cloroplaste in fiecare
celuld asimilatoare.

Pentru taxonii genului Taxus, o sectiune transversala a frunzei prezintd mezofilul
diferentiat in tesut palisadic si tesut spongios. Canalele de rasina sunt absente (ceeea ce ii
distinge de conifere). Teaca fasciculului este formata dintr-un inel de celule proeminente,
dispuse regulat. Fasciculul conducator este mare si aplatizat dorsiventral, parenchimul se
dezvolta intre randurile de xilem si floem; tesutul transfuzional apare in jurul fasciculului
conducdtor, iar traheidele si o parte din parenchimul inclus sunt limitate la prelungiri in
forma de aripi laterale fata de xilem. Cu toate acestea, cea mai mare parte a parenchimului
se extinde, de asemenea, in sens adaxial si abaxial fatd de fascicul. Celulele albuminoase
sunt deosebit de proeminente in aceasta regiune, cele care se afla in interiorul tecii
fasciculului fiind foarte mari si, de asemenea, veziculare. Stomatele sunt hipostomatice,
celulele subsidiare dezvolta extensii papilate care formeaza o camera epistomald adanca,
astfel incat celulele de garda par sa se afle adanc in ea (Biswas si Johri, 1997).

Frunzele de Taxus baccata au forma de ac. Nu sunt prezente fibre in tesuturi si nu
au putut fi identificate canale de rasind. Suprafata abaxiala a frunzei are o cuticuld mai groasa
decat suprafata adaxiala. Parenchimul palisadic (unul pana la doua straturi) este prezent doar
sub epiderma abaxiald. In jurul fasciculelor conducitoare existi numeroase traheide de

transfuzie. Frunza poseda doar un singur fascicul conducator (Hamidipour si colab., 2011).

5.2. Specii test
5.2.1. Amaranthus retroflexus L.

Descrierea speciei: Radacina pivotanta; tulpina erectd, Tnalta pana la 100 cm, des si
fin-paroasa, mai ales in partea superioara, verde, uneori roscata.
Frunze rombic-ovate, lung petiolate, pe fata inferioara cu nervatiuni proeminente,

verzi-pal si fin paroase. Flori grupate spiciform; lacinii perigonale femele linear-cuneate sau
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spatulate, alb-membranoase. Inflorire, VII — IX. Fruct, capsuld elipsoidald comprimati
dehiscenta. Sdmanta mica (1 mm), lenticulara.

Agricultura: Daundtor cultivator unde se instaleaza. Prin consumul biologic scade
considerabil resursele de apa si elemente minerale din sol, umbrind 1n acelasi timp plantele
de cultura. Diminueaza productia agricola. Folosit in unele zone numai pentru hrana porcilor
(Parvu, 2005).

5.2.2. Lycopersicon esculentum Miller

Descrierea speciei: Radacina pivotanta, ramificata, patrunde adanc in pamant.
Tulpina Tnalta, de 30 — 300 cm, in functie de varietate si soi, erectd, cu mare capacitate de
lastarire, formand copili la subsuoara frunzelor.

Tulpina formeaza in contact cu pamantul reavan radacini adventive. Frunze intrerupt-
imparipenat-compuse, acoperite cu peri glandulari cu miros caracteristic. Foliole ovale,
lanceolate, de diferite marimi, cu suprafata gofrata sau neteda, dispuse alternativ. Flori
galbene dispuse in racem cu aspect de ciorchine.

Polenizare autogama, in cazuri rare polenizare alogama entomofila (5%). Inflorire in
lunile VII-VIII. Fruct baca carnoasa de diferite forme si culori (galbene, rosii, roz), cu
greutatea cuprinsa intre 30—500 g. Seminte oval-rotunjite, turtite, acoperite cu perisori, gri

sau argintii (Parvu, 2004).

PARTEA a ll-a— CERCETARI PERSONALE

SCOPUL SI OBIECTIVELE CERCETARILOR

SCOP
Cercetdrile care fac subiectul prezentei teze urmaresc pe de o parte, sa evidentieze

cateva aspecte referitoare la biologia unor taxoni spontani si cultivati ai genului Taxus L., in
functie de factori specifici de influentd (factori externi, factori care tin de suprafata foliara,
factori interni), iar pe de alta parte sd evalueze posibilul potential alelopatic (de bioerbicid)
al extractelor apoase obtinute din diverse organe ale respectivilor taxoni, interpretand
efectele induse de acestea, in conditii experimentale de cultivare in laborator, asupra
procesului de germinatie si de dezvoltare a plantulelor rezultate, la doua specii de plante test:
Amaranthus retroflexus L. (specie de buruiana cu frunza lata) si Lycopersicon esculentum

Mill., soiul Silvia (specie de culturd).

OBIECTIVE:
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— O1 - investigatii de ordin morfo-anatomic la taxonii de tisa studiati: determinari
biometrice si analize micro-morfologice (la frunze), analize histo-anatomice (la
frunze si tulpini), in vederea aprecierii gradului lor de variabilitate, ca efect al
reactiilor de adaptare a plantelor suport la conditiile specifice mediului de viata;

— 02 - determinari de ordin fiziologic la taxonii de #isa luati 1n studiu, in corelatie cu

factorii specifici de influenta,;

—> O3 - interpretarea nivelului ritmurilor metabolice proprii ale plantelor de fisa
apartinand taxonilor avuti in atentie pe parcursul a trei momente diferite ale ciclului
fenologic propriu si analiza unor componente biochimice specifice fructelor
(arilii), ca singure organe netoxice, comestibile ale plantelor;

— 04 - determinarea compozitiei chimice a uleiurilor volatile sintetizate Tn frunzele
taxonilor genului Taxus spontani si cultivati studiati, aflati in momentul de crestere
vegetativa intensd si identificarea prezentei la acest nivel a taxolului - compus
specific genului Taxus, cu nalta valoare terapeutica;

— Ob5 — realizarea de extracte vegetale (apoase si alcoolice) de concentratii diferite
(1 si 5%) din organe vegetative (ritidoma, frunze) si de reproducere (arili si
seminte) apartinand celor trei taxoni de fisa avuti in atentie, aflati in momente
diferite ale ciclului fenologic propriu si caracterizarea lor biochimica;

— O6 — evaluarea, in conditii experimentale de cultivare in laborator, a modificarii
unor indici ai procesului de germinatie si de dezvoltare a plantulelor rezultate la
specii de plante test: Amaranthus retroflexus L. (specie ruderala cu frunza lata din
culturile agricole) si Lycopersicon esculentum Mill., soiul Silvia (specie de
culturd), ca efect al tratamentelor cu extracte apoase preparate din organe
vegetative si de reproducere apartinand taxonilor de zisa luati in studiu;

— O7 - evaluarea posibilelor efecte antidenaturante asupra proteinelor animale
produse de extractele alcoolice preparate din organe vegetative si de reproducere
ale taxonilor de tisa studiati, aflati in momente diferite ale ciclului fenologic

propriu.
CAPITOLUL 6. MATERIAL SI METODE DE LUCRU

6.1. Material biologic
Materialul biologic analizat este reprezentat de organe diferite (ritidoma, frunze, arili

si seminte) recoltate de la indivizi femeli de tisa apartinand speciei spontane Taxus baccata
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L. (T1), din Rezervatia de Tisa - Padurea Tudora, judetul Botosani (lat. 47.524909° N, long.
26.691887° E, alt. 444 m) (accesul in Rezervatie a fost asigurat in baza acordului ANANP
nr. 8147/26.07.2019 eliberat de catre Agentia Nationald pentru Arii Naturale Protejate) si de
la taxoni cultivati: Taxus baccata (T2) si Taxus baccata ‘Robusta’ (T3), furnizati de catre
Pepiniera S.C. Doropad S.R.L. Suceava cu sediul in Dorohoi, comercializati conform
certificatului de calitate si conformitate eliberat la data de 31.07.2019 si cultivati intr-un
spatiu privat in comuna Vorniceni, judetul Botosani (lat. 47.986328° N, long. 26.663299° E,
alt. 185 m).

Dupa determinarea si autentificarea materialului vegetal de catre doamna biolog dr.
Irina Irimia, au fost depuse vouchere pentru taxonii selectati la Herbariul Facultatii de
Biologie a Universitatii ,,Alexandru lIoan Cuza” din Iasi, cu numere de identificare
corespunzatoare:186539 — taxonul T1 (Taxus baccata L. — specia spontand), 186537 —
taxonul T2 (Taxus baccata -taxon cultivat), 186538 — taxonul T3 (Taxus baccata ‘Robusta’
— taxon cultivat); pentru exemplarele cultivate a fost pastratda denumirea taxonilor conform
certificatului de calitate si conformitate eliberat la data de 31.07.2019 (data achizitionarii
lor).

6.2. Model experimental

Cercetarile s-au desfasurat pe doua directii: analize de teren si analize de laborator.

La exemplarele avute in atentie s-au efectuat determindri ale principalelor procese
fiziologice (fotosinteza, transpiratie, respiratie) pe teren, ,.in vivo” in anumite momente
definitorii ale ciclului ontogenetic desfasurat pe parcursul anului calendaristic 2021,
respectiv in lunile aprilie (1V), iunie (VI) si septembrie (IX). Aceste momente corespund,
conform literaturii de specialitate (Robakowski si colab., 2018), sezoanelor specifice ciclului
fenologic al speciei analizate: productia de strobili primavara, cresterea vegetativa intensa
vara, alocarea biomasei catre raddcini toamna. Precizdm ca in perioada de repaus din timpul
iernii nu au fost efectuate investigatii din cauza conditiilor meteorologice specifice iernii
anului 2021 in Rezervatia de Tisd din padurea Tudora (ninsori abundente, vant puternic, strat
consistent de zdpadd), care nu au permis accesul pe teren.

Pentru continuarea analizelor in laborator s-a prelevat material proaspat de la fiecare

taxon n parte, material care s-a prelucrat in spatiile de cercetare ale Facultitii de Biologie a
Universitatii “Alexandru loan Cuza” din lasi, utilizand echipamente furnizate de Laboratorul
de Biologie vegetala si de Centrul Integrat de Studii in Stiinta Mediului pentru Regiunea de
Dezvoltare Nord-Est (CERNESIM), organizat cu fonduri obtinute prin grantul Nr.
257/28.09.2010, SMIS/CNR 13984/901.

32



Materialul biologic (ritidoma, frunze, arili si seminte) colectat in vederea efectuarii
analizelor a fost folosit in stare proaspatd (frunze), recoltat in etapa de crestere vegetativa
intensd pentru extractia de uleiuri volatile prin hidrodistilare; pentru celelalte analize acesta
a fost supus unor operatiuni de conditionare, astfel: conservare in alcool etilic 70% (frunze)
pentru histo-anatomie; refrigerare sau congelare (arili) pentru o parte din analizele
biochimice; fixare termica (ritidomad, frunze, seminte), la temperatura de 60°C in etuva cu
ventilatie timp de 60 de minute, pentru inactivare enzimaticd, urmatd de uscare la
temperatura camerei, in zone cu ventilatie adecvata, ferit de radiatii solare directe si
macinare/transformare n pulbere, pentru obtinerea extractelor alcoolice, apoase si acetonice,
utilizate mai departe dupa cum urmeaza:

e cxtractele alcoolice de concentratie 1%, respectiv 5%, pentru o evalure calitativa
spectrofotometrica sumara;

e cxtractele apoase de aceleasi concentratii ca si cele alcoolice, pentru cercetarea, in
conditii experimetale de laborator, a posibilelor lor efecte alelopatice asupra
proceselor de germinatie si de dezvoltare a plantulelor nou formate, folosind seminte
apartinand speciilor test Amaranthus retroflexus L. - (stir, buruiana cu frunza lata) si
Lycopersicon esculentum Mill. soiul Silvia - (rosie, plantd de culturd), specii cu o
germinare rapida, stimulatd de lumina mediului ambiant (Boldor si colab., 1983;
Asaad si colab., 2017);

e extractele acetonice, pentru separarea, identificarea si cuantificarea taxolului prin

cromatografie de lichide de inalta performanta (HPLC).

6.2.1. Prepararea extractelor

Extracte alcoolice

Au fost preparate utilizdnd ca extractant alcool etilic 70 %. Conform informatiilor
din literatura de specialitate, extractele preparate folosind solventi de diverse polaritati (apa,
alcool etilic, alcool metilic, acetona, cloroform) permit extractia din materialul vegetal atat
a compusilor hidrosolubili, cat si a celor hidrofobi sau hiposolubili (Naczak, 2004). Extractia
s-a realizat prin macerare, pe o perioada de 48 ore, in tuburi Falcon din plastic inchise,
depozitate in spatii ferite de lumind, pentru a evita fotodegradarea compusilor de constitutie.

Extracte apoase

Pentru prepararea extractelor apoase din ritidoma, frunze, arili si seminte in

concentratii de 1% si 5% s-au folosit cate 0.5, respectiv 2.5 grame de material vegetal pulbere
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suspendat in 49.5, respectiv, 47.5 ml apa distilatd. Pentru a facilita extractia compusilor
bioactivi si a evita, totodatd, degradarea acestora datoritd temperaturii ridicate, flacoanele
Erlenmeyer cu amestecul obtinut (material vegetal si solvent) au fost mentinute timp de 150
de minute pe baie de apa, la temperatura de 50°C. Ulterior, extractele au fost filtrate prin
hartie de filtru si conservate prin refrigerare, ferite de lumina, pentru a evita descompunerea
compusilor biologic activi, pana la utilizare (Lobiuc si colab., 2016).

Extracte acetonice

Pentru separarea, identificarea si cuantificarea taxolului prin cromatografie de lichide
de naltd performanta (HPLC) au fost realizate extracte acetonice de concentratie 99.5%

conform metodei descrise de Sadeghi-aliabadi si colab. (2009).

6.2.2. Obtinerea uleiurilor volatile
Extractia uleiurilor volatile s-a efectuat din material vegetal proaspat, reprezentat de
frunze (aproximativ cate 300 g material proaspat/ proba) recoltate in perioada de crestere
vegetativa intensa. Extractia s-a realizat prin hidrodistilare cu ajutorul unui extractor de tip
NeoClevenger, conform metodei descrise de N. Radulovi¢ si colab. (2010); Burzo si Toma
(2012); Stefanovic si colab. (2016).

6.3. Metode si tehnici de cercetare

6.3.1. Metode de investigatie in teren - Determinarea ,,in vivo” a intensitatii
proceselor de fotosinteza, transpiratie si respiratie
Pentru determinarea ,,in vivo” a parametrilor functionali specifici la nivel foliar - rata
fotosintetici (A) (umoli CO2 m2s1), rata transpiratiei (E) (mmol H20 ms?) si, prin adaptare
speciali vizand asigurarea conditiilor de intuneric, rata de respiratie (R) (umoli CO2 m2s?),
impreuna cu gradul de iluminare de care beneficiaza aparatul fotosintetic al plantelor (Qleaf)
(umoli m2s™), cu nivelul temperaturii de la suprafata frunzei (tleaf) (°C), cu concentratia
CO2 substomatic (Ci) (vpm) si cu conductanta stomatali a apei (gs) (mol m2s?) s-a utilizat
sistemul portabil de fotosinteza LCi Photosynthesis System (ADC BioScientific, 2007).
Sistemul este echipat cu un analizator de gaze in infrarosu, determinarile realizandu-se n
conditiile de mediu specifice anului 2021. Totodata, au fost calculate eficienta utilizarii apei
(WUE) (AJ/E) si raportul dintre rata de transpiratie si conductanta stomatald (E/gs) pentru
toti taxonii investigati in fiecare moment al ciclului ontogenetic propriu, precizat anterior.
Inregistrarea parametrilor functionali s-a efectuat in zile senine si luminoase, in

intervalul 10:00 AM - 12:00 AM, pe un esantion de 15 frunze de un an, alese aleatoriu pentru
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fiecare individ analizat. Frunzele taxonilor investigati au fost inchise in camera frunzei, in
conditii ambientale, mentinute timp de 3 minute pentru aclimatizare, apoi citirile au fost
nregistrate la intervale de céte 15 secunde, timp de 3 minute. La momentul investigatiilor s-
au masurat temperatura aerului (T°C) si umiditatea atmosferici (RH%), folosind un

termohigrometru Testo 625.
6.3.2. Metode de investigatie in laborator

6.3.2.1. Determinari morfologice - masurarea suprafetei foliare
Masuratorile morfologice s-au efectuat pe frunze proaspete. Cate 20 de frunze (ace)
de pe lastari de un an ai fiecarui taxon investigat au fost separate de lastari si scanate cu
aparatul portabil compact de determinare AM 300 ADC Bioscientific, folosit pentru
determinarea cu acuratete a suprafetei foliare (LA) (mm?) si a parametrilor asociati: lungime
(LL) (mm) si latime (LW) (mm), calculandu-se raportul dintre acesti doi parametri (LWR).
6.3.2.2. Determinari micro-morfologice si histo-anatomice
Pentru interpretarile de ordin micromorfologic au fost realizate fotografii ale
frunzelor la microscopul electronic de baleaj din cadrul Laboratorului de Microscopie
electronica al Facultatii de Biologie. Astfel, probele de frunze pregatite prin metoda air -
drying au fost examinate la microscopul electronic de scanare (Tescan Vega Il SBH), prin
programul VegaTC Software, realizdndu-se fotografii pentru ambele suprafete foliare
(adaxiala si abaxiald) ( Hynninen si colab., 2018).
Tn vederea analizei histo-anatomice, materialul vegetal, conservat in alcool etilic
70%, a fost prelucrat conform protocolului de lucru din Laboratorul de Morfologie si
Anatomie vegetala Academician Constantin Toma al Facultatii de Biologie. Preparatele
obtinute au fost analizate la microscopul optic (Euromex bScope BS.1153Pli), iar
fotografiile au fost realizate cu ajutorul camerei incorporate, Euromex HD Ultra DC 1357.
6.3.2.3. Determinari biochimice
6.3.2.3.1. Determinarea continutului de apa si de substanta uscata
Consta in masurarea pierderii de apa din masa probei de analizat care are loc prin
incdlzirea ei la 105° C (Boldor si colab., 1983).
6.3.2.3.2. Determinarea continutului de cenusa (elemente minerale) si de substante
organice
Pentru estimarea cantitativa a continutului de substante minerale, materialul provenit
de la determinarea continutului de substantd uscatd se calcineaza timp de 3 ore la 550°C

(Boldor si colab., 1983), pentru a se obtine cenusa.
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6.3.2.3.3. Determinarea continutului de pigmenti fotoasimilatori foliari
Cantitatea de pigmenti fotoasimilatori din frunze se extrage cu acetona de concentratie
80 % si se citeste absorbanta solutiei la spectrofotometru la lungimile de unda 663 nm, 646

nm si 470 nm, fatd de acetona (Boldor si colab., 1983; Sumanta si colab., 2014).

6.3.2.3.4. Determinarea continutului de pigmenti antocianici din arili
Antocianii se extrag cu o solutie alcoolica acidulata si se masoara absorbanta solutiei
la spectrofotometru, la lungimea de unda specifica, respectiv 515 nm. Reactivii utilizati sunt

alcool etilic 70 % si HCI concentrat (densitate 1,19) (Artenie si Tanase, 1981).

6.3.2.3.5. Determinarea continutului de pigmenti carotenoidici din arili
Materialul vegetal se tritureaza cu un amestec de sulfat de sodiu anhidru si oxid de
calciu, care au rolul de a retine substantele colorate in afara de pigmentii carotenidici. Pentru
a preveni descompunerea pigmentilor carotenidici in mediu acid, se adaugd la amestec
carbonat de sodiu anhidru. Pigmentii carotenoidici se extrag prin triturare cu acetona si
preluare in eter de petrol. In extractul obtinut se determina spectrofotometric continutul de

pigmenti carotenidici din materialul de analizat ( Artenie si Tanase, 1981).

6.3.2.3.6. Determinarea continutului de vitamina C din arili
Tn mediu acid, vitamina C reduce fericianura de potasiu pani la ferocianura de
potasiu, care in prezenta ionilor de fier trivalent formeaza ferocianura ferica sau albastrul de
Berlin. Daca in mediul de reactie sunt prezenti ioni de fluor, atunci albastrul de Berlin nu
precipitd si se obtine o solutie de culoare albastrd, a carei intensitate se poate masura la

spectrofotometru, la o lungime de unda de 680 nm (Artenie si Tanase, 1981).

6.3.2.3.7. Determinarea continutului de polifenoli totali din extractele alcoolice
Din extractele alcoolice initiale de concentratie 5% s-a realizat o dilutie 1:9, iar pentru
determinari s-a utilizat metoda Folin-Ciocélteu (Herald si colab., 2012).
6.3.2.3.8. Determinarea continutului de flavonoide din extractele alcoolice
Dozarea continutului de compusi flavonoidici s-a efectuat pe extracte alcoolice
diluate 1:9 prin metoda preluata din Jia si colab. (1999) si Herald si colab. (2012).
6.3.2.3.9. Determinarea activitdtii antioxidante a extractelor alcoolice
Metoda utilizata a fost preluatd din Thaipong si colab. (2006) si Herald si colab.
(2012). Pentru determinari se prepard o solutie alcoolica de DPPH 60uM, iar proba de

analizat se obtine prin amestecarea a 0.1 ml extract vegetal diluat (1:9) cu 2.9 ml solutie
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DPPH. Amestecul astfel obtinut se incubeaza la intuneric, la temperatura camerei, timp de 3

ore. Citirea extinctiilor se efectueaza la A= 515 nm, fata de etanol.

6.3.2.3.10. Evaluarea activitatii antidenaturante a extractelor alcoolice asupra
proteinelor
Evaluarea activitatii antidenaturante a extractelor vegetale alcoolice asupra
proteinelor a inclus folosirea ca substrat de reactie albumina din albusul de ou. Albumina, in
urma expunerii la temperaturi ridicate, se denatureaza, efect ce poate fi evaluat urmarind

schimbarea turbiditéfii unei solutii de albumina.

*

* *

Toate determindrile biochimice au fost efectuate in trei repetitii/triplicat; rezultatele
obtinute reprezinta media aritmetica a acestora si sunt prezentate in capitolul de rezultate al
lucrarii sub forma de tabele sau grafice, iar valorile brute ale tuturor analizelor sunt redate

in anexe in tabele numerotate si denumite conform denumirii metodelor aplicate.

6.3.2.4. Evaluarea calitativa a spectrelor de absorbtie a hidrosolurilor si extractelor
apoase §i alcoolice
Pentru evaluarea calitativa a compozitiei chimice a hidrosolurilor si a extractelor
apoase si alcoolice preparate s-au determinat spectrele de absorbtic UV-vis ale acestora
(Baciu si colab., 2013), utilizdnd un spectrofotometru Beckman DU — 730, pe intervalul 190
— 700 nm. Inainte de evaluarea spectrelor de absorbtie a fost necesara diluarea extractelor
apoase si alcoolice de concentratie 1%, respectiv 5% (25ul extract + 675 pul solvent).
6.3.2.5. Determinarea compozitiei chimice a uleiurilor volatile de tisa prin GC-MS
Tn vederea analizei calitative a uleiurilor volatile s-a utilizat metoda cromatografiei
GC-MS (gas chromatography — mass spectrometry). Probele de ulei obtinute au fost diluate
in hexan, cu o dilutie de 100 si analizate folosind sistemul gaz cromatograf cuplat cu
spectromentru de masa / Agilent Series GC/MS format din Gaz-cromatograf GC 7890B,
Sistemul MS 5977A, Injector GS Sampler 80. Analizele s-au efectuat Tn cadrul
laboratoarelor Centrului de cercetare pentru studiul calitatii produselor agroalimentare-
HORTINVEST din cadrul Facultatii de Horticultura al Universitatii de Stiinte Agronomice

st Medicind Veterinara din Bucuresti.
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6.3.2.6. Identificarea taxolului prin cromatografie de lichide de inalta performanta
(HPLC)

Separarea, identificarea si cuantificarea taxolului din extractele acetonice de tisa a
fost realizatd prin cromatografie de lichide de 1nalta performanta (HPLC), utilizdnd un sistem
HPIM Shimadzu Prominence (2x pompe LC20AD, autosampler SIL20AC, cuptor CT20AC,
detector SPD M20A DAD) cuplat cu o coloand Chromolith HR RP - C18 cu capatul final
(150 mm lungime, 4.6 mm ID). Pentru detectia HPLC a fost utilizat ca standard taxolul
(puritate > 95%, HPLC), procurat de la firma PhytoLab (phytolab.com). Pentru detectia
taxolului a fost folosit acetonitril ca faza mobild A si apa pentru faza mobila B, in raport de
40:60, conform metodei descrise de Sadeghi-aliabadi si colab. (2009). Pentru detectie a fost
injectat un volum de 20ul de proba, elutia a fost efectuata la un debit de 1 ml/min, iar taxolul
a fost detectat la 227 nm si eluat la 17.57 minute. Datele cromatografice au fost obtinute cu
ajutorul programului Shimadzu LC solution Software si interpretate manual. Analizele s-au
efectuat in cadrul laboratorului de Biochimie si Biologie Moleculard al Facultatii de

Biologie, din cadrul Universitatii ,,Alexandru loan Cuza” din lasi.

6.3.2.7. Conditii experimentale de testare a extractelor apoase

Pentru testarea efectelor extractelor apoase asupra procesului de germinatie au fost
folosite seminte de Lycopersicon esculentum Mill., soiul Silvia - rosii, specie de cultura -
achizitionate de la firma Agrosel si de stir - Amaranthus retroflexus L., buruiana cu frunza
lata.

Sterilizarea semintelor s-a realizat in doud etape: o prima etapa cu hipoclorit de sodiu
2.5% timp de 3 minute, urmata de 3 clatiri succesive cu apa distilata sterila si a doua etapa
cu apa oxigenata 3% timp de 3 minute, urmata de 3 clatiri succesive cu apa distilata sterila.

Pentru fiecare specie au fost organizate cate doua seturi de variante experimentale;
fiecare varianta a constat din céte 6 eprubete cu volume egale de cate 5 ml extracte apoase
de concentratii 1% si, respectiv 5% de ritidoma, frunze, arili si seminte de fisa si cate o
eprubeta cu apa distilata (varianta martor). Extractele apoase preparate din materialul vegetal
au corespuns momentelor specifice de recoltare ale acestuia (lunile IV — aprilie, VI — iunie,
IX — septembrie pentru frunze si ritidome, respectiv, IX — septembrie pentru arili si seminte).

Dupa sterilizare, semintele plantelor test (cate 15 seminte de Amaranthus si,
respectiv, cate 10 seminte de Lycopersicon pentru fiecare variantd experimentald) au fost
supuse procesului de imbibitie, timp de 24 de ore, in fiecare varianta de lucru. La finalul

intervalului de imbibitie semintele au fost plasate pe hartie de filtru in placi Petri cu diametrul
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de 9 cm sterilizate in prealabil in etuva la 180° C timp de 2 ore, pentru a evita contaminarea
microbiand, manevrarea materialului biologic efectuandu-se la hota cu flux laminar vertical
(Vertical 700 laminar flow).

Au rezultat astfel 98 variante experimentale (48 tratamente x 2 specii test + 1 martor
X 2 specii test), fiecare din cele 98 variante de lucru fiind montata in repetitii de cate trei
placi. Hartia de filtru din placile Petri a fost umectata la montarea experimentului cu cate 2
ml apa distilata sterild, iar pe durata acestuia hartia a fost umectata cu cate 1 ml apa distilata
la nevoie, de cateva ori pe zi, astfel incat materialul vegetal in curs de germinare sa nu sufere
de uscaciune, evitandu-se, totodata, inecarea sa. Placile Petri cu seminte au fost mentinute
initial, timp de 24 ore la Intuneric, in termostat, la temperatura de 24°C si ulterior, timp de
13 zile in laborator, la temperatura camerei (aproximativ 26°C). Durata experimentului a
fost de 14 zile (336 ore), inclusiv cele 24 ore de imbibitie.

6.3.2.7.1. Analiza indicilor de germinatie

Evaluarea efectelor induse de aplicarea extractelor apoase asupra procesului de
germinatie la speciile test s-a realizat prin Inregistrarea numarului total de seminte germinate
in fiecare varianta de lucru la intervale de cate 24 ore, pe intreg parcursul experimentului.
Valorile astfel obtinute au fost utilizate pentru calcularea urmatorilor indici ai germinatiei,
conform formulelor descrise de Boldor si colab. (1983), Chiapusio si colab. (1997) si
Mominul Islam si Kato-Noguchi, (2014), rezultatele fiind calculate ca medie a valorilor

obtinute in triplicat pentru fiecare varianta experimentala.

6.3.2.7.2. Determinari biometrice ale plantulelor nou formate
Pentru a evalua influenta extractelor apoase asupra cresterii initiale a plantulelor nou
formate prin procesul de germinare a semintelor plantelor test s-au madsurat urmatorii
parametrii ai acestora: lungimea radiculei (mm), lungimea hipocotilului (mm) si masa
plantulei (g) (Dayan si Duke, 2006). Masuratorile au fost efectuate la 336 ore de la montarea
experimentului pe cate 15 plantule de stir si 10 plantule de rosie, respectiv pe numarul maxim

de plantule disponibil pentru fiecare varianta, folosind programul de lucru ImageJ-win64.

6.3.3. Analiza statistica
Datele raportate pentru toti parametrii reprezintd valoarea medie + eroarea standard

(SEM). Diferentele semnificative din punct de vedere statistic intre variabile au fost evaluate
cu ajutorul testelor one-way ANOVA si testul de comparatii de teste multiple Tukey’s
utilizand GraphPad Prism 9.2.0. Diferentele semnificative Intre variante au fost considerate
la p<0.05 si sunt marcate pe grafice si tabele astfel: **** = p<0.0001, *** = p<0.001, ** =

p<0.01, * = p<0.05.
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CAPITOLUL 7. REZULTATE SI DISCUTII

7.1. Cercetari privind biologia ,,in situ” si ,,ex situ” a unor taxoni ai genului
Taxus L.
7.1.1. Modificari morfologice la nivel foliar, ca raspuns la actiunea factorilor de
mediu
Pentru a urmari modificarile morfologice aparute la nivel foliar la actiunea factorilor
de mediu au fost realizate determinari macroscopice pe frunze mature de tisa care au inclus:
suprafata foliard (SA), lungimea (LL), latimea (LW) si raportul dintre lungime si latime
(LWR), iar valorile medii £ eroarea standard a mediei (SEM) pentru fiecare taxon cercetat
sunt prezentate Tn tabelul 7.1.

Tabel 7.1. Variatia suprafetei foliare si a parametrilor asociati la frunzele taxonilor de
Taxus analizati pe parcursul lunii iunie (etapa de crestere vegetativa intensa)

Parametri analizati TAXONI INVESTIGATI

T1 T2 T3

Taxus baccata - Taxus baccata - Taxus baccata ‘Robusta’
spontan cultivat cultivat

Suprafata foliara | 73.35+3.17 38.05+151 50.65+2.8
(SA) mm2 Kkkk *kkk *kk
Lungimea frunzei| 27.28+0.16 16.75+0.51 19.84 + 0.74
(L L) (mm) *kkk *kkk **
Latimea  frunzei 3.36 £ 0.09 2.94 +0.08 3.26 £0.11
(LW)(mm) *x
Raportul dintre 8.19+0.24 577+0.21 6.16 £ 0.25
lungimea si litimea folakela folalela
frunzei (LWR)

Fiecare valoare reprezintd media calculatd a doudzeci de masuratori independente £ SEM; numai
diferentele statistice au fost marcate cu asterisc: * = p<0.05; ** =p<0.01; *** =p<0.001; **** = p<0.001

Conform datelor prezentate in literatura de specialitate frunzele de tisa in forma de
ac variaza in lungime; de regula, acestea ating lungimea de 16-25 mm, dar la unii arbori pot
fi scurte, de 10 mm sau mai lungi, de 45 mm, iar latimea lor obisnuita este de 2-3 mm
(Hageneder, 2013). In acest context, determindrile practice realizate au confirmat datele
prezentate de literatura de specialitate (Dempsey si Hook, 2000; Perrin si Mitchell, 2013),
evidentiind faptul ca exemplarele T1 prezintd in mod evident o mare plasticitate n ceea ce
priveste morfologia frunzelor, plantele care vegeteaza la umbra avand o suprafatd foliara

aproape dubla fata de exemplarele cultivate neumbrite T2, T3.

40



Consideratii preliminare:

e midrirea suprafetei fotoasimilatoare pe parcursul ciclului ontogenetic este un proces
important si necesar pentru derularea eficienta a proceselor metabolice in plante; rata
de formare a suprafetei foliare la reprezentantii genului Taxus variaza in corelatie cu
gradul de iluminare al frunzelor, nivelurile crescute de umbrire avand ca rezultat
formarea unei mai mari suprafete foliare;

e determinarile practice realizate sunt in concordanta cu datele prezentate de literatura
de specialitate referitoare la plasticitatea mare a morfologiei suprafetei aparatului
foliar al exemplarelor de tisa, reliefand gradul de adaptare al exemplarelor taxonului
spontan T1 la conditiile de vegetatie impreund cu diferite specii de foioase in arealul
propriu, specii care modifica cantitativ si calitativ, prin coronamentul lor bogat,

spectrul luminos de care dispun arborii de tisa.

7.1.2. Caracteristici micromorfologice si histo-anatomice ale frunzelor si
tulpinilor, in functie de actiunea factorilor de mediu
7.1.2.1 Caracteristici micromorfologice

e Micromorfologia suprafetei epidermei superioare

Celulele epidermice obisnuite sunt lungi, dreptunghiulare, inegale dimensional, cu
peretii laterali relativ drepti, fiind acoperite de o cuticula netedd, pe care se observa rare
depuneri locale filiforme de ceara epicuticulard / depuneri locale de ceara epicuticulara

amorfa (foarte rar) pentru epiderma frunzei exemplarului spontan (T1) (Figura 7.1).

VEGAW TESCAN g
Facutatea de Biologe fasi I

ol Y2, )
4 HV: 30.00 KV WD: 11.3020 mm
/ View field: 261.66 ym  Det: SE Detector 100 pm
-y Date(midly): 030521 microscope

Figura 7.1. Micromorfologia suprafetei epidermei superioare (S.E.M.) — T1
A, B, C — epiderma superioard; D — epiderma superioara detaliu;
a — nervura mediand; b — ceara epicuticulara amorfa; ¢ — ceara epicuticulara filiforma
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e Micromorfologia suprafetei epidermei inferioare

Organizarea teritoriala a acestei epiderme, luand ca element de reper nervura
mediana consta in prezenta de o parte si de alta a acesteia a doud benzi cu stomate, fiecare
banda cuprinzand aproximativ 7-8 randuri (siruri) de stomate. Intre cele doud margini ale
frunzei si benzile de stomate exista cate o banda de celulele epidermice obisnuite, cuprinzand
in general 5 siruri de celule de contur dreptunghiular, alungite radiar, acoperite de o cuticula
neteda, lipsita de ceard epicuticulara.

Aparatul stomatic este format din doua celule stomatice si ostiola dintre ele, celulele

anexe ce flancheaza fiecare cate o celula stomatica, celulele epidermice auxiliare imediat

vecine celulelor anexe, la care se adauga celulele subsidiare ce inconjoara porul stomatal si

care formeaza ceea ce in literatura de specialitate intdlnim ca numindu-se "inelul Florin"
(Florin’s ring). Cele doua celule stomatice impreuna cu cele doua celule anexe se afla sub
nivelul extern al epidermei, fiind protejate de Florin’s ring. Genul Taxus L. este definit prin
benzile hipostomatice papiliforme (celulele epidermice auxiliare, celulele subsidiare) n
contrast cu celulele epidermice ale nervurii mediane si cu celulele benzilor epidermice

marginale (exemplarul spontan T1) (Figura 7.2.).

celule epidermice
auxiliare papiliforme

celule epidermice
obisnuite papiliforme
ce separa sirurile de
stomate din banda

celule subsidiare ce
inconjoara porul stomatal
(Florin’s ring). Numarul
celulelor subsidiare este in
| general de 4: doua sunt
localizate polar, iar
celelalte doua lateral.

por stomatal
rectangular
MV 30.00 kv WO 115710 mm

View field. 227.70 ym  Det SE Detector 100 pm VEGAW TESCAN o
Date(midly): 005/21  microscope Facutatea de Bioiogie lasi u

Figura 7.2. Micromorfologia suprafetei epidermei inferioare (S.E.M.) - T1
A, B, C —nervura mediana; D, E, F — stomate; G — stomate detaliu

Consideratii preliminarii:
In urma investigatiilor S.E.M. asupra epidermelor (superioari si inferioara) frunzelor

apartinand exemplarelor de tisa avute in atentie, putem afirma urmatoarele:
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e micromorfologia epidermei superioare este relativ asemanatoare la toate cele trei
variante analizate (T1, T2 si T3), aceasta fiind alcatuita din celulele epidermice
lungi, dreptunghiulare, inegale dimensional, cu peretii laterali drepti si peretii
externi acoperiti de o cuticula fina, neteda, pe care se observa rare depuneri locale
filiforme de ceara epicuticulara;

e organizarea epidermei inferioare a frunzei este influentata arhitectural la toti cei
trei taxoni analizati de benzile de stomate situate de o parte si de alta a nervurii
mediane, o dispozitie de altfel caracteristica genului Taxus si cu certa valoare de
diagnoza micromorfologica;

e se remarca uneori (variantele cultivate T2 si T3) fenomene de asimetrie
fluctuanta in ceea ce priveste dispozitia structurilor lor epidermice in raport cu
nervura mediand, fenomene corelate cu potentiali factori de stres.

7.1.2.2. Caracteristici histo-anatomice
¢ Frunza
La materialul vegetal analizat s-au urmarit, in sectiune transversala prin
frunza, caracteristicile histo-anatomice ale epidermelor (superioard si inferioard),

mezofilului si nervurii mediane (Figura 7.3.).

epiderma superioara
(fata adaxiala)

cuticuli neteda

tesut

mezofil palisadic

heterogen

tesut lacunos—=__

cuticula crenelata

stomate

epiderma inferioara
(fata abaxiala)

Figura 7.3. Sectiune transversald prin limbul foliar la T1

Epiderma superioara este unistratificata, cu celule usor alungite radiar avand peretii

externi usor mai ingrosati decat ceilalti si acoperiti de o cuticuld neteda.

Mezofilul heterogen este diferentiat in tesut palisadic unistratificat, pe alocuri

bistratificat, cu celule alungite radiar, dar nu foarte inalte (acest tesut ocupa aproximativ 1/5
din grosimea mezofilului) si tesut lacunos pluristratificat (4-5 straturi de celule aplatizate

tangential, cu spatii aerifere mici — meaturi — care scad dimensional de la epiderma
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superioara la cea inferioard); prin urmare, limbul foliar are o structura bifaciala heterofaciala
(dorsiventrald).

Epiderma inferioara, de asemenea unistratificata, are celule epidermice obisnuite, ale

caror pereti externi sunt acoperiti de o cuticuld crenelatd, iar de o parte si de alta a nervurii
se observa doud grupe de cate 8 stomate situate sub nivelul extern al epidermei; prin urmare,
limbul foliar este hipostomatic.

Nervura mediana a frunzei este reprezentatd de un singur fascicul conducator libero-

lemnos, avand lemnul orientat spre epiderma superioara, iar liberul spre epiderma inferioara.
Lemnul este format din traheide (vase lemnoase imperfecte, caracteristice gimnospermelor
n general), iar liberul este reprezentat de celule ciuruite dispuse in siruri radiare. De o parte
si de alta a fasciculului conducator se observa mici expansiuni ale parenchimului lemnos

traheidal.

Consideratii preliminarii:

Coreland datele din literatura de specialitate cu rezultatele noastre, din punct de
vedere histo-anatomic, frunza de la tisa are distincte urmatoarele 7 caracteristici cu valoare
de diagnoza:

e este hipostomatica, stomatele fiind dispuse 1n benzi in numar variabil per banda, de
o parte si de alta a nervurii;

e are o structurd bifaciala heterofaciala (dorsiventrala);

e clasticitatea si flexibilitatea frunzei se datoreazd absentei hipodermei
sclerenchimatice lignificate;

o canalele rezinifere lipsesc;

e nervura este reprezentata de un singur fascicul conducator libero-lemnos delimitat
de o endoderma parenchimatica, usor de observat;

e parenchimul traheidal de transfuzie este slab reprezentat si se observa cu precadere
in partea laterala a fasciculului conducator, sub forma unor mici expansiuni care
depasesc limitele impuse de tesutul liberian perfect suprapus peste cel lemnos;

e aspectul crenelat al cuticulei se datoreaza faptului ca aceasta se muleaza pe
protuberantele peretilor externi ai celulelor epidermei inferioare (celule

papiliforme).

¢ Tulpina (ramura)
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La nivelul analizat, conturul sectiunii transversale este neregulat, cuprinzand coaste
de marimi diferite (doua dintre acestea mai ample, iar altele doua-trei de amplitudine mai
micd) separate prin valecule de adancime medie.

Epiderma este unistratificata, avand celule mici, usor aplatizate tangential, cu peretii
externi mai ingrosati decat ceilalti si acoperiti de o cuticuld fina, relativ subtire. Pe alocuri
se observa stomate situate usor sub nivelul extern al celulelor epidermice, avand o discreta

camera suprastomatica (Figura 7.4.).

camera suprastomatica

A~
, 7. W

‘ celula celula
‘anexa anexa

-
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e

Figura 7.4. Stomati din epiderma ramurii de T1 (detaliu)

Scoarta este diferentiata in 3 subzone distincte:

5

e externd, unistratificata, cu celule mici, poligonale avand toti peretii usor ingrosati si
lignificati;

e mijlocie, pluristratificata, cu celule mari, alungite radiar, rotunjite lasand spatii
aerifere de tip meaturi intre ele (pe alocuri, aceste celule apar dezorganizate,
aplatizate tangential, formand mici cavitati aerifere);

e internd, unistratificatd, constituind un endodermoid amilifer, continuu in jurul
inelului de liber secundar.

Cilindrul central a trecut deja la structura secundara pe seama activitatii unui cambiu

care, functionand bifacial, a generat spre exterior un inel de liber secundar, care impinge
insulele de liber primar cu elemente aplatizate, greu identificabile. Liberul (primar si
secundar) este format din celule ciuruite aplatizate, dispuse in siruri radiare. Lemnul
secundar, format spre interior, este format numai din traheide (lemn homoxil) dispuse in
siruri radiare, separate pe alocuri de raze medulare uniseriate, cu celule alungite radiar, avand

peretii lignificati. La materialul analizat cambiul a functionat doi ani succesivi, Intrucat se
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disting doud inele anuale cu traheide de primavara si traheide de toamna-iarna. Spre maduva
se observa mici insule de lemn primar (9-10), care proemina in parenchimul medular, cu alte
cuvinte In structura primara cilindrul central a cuprins 9-10 fascicule conducétoare de tip

colateral-deschis (Figura 7.5).

cambiu
Anul2 {
ainceput L_traheide de primavara

traheide de toamna
Anul1 <|:

lemn primar

Figura 7.5. Sectiune transversala prin tulpina la T1 (sector; detaliu)

Maduva are contur trapezoidal-neregulat si este parenchimatic-meatica, cu celule

rotunjite, a caror dimensiune creste de la periferie spre interior (Figura 7.6.).

scoarta

endodermoid

inel de liber secundar
ilindrul central
inele de lemn secundar.

coaste

Figura 7.6. Sectiune transversala prin tulpina la T1
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Consideratii preliminarii:

Coreland datele din literatura de specialitate cu rezultatele proprii, din punct de

vedere histo-anatomic, ramurile cu varste cuprinse intre 1 si 3 ani de la tisa prezinta distincte

urmatoarele 3 caracteristici:

conturul neregulat (in sectiune transversald) cu 2 coaste de amplitudine mai mare,
alternand cu 2-3 coaste de amplitudine mai mica la toate variantele investigate
(T1, T25i T3);

dezorganizarea locala a scoartei mijlocii, cu formarea de mici cavitati acrifere; in
mod exceptional la varianta T2 dezorganizarea parenchimului asimilator inca din
primul an de viata al ramurii se poate datora unui aport exagerat de apa, fie prin
stropire artificiala, fie prin precipitatii naturale sporite cantitativ intr-0 perioada
scurtd de timp sau unui tratament chimic aplicat impotriva fungilor/parazitilor;
evolutia corpului lemnos merge de la prezenta initiala a unor rare raze medulare
uniseriate catre numeroase raze medulare, finalizdndu-se cu fragmentarea
acestuia in doud insule cu concavitatile fata in fata, de catre doua raze medulare

secundare pluriseriate (la varsta de 3 ani acest aspect este deja generalizat).

7.1.3. Reactii fiziologice de raspuns la nivel foliar in corelatie cu factori interni ai

frunzei, cu factori de la suprafata frunzei, cu factori externi (de mediu)

Fotosinteza, ca proces fiziologic, este reglata simultan de mai multi factori externi,

care tin de calitatea mediului de viata al plantelor, precum lumina, temperatura, umiditatea,

disponibilitatea COz si a altor gaze, cantitatea si calitatea nutrientilor (Teskey si colab., 1995,

cf. Wieser, 2007), dar si de o serie de factori interni ai acestora, care determind rata de

fotosinteza ce poate fi realizata in situ Tn timpul unui sezon de vegetatie la o anumita

concentratie ambientald de COz si in conditii optime de temperatura, iradiere luminoasa,

deficit de presiune a vaporilor de apa si de disponibilitatea apei din sol (Larcher, 2001, cf.
Wieser, 2007).

In cadrul investigatiilor efectuate asupra taxonilor luati in studiu, s-a urmarit evolutia

concomitenta a celor trei procese fiziologice fundamentale (fotosinteza, transpiratia si

respiratia) pe parcursul a trei momente definitorii ale ciclului fenologic propriu al tisei,

reprezentndu-se grafic evolutia acestora (Figura 7.7.).

47



mmoli H:0/m/s

pmoli CO:m s *

[ ["5) A w

r—

Tl T2 13
AY VI IX

@ A (rata fotosintezei) OE (rata transpiratiet) OR (rata respiratiet)

Tl T2

0 ES Ijll’ h i
T3 Tl T2 3

Figura 7.7. Variatia proceselor fiziologice fundamentale la taxonii genului Taxus L. pe parcursul

ciclului ontogenic propriu de vegetatie corespunzator anului calendaristic 2021
(IV- aprilie; VI- iunie; IX- septembrie)

Consideratii preliminarii:

In urma cercetirilor efectuate pe materialul vegetal avut la dispozitie si in conditiile

de vegetatie/de cultivare date, putem afirma cd determinarile fiziologice si biochimice

efectuate pe teren - ,,in vivo” si In laborator au urmarit completarea tabloului functional al

taxonilor genului Taxus investigati, in corelatie cu conditiile de mediu avute la dispozitie in

habitatul in care acestia vegeteaza in mod spontan sau sunt cultivati, pe parcursul a trei

momente definitorii ale ciclului ontogenetic propriu in anul de vegetatie 2021; interpretarea

datelor astfel obtinute ne permit sa evidentiem urmatoarele aspecte:

continutul de pigmenti fotoasimilatori foliari prezintd variatii cantitative in functie
de particularitatile biologice ale taxonilor investigati, aceste variatii fiind determinate
de bagajul informational propriu al respectivelor organisme vegetale, de nivelul
metabolic specific momentelor ontogenetice surprinse in derularea ciclului lor vital,
precum si de variatia factorilor microclimatici (lumina, temperatura, umiditatea
atmosfericd);

gradul de hidratare si continutul de substantd uscatd foliara determinat releva faptul
ca indivizii vegetali analizati desfdsoard procese fiziologice fundamentale
(fotosinteza, respiratie, transpiratie) cu o intensitate crescanda spre momentul
fructificarii (coacerii arililor), aceste procese urménd a le asigura, in continuare,

bazele biologice de existentd si supravietuire pe parcursul fenofazelor de final ale
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ciclului ontogenetic (de senescentd), precum si rezistenta, prin organele subterane,

de la un an la altul de vegetatie;

7.1.4. Variatia continutului unor compusi biochimici din arili, ca raspuns la
actiunea factorilor de mediu

La speciile genului Taxus arilii de forma de forma ovald cu un diametru de

aproximativ 10 mm si texturd gelatinoasa, ce inconjura singura samanta, reprezintd unica

parte neotravitoare a plantelor (Sarbu si colab., 2013), fiind descrise frecvent ca fiind

comestibile, carnoase si bogate in energie (Cope, 1998; Herrera, 1987, cf. Schex si colab.,

2021; Dumitras si colab., 2022).

7.1.4.1. Continutul de pigmenti antocianici (antociani)

Analizele efectuate la arilii colectati de la taxonii luati in studiu (Figura 7.8.) arata ca
arilii colectati de la taxonul T3 inregistreaza o cantitate semnificativ mai mare de antociani,
respectiv 37.45 mg/ g material proaspat, spre deosebire de ceilalti doi taxoni investigati, care
inregistreaza 24.85 mg/ g material proaspat (T1) si 22.70 mg/ g material proaspat (T2),
datele obtinute practic fiind in concordanta cu literatura de specialitate consultatd, care
prezintd cantitati de pigmenti antocianici cuprinse intre 33.3 — 59.3 mg/ g material proaspat

(Tabaszewska si colab., 2021).
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Figura 7.8. Variatia continutului de pigmenti antocianici / antociani din arilii taxonilor genului Taxus L.
analizati
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7.1.4.2. Continutul de pigmenti carotenoidici (caroteni)

Datele obtinute practic la materialul biologic analizat (Figura 7.9.) demonstreaza ca
arilii recoltati de la taxonul cultivat T3 inregistreaza cel mai ridicat continut de caroteni (4.29
mg/100g material proaspat), fiind urmat de celalalt taxon cultivat analizat (T2), cu un
continut de 3.30 mg /100g material proaspat, si, in final, de taxonul spontan T1, cu cel mai
scazut continut, respectiv 1.87 mg/100g material proaspat.

Rezultatele practice astfel obtinute concorda cu datele prezentate in literatura de
specialitate consultatd, respectiv un continut ce variaza intre 3.30 — 5.42 mg /100g material
proaspat in cazul studiului realizat de catre Tabaszewska si colab. (2021), care a vizat taxoni
de Taxus din 4 localitati ale Poloniei, si cu datele obtinute de Dumitras si colab. (2022)
pentru arilii de tisa colectati din 3 localitati diferite din Cluj — Napoca, taxonii prezentand un

continut de caroteni ce a variat intre 3.37 — 3.38 mg /100g material proaspat.
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Figura 7.9. Variatia continutului de pigmenti carotenoidici /caroteni din arilii taxonilor genului Taxus
L. analizati

7.1.4.3. Continutul de vitamina C

Continutul de acid ascorbic identificat in arilii taxonilor de tisa analizati (Figura
7.10.) inregistreaza aproximativ aceeasi valoare la toti cei trei taxoni investigati: 3.16 mg /
100 g material proaspat la T3, 3.16 mg / 100 g material proaspat la T1 i 3.33 mg / 100 g
material proaspat la T2.

Literatura de specialitate consultata comunica un continut de acid ascorbic n arilii
de tisa cuprins Tntre 60.7 — 145 mg/ 100 g material vegetal proaspat pentru arilii colectati din
patru locatii diferite din Polonia, diferentele inregistrate in legatura cu continutul acestui

compus fiind explicate ca fiind determinate, probabil, de variatia diverselor conditii de
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mediu, precum temperatura, disponibilitatea apei, intensitatea ilumindrii naturale si
expunerea la actiunea curentilor de aer (vant) (Cocco si colab., 2015, cf. Tabaszewska si

colab., 2021).
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Figura 7.10. Variatia continutului de vitamina C din arilii taxonilor genului Taxus L. analizati

Consideratii preliminarii:
In urma investigatiilor biochimice desfasurate pe materialul vegetal (arili) colectat
de la cei trei taxonii ai genului Taxus luati in studiu putem afirma urmatoarele:

e cantitatea de antociani variaza semnificativ intre taxoni, arilii colectati de la taxonul
cultivat T3 inregistrand cea mai mare cantitate (37.45 mg/ g material proaspat), date
care corespund valorilor comunicate n literatura de specialitate consultata;

e arilii colectati de la taxonul cultivat T3 au prezentat si cea mai mai mare cantitate de
caroteni, fiind urmati de arilii recoltati de la taxonii T2 si T1;

e continutului de acid ascorbic in arilii celor trei taxoni analizati a inregistrat valori

sensibil egale la toti taxonii analizati;

7.2. Cercetari privind compozitia biochimicd ,,in situ” si ,,ex situ” a unor taxoni
ai genului Taxus L.
7.2.1. Compozitia biochimica a uleiurilor volatile extrase din frunze
Uleiurile volatile sunt compusi naturali volatili cu o structurad complexa. Acestea sunt
limpezi, rar colorate, solubile in solventi organici, cu o densitate mai mica decat densitatea

apei, liposolubile. Aceste uleiuri intervin in protectia plantelor Tmpotriva atacurilor
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erbivorelor, bacteriilor, virusurilor, fungilor si in atragerea polenizatorilor (Bakkali si colab.,
2008).

Analizand datele obtinute prin analizd GC/MS a uleiurilor volatile extrase prin
hidrodistilare din materialul vegetal avut la dispozitie, se considera ca, prin compozitia lor
chimica, uleiurile volatile prezintd importanta in diferite ramuri economice, precum industria
farmaceutica, cosmetica sau agricultura.

Astfel, pentru specia spontana de tisa, T1 a fost evidentiat un numar de 32 de compusi
chimici, dintre care 31 au fost identificati si sunt prezentati in tabelul 7.3., in cazul uleiul
obtinut din frunzele taxonului cultivat de Taxus baccata L. (T2) au fost detectati si
identificati 42 de compusi chimici, iar uleiul volatil obtinut din frunzele taxonului cultivat
T3 (Taxus baccata * Robusta’) a prezentat un numar de 36 de compusi chimici.

Tabel 7.3. Compozitia chimica procentuald a uleiurilor volatile obtinute din frunze ale taxonilor spontani si
cultivati de tisa studiati, recoltate in fenofaza de crestere vegetativa intensa (iunie, 2023)

NI o Formula Timpul de Procentaj (%)
ort Compusul chimic chimica retentie

(RT) T1 T2 | T3
L | 2-Butene-1,4-diol CiHsO, | 11.882 i 1.7 i
2. 1-Octen-3-ol CgH1s0 | 12.186 1.03 | 25.61 -
3. | 3-Octanol CeHisO | 13.048 ] 021 | -
4. | octanol CsH1s0 | 16.660 18 | 273 | 092
5| Linalool CioH1s0 | 17.912 - 019 | 1.38
6. Nonanal CoH180 18.123 - 0.42 -
7. a-Terpineol CioH180 | 21.593 - - 0.59
8. | Methil salicilat CeHgOs | 21.724 i 068 | -
9. | Mirtenol CioH1sO | 21.816 - 1.83 | 031
10. | Nonan CoH20 22.038 - - 0.21
11 | p-Menth-2-en-7-0l, cis C1oH180 | 22.170 - 0.45 -
12| Nerol CioH10 | 23.084 - 091 | 0.24
13, ggx?g_tgla'lm's(lo) T | CuHiO | 23.810 - | 405 | -
14. | Geraniol CioH1sO | 24.094 - 116 | 0.6
15 | trans-2-Decenal CioH1s0 | 24.325 064 | 1.27 | 0.65
16. | 1-Decanol CioH220 | 24.784 268 | 0.76 | 0.53
17. | perila alcool CioH160 | 25.645 i 055 -
18. | Tridecan CisHs | 25713 | 2.02 - | 202
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Nr.

Formula

Timpul de

Procentaj (%)

ort Compusul chimic chimica retentie

(RT) T1 T2 | T3
19. | Eugenol CioH1202 | 27.708 - 1.1 -
20. | Farnesan CisHz | 28331 | 125 - | 146
21. | B-Elemen CisH24 28.862 - - 2.91
22. Tetradecan Ci4H30 29.108 3.7 - 4.16
23. Benzene, 1,2,4-trimethyl- | CoH12 29.240 - 0.71 -
24. | 10-Undecin-1-ol CiH200 | 30.646 i 1.4 i
25. | 1,9-Decadiin CioHis | 30.793 - 792 | -
26. | Neidentificat 31.022 | 4.02 i i
27. | Germacren D CisHaa | 31.726 - 5.13 -
28. | 3-Bergamoten CisHas | 32.160 - 336 | 3.19
29. a-Bergamoten CisH24 32.275 1.42 - -
30. Humulen CisH24 32.474 - - 5.87
31. | a-Farnesen CisH24 32.562 - - 6.47
32. o-Farnesen CisHo24 32.566 0.9 54
33. | ¢is-g-Bisabolen CisH | 33.606 059 | 1.8 -
34. | Nerolidol CisHzsO | 34.218 302 | 038 | 055
35. cis-3-Hexenil benzoat C13H1602 34.429 - 0.46 -
36. Hexadecan Ci6H3a 35.252 0.5 - -
37. | pentadecanal CisHsO | 35.664 0.79 - ]
38. | -Bisabolol CisHeO | 37.732 i 033 | -
39. | Heptadecan CiHss | 38.068 | 0.57 ] i
40. | Hexadecanal CisH2O | 38.473 1.16 - ]
41 | Hexahidrofarnesol CisH320 38.913 2.26 - -
42. | Hexahidrofarmesol CisHO | 38.927 i 04 | 11
43. | Benzil benzoat CuH1202 | 39.847 - 0.84 -
44. | Octil caprilat CisH3:02 | 40.196 i - | 035
45. 11 14-Tetradecanediol C14Hz002 | 41.173 0.9 - -
46, aHCee:g:;drofarnesil CaaHasO 41,966 23,03 et | 1781
47. | salicilic acid, benzil ester | C1aH120s |  42.568 0.87 0.93 -
48. | Nonadecan CioHwo | 43297 | 0.96 ] i
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N o Formula Timpul.de Procentaj (%0)
ort Compusul chimic chimica retentie
(RT) T1 T2 | T3
49. | Isophitol CooHwO | 44.484 | 0.72 ] -
50. ?S:tk?jtl;f estaei'd’ Nex-311 | ¢ oHa0s | 44.930 1.4 - ;
51 | Geranil-a-terpinen CaoHa2 45.025 - 1.71 -
52. | Manoil oxid CaoHaO | 46.123 - 10.86 | 1.46
53. | aR-abietatrien CaoHao | 47.152 303 | 053 | 1.16
54. | Heneicosan CaiHas | 48.095 252 | 055 | 2.96
55. | phitol CaoHaoO |  48.397 097 | 0.87 | 049
56. | pocosan CaoHss | 50.281 1,92 | 069 | 3.63
57 | Tricosan CasHeis | 52.414 636 | 1.72 | 8.45
58. | Tetracosan CaHso | 54.469 31 | 093 | 534
59. | pentacosan CasHs2 | 56.443 504 | 131 | 7.37
60. | Hexacosan CasHss | 58.342 345 | 093 | 657
61. | Heptacosan CatHss | 60.180 737 | 211 | 1127
TOTAL 100 | 100 | 100

7.2.1.1. Evaluarea calitativa a hidrosolilor/ hidrosolurilor

Hidrosolurile/ hidrosolii sunt compusii secundari ai hidrodistilarii diferitelor parti ale
plantelor aromatice, care se separd de faza de ulei volatil la sfarsitul procesului de distilare
(Politi si colab., 2022). In literatura de specialitate hidrosolurile se regisesc sub diverse
denumiri, printre care: hidrolat, hidroclorat, hidroflorat, apa aromatica, apa florala, apa
aromatica esentiala (Rajeswara Rao, 2013; D’ Amato si colab., 2018).

Pentru a se estima calitativ compozitia hidrosolurilor rezultate in urma hidrodistilarii
frunzelor colectate de la cei trei taxoni de tisa luati in studiu, aflati in perioada de crestere
vegetativa intensa (VI), s-a efectuat o analiza spectrofotometrica a hidrosolurilor lor (Figura
7.11.); aceasta a evidentiat valori mai mari ale concentratie compusilor de constitutie
corespunzatoare zonei 220 — 240 nm din regiunea spectrald, zond ce indica prezenta
compusilor aromatici, precum si din regiunea 260 — 280 nm, zona corespunzatoare prezentei
compusilor fenolici (Kumar, 2006; Pretsh si colab., 2009; Butnariu, 2014). Dintre cei trei
taxoni de tisad analizati, specia cultivatd T2 prezinta cea mai ridicata absorbanta in special in
regiunea 220 — 240 nm, deci se poate considera ca hidrosolul sau este cel mai concentrat in

compusi aromatici.
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Figura 7.11. Spectre de absorbtie ale hidrosolurilor obtinute prin hidrodistilarea frunzelor celor trei
taxoni de Taxus analizati

Consideratii preliminarii:

In urma analizei cantitative si calitative a uleiurilor volatile si hidrosolurilor obtinute

din frunzele taxonilor de Taxus avuti in atentie, putem desprinde urmatoarele:

e compozitia chimicd a uletului volatil extras din frunzele recoltate in perioada de
crestere vegetativa intensd (VI) de la cei trei taxoni luati in studiu au prezentat
variatii calitative si cantitative:

= uleiul extras din taxonul spontan T1 a prezentat 31 de compusi, dintre
care cea mai mare concentratie a prezentat-o hexahidrofarnesil acetona
(33.03%);

= uleiul extras din taxonul cultivat T2 a continut in compozitia sa 42 de
compusi chimici, compusul 1-Octen-3-ol avand cea mai mare
concentratie (25.61%);

= uleiul extras din taxonul cultivat T3 a inregistrat 36 de compusi chimici
in constitutia sa, concentratia cea mai mare fiind atinsa, ca si in cazul
taxonului spontan T1 de hexahidrofarnesil acetona (17.81%);

e principalele grupe de compusi chimici identificate Tn uleiurile volatile rezultate
prin hidrodistilare la taxonii de tisa avuti in studiu au fost alcanii (48.81%), alcoolii
(45.34%) si hidrocarburile (31.04%).

e cvaluarea calitativd a hidrosolurilor obtinute prin hidrodistilare, realizata prin
analiza spectrelor lor de absorbtie indicd prezenta in compozitia acestora a
compusilor aromatici, identificati in regiunea 220 — 240 nm, respectiv a compusilor

fenolici, evidentiati Tn regiunea 260 — 280 nm a spectrelor lor de absorbtie.
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7.2.2. 1dentificarea si izolarea taxolului din extracte acetonice
In determindrile practice realizate in cadrul prezentei teme de cercetare, au fost
preparate extracte acetonice din frunzele, scoarta, semintele si arilii celor trei taxoni de Taxus
avuti in atentie, materialul biologic fiind recoltat in perioadele fenologice specifice ciclului
ontogenetic propriu.
Extractele au fost supuse analizei de identificare a taxolului prin cromatografie de
lichide de inaltd performanta (HPLC), folosind pentru compararea rezultatelor un Standard

de taxol cu timpul de retentie (RT) 17.570 si lungimea de unda 229 nm (Figura 7.12.).
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Figura 7.12. Cromatograma HPLC si spectrul de absorbtie a taxolului utilizat ca standard de lucru
(concentratia Smg/ml; luna Mai, 2023)

Singurul rezultat valid obtinut in determindrile efectuate a fost pentru extractul
preparat din frunzele taxonului spontan T1, corespunzator perioadei de formare a strobilior
(luna aprilie); cromatograma astfel obtinuta a evidentiat, pe langa taxolul identificat,
corespunzator timpului de retentie 17.560 si lungimii de unda = 225 nm, prezenta si a altor
compusi existenti in extractul supus analizei (Figura 7.13.).

Demersul de cercetare astfel parcurs valideazd metoda utilizatd pentru extractia,
identificarea, izolarea si cuantificarea taxolului (Sadeghi-aliabadi si colab., 2009), metoda
preluata din literatura de specialitate, impedimentele Tntdmpinate Tn momentul prelucrarii
probelor luate n lucru fiind cauzate, probabil, de gradul redus de concentrare a extractelor
acetonice analizate, fapt ce impune imbunatatirea lor la momentul reluarii determinarilor,
pentru a permite o detectie clara a acestui compus pe coloana de lucru a HPLC existent in
Laboratorul de Biochimie al facultatii noastre si un calcul corect al concentratiei sale in

extractele nou preparate.
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Cromatograma obtinutd pentru extractul analizat a evidentiat pe langa taxolul

identificat la timpul de retentie 17.560 si lungimea de unda = 225 nm prezenta si a altor

compusi existenti in extract, (Figura 7.13.).
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Figura 7.13. Cromatograma HPLC si spectrul de absorbtie al taxolului identificat in frunzele taxonului

spontan (T1) - perioada de formare a strobilior (\V1-aprilie)

Consideratii preliminare:

Informatiile prezentate de literatura de specialitate precizeaza prezenta in concentratii
reduse a taxolului, compusul cu proprietati medicinale recunoscute, in arborii de tisa
care vegeteaza in diferite zone ale globului, inclusiv pe teritoriul Romaniei.
Costurile de extragere si de purificare a produsului natural si cantitatea mare de
material vegetal necesard ca materie prima pentru obtinerea sa din organe ale
arborilor de tisa, sustin utilitatea dezvoltarii si perfectionarii metodelor moderne de
sinteza chimica a acestui compus.

Prin rezultatul pozitiv partial obtinut, metoda de lucru aplicatd pentru identificarea,
izolarea si cuantificarea taxolului in materialul vegetal avut in atentie (organe
vegetative si de reproducere apartinand celor trei taxoni de tisd analizati) este valida
si repetabild, in conditiile Tmbunatatirii concentratiei extractului vegetal de analiza,
un astfel de demers de cercetare nefiind comunicat inca de literatura de specialitate

romaneasca.
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7.3. Evaluarea calitativd, cantitativa si a posibilelor efecte ale unor extracte vegetale
obtinute din taxoni ai genului Taxus L.
7.3.1. Evaluarea calitativi a extractelor obtinute din organe vegetative si de

reproducere

Analiza spectrofotometricd a extractelor apoase si alcoolice de tisa a fost realizata in
domeniul UV-vizibil (190 — 700 nm). Valorile obtinute indica prezenta mai multor tipuri de
compusi, cu variatii in functie de taxon, de sezon/de momentul de investigatie, de organ, de

tipul de extract si de concentratia acestuia (tabelele 7.5. s1 7.6.).

Tabel 7.5. Spectre de absorbtie ale extractelor alcoolice s1 apoase de concentratie 1% obtinute din ritidoma, frunze, arili s1 seminte la taxonii de

Tacus studiati
Extracte apoase Extracte alcoolice
V. 1% 3 V. 1%
1
16
1
—=-RI%.T1 a2 ——=RINn.T1
——RINT2 x i ——RI%.T2
RI%.T3 E RIN.T3
== =FI%N.T1 <08 ——~FI%T1
——FI1%.T2 06 e FIW.T2
FI%T3 FINT3
04
1%0 80 31 70 400 430 460 490 520 350 380 610 640 670 200 MIP\" 220 250 280 310 340 370 400 430 460 490 520 S50 580 610 640 670 700
Lungimea de unda (am) Lungmea de undi (am)
VL 1% 2 VL 1%
32 18
2
26
24
2 ——-RIN.TI ——-RI%.T1
~——RI1%.T2 ——RI1%.T2
RI%.T3 RI%.T3
- = FI%.T1 — = ~FI1%.T1
5 w— F190.T2 ——F1%.T2
08 FI%.T3 FI%.T3
06
02 __
190 370 400 430 460 490 520 S50 580 610 60 670 700 19 220 250 280 310 3% 0 430 460 450 50 50 0 610 60 670 70
Lungmea de undi (nm) Lungimea de undi (nm)
X 1% IX. 1%
——-RI1%.T1 2 — —-RI%.TI1
——RINT2 5 ——RIN.I2
RI%.T3 z RI%.T3
— —-FI%.T1 < ——-FI%.T1
—F1%.T2 —F1%.T2
F1%.T3 FI%.TI3
370 400 430 450 490 520 550 580 531\7 ;ui.;‘ﬂ_Tm 190 220 250 280 310 340 370 400 430 460 490 520 550 380 610 640 670 00
Lungimea de undi (nm) Lungimea de undi (nm)
IX. 1% X 1%
: 18
28
16 16
24
29 14
L ——-A%T 1 ——-A1%.T1
E B ——AINT2 = W —AlNT2
H ti AT £ A1%T3
= 12 S1%.T1 é‘“ S1%.T1
1 S1%.T2 3 | S1%.T2
SI%.T3 l | ST
04
02 i\._;
- _ N 0 J““- - ——— .
T 40 430 460 0 20 530 S8 610 60 &0 0 190 220 250 280 310 340 370 400 430 460 490 520 350 380 610 640 670 700
Lungimea de und (nm) Lungimes de unds (s}
Legenda: IV — aprilie (formarea strobililor); VI — iunie (cresterea vegetativa intensa); IX — septembrie (alocarea biomasei catre radécini);
R =ritidoma; F = frunze; A = aril; S = seminte; T1= Taxus baccata — spontan; T2= Taxus baccata — cultivat; T3= Taxus baccata
'‘Robusia’ — cultivat
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Tabel 7.6. Spectrele de absorbtie ale extractelor alcoolice si apoase de concentratie 5% obtinute din ritidoma, frunze, arili si seminte la taxonii

de Taxus studiati
Extracte apoase Extracte alcoolice
IV. 5% V. 5%
——-RS%.T1
- RSWTL 2. RSN
= RSW.T2 :s BRI
< RSW.TS = —=n
g o T2
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——Fs%T2 s
LELR B
N
M e
e e
190 220 250 280 310 M0 3 00 430 460 490 520 550 30 610 40 670 T00 50 340 370 400 430 460 490 520 S50 380 610 640 670 0
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1 \ %\ SN2 FENT2
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Legenda: IV — aprilie (formarea strobililor); VI — iunie (cresterea vegetativa intensd): IX — septembrie (alocarea biomasei catre radacini):
R =ritidoma; F = frunze: A = aril: § = seminte; T1= Taxus baccata — spontan: T2= Taxus baccata — cultivat: T3= Taxus baccata
‘Robusta’ — cultivat

7.3.2. Evaluarea cantitativa a extractelor alcoolice
7.3.2.1. Continutul total de polifenoli al extractelor alcoolice
Rezultatele practice obtinute pe parcursul deruldrii prezentului experiment privind
determinarea continutului total de polifenoli din extractele alcoolice analizate au inregistrat

variatii intre taxoni, organe si momentele de analiza (Figura 7.14.).
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Figura 7.14. Continutul total de polifenoli la taxonii de Taxus analizati
R =ritidoma; F = frunza; A = aril; S = seminte; T1 = Taxus baccata — spontan; T2 = Taxus baccata —
cultivat; T3 = Taxus baccata 'Robusta’ — cultivat; 1V — aprilie (formarea strobililor); VI —iunie
(cresterea vegetativa intensd); IX — septembrie (alocarea biomasei catre radacini)

7.3.2.2. Continutul total de flavonoide al extractelor alcoolice

Rezultatele practice obtinute pe parcursul experimentelor derulate in cadrul prezentei

teme de cercetare (Figura 7.15.) evidentiaza faptul cad ritidoma si frunzele de Taxus

reprezintd organele cele mai bogate in flavonoide.
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Figura 7.15. Continutul total de flavonoide la taxonii de Taxus analizati
R =ritidoma; F = frunza; A = aril; S = seminte; T1 = Taxus baccata — spontan; T2 = Taxus baccata —
cultivat; T3 = Taxus baccata 'Robusta’ — cultivat; 1V — aprilie (formarea strobililor); VI — iunie
(cresterea vegetativa intensa); I X — septembrie (alocarea biomasei catre radacini)
In materialul vegetal analizat cantitti semnificative de astfel de compusi se gisesc
pe parcursul toamnei (1X- septembrie) pentru taxonul spontan T1 si pentru taxonul cultivat

T2. In acelasi timp, semintele taxonului cultivat T3 prezintd cantititi semnificativ mai
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ridicate de flavonoide, comparativ cu ceilalti doi taxoni studiati, iar arilii taxonilor cultivati

T2 si T3 evidentiaza continuturi semnificativ mai mari, comparativ cu taxonul spontan T1.

7.3.3. Evaluarea efectelor antioxidante si antidenaturante a extractelor alcoolice
7.3.3.1. Activitatea antioxidanta a extractelor alcoolice
Activitatea antioxidantd si intensitatea sa in plante depind de existenta diferitilor
compusi in respectiva specie vegetala. Activitdtile antioxidante si de eliminare a radicalilor
liberi realizate de compusii flavonoidici Tn organismele vegetale sunt atent studiate si

prezentate 1n literatura de specialitate (Das si colab., 1993).

Fokok K Rk R i o p—

kR
i - P ed R

Ak passsdic Rk —

ol
o
@

S Rk * Ak 0084 ] i
%008 — S S B B = B
P . — % 0.06 = e
T = =
£ 0.04 2
] 5 0.04
= ]
% 0.02 =
s 3 002
£ s
o — — —
Q Q S & & " ¢ R T
N N > : ~ N " )
AN ke ) Q.’."\' < ML N ot o > ,(v& o ,\0" ,(»*" ,@**
SR IGE, & & &

T T T T T
AT1I AT2 AT $.T1 $.T2 8.T3

Figura 7.16. Activitatea antioxidanta a extractelor alcoolice la taxonii de Taxus analizati
R = ritidoma; F = frunza; A = aril; S = seminte; T1 = Taxus baccata — spontan; T2 = Taxus baccata —
cultivat; T3 = Taxus baccata 'Robusta’ — cultivat; 1V —aprilie (formarea strobililor); VI — iunie (cresterea
vegetativa intensa); 1X — septembrie (alocarea biomasei catre radacini)

Datele obtinute practic in cercetarile realizate de noi, utilizand extracte alcoolice din
diverse organe ale taxonilor de Taxus luati in studiu (Figura 7.16.) evidentiaza cele mai
ridicate valori ale activitatii antioxidante Tn cazul extractelor obtinute din frunze, urmate de
cele din ritidoma, din seminte si, In cele din urma, de cele din arili.

7.3.3.2. Activitatea antidenaturanta a extractelor alcoolice

Experientele derulate pentru evaluarea posibilului efect antiinflamator al extractelor
de tisa au fost exprimate ca echivalent mg/ g acid salicilic (tabelul 7.7.), scopul aplicarii
acestui test vizand urmarirea efectului antidenaturant al proteinelor determinat de extracte
de concentratii diferite (1%, 2%, 3%, 4%, 5%) obtinute din ritidoma, frunze, arili si seminte

recoltate de la cei trei taxoni luati spre analizd in 3 momente definitorii ale ciclului
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ontogenetic propriu al tisei si stabilirea carui organ, a carui taxon si in ce moment de analiza

Ti revin efectele mai puternice antidenaturnte ale proteinelor.

Tabel 7.7. Activitatea antidenaturanta a extractelor alcoolice preparate din organe vegetaive si

de reproducere ale taxonilor de Taxus analizati exprimata ca echivalent mg/ g acid salicilic

Sezon v \4| IX
PROBA T1 T2 T3 T1 T2 T3 T1 T2 T3
R. 1% 0.54 0.19 0.08 0.05 1.10 0.50 4.44 1.00 1.57

+ + + + + + + + +
0.05 0.04 0.03 0.02 0.07 0.14 1.83 0.42 0.64
**k*k * ns
R. 2% 0.99 0.26 0.12 0.29 0.51 1.08 0.34 3.18 1.33
+ + + + + + + + +
0.03 0.11 0.08 0.03 0.10 0.16 0.13 0.41 0.05
**k* *%x *k*k
R. 3% 1.52 0.75 0.85 0.58 0.52 1.16 1.52 5.96 1.42
+ + + + + + + + +
0.03 0.28 0.12 0.04 0.13 0.14 0.62 0.53 0.23
* * *kk
R. 4% 1.83 2.06 1.86 0.64 1.51 1.29 1.57 5.58 4.64
+ + + + + + + + +
0.26 0.19 0.50 0.05 0.30 0.19 0.61 0.51 1.83
ns ns ns
R. 5% 2.02 2.16 2.05 0.96 473 2.51 3.49 7.36 3.75
+ + + + + + + + +
0.37 0.02 0.29 0.10 1.49 0.20 1.25 0.55 0.21
ns ns *
F.1% 0.26 0.08 0.24 0.34 0.36 0.78 2.08 0.10 0.09
+ + + + + + + + +
0.29 0.11 0.09 0.16 0.15 0.17 0.26 0.10 0.15
ns ns Fkk
F. 2% 1.42 1.12 1.42 0.91 1.36 1.88 410 0.15 1.17
+ + + + + + + + +
0.76 0.27 0.11 0.19 0.27 0.14 0.12 0.06 0.26
ns * *kkk
F. 3% 2.96 2.67 2.43 410 6.31 4,78 4.66 3.09 4.38
+ + + + + + + + +
0.26 0.15 0.25 0.52 453 0.49 0.41 1.42 0.41
ns ns ns
F. 4% 5.09 493 2.90 13.03 9.22 8.42 483 2.88 5.17
+ + + + + + + + +
0.68 0.05 0.32 2.14 1.15 1.50 0.23 0.30 0.63
* nS *
F. 5% 9.91 5.49 8.89 22.63 10.27 19.87 12.12 455 9.68
+ + + + + + + + +
0.54 0.86 1.14 0.56 5.05 0.73 1.21 0.46 0.94
* I’IS *%k
A. 1% 0.13 0.12 0.10
- - - - - - + + +
0.05 0.02 0.05
ns
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Tabel 7.7. Activitatea antidenaturanta a extractelor alcoolice preparate din organe vegetaive si

de reproducere ale taxonilor de Taxus analizati exprimata ca echivalent mg/ g acid salicilic

A. 2% 0.10 1.05 0.15
- - - - - - + + +
0.06 0.06 0.01
*kkk
A. 3% 1.35 1.35 1.13
- - - - - - + + +

001 | 007 | 002

*

A. 4% 1.37 1.49 131
- - - - - - + + +
0.07 1.10 0.03
ns
A. 5% 1.57 1.69 1.34
- - - - - - + + +

003 | 008 | 007

*

S. 1% 0.01 0.09 0.03
- - - - - - + + +
0.00 0.06 0.01
ns
S. 2% 0.11 0.41 0.26
- - - - - - + + +
0.09 0.04 0.09
ns
S. 3% 0.28 0.49 1.62
- - - - - - + + +
0.10 0.03 0.05
*kkk
S. 4% 1.53 1.36 2.31
- - - - - - + + +
0.59 0.07 0.09
ns
S. 5% 2.58 1.49 4.33
- - - - - - + + +
0.27 0.09 0.11
*kkk

Legenda: 1V — aprilie (formarea strobililor); VI — iunie (cresterea vegetativa intensd); 1X — septembrie
(alocarea biomasei citre radacini); T1 = Taxus baccata — spontan; T2 = Taxus baccata — cultivat; T3 =
Taxus baccata 'Robusta’ — cultivat; R = ritidoma; F = frunza; A = aril; S = seminte; 1%, 2%, 3%, 4%, 5%
- concentratia extractelor; diferentele statistice au fost marcate cu asterisc: * = p<0.05; ** = p<0.01; ***
=p<0.001; **** = p<0.001

Consideratii preliminare:

Ca urmare a evaludrii calitative si cantitative a extractelor vegetale obtinute din
organele vegetative si de reproduce de la taxonii de Taxus avuti in atentie Tn trei momente
definitorii ale ciclului lor fenologic, a testarii posibilelor lor efecte antioxidante si a efectelor

antidenaturante asupra proteinelor, putem desprinde urmatoarele:

63



e in compozitia extractelor alcoolice si apoase ale taxonilor investigati s-a
evidentiat prezenta compusilor fenolici, alcaloidici si a celor carotenoidici;

e conform literaturii de pana la acest moment consultate, analiza si discutarea
spectrelor de absorbtie a acestor extracte constituie 0 noutate stiintifica cel putin
la nivel national;

e cantitatea compusilor polifenolici, flavonoidici si activitatea antioxidanta a
extractelor alcoolice obtinute din ritidoma, frunze, arili si seminte la taxonii de
tisd analizati au inregistrat usoare variatii cantitative intre taxoni si momentele
de analiza; in acest sens se remarca taxonul cultivat T2, care prezintd cantitati
mai mari de compusi polifenolici si flavonoidici, comparativ cu taxonul spontan
T1;

e cele mai ridicate valori ale activitatii antioxidante ale extractelor alcoolice
preparate din diverse organe ale taxonilor de Taxus claseaza, pentru extractele
obtinute din ritidoma, specia spontana T1 pe primul loc, iar pentru extractele
obtinute din frunze, arili si seminte, taxonul cultivat T3, a cdrui extracte preparate
din aceste organe prezinta cea mai ridicata activitate antioxidanta Tn momentele
de formare a strobililor (IV- aprilie) si de crestere vegetativa intensa (VI- iunie);

e evaluarea posibilului efect antiinflamator al extractelor alcoolice de tisa prin
determinarea actiunii antidenaturante a proteinelor animale (albumind) s-a
manifestat semnificativ in cazul extractelor obtinute din:

= ritidoma taxonilor T1 si T2 (extracte de concentratie 1%, 2% si 3%);
» frunzele taxonului T1, (extracte de concentratie 2%, 1% si 5%);
= arilii taxonulu T2 (extracte de concentratie 2%, 3% si 5%) ;

= semintele taxonului T3 (extracte de concentratie 3% si 5%).

7.3.4. Evaluarea in conditii experimentale de laborator a potentialului de
biocontrol a unor extracte vegetale obtinute din taxoni ai genului Taxus L. la
specii de plante test
7.3.4.1. Efecte asupra indicilor de germinatie
Extractele apoase obtinute din organele taxonilor de Taxus luati In studiu au exercitat
influente diferite asupra indicilor de germinatie analizati (procentaj de germinatie, viteza de
germinatie, viteza acumulata de germinatie, coeficient al ratei de germinatie, viteza de

emergenta, energie germinativa, indice de vigoare) la cele doua specii test, fiind constatate

64



influente mai puternice in cazul semintelor de rosii - Lycopersicon esculentum Mill., soiul
Silvia (planta de culturda), comparativ cu cele de stir - Amaranthus retroflexus L.(specie
ruderala cu frunza lata).

Pentru ambele specii test avute in atentie, germinatia semintelor a fost monitorizata
pe parcursul a 336 de ore (14 zile), urmand protocolul de lucru pentru acest tip de

determinare prezentat in literatura de specialitate (Yarnia si colab., 2009; Singh si colab.,
2012).

7.3.4.2 Efecte asupra indicilor biometrici

¢ In experimentele care au avut ca specie test stirul - Amaranthus retroflexus L.,
specie de buruiana cu frunza lata, o parte dintre extractele apoase de Taxus testate au inhibat,
in general, parametrii biometrici analizati. Pentru aceasta specie influente mai puternice au
fost inregistrate in cazul aplicarii tratamentelor cu extractele obtinute din ritidoma si din
frunzele tuturor celor trei taxoni de tisa analizati.

¢ in cazul speciei de cultura Lycopersicon esculentum Mill, soiul Silvia, analiza
comparativa a parametrilor biometrici ce caracterizeaza plantulele nou formate in procesul
de germinatie In urma aplicarii tratamentelor cu extracte apoase de ritidoma, frunze, arili si
seminte obtinute de la cei trei taxoni de tisd avuti in studiu ne permite sd consideram ca

acestia au fost, in general, semnificativ statistic redusi, comparativ cu proba martor.

Consideratii preliminare:

Ca urmare a cercetarilor de laborator efectuate pentru identificarea posibilelor efecte
induse de aplicarea extractelor apoase obtinute din organele vegetative si de reproducere
apartinand exemplarelor a trei taxoni de Taxus (spontani si cultivati) aflati in trei momente
definitorii ale ciclului fenologic, se pot desprinde urmatoarele:

e extractele apoase obtinute din ritidoma, frunzele, arilii si semintele taxonilor de
tisa avuti in studiu, in special cele obtinute din ritidoma, exercita la speciile de
plante test luate n lucru efecte inhibitorii asupra parametrilor de germinatie

(procentajul de germinatie, viteza de germinatie, viteza acumulati de

germinatie, coeficientul ratei de germinatie, viteza de emergentd, energia

germinativa, indicele de vigoare);

e aplicarea extractelor apoase de concentratie 5% obtinute din ritidoma taxonului

spontan T1 si a taxonului cultivat T3 inhiba semnificativ elongatia radacinii

plantulelor nou formate de Amaranthus retroflexus L.;
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e n cazul speciei test Lycopersicon esculentum Mill., soiul Silvia, aplicarea
extractelor apoase de concentratii 1 si 5% obtinute din ritidoma tuturor taxonilor
de tisa luati in studiu si a extractelor de concentratie 1% preparate din frunzele

taxonului cultivat T3 inhiba elogantia radacinii noilor plantule formate;

e clongatia hipocotilului plantulelor nou formate prin germinatie la ambele specii

de plante test analizate a fost stimulatd de aplicarea extractelor apoase de
concentratie 5% obtinute din arilii recoltati de la toti cei trei taxoni de tisa
investigati;

e semintele de Lycopersicon esculentum Mill., soiul Silvia au prezentat o
sensibilitate mai ridicatd fatd de extractele apoase aplicate, comparativ cu

semintele de Amaranthus retroflexus L.;

CONSIDERATII FINALE

Cercetarile realizate prin prezenta tezd de doctorat, cu un grad sporit de
interdisciplinaritate, au urmarit sa evidentieze, pe de o parte, cateva aspecte referitoare la
biologia unor taxoni ai genului Taxus L. spontani si cultivati in zona de N-E a tarii, in functie
de factori specifici de influenta (factori interni, factori care tin de suprafata foliara si factori
externi), iar pe de alta parte sa evalueze, in conditii experimentale de laborator, posibilul
potential alelopatic (de bioerbicid) al extractelor apoase de concentratii diferite obtinute din
organe vegetative si de reproducere ale respectivilor taxoni, prin interpretarea efectelor
induse de acestea asupra procesului de germinatie si de dezvoltare a plantulelor rezultate la
specii de plante test din grupe diferite (buruieni si plante de cultura).

In urma cercetirilor efectuate pe materialul vegetal avut la dispozitie si in conditiile
de vegetatie/de cultivare date, cercetdrile organizate in functie de obiectivele urmarite,

reliefam urmatoarele:

+ Determindrile privind modificirile morfologice la nivel foliar, ca raspuns la
actiunea factorilor de mediu au evidentiat faptul ca:

= suprafata foliard variazd ca dimensiuni la reprezentantii genului Taxus n

corelatie cu conditiile de mediu avute la dispozitie in habitatul in care acestia

vegeteaza in mod spontan sau sunt cultivati, conditii reprezentate in principal

de gradul de iluminare / nivelul crescut de umbrire al frunzelor lor;
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= rezultatele obtinute practic sunt in concordantd cu datele prezentate de
literatura de specialitate, subliniind faptul ca exemplarele taxonului T1, care
vegeteaza spontan in conditiile de umbrire specifice padurii din Rezervatia
Tudora prezintd, in mod evident, o mare plasticitate in ceea ce priveste
morfologia suprafetei foliare si a indicilor asociati acesteia, plasticitate
materializatd in formarea unei suprafete foliare aproape duble, comparativ cu

cea a exemplarelor cultivate T2 si T3, neumbrite.

+ Determindrile privind caracteristicile micromorfologice si histo-anatomice ale
frunzelor si tulpinilor, in functie de actiunea factorilor de mediu evidentiaza:

» Caracteristici micromorfologice ale frunzelor:
= suprafata epidermei superioare a frunzelor apartinind exemplarelor celor trei

taxoni de tisd spontani si cultivati analizati este aproximativ asemanatoare,
iar organizarea epidermei inferioare, prin dispozitia speciald a benzilor
stomatice fatd de nervura mediana ofera specialistilor taxonomisti un valoros
caracter micromorfologic cu certa valoare de diagnoza in identificarea
taxonilor genului Taxus;
= fenomenele de asimetrie fluctuantd observate la frunzele exemplarelor
taxonilor cultivati T2 si T3 privind dispozitia structurilor lor epidermice in
raport cu nervura mediana sunt in consens cu datele prezentate de literatura
de specialitate actualda si pot fi corelate cu potentiali factori de stres ai
mediului de cultivare a respectivilor taxoni.
» Caracteristici histo-anatomice ale aparatului foliar si ale tulpinilor
(ramurilor):
» Asemdnari ale structurii frunzelor intre taxonii analizati, care confirma, de
altfel, datele existente deja in literatura de specialitate se refera la:
- prezenta stomatelor numai in epiderma inferioard (limb hipostomatic);
- dispunerea stomatelor in siruri ce formeaza benzi de latimi variabile (5-
7-8-9 stomate) de o parte si de alta a nervurii mediane;
- organizarea complexa a aparatului stomatic si prezenta Florin's ring;
- absenta hipodermei sclerenchimatice lignificate;
- absenta canalelor secretoare;

- organizarea nervurii frunzei;
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prezenta discretd a parenchimului de transfuzie in partile laterale ale
fasciculului conducator al nervurii;

celulele epidermei inferioare sunt papiliforme.

= Deosebiri la nivelul structurii frunzelor intre taxonii analizati, ce se

incadreaza, mai degraba, in categoria variatiilor structurale corelate cu

conditiile ecologice, deosebiri considerate ca reactii de raspuns adaptativ ale

acestora la conditiile de vegetatie oferite exemplarelor de tisa analizate se

refera la:

structura bifaciald inegal ecvifaciald, cel putin la cele doud extermitati
ale frunzei exemplarului T2, fatd de consacrata structurda bifaciala
heterofaciala de la frunza exemplarelor T1 (spontan) si T3 (cultivat),
structura mentionata constant si in literatura de specialitate;

mezofil cu tesut palisadic unistratificat, cu celule inalte la frunza
exemplarului spontan T1 si tesut palisadic bistratificat, pe alocuri
tristratificat, la frunza exemplarului cultivat T3, cu celule joase;
disproportie cantitativa intre liberul si lemnul fasciculelor conducatoare

n favoarea celui dintéi la frunza exemplarului cultivat T3.

= Tulpinile (ramurile):

taxonul spontan T1 prezinta un contur neregulat al sectiunii
transversale, cu coaste de marimi diferite (doud mai ample, iar altele
doua-trei mai mici) separate prin valecule de adancime medie, iar
epiderma unistratificatd evidentiaza stomate cu camere suprastomatice
de dimensiuni diferite, prin interventia peretilor externi ai celulelor
anexe +/- alungiti, uneori cu aspect de creasta, care proemina deasupra
nivelului extern al celulelor epidermice;

ramurile cu varste cuprinse intre 1 si 3 ani la toti taxonii investigati (T1,
T2 si T3) prezinta in sectiune transversala contur neregulat, cu 2 coaste
de amplitudine mai mare, alternand cu 2-3 coaste de amplitudine mai
mica;

taxonul T2 evidentiaza modificari aparte de structura (dezorganizarea
parenchimului asimilator inca din primul an de viata), determinate,
probabil de conditii +/- favorabile de cultivare (udari succesive
exagerate cantitativ, precipitatii bogate in intervale scurte de timp sau

tratamente chimice speciale de combatere a bolilor si ddunétorilor).
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+ Determindrile privind reactiile fiziologice de rispuns la nivel foliar, in corelatie cu
factori interni ai frunzei, cu factori de la suprafata frunzei si cu factori externi (de
mediu) ne-au permis sa afirmam ca:

= procesele fiziologice fundamentale (fotosintezd, transpiratie, respiratie) se
desfdsoara cu intensitati diferite, in functie de fazele fenologice specifice
ciclului vital al taxonilor avuti in atentie, de factorii de la nivelul frunzelor si
de conditiile climatice de care au dispus acestia in habitatele naturale / locatia
de cultivare;

= continutul de pigmenti fotoasimilatori foliari prezinta variatii cantitative in
functie de particularitatile ciclului biologic al taxonilor investigati, de variatia
factorilor interni, a celor de la nivelul aparatului lor foliar (Qleaf, tleaf, Ci,
gs), precum si a celor externi (temperaturd, umiditate atmosfericd) de care au
dispus taxonii in mediu;

= continutul de apa, de substantd uscatd, de elemente minerale si de substante
organice acumulate in frunzele exemplarelor apartindnd taxonilor analizati
inregistreaza variatii in functie de genotipul lor si de momentul de
investigatie, demonstrand ca indivizii vegetali studiati au Inregistrat, pe
parcursul derularii succesive a fenofazelor specifice ciclului vital propriu,

niveluri metabolice strict corelate cu necesitatile lor vitale.

+ Determindrile privind variatia continutului unor compusi biochimici din arili, ca
raspuns la actiunea factorilor de mediu au evidentiat urmatoarele:

* pigmentii antocianici si carotenoidici acumulati la nivelul arililor taxonilor

avuti 1n atentie au Inregistrat variatii cantitative vizibile, taxonul cultivat

Taxus baccata ‘Robusta’ (T3) prezentand cele mai mari valori, pe cand

continutul de vitamind C se mentine aproximativ la acelasi nivel la toti cei

trei taxoni, rezultatele obtinute Tn acest sens fiind in concordantd cu datele
prezentate de literatura de specialitate consultata;

= diferentele cantitative inregistrate intre compusii biochimici dozati in arilii

recoltati de la taxonii de tisd spontani si cultivati avuti in atentie pot fi

explicate prin specificitatea genotipurilor lor, care au permis manifestarea

unor reactii adaptative specifice ale acestora la diversii factori de mediu de

care au dispus in zonele in care vegeteaza (Rezervatia de Tisa din padurea
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Tudora, comparativ cu locatia taxonilor cultivati), intre care: temperatura
aerului, gradul de iluminare in mediu, calitatea si umiditatea solului
(disponibilitatea apei), altitudinea, expunerea la actiunea curentilor de aer

(vant).

+ Cercetirile privind compozitia biochimici in situ si ex situ a unor taxoni ai genului
Taxus L. au reliefat urmatoarele:
= compozitia chimicd a uleiului volatil si a hidrosolurilor obtinute prin
hidrodistilare din frunzele celor trei taxoni luati in studiu recoltate in perioada
de crestere vegetativd intensd (VI-iunie) au prezentat variatii calitative si
cantitative discutate Tn literatura de specialitate ca fiind dependente de specie
(inclusiv factorii intrinseci fiecarui taxon), de varsta plantei producatoare, de
organul supus extractiei, de conditiile climatice existente In regiunea
geografica in care vegeteaza arborii,
= numarul componentelor uleiurilor volatile extrase din frunzele exemplarelor
de tisa apartinand taxonilor luati in studiu este mai mare la taxonii cultivati
(42 compusi - taxonul T2, respectiv 36 compusi - taxonul T3), in comparatie
cu specia spontana T1 (31 compusi);
= evaluarea calitativa prin spectrofotometrie a hidrosolurilor obtinute ca produs
secundar al extragerii uleiurilor prin hidrodistilarea materialului vegetal
(frunze), indica prezenta compusilor aromatici, evidentiati in regiunea 220 —
240 nm, respectiv a compusilor fenolici detectati in regiunea 260 — 280 nm a
spectrelor lor de absorbtie, compusi care le pot conferi acestora posibile
proprietati de tip alelopatic;
= rezultatele partial pozitive obtinute in procesul de separare, identificare si
cuantificare a taxolului din extractele acetonice de tisd prin cromatografie
lichidd de naltd performanta (HPLC) impun aprofundarea cercetdrilor si
concentrarea extractelor de lucru, astfel incat sa poata fi calculata concentratia
taxolului identificat in materialul vegetal; un astfel de demers stiintific are
caracter de noutate in cercetarea pe plan national, nefiind comunicate, din
ceea ce cunoastem, pana la momentul actual, rezultate In acest sens, in

literatura de specialitate romaneasca;
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+ Evaluarea calitativi, cantitativa si a posibilelor efecte ale unor extracte vegetale
obtinute din taxoni ai genului Taxus L. ne-au permis sa consideram urmdtoarele:

= caracterizarea chimicd a extractelor apoase si alcoolice de concentratii 1% si
5% obtinute din organe diferite (ritidoma, frunze, arili si seminte) ale
taxonilor de tisa studiati a evidentiat prezenta compusilor fenolici, alcaloidici
si a celor carotenoidici, analiza si discutarea spectrelor de absorbtie a acestor
extracte constituind, pand la acest moment, o noutate stiintificd cel putin la
nivel national,;

= cantitatea compusilor polifenolici, flavonoidici si activitatea antioxidantd a
extractelor alcoolice au inregistrat usoare variatii valorice intre taxoni si
momentele de analiza; in acest sens se remarca taxonul cultivat T2, care
prezintd cantitati mai mari de compusi polifenolici si flavonoidici, comparativ
cu taxonul spontan T1,

= cele mai ridicate valori ale activitatii antioxidante ordoneaza extractele
alcoolice preparate din diverse organe ale taxonilor de Taxus functie de
intensitatea activitdtii lor antioxidante astfel: extracte obtinute din frunze,
urmate de cele preparate din ritidoma, din seminte si, in cele din urma, de cele
obtinute din arili, cu diferente semnificative statistic intre toti taxonii, in toate
momentele de analiza (lunile IV, VI, IX).

= evaluarea posibilului efect antiinflamator al extractelor alcoolice de tisd prin
determinarea actiunii lor antidenaturante asupra proteinelor s-a manifestat in
cazul extractelor (de concentratii diferite) obtinute din: ritidoma colectatd de
la taxonii T1 (spontan) si T2 (cultivat), frunzele taxonului T1 (spontan), arilii

taxonuli T2 (cultivat) si semintele taxonului T3 (cultivat);

+ Evaluarea, in conditii experimentale de laborator, a potentialului de biocontrol a
unor extracte vegetale obtinute din taxoni ai genului Taxus L. la specii de plante
test au demonstrat urmatoarele:

= extractele apoase de concentratie 1%, respectiv 5% preparate din ritidoma,
frunzele, semintele si arilii celor trei taxoni de tisd luati in studiu au produs
efecte inhibitorii puternice asupra germinatiei semintelor plantelor test,
ordonarea organelor prezentate ca sursa de extract apos fiind realizata in

ordinea descrescatoare a efectelor respectivelor extracte;
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= semintele de Lycopersicon esculentum Mill., soiul Silvia au prezentat o
sensibilitate mai ridicatd fatd de extractele apoase aplicate, comparativ cu
semintele de Amaranthus retroflexus L., fenomen evidentiat prin nivelul de
modificare valorica a indicilor specifici procesului de germinatie;

= clongatia radacinii plantulelor de Amaranthus retroflexus L. nou formate prin
germinatie este inhibatd semnificativ in special de extractele apoase de
concentratie 5% preparate din ritidoma (taxonii T1 si T3), iar la Lycopersicon
esculentum Mill., soiul Silvia de extractele apoase de ambele concentratii
obtinute din ritidoma tuturor taxonilor analizati, dar si de extractele de
concentratie 1% obtinute din frunze (taxonul T3).

= clongatia hipocotilului plantulelor nou formate prin germinatie la ambele
specii de plante test analizate a fost stimulata de aplicarea extractelor apoase
de concentratie 5% obtinute din arilii recoltati de la toti cei trei taxoni de tisa

investigati;

+ Efectele de tip alelopatic produse de extractele apoase obtinute din organele vegetative
si de reproducere apartinand celor trei taxoni de tisd avuti In atentie pot fi si trebuie
continuate si completate prin marirea numarului si diversificarea tipurilor de testari de
ordin morfo-anatomic, fiziologic si biochimic la o paletd mai larga de plante tinta de
interes agricol (buruieni si plante de culturd), ca etapa de cercetare importantd in munca
de identificare, izolare si testare a unor compusi biologic activi cu implicatii in

agricultura organica (posibil potential de bioerbicid).

+ Prin rezolvarea scopului si obiectivelor propuse, cercetarea desfasuratd a urmarit sa
completeze literatura de specialitate nationala si nu numai, cu date obtinute practic, prin
experiente pe teren si in laborator, referitoare la biologia taxonilor de Taxus luati in
lucru, taxoni a caror potential alelopatic este mai putin cunoscut, in ideea sprijinirii
eforturilor de conservare a speciei spontane Taxus baccata L., cu areale reduse la nivel
national si a incurajarii cultivarii, in scop ornamental, a unor taxoni de tisa
comercializati tot mai mult prin intermediul unor firme horticole autorizate, sustinand
cu argumente veridice, valoarea lor reald pentru protectie naturald a unor specii

spontane si / sau cultivate importante din punct de vedere agricol.
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+ Directii de cercetare deschise de prezenta tezi:

= standardizarea metodei de preparare (prin testarea a diferite tipuri de
extractanti si tehnici de lucru) a extractelor vegetale din organe vegetative si
de reproducere a taxonilor de Taxus spontani / cultivati in diferite zone ale
tarii noastre, pentru identificarea, izolarea si cuantificarea taxolului prin
cromatografie de lichide de Tnalta performanta (HPLC).

* continuarea cercetarilor privind compozitia chimica si posibilele aplicatii ale
uleiurilor volatile si ale hidrosolurilor obtinute prin hidrodistilare la mai multe
mostre de material vegetal (organe vegetative si de reproducere) apartinand
unui numdr mai mare de exemplare de tisd care vegeteaza spontan / sunt
cultivate In Romania, ca resurse de compusi biologic activi valorosi pentru
medicind, agricultura si ecologie.

» continuarea testdrilor pentru validarea rezultatelor obtinute pand la acest
moment referitoare la posibilul efect antiinflamator / antidenaturant al
proteinelor manifestat de extractele preparate din ritidoma, frunzele, arilii si
semintele taxonilor de tisa luati in studiu, optimizarea si standardizarea
metodei de extractie si de analiza a acestor extracte, ca sursa de compusi
biologic activi cu potential medicinal, aplicabild la determinari similare in
cazul altor mostre de material vegetal recoltate de la exemplare de tisa

spontane sau cultivate In tara noastra.
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