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Introducere

Alelopatia este un fenomen ecologic prin care plantele isi asigurd un avantaj
competitiv prin cai biochimice, in care metabolitii secundari pe care i produc influenteaza
cresterea si dezvoltarea altor organisme in mod inhibitor sau stimulator, proprietati ce le
conferd un potential deosebit in rezolvarea unor probleme din agricultura (Macias et al.,

2007; Duke, 2015; Amist, Li si Bai, 2019).

Contaminarea mediului prin utilizarea excesiva a erbicidelor si pesticidelor sintetice
in agriculturd, aflatad in continud crestere din cauza rezistentei dobandite a buruienilor fatd
de compusii sintetici presupusi toxici sau inhibitori si distrugerea plantelor de culturd de
catre daundtori sau inhibarea dezvoltarii acestora prin competitia cu plante invazive sunt
doar cateva dintre problemele actuale din agriculturd (Amist, Li si Bai, 2019). Printre
posibilele solutii la aceste probleme se numara si compusii alelopatici de origine vegetala
care, spre deosebire de compusii sintetici, sunt molecule solubile in apa si mai putin toxice;
in plus, prezinta un timp de injumatatire relativ scurt si, prin urmare, sunt mai siguri pentru

mediu (Ma et al., 2006).

Pana 1n prezent, alelopatia a fost studiatd din punctul de vedere al aplicatiilor clasice
bazate pe gestionarea buruienilor din culturi pentru obtinerea erbicidelor naturale si a
daunatorilor si agentilor patogeni pentru obtinerea pesticidelor naturale (Farooq et al., 2011).
Cu toate acestea, alelopatia 1si poate gasi aplicativitate si ca mijloc de stimulare a rezistentei
plantelor de culturd, prin valorificarea proprietatilor unor metaboliti secundari (Ali et al.,

2019).

Compusii alelopatici pot influenta compozitia, structura si dinamica comunitatilor de
plante native si cultivate prin exercitarea unor efecte biologice asupra plantelor, inhiband
sau stimuland anumite procese fiziologice si biochimice, precum rata de germinatie,

procesele de fotosinteza, respiratie, activitatea enzimatica (Inderjit, Weston si Duke, 2005).

Exista metaboliti secundari alelopatici cu efecte asupra microtubulilor, considerati si
compusi anti-mitotici, datoritd faptului ca induc dereglarea ciclului celular. Un astfel de
compus este colchicina, extrasa de obicei din Colchicum autumnale L. si utilizatd in
cercetare si in cresterea plantelor pentru alterarea nivelului de ploidie in organismele

vegetale, datoritd proprietatii sale de a inhiba polimerizarea tubulinei, formarea fusului de



diviziune si, implicit, diviziunea celulara (Paul, Halder si Jha, 2013). Utilizarea acestui
compus sau a unor extracte ce contin acest compus in studiile experimentale de alelopatie ar

putea oferi o mai buna perspectiva asupra acestui fenomen biologic.

Cunoasterea modului de actiune sau a efectelor unui compus prezinta o importantd
deosebita in studiile de alelopatie, pentru ca astfel proprietatile alelopatice ale unui compus
pot fi demonstrate experimental, prin dezvoltarea si aplicarea unei metodologii de
monitorizare a unui parametru asociat in mod specific cu modul de actiune al compusului

ntr-o maniera dependenta de doza (Duke, 2015).

Mai mult, utilizarea compusilor alelopatici precum colchicina in agriculturad ar putea
avea un impact pozitiv asupra plantelor-test, concretizat prin cresterea biomasei, rezistentei
la daunatori, in competitii interspecifice si in conditii de mediu nefavorabile sau de stres

sau/si productiei de metaboliti secundari (Iannicelli et al., 2020; Manzoor et al., 2019).

In contextul celor discutate, lucrarea de fati propune un studiu experimental ce
cuprinde explorarea unor moduri diferite de abordare in ceea ce priveste aplicabilitatea
alelopatiei Tn cultivarea plantelor, prin dezvoltarea unei metodologii experimentale de studiu
a efectelor alelopatice de utilizare a unor metode diferite de tratament cu extracte vegetale
alcoolice si apoase de Colchicum autumnale L., valorificand proprietatile anti-mitotice ale
unor compusi alelopatici din extracte (colchicina si compusii sdi derivati) si a unor metode
explorative de observatie si analiza a efectelor biologice induse de acesti compusi in plantele
test, reprezentate de doua soiuri de Ocimum basilicum L. Acest studiu urmareste, in acelasi
timp, sa analizeze variatiile cantitative ale continutului de metaboliti secundari cu activitate
biologica in diferite organe ale speciei C. autumnale in stadiile de inflorire, crestere si
fructificare, pentru a oferi o perspectiva asupra mecanismelor defensive si de adaptare a unei

specii cu potential alelopatic in cursul ciclului sdu ontogenetic la conditiile de mediu.



Scop si obiective

Scopul cercetdrilor a fost de a analiza si evalua efectele biologice ale extractelor
vegetale preparate din organe ale plantelor speciei Colchicum autumnale L. asupra unor
taxoni ai genului Ocimum L., pentru a determina nivelul lor de fitotoxicitate si posibilul
potential alelopatic si de aplicare a acestora ca tratamente biologice in agricultura unor plante

de interes.

Obiectivele ce au fost urmarite in cadrul cercetarilor sunt:

1. Caracterizarea extractelor alcoolice si apoase cu posibil potential alelopatic
preparate din organe vegetative si de reproducere ale plantelor de C. autumnale L. recoltate

din flora spontana a Romaniei.

2. Testarea variantelor de tratament (extracte alcoolice si apoase preparate din
organe vegetative si de reproducere ale plantelor de C. autumnale L.) si a metodelor de
aplicare a acestora organismelor vegetale test (taxoni ai genului Ocimum L.), in vederea

determindrii nivelului lor de fitotoxicitate.

3. Analiza parametrilor morfologici, anatomici, biochimici si fiziologici ai
organismelor vegetale test (taxoni ai genului Ocimum L.) supuse tratamentelor cu extracte
alcoolice si apoase de C. autumnale L., pentru determinarea efectelor stimulatoare sau

inhibitoare induse de acestea.

4. Compararea rezultatelor privind raspunsurile organismelor vegetale test la
tratamentele cu extracte alcoolice, fatd de extractele apoase obtinute din organe vegetative

si de reproducere ale plantelor de C. autumnale L.

S. Determinarea posibilului potential alelopatic a extractelor obtinute din
diferite organe ale plantelor de C. autumnale L. si de aplicare a acestora ca tratamente
biologice in agricultura ecologica la plante de interes economic (ornamental, medicinal si

culinar).



Stadiul actual al cunoasterii fenomenului de alelopatie

Studiile experimentale asupra fenomenului de alelopatie pornesc de la stabilirea
potentialului alelopatic al unei specii prin determinarea metabolitilor secundari pe care 1i
produce si a efectelor induse de acestea in organismele tintd (Duke, 2015). Cercetatorii au
dezvoltat de-a lungul timpului diverse variante experimentale pentru a studia acest fenomen,
cum ar fi cresterea semintelor speciei receptoare pe reziduuri de tesut vegetal din planta
donatoare sau tratarea semintelor plantei receptoare cu extracte din planta donatoare (Keech
et al., 2005; Lau et al., 2008; Wurst et al., 2010), cresterea concomitentd a plantelor
donatoare si receptoare (Fujii et al., 2007; Dayan et al., 2009), sau cresterea plantei

receptoare in solul in care a fost cultivata planta donatoare (Duke, 2015).

Cercetdrile din domeniul alelopatiei din ultimii 10 ani au demonstrat faptul ca
expunerea unui organism vegetal la compusi alelopatici induce stres oxidativ prin
acumularea de specii reactive de oxigen in celule (Gniazdowska et al., 2015), ce poate rezulta
in apoptozd prin activarea proteazelor, mecanism prin care planta isi sacrificd tesuturile
afectate pentru ca tesuturile sdnatoase sa poatd supravietui, procese ce duc treptat la
modificari la nivel morfologic si anatomic, concretizate prin inhibarea cresterii si dezvoltarii
(Araniti et al., 2018; Soln, Klemen¢i¢ si Dolenc Koce, 2022). Astfel, parametrii
morfometrici, morfologici si anatomici sunt importanti de urmarit in studiile de alelopatie
pentru cd pot oferi indicii cu privire la modul de actiune si efectele compusilor alelopatici

studiati.

Compusii alelopatici pot afecta procesele fiziologice ale plantelor prin alterarea
proteinelor implicate in procesul de fotosinteza si structurii cloroplastelor, ce poate duce la
reducerea continutului de pigmenti fotosintetici, scaderea ratei de transfer de electroni, a
conductantei stomatale, si a ratei procesului de transpiratie (Yu et al., 2003; Wu et al., 2004;
Yu et al., 2006; Bakhshayeshan-Agdam et al., 2020). Astfel, sunt importante de urmarit
variatiile in continutul de pigmenti asimilatori atunci cand se studiaza efectele unor compusi
alelopatici asupra plantelor. Scaderea continutului de clorofila si de carotenoizi in frunze ca
raspuns al plantelor la stresul alelopatic poate fi rezultatul unui dezechilibru in homeostazia

celulara (Singh si Sunaina, 2014).

Un alt parametru important important de urmarit pentru determinarea efectelor

compusilor alelopatici 1n plantele test este cantitatea de polifenoli, fiind indici biochimici



importanti in determinarea nivelului de stres din organismul vegetal studiat, functionand prin
inhibarea speciilor reactive de oxigen (Agati si Tattini, 2010; Li et al., 2014). Flavonoidele,
o clasd de polifenoli implicate in procesele de germinatie a semintelor, de crestere si
dezvoltare, protejeaza plantele de stresul oxidativ (Pollastri si Tattini, 2011; Agati et al.,
2012). Astfel, o crestere in continutul de compusi fenolici poate indica un nivel crescut de

stres alelopatic Tn organismul vegetal studiat.

Utilizarea extractelor din organele unei specii cu potential alelopatic asupra
semintelor si meristemelor plantulelor speciei-test reprezintd o strategie in vederea
amplificarii efectelor alelopatice ale speciei donatoare, astfel incat acestea sa fie observabile
si cuantificabile in specia receptoare, fiind aplicate tratamente pe termen scurt, conform
recomandarilor cercetatorilor care au aprofundat studiile de alelopatie (Ciniglia et al., 2015;
Tucker Serniak, 2016: Yan et al., 2016; Araniti et al., 2018; Soln, Klemen¢i¢ si Dolenc Koce,
2022).

Semintele si plantulele, fiind organisme mai sensibile decat plantele mature la
schimbdrile din mediu sau la factori de stres (Dolenc Koce si Soln, 2018), reprezinti
organismele-test ideale atunci cand se urmareste studierea efectelor alelopatice pentru ca
prezintd raspunsuri cuantificabile prin calcularea unor indici de germinatie si crestere, iar
meristemele reprezintd tesuturi inca nediferentiate, cu activitate metabolica intensa, dar si
foarte sensibile la conditii de stres sau la actiunea unor compusi cu activitate biologicd, cum

este colchicina.

Cu toate acestea, potentialele interactiuni antagonice sau sinergice cu alti compusi
din sol, stadiul de crestere si starea fiziologicd a plantei receptoare, microbiota solului (in
special a rizosferei), umiditatea solului, temperatura acestuia si alti factori (sau variabile)

complica identificarea capacitatilor alelopatice ale plantelor (Duke, 2015).

Densitatea de plantare a speciilor receptoare poate influenta, de asemenea, rezultatul
in ceea ce priveste determinarea prezentei fenomenului de alelopatie. Orice efect al unui
compus alelopatic se poate diminua daca densitatea de plantare a speciei receptoare creste,
pentru ca existd mai putina cantitate de fitotoxine per planta receptoare. O altd limitare a
studiului alelopatiei este ca planta care produce presupusul compus alelopatic poate produce
cantitati suficiente numai atunci cand este in prezenta unei anumite specii de plante vizate
(Duke, 2015).



Aspecte descriptive ale materialului vegetal utilizat

Colchicum autumnale L. (familia Colchicaceae), desi este o specie de planta toxica,
este utilizata in cercetare si in medicina ca sursa de colchicind, Insa contine si alti metaboliti

secundari cu proprietati alelopatici, cum ar fi compusii polifenolici.

Colchicum autumnale L. - luata in studiu pentru determinarea posibilului sau potential
alelopatic fata de specii de plante de interes economic (in cazul de fata, ornamental, culinar
si medicinal) aplicabil in tratamente biologice in agricultura ecologicd - prezinta un ciclu
ontogenetic neobisnuit, a carui cunoastere este importanta pentru stabilirea momentului de
colectare a materialului vegetal din teren destinat analizelor; acesta incepe cu stadiul de
inflorire, derulat in perioada de toamna (lunile septembrie-octombrie), urmat de perioada de
iarnd, in care fructul este retras in sol de catre radacinile contractile, fiind astfel protejat de
temperaturile scazute. In perioada de primavari (lunile martie-mai) planta este cea mai activa
din punct de vedere fotosintetic, iar fructele incep sa apara deasupra solului, inconjurate de
frunze. Urmeaza, pe parcursul lunii iulie, perioada de maturare a fructelor, apoi perioada de

inactivitate (luna august) (Jung et al., 2011).

Davoodi et al. (2021) au identificat prezenta alcaloizilor, compusilor fenolici,
taninurilor, flavonoidelor, cumarinelor, saponinelor, terpenoidelor, steroizilor si glicozidelor

in continutul extractelor alcoolice de C. autumnale L.

Colchicina, utilizatd in cercetare si in cresterea plantelor pentru cresterea cantitatii de
material genetic in organismele vegetale datorita proprietatiilor sale anti-mitotice cunoscute
(Paul, Halder si Jha, 2013), poate fi considerata si compus alelopatic, pentru ca induce efecte
la nivel celular, precum anomalii cromozomiale (aglomerarea, condensarea si adezivitatea
cromozomilor) (Udofia et al., 2024), dar si la nivel morfologic si fiziologic. Aceste efecte se
pot concretiza prin inhibarea germinatiei si cresterii plantulelor unor specii expuse la
anumite doze pe o perioadd de timp determinatd (Mangena, 2021; Zhuo et al., 2021;
Manzoor et al., 2023; Zeinullina et al, 2023), sau prin cresterea biomasei sau dimensiunii
unor organe la alte specii (Niazian si Nalousi, 2020). Colchicina poatea afecta indirect
procesele fiziologice ale plantelor, cum ar fi regimul hidric sau capacitatea fotosintetizanta,
prin inducerea unor modificari morfologice precum cresterea dimensiunii stomatelor pe
suprafata foliard, concomitent cu reducerea densitatii acestora (Grouh et al., 2011;

Sadhukhan et al., 2014; Gao et al., 2017). Pe de altd parte, acest compus poate stimula



biosinteza de metaboliti secundari de interes farmaceutic in plante, precum alcaloizii, fenolii
si compusii antocianici (Dewitte, Van Laere si Van Huylenbroeck, 2012; Mostafa si Alhamd,

2016; Al-Jubouri si Algaisi, 2023).

Ocimum basilicum L. (busuiocul), ales ca specie-test, este o planta ierbacee erecta,
anuald, cu tulpina tetramuchiata, fiind incadrata din punct de vedere taxonomic Tn familia

Lamiaceae.

Soiul ‘Italiano Classico’, comercializat si sub numele de ‘Genovese’, este un soi de
busuioc dulce cu frunze ovale ce se pliaza usor catre interior, foarte aromat, ce se poate
cultiva Tn sere, ghivece sau in cdmp deschis. In cazul in care se doreste cultivarea acestui soi
in spatiu deschis (cAmp), este recomandata semanarea in perioada cuprinsa intre lunile martie
si septembrie, iar recoltarea plantelor mature se poate realiza din luna mai pana in luna
decembrie. Tn spatiile inchise, furnizorul (Unisem S.A. lasi) recomandid seminarea in
perioada cuprinsd in lunile noiembrie-februarie, iar recoltarea plantelor se poate face din

luna ianuarie pana in luna iunie, in functie de stadiul de crestere al acestora.

Soiul ‘Aromat de Buzau’ este un soi de busuioc romanesc obtinut de cétre echipa de
cercetare din cadrul SCDL Buzau care, conform specificatiilor furnizorului, este un soi
semitardiv, ce se ramificd puternic, cu marginile frunzelor usor dintate, avand o aroma
specificd, mentolata si fiind rezistent la bolile si daunatorii specifici. Se recomanda ca
plantele apartinand acestui soi sa fie cultivate in serd, solar sau ghivece plasate Intr-un spatiu
interior dacd se doreste cultivarea pe tot parcursul anului, sau in cdmp atunci cand se

infiinteaza culturi prin rasad in lunile martie-aprilie.
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Materiale si metode

1. Cercetari preliminare

Tratarea materialului vegetal test cu colchicind

In cadrul acestui studiu au fost testate diferite metode de tratament cu o gamai
predeterminatad de concentratii de colchicind sub formad de solutii apoase (Tabel 1) si
determinate efectele biologice induse in plantele supuse tratamentelor, pentru a intelege mai

bine influenta colchicinei asupra celulelor vegetale in vivo.

Schematizarea tratamentelor cu solutii apoase de colchicina

Aplicarea tratamentului cu colchicind asupra plantelor test a fost realizata prin patru
metode proiectate conform literaturii de specialitate (Omidbaigi et al., 2010; Manzoor et al.,
2019; lannicelli et al., 2020). Materialul vegetal test utilizat Tn acest este sunt reprezentat de

doua soiuri ale speciei Ocimum basilicum L.: ‘Aromat de Buzau’ si ‘Italiano Classico’.

1. Prima metoda de aplicare a tratamentului cu colchicin a constat in imersarea unui
numar de 30 de seminte in triplicat (90 de seminte per varianta de tratament cu extract) in
diferite concentratii de colchicind (conform Tabelului 1), dupa care au fost distribuite in placi
Petri (Figura 1) si mentinute in termostat la 20°C sau 25°C la un regim de iluminare de 17

251 Semintele germinate au fost numarate

ore pe zi, cu intensitatea luminoasa de 50 pmol m
zilnic, la interval de 24 de ore, la final fiind calculati indicii de germinatie (conform
formulelor prezentate in Tabelul 2), iar preplantulele rezultate au fost masurate, pentru a le

determina indicele de vigoare.
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Soelutii apoase de colchicing (0,5 - Smg/ml)

é!lG 00 00

1.imbibarea semintelor speciei-test (0. 2. Seminte (. basilicum) puse la germinat 3. Preplantule (. basilicum)
Basificar) in solutii apoase de colchicind ziua 1 zina 14
30 seminge/d ml

Figura 1. Schematizarea tratamentului cu solutii apoase de colchicina (0,5 — 5 mg/ml) asupra semintelor de
O. basilicum L. (original)

2. Metoda nr. 2 de aplicare a tratamentului cu colchicind a constat in picurarea
solutiilor de colchicina de diferite concentratii (conform Tabelului 1) asupra preplantulelor
de O. basilicum L. distribuite in placi Petri (Figura 2), fiecare placd avand un numar de 30
de preplantule in triplicat (3 placi Petri pentru fiecare varianta experimentald). Dupa 6,
respectiv 12 ore, preplantulele au fost clatite si redistribuite in placi Petri conform
distributiei initiale si pastrate in termostat la 20°C sau 25°C la un regim de iluminare de

17 ore pe zi, cu intensitatea luminoasi de 50 pmol m2s™,

Solutii apoase de colchicina (0,5 - 5 mg/ml)

Preplantule de O. basilicum

Figura 2. Schematizarea tratamentului cu solutii apoase de colchicina (0,5
—5 mg/ml) asupra preplantulelor de O. basilicum L. (original)
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3. Metoda nr. 3 de aplicare a tratamentului cu colchicind a constat in imersarea
radiculelor preplantulelor de O. basilicum L. distribuite in placi Petri (Figura 3) in solutii
apoase de colchicina de diferite concentratii (conform Tabelului 1), fiecare placa avand un
numadr de 30 de preplantule 1n triplicat (3 placi Petri pentru fiecare variantd experimentald).
Dupa 6, respectiv 12 ore, preplantulele au fost clatite si redistribuite in placi Petri conform
distributiei initiale si pastrate in termostat la 20°C sau 25°C la un regim de iluminare de 17

ore pe zi, cu intensitatea luminoasi de 50 pmol m2s™?,

Solutii apoase de colchicina (0,5 — 5 mg/ml)

Preplantule de O. basilicum

Figura 3.Schematizarea tratamentului cu solutii apoase de colchicina (0,5 — 5 mg/ml) asupra preplantulelor
de O. basilicum L. (original)

4. Metoda nr. 4 de tratament a constat in asezarea unor bilute de vatd (cu diametrul
de aproximativ 2 mm) pe apexurile caulinare ale plantulelor test cultivate in prealabil in
ghivece in sol Compo Sana (turba si perlit), incepand cu ziua 15 de la plantare si imbibarea
lor cu cate 100ul de solutii apoase de colchicina de diferite concentratii (conform Tabelului
1) pe zi, timp de 3 zile consecutive (Figura 4). Plantulele au fost crescute la un regim de
iluminare de 17 ore pe zi, cu intensitatea luminoasi de 50 pmol m2s, Analizele indicilor
morfologici, anatomici, fiziologici si biochimici ai plantulelor tratate au fost efectuate la 93

zile de la plantare (75 de zile de la momentul de aplicare a tratamentului).
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Figura 4. Schematizarea tratamentului cu solutii apoase de colchicina (0,5 — 5 mg/ml) asupra
plantulelor de O. basilicum L. (original)

Tabel 1. Metodele de tratament cu colchicina aplicate pe diferite organe si tesuturi ale indivizilor de O.
basilicum L. soiurile ‘Italiano Classico’ si ‘Aromat de Buzau’

Metoda de 1 2 3 4
tratament imbibitie picurare imersare imbibitie
Tesutul sau seminte apexul apexul apexul
organul vizat ’ caulinar radicular caulinar
Nr. de
seminte/plantule 30x3 10x3 10x3 15
Nr. total de
seminte/plantule 540 150 150 %0
Concentratiile de
colchicina utilizate Ca Al Al
n tratament 051,235
(mg/ml)

Timp d(i%p“”ere 24 6: 12 6; 12 72
Volumu, de soluie | 5000 100 100 x 3 zile
e colchicind . 2000 (per s

- (per varianta (per 5 . (per bila de
utilizat . g - placa Petri) y 9
() experimentald) | preplantuld) vata/plantuld)
Momentul aplicarii
tratamentului 0 6 6 18
(ziua)
2 o | lHuminare 17 Orelzfé 1
S 2 50 ymol m*s
S 5| TemR | 20,25 2042
Metoda de Omidbaigi et al., 2010
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Evaluarea efectelor colchicinei asupra germinatiei semintelor speciei test (O.
basilicum L.)

Conform metodei de aplicare a tratamentului solutii apoase de colchicind pe
semintele de O. basilicum L. - soiurile ‘Aromat de Buzau’ si ‘Italiano Classico’,
semintele germinate au fost numadrate zilnic, la interval de 24 de ore, iar indicii de
germinatie au fost calculati utilizand formulele prezentate in Tabelul 2.

Din valorile obtinute au fost calculate mediile + erorile standard ale mediilor

pentru fiecare variantd experimentala.

Tabel 2. Formulele utilizate in calculul indicilor de germinatie la semintele soiurilor de O. basilicum L.,
dupd tratamentul cu solutii apoase de colchicinad

Indice de germinatie Formula de calcul Referinta
FGP (Germinatia _n -
Procentuala Finala) FGP = N x 100 Bezini et al., 2019

Islam si Kato-Noguchi,
GI (Indicele de _ 2014; Bezini et al., 2019,

Germinatie) GI = 2(n/d) dupa Salehzade et al.,

2009

. n: X 100 Islam si Kato-Noguchi,

S]{:En(l\efrltzﬁse SE=—— 2014, dupa Islam et al.,
gem ikl 2009

MGT (Timpul Mediu de MGT = 2(nxd) Bezini et al., 2019, dupa

Germinatie) ns Akinci si Akinci, 2010
MDG (Germinatia Medie MDG = ny Bezini et al., 2019, dupa
Zilnica) ) Almaghrabi et al., 2014

. %FEG Islam si Kato-Noguchi,

angfﬁftﬂ%ﬁ GE = — 2014, dupa Ruan, Xue si

4 Tylkowska, 2002

SVI (Indicele de Vigoare L (mm) X FGP Islam si Kato-Noguchi,

a Preplantulelor) SVI = 100 2014, dupa Islam, Anuar
si Yaakob, 2009

Legenda: n = numarul de seminte germinate in ziua x (ni = prima germinatie;
nr=ultima germinatie sau germinatia finald); d = ziua x; N = numarul total de seminte;
D = numarul total de zile; %FG = procentajul primei germinatii; L (mm) = lungimea
preplantulelor la finalul testului de germinatie.

Evaluarea efectelor colchicinei asupra preplantulelor speciei test (O. basilicum L.)

Preplantulele speciei-test (O. basilicum L.) tratate prin picurare si imersare cu

solutii apoase de colchicind de diferite concentratii (0,5 — 5 mg/ml) care au supravietuit
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tratamentelor au fost transferate in ghivece cu sol Compo Sana (turba si perlit) si
mentinute la un regim de iluminare de 17 ore pe zi, cu intensitatea luminoasa de 50 pmol
m2 s insi s-a constatat faptul ci preplantulele tratate prin picurare au murit la scurt
timp dupa transplantare, la fel ca si in cazul celor tratate prin imersare, dintre care

majoritatea au prezentat necroze la nivelul radiculelor si cotiledoanelor.

Evaluarea efectelor colchicinei asupra plantulelor speciei test (O. basilicum L.) tratate
pe apexul caulinar

Evaluarea la nivel morfologic

a. Morfologie

Aspectele de ordin morfologic si diferentele observate intre indivizii de Ocimum
basilicum L. supusi tratamentului au fost inregistrate prin fotografiere cu camera
telefonului Xiaomi Mi Al camera (12 MP, /2.2, 26mm (wide), '2.9”, 1.25um, PDAF).
Fotografiile realizate asupra plantulelor din variantele experimentale de tratament au fost

comparate cu fotografiile cu indivizii din varianta control.

b. Micromorfologie

In vederea observirii si fotografierii elementelor de ordin micrometric au fost
alese la intamplare cate 2 frunze inserate la nodul bazal de la cate 3 indivizi diferiti din
fiecare varianta experimentala si din acestea au fost selectate fragmente ce s-au introdus
cu penseta in tuburi Eppendorf. Materialul vegetal a fost fixat in bai succesive de
acetond. Materialul fixat a fost uscat la punct critic cu COz2 si metalizat ulterior cu
particule de Au intr-un metalizor. In cele din urma, materialul a fost analizat la
microscopul electronic de baleiaj Vega Tescan II SBH din cadrul Facultitii de Biologie
a Universitatii “Alexandru loan Cuza” din Iasi, prin programul VegaTC Software,
realizdndu-se fotografii pentru ambele suprafete foliare (adaxiala si abaxiala).

Imaginile obtinute au fost analizate vizual, iar masurdtorile pentru indicii
urmiriti: aria stomatald, densitatea stomatelor, a perilor tectori si secretori per mm? de
suprafata foliara. Din valorile obtinute au fost calculate mediile + erorile standard ale

mediilor pentru fiecare varianta experimentala.
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Evaluarea efectelor colchicinei asupra plantulelor speciei test (O. basilicum L.) la
nivel anatomic

Fragmente proaspete de epicotil recoltate de la cate 3 indivizi din fiecare varianta
test au fost selectate si fixate in etanol 70%, in vederea efectudrii sectiunilor si examinarii
acestora la microscopul optic.

Materialul vegetal a fost sectionat transversal, folosind microtomul de ména s1
briciul botanic. Sectiunile au fost apoi colorate prin metoda dublei coloratii, cu verde iod
si rosu Rutheniu. Sectiunile colorate au fost asezate pe o lama pe o picatura de glicero-
gelatind preincdlzitd, peste care a fost asezatd lamela si au fost lasate sa se usuce.
Sectiunile din epicotile de O. basilicum L. au fost observate la microscopul optic
Euromex bScope si fotografiate cu camera microscopului si cu camera telefonului
Xiaomi Mi Al (12 MP, 1/2.2, 26mm (wide), 2.9”, 1.25um, PDAF), folosind ocularul
10x al microscopului. Fotografiile realizate asupra sectiunilor prin epicotilele plantulelor
din variantele experimentale de tratament au fost comparate cu fotografiile cu sectiunile

epicotilelor plantulelor din varianta control.

Evaluarea efectelor colchicinei asupra plantulelor speciei test (O. basilicum L.) la
nivel fiziologic

Eficienta fotosistemului IT (YPSII) si rata transportului de electroni (ETR) au fost
masurate cu aparatul Hansatech Ltd. PAM Fluorometer (www.hansatech-
instruments.com) pentru un numar de cate 5 frunze de la 5 indivizi diferiti din fiecare
variantd experimentald, la 93 de zile de la plantare (75 de zile de la ultima zi de aplicare
a tratamentului), dupa expunerea plantulelor timp de 30 de minute la intuneric. Datele
salvate Tn memoria aparatului Hansatech Ltd. PAM Fluorometer au fost importate n
programul Parview32 si analizate in GraphPad Prism 9.5.1. Din valorile obtinute au fost

calculate mediile * erorile standard ale mediilor pentru fiecare varianta experimentala.

Evaluarea efectelor colchicinei asupra plantulelor speciei test (O. basilicum L.) la
nivel biochimic

Pentru analize biochimice privind continutul de pigmenti asimilatori este
necesara realizarea de extracte vegetale de frunze, in triplicat, pentru fiecare varianta

experimentala de Ocimum basilicum L. luata in studiu. Astfel, a fost selectat material
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vegetal de la cate 3 indivizi diferiti din fiecare varianta de tratament si cantarit la balanta
electronicd. Dupa cantarire, materialul a fost mojarat cu nisip de cuart si dizolvat in
etanol 95%, apoi centrifugat.

Pigmentii asimilatori au fost analizati conform metodei lui Sumanta et al. (2014),
care presupune masurarea absorbantelor solutiilor de pigmenti clorofilieni la 3 lungimi
de unda diferite: 646, 664 si 470 nm la spectrofotometru Shimadzu - UV mini-1240
(www.shimadzu.eu). Cantitatea de clorofila a (Ch-a), clorofila b (Ch-b) si pigmenti
carotenoizi (Cx+c) a fost cuantificatd conform formulelor din articolul de referinta,
prezentate mai jos:

Ch—a = 13,36 X A663 - 5,19 X A646 ;
Ch—b = 27,43 X A646 - 8,12 X A663,

Cx+c = (1000 X 4470 - 213X Ch—a- 97,63 X Ch—b)/
= 209

Ch—a(mg/g) = Ch—a/m.
Din valorile obtinute au fost calculate mediile + erorile standard ale mediilor

pentru fiecare variantd experimentala.

Analize statistice

Analizele statistice au fost efectuate in GraphPad Prism versiunea 9.5.1, utilizand
ANOVA bifactorial (considerand soiul factor calitativ) si testul de comparatii post-hoc
Dunnett si Tukey pentru indici morfologici: dimensiunea stomatelor, densitatea
stomatelor, densitatea perilor tectori si secretori (pe ambele suprafete foliare ale
plantulelor tratate cu solutii apoase de colchicind), biochimici: continutul de clorofila a,
b si carotenoizi si indici fiziologici: eficienta fotosistemului II si rata de transport al
electronilor. Pentru indicii de germinare s-au aplicat ANOVA bifactorial (considerand
soiul factor calitativ) si testul Tukey de comparatii multiple. Valorile reprezentate in
grafice si tabele sunt mediile + erorile standard ale mediilor, iar rezultatele testelor

Dunett si Tukey sunt marcate cu litere diferite.

Tratarea soiurilor speciei-test cu extracte metanolice de C. autumnale L.

In scopul determinarii potentialului efect alelopatic indus de compusi biologic activi
prezenti in organele plantelor de Colchicum autumnale L. asupra altor organisme vegetale

au fost preparate 2 extracte alcoolice din bulbii si din florile de brandusa de toamna si au
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fost alese 2 soiuri de busuioc - Ocimum basilicum L. : O. basilicum ‘Italiano Classico’ si
‘Aromat de Buzau’ ca soiuri test pentru analiza efectelor astfel induse de tratamentele cu

extracte.

Prepararea extractelor metanolice din materialul vegetal colectat (plante ale speciei C.

autumnale L.)

Materialul vegetal constituit din bulbii si florile de C. autumnale L. a fost fixat la
etuva la o temperaturd de 65°C, apoi uscat la intuneric timp de 7 zile si mdcinat intr-un

grinder electric pana la obtinerea unei pulberi, utilizata in extractie.

Extractia a fost realizata intr-un aparat Soxhlet in metanol absolut, folosind 5 g de
pulbere din fiecare organ, dupa metoda lui Franz si Koehler (1992) (descrisa in Alali et al.,
2004). Extractia s-a efectuat pana cand solventul din camera de extractie a fost limpede (5 -
6 cicluri sau 1 - 1,5 cicluri/ora pentru bulbi si 17-18 cicluri sau 2 - 3 cicluri/ora pentru flori),
apoi metanolul a fost evaporat intr-un evaporator rotativ (IKA RV3 Eco, Germany) si
redizolvat in 50 ml de metanol de concentratie 70% pentru a reduce nivelul de toxicitate a

metanolului.

Dozarea, separarea si cuantificarea continutului si determinarea activitatii antioxidante a

extractelor din materialul vegetal colectat (plante ale speciei C. autumnale L.)

Cuantificarea colchicinei din extracte a fost efectuatd prin RP-HPLC, conform
metodei descrise de Alali et al. (2004).

Schematizarea tratamentelor cu extracte metanolice din materialul vegetal colectat (plante
ale speciei C. autumnale L.)

Cele doua extracte au fost utilizate in tratamente, aplicate ca atare sau diluate cu apa
distilata (1:1) pe seminte (metoda 1 de tratament prezentatd in Tabelul 1) si pe apexurile
caulinare ale plantulelor (metoda 4 de tratament prezentata in Tabelul 1) de O. basilicum L.
soiurile ‘Italiano Classico’ si ‘Aromat de Buzau’ cultivate in ghivece. Au fost preparate trei
variante control (Co = H20 distilata, C1 = MeOH 35%, C2 = MeOH 70%) in functie de

concentratia de metanol din extracte si dilutii.

19



1. Prima metoda de tratament a constat in aplicarea extractelor pe seminte de O.
basilicum L. distribuite in vase Petri. Tratamentul s-a aplicat prin imbibarea hartiei de filtru
cu cate 2 ml extract nediluat sau diluat 1:1 (20 seminte/placa Petri x 3 replicate pentru fiecare
variantd de tratament) (Figura 5). Semintele au fost incubate in termostat la o temperatura
de 20£1°C, la un regim de iluminare de 17 ore pe zi, cu intensitatea luminoasa de 50 pmol

m2s?, timp de 14 zile, fiind udate o dati la doua zile cu api distilata.

Extracte metanolice din bulbi sau
flori de C. autumnale

00 00 06
0 0 0

1.imbibarca semintelor specici-test 2. Seminte (O. basilicum) puse la germinat 3. Preplantule (O. basilicum)
(0. basilicum) in extracte ziua 1 zina 14
20 seminte/2 ml de extract

Figura 5. Schematizarea tratamentului cu extracte metanolice din bulbi sau flori de C. autumnale L. asupra
semintelor de O. basilicum L. (original)

2. A doua metoda a fost realizatd prin aplicarea tratamentului pe plantule de busuioc
in ziua 18 dupa plantare in ghivece, prin Imbibarea bilelor de vata aplicate pe apexurile
caulinare cu 100 pl de extract pe zi, timp de trei zile consecutive (Figura 6). Plantulele au
fost pastrate in ghivece cu pamant Compo Sana (turba + perlit) la 21+£2°C si mentinute la un
regim de iluminare de 17 ore pe zi, cu intensitatea luminoasi de 50 umol m? s si au fost
udate o data la trei zile cu apa distilata. Experimentul a durat 93 de zile (75 de zile de
monitorizare a dezvoltarii plantulelor), iar plantulele tratate au fost analizate la sfarsitul

experimentului.
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Figura 6. Schematizarea tratamentului cu extracte metanolice din bulbi sau flori de C. autumnale L. asupra
plantulelor de O. basilicum L. tratate pe apexurile caulinare (original)

Evaluarea efectelor extractelor metanolice din materialul vegetal colectat (plante ale

speciei C. autumnale L.) asupra germinatiei semintelor speciei test (O. basilicum L.)

Conform metodei de aplicare a tratamentului solutii apoase de colchicind pe

semintele de O. basilicum L. - soiurile ‘Aromat de Buzau’ si ‘Italiano Classico’, semintele
germinate au fost numarate zilnic, la interval de 24 de ore.

Indicele de germinatie procentuald finald (FGP) a fost calculat conform formulei

prezentate de Bezini et al. (2019): FGP =n/N X 100, in care n reprezintd numarul de seminte

germinate la sfarsitul testului si N este numarul total de seminte utilizat pentru fiecare
varianta experimentala.

caulinar

Evaluarea efectelor extractelor metanolice din materialul vegetal colectat (plante ale
speciei C. autumnale L.) asupra plantulelor speciei test (O. basilicum L.) tratate pe apexul

Evaluarea efectelor extractelor asupra plantulelor speciei test (O. basilicum L.) la nivel
morfologic

a. Morfologie

Aspectele de ordin morfologic si diferentele observate intre indivizii de Ocimum
basilicum L. supusi tratamentului au fost inregistrate prin fotografiere cu camera telefonului

Xiaomi Mi Al camera (12 MP, /2.2, 26mm (wide), /2.9, 1.25um, PDAF). Fotografiile
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realizate asupra plantulelor din variantele experimentale de tratament au fost comparate cu

fotografiile cu indivizii din varianta control.

b. Micromorfologie

In vederea observarii si fotografierii elementelor de ordin micrometric a fost utilizata
metoda descrisa in subcapitolul 3.1.1.4. Evaluarea efectelor colchicinei asupra plantulelor
speciei test (O. basilicum L.) tratate pe apexul caulinar - 3.1.1.4.1. Evaluarea efectelor
colchicinei asupra plantulelor speciei test (O. basilicum L.) la nivel morfologic - b.
Micromorfologie.

Imaginile obtinute au fost analizate vizual, iar masuratorile pentru indicii urmariti:
aria stomatald, densitatea stomatelor, a perilor tectori si secretori per mm? de suprafati
foliara. Din valorile obtinute au fost calculate mediile + erorile standard ale mediilor pentru

fiecare variantd experimentala.

Evaluarea efectelor extractelor asupra plantulelor speciei test (O. basilicum L.) la nivel
anatomic

Sectiunile prin epicotilele plantulelor de O. basilicum L. tratate cu extracte
metanolice din bulbi sau flori de C. autumnale L. pe apexul caulinar au fost realizate conform
metodei descrise in subcapitolul: Evaluarea efectelor colchicinei asupra plantulelor speciei

test (O. basilicum L.) la nivel anatomic.

Sectiunile din epicotile de O. basilicum L. tratate cu extracte de C. autumnale L. au
fost observate la microscopul optic Euromex bScope si fotografiate cu camera microscopului
si cu camera telefonului Xiaomi Mi A1l (12 MP, /2.2, 26mm (wide), /2.97, 1.25um, PDAF).
Fotografiile realizate asupra sectiunilor prin epicotilele plantulelor din variantele
experimentale de tratament au fost comparate cu fotografiile cu sectiunile epicotilelor

plantulelor din varianta control.

Evaluarea efectelor extractelor asupra plantulelor speciei test (O. basilicum L.) la nivel
fiziologic

Eficienta fotosistemului II (YPSII) si rata transportului de electroni (ETR) au fost
masurate cu aparatul Hansatech Ltd. PAM Fluorometer (www.hansatech-instruments.com)
conform metodei descrise Tn subcapitolul: Evaluarea efectelor colchicinei asupra plantulelor

speciei test (O. basilicum L.) la nivel fiziologic.
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Din valorile obtinute au fost calculate mediile + erorile standard ale mediilor pentru

fiecare variantd experimentala.

Evaluarea efectelor colchicinei asupra plantulelor speciei test (O. basilicum L.) la nivel
biochimic
Continutul de pigmenti asimilatori a fost determinat conform metodei lui Sumanta et

al. (2014), descrisa in subcapitolul: Evaluarea efectelor colchicinei asupra plantulelor speciei
test (O. basilicum L.) la nivel biochimic.

Din valorile obtinute au fost calculate mediile + erorile standard ale mediilor pentru

fiecare varianta experimentala.

Analize statistice

Analizele statistice au fost efectuate in GraphPad Prism versiunea 9.5.1, utilizand
ANOVA bifactorial (considerand soiul factor calitativ) si testul Tukey de comparatii
multiple pentru indicii de germinatie ai semintelor si indicii morfologici (dimensiunea
stomatelor, densitatea stomatelor, densitatea perilor tectori si secretori pe ambele suprafete
foliare), biochimici (continutul de clorofild a, b si carotenoizi) si fiziologici (eficienta
fotosistemului II si rata de transport al electronilor) ai plantulelor de O. basilicum L. tratate
cu extracte metanolice din bulbi sau flori de C. autumnale L. Valorile reprezentate in grafice
si tabele sunt mediile + erorile standard ale mediilor, iar rezultatele testului Tukey al

comparatiilor multiple sunt marcate cu litere diferite.
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2. Cercetari ulterioare

Prepararea extractelor alcoolice si apoase din materialul vegetal colectat (plante ale speciei

C. autumnale L.

Pentru prepararea extractelor vegetale a fost utilizat material vegetal (organe
vegetative si de reproducere) recoltat de la plante de C. autumnale L. dintr-o pajiste din
zona Voronet, jud. Suceava, in trei faze ale ciclului ontogenetic: bulbi, frunze si fructe in
faza de crestere sau vegetativa ce corespunde perioadei de primavara, frunze si fructe in faza
de fructificare in timpul verii, si bulbi si flori in faza de inflorire ce corespunde perioadei de
toamna (Figura 7). Pentru fiecare perioada in care a fost colectat materialul vegetal utilizat
in obtinerea extractelor, a fost depus un individ de C. autumnale L. ca voucher la Herbarul
Facultdtii de Biologie a Universitatii “Alexandru loan Cuza” din lasi. Materialul vegetal
colectat a fost fixat la etuva la 65°C timp de 12 ore pentru a opri reactiile enzimatice, apoi a
fost uscat la Tntuneric, la temperatura camerei (23+2°C), timp de 7 zile, dupa care a fost

macinat pana la obtinerea unei pulberi fine.
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Figura 7. Reprezentarea schematica a ciclului ontogenetic al plantelor speciei C. autumnale L. (original)

Prepararea extractelor alcoolice si apoase din organe de C. autumnale L.

Extractele alcoolice au fost preparate cu un aparat Soxhlet, prin extragerea a cate 59

material vegetal din fiecare organ colectat in metanol absolut (metoda adaptatd dupa
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Rocchetti et al., 2019). Solventul a fost apoi evaporat la sec, prin utilizarea unui

rotaevaporator, iar extractul uscat obtinut a fost redizolvat in etanol de concentratie 70%.

Extractele apoase au fost preparate prin infuzia a cate 5g de material vegetal din
fiecare organ colectat in apa distilata timp de 24 de ore la temperatura de 25°C, dupa care au
fost filtrate prin hartie de filtru. Solventul a fost apoi evaporat la sec prin utilizarea unui

liofilizator si fiecare extract uscat obtinut a fost redizolvat in 50 ml de apa distilata.

In final, au fost obtinute 8 extracte alcoolice si 8 extracte apoase apoase, ce corespund

organelor de C. autumnale L. din care s-a realizat extractia.

Dozarea, separarea si cuantificarea continutului si determinarea activitatii antioxidante a

extractelor din materialul vegetal colectat (plante ale speciei C. autumnale L.)

Determinarea compusilor si cuantificarea concentratiei acestora in extractele de C.
autumnale L. a fost realizata prin cromatografie lichida de inalta performanta in faza inversa
(RP-HPLC) conform metodei utilizate de Alali et al. (2004). Cuantificarea concentratiei
colchicinei, colchiceinei, demecolcinei si apigeninei in extractele alcoolice si apoase de C.
autumnale L. s-a realizat in functie de aria varfurilor detectate, si a fost calculata conform

curbelor etalon.

Determinarea continutului de polifenoli totali si de flavonoide si activitatea
antioxidanta a extractelor alcoolice si apoase preparate din organe de C. autumnale L. s-a

realizat prin utilizarea metodelor de lucru conform Herald et al. (2012).

Materialul vegetal test (O. basilicum L.)

Semintele de Ocimum basilicum L. soiurile ‘Italiano Classico’ (nr. lot 0318-00) si
‘Aromat de Buzau’ (nr. lot 9BZ1321-9BZ01/0BZ01A) au fost procurate din surse
comerciale (Unisem S.A. Iasi, respectiv, S.C.D.L. Buzau), iar 100 de seminte din fiecare lot
au fost depuse la Herbarul Facultatii de Biologie a Universitatii “Alexandru loan Cuza” din

lasi.
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Teste genetice si fiziologice asupra soiurilor speciei-test (O. basilicum L.)

In vederea anticiparii unor eventuale diferente a raspunsurilor preplantulelor si
plantulelor-test ce apartin unor soiuri diferite la tratamentele cu extracte de C. autumnale L.
au fost efectuate analize asupra numarului de cromozomi ai plantelor de O. basilicum L.
soiul ‘Italiano Classico’, respectiv ‘Aromat de Buzdu’ prin testarea a 2 solutii de tratament:
colchicina de concentratie 0,2% (conform metodei utilizate de Capraru si Bara, 2007) si 8-
hidroxichinolina 0,002 M (conform metodei utilizate de Truta si Zamfirache, 2013), cu
diferiti timpi de expunere. Preparatele au fost realizate prin metoda Squash si spalate prin
bai succesive de etanol si xilen, si fixate cu balsam de Canada. Preparatele permanente finale
au fost observate la microscopul optic Nikon Eclipse E600 si fotografiate cu camera Nikon

E950, la obiectivul 100x, utilizand ulei de imersie.

Pentru a determina nivelul de toxicitate al etanolului (utilizat Tn prepararea extractelor
alcoolice de C. autumnale L.) asupra germinatiei semintelor de busuioc a fost efectuat un

test de viabilitate, conform metodei descrise de Boldor, Raianu si Trifu (1983).

Pentru a determina cantitatea de extract imbibat in seminte a fost realizat un test de

imbibitie prin metoda gravimetrica.

Schematizarea tratamentelor cu extracte alcoolice §i apoase din organe vegetative §i de

reproducere ale plantelor speciei C. autumnale L.

Aplicarea tratamentului cu extracte din organe de C. autumnale L. asupra plantelor
test a fost realizatd prin doud metode proiectate conform literaturii de specialitate, ce prezinta

metode de tratament cu colchicind asupra unor specii de plante in diferite stadii de dezvoltare

(Omidbaigi et al., 2010; Manzoor et al., 2019; lannicelli et al., 2020).

Semintele si plantulele test utilizate n acest studiu sunt reprezentate de doud soiuri

ale speciei Ocimum basilicum L.: ‘Aromat de Buzau’ si ‘Italiano Classico’.

la. Prima metoda de aplicare a tratamentului cu extracte alcoolice a constat 1n
prepararea a cate 3 dilutii pentru fiecare extract in parte (1:1, 1:2, 1:3) cu apa distilata. Un
numar de 90 de seminte per variantd de tratament au fost tinute la Tmbibat n extractele
diluate timp de 30 de minute, dupa care au fost distribuite in placi Petri (Figura 8).

1b. Metoda de aplicare a tratamentului cu extracte apoase a constat in tratarea

semintelor de O. basilicum L. cu extracte nediluate si diluate (1:1 si 1:2) cu apa distilata.
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Cate 90 de seminte per varianta de tratament cu extract au fost tinute la imbibat in extractele

nediluate sau diluate timp de 24 de ore, dupa care au fost distribuite in placi Petri (Figura 8).

Dupa aplicarea tratamentului, semintele au fost puse la germinat timp de 14 zile, fiind
mentinute la 25°C la un regim de iluminare de 18 ore pe zi, cu intensitatea luminoasa de 50
umol m? s, Semintele germinate au fost numdrate zilnic, la interval de 24 de ore, la final
fiind calculati indicii de germinatie, iar preplantulele rezultate au fost masurate, pentru a le

determina indicele de vigoare (SVI).

Extracte din organe de C. autumnale

00 00 00

1.imbibarea intelor speciei-test 2. Seminte (0. basilicum) puse la germinat 3., Preplantule (. basilicum)
(0. basilicum) in extracte ziua 1 ziua 14
30 seminte/3 ml de extract

Figura 8. Schema de tratament cu extracte alcoolice si apoase din organe de C. autumnale L. asupra
semintelor de O. basilicum L. (soiurile ‘Italiano Classico’ si ‘Aromat de Buzau’) (original)

2. A doua metoda de tratament a constat in asezarea unor bilute de vatd (cu
diametrul de aproximativ 2 mm) pe apexurile caulinare ale plantulelor test cultivate in
prealabil in ghivece, incepand cu ziua 15 de la plantare si imbibarea lor cu cate 100ul de
extract (alcoolic sau apos) pe zi, timp de 3 zile consecutive (Figura 9). Analizele indicilor
morfologici si anatomici ai plantulelor tratate au fost efectuate la 90 zile de la plantare (72
de zile de la momentul de aplicare a tratamentului), cu exceptia indltimii epicotilului, care a
fost masurata la 60, 75 si 90 de zile de la plantare (42, 57 si 72 de zile de la tratament).
Analizele biochimice si fiziologice au fost efectuate la 75 de zile de la plantare (57 de zile

de la momentul de aplicare a tratamentului).
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Figura 9. Schema de tratament cu extracte alcoolice si apoase din organe de C. autumnale L. asupra
apexurilor caulinare ale plantulelor de O. basilicum L. (soiurile ‘Italiano Classico’ si ‘Aromat de Buzau’)
(original)

Evaluarea efectelor induse de tratamente in semintele test (O. basilicum L.)

Conform metodei de aplicare a tratamentului cu extracte de C. autumnale L. pe
semintele plantelor rest de O. basilicum L. - soiurile ‘Aromat de Buzau’ si ‘Italiano
Classico’, semintele germinate au fost numarate zilnic, la interval de 24 de ore, iar indicii de
germinatie au fost calculati utilizand formulele prezentate in Tabelul 3.2. Din valorile
obtinute au fost calculate mediile + erorile standard ale mediilor pentru fiecare varianta

experimentala.

Evaluarea efectelor induse de tratamente in plantulele test (O. basilicum L.)

De-a lungul studiilor efectuate pe plantulele de busuioc, a aparut contaminarea cu
daunatori din cauza solului utilizat in cultivarea acestor plantule. S-a Thcercat pe cat posibil
selectarea si utilizarea plantulelor aparent sandatoase in analizele la nivel morfologic,
anatomic, fiziologic si biochimic, dar si aceste plantule, dupa observatiile morfologiei
frunzelor si anatomiei epicotilului la microscopul electronic, respectiv, microscopul optic, s-
au dovedit a fi afectate de daunatori. Daunatorii ce au afectat plantulele de O. basilicum L.

au fost identificati ca specii de tripsi (Tizanoptere) si de fungi (Ascomycetae).
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Evaluarea efectelor induse de extractele de C. autumnale L. Tn plantulele test de O.
basilicum L. tratate pe apexul caulinar la nivel morfologic

a. Morfologie

Aspectele de ordin morfologic si diferentele observate intre indivizii de Ocimum
basilicum L. supusi tratamentului au fost inregistrate prin fotografiere cu camera telefonului

Motorola One Zoom (48 MP, /1.7, 1/2.0", 0.8um, PDAF, OIS).

Lungimea epicotilelor tuturor plantulelor a fost masurata in 3 stadii de dezvoltare al
plantulelor de O. basilicum L. (momentul 0 - momentul aplicarii tratamentului, momentul
1 - 42 zile zile de la aplicarea tratamentului, momentul 2 - 57 zile zile de la aplicarea
tratamentului, momentul 3 - 72 zile de la aplicarea tratamentului) cu o rigla gradata. Din
valorile obtinute au fost calculate mediile + erorile standard ale mediilor pentru fiecare

variantd experimentala.

Suprafata foliard a fost masuratd pe fotografii cu ajutorul programului ImageJ pe
frunzele plantulelor de O. basilicum L., la 90 de zile de plantare (72 zile de la ultima zi de
aplicare a tratamentului) pentru frunzele de la fiecare etaj foliar (inferior, mediu sau
intermediar, superior sau apical) masurand aria suprafetei foliare pentru cate 5 frunze din
fiecare etaj foliar (de la 5 plantule din fiecare varianta experimentald). Din valorile obtinute
au fost calculate mediile + erorile standard ale mediilor pentru fiecare varianta

experimentala.

b. Micromorfologie

In vederea observarii si fotografierii elementelor de ordin micrometric a fost aplicata
metoda descrisd in subcapitolul Evaluarea efectelor colchicinei asupra plantulelor speciei
test (O. basilicum L.) tratate pe apexul caulinar - Evaluarea efectelor colchicinei asupra
plantulelor speciei test (O. basilicum L.) la nivel morfologic - b. Micromorfologie.

Materialul a fost analizat la microscopul electronic de baleiaj Vega Tescan 1l SBH
din cadrul Facultatii de Biologie a Universitatii “Alexandru loan Cuza” din lasi, prin
programul VegaTC Software, realizdndu-se fotografii pentru ambele suprafete foliare

(adaxiala si abaxiald).
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Imaginile obtinute au fost analizate vizual, iar masuratorile pentru indicii urmariti:
aria stomatald, densitatea stomatelor, a perilor tectori si secretori per mm? de suprafatd
foliard, precum si gradul de deschidere a stomatelor (suma ariilor ostiolelor pe mm? de
suprafata foliard), s-au realizat utilizdnd programul ImageJ; valorile obtinute pentru ultimul
indice morfologic analizat (gradul de deschidere al stomatelor) au fost corelate cu valorile
indicilor fiziologici corespunzatori determinati: intensitatea proceselor de fotosinteza,
transpiratie, respiratie, continutul de CO2 substomatic si conductanta stomatala. Din valorile
obtinute au fost calculate mediile + erorile standard ale mediilor pentru fiecare variantd

experimentala.

Evaluarea efectelor induse de extractele de C. autumnale L. Tn plantulele test de O.

basilicum L. tratate pe apexul caulinar la nivel anatomic

Sectiunile prin epicotilele plantulelor de O. basilicum L. tratate cu extracte alcoolice
si apoase din organe vegetative si de reproducere ale plantelor speciei C. autumnale L. pe
apexul caulinar au fost realizate conform metodei descrise in subcapitolul Evaluarea

efectelor colchicinei asupra plantulelor speciei test (O. basilicum L.) la nivel anatomic.

Sectiunile colorate au fost asezate pe o lamd pe o picaturd de glicero-gelatina

preincdlzita, peste care a fost asezata lamela si au fost lasate sa se usuce.

Sectiunile din epicotile de O. basilicum L. tratate cu extracte apoase si alcoolice din
organe vegetative si de reproducere ale plantelor speciei C. autumnale L. au fost observate
la microscopul optic Euromex bScope si fotografiate cu camera microscopului si cu camera
telefonului Motorola One Zoom (48 MP, /1.7, 1/2.0", 0.8um, PDAF, OIS), folosind

ocularele 5x, 10x, 20x si 40x ale microscopului.

Evaluarea efectelor induse de extractele de C. autumnale L. Tn plantulele test de O.
basilicum L. tratate pe apexul caulinar la nivel fiziologic

In urma aplicarii tratamentului asupra apexurilor caulinare ale plantulelor de busuioc
a fost determinat gradul de deschidere a stomatelor pentru fiecare suprafata foliara analizata
prin calcularea suprafetei totale a ostiolelor deschise de pe 1 mm? concomitent cu

determinarea procentajului de stomate deschise in campul analizat, pe fotografiile
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materialului vegetal obtinute la microscopul electronic de baleiaj. Din valorile obtinute au

fost calculate mediile + erorile standard ale mediilor pentru fiecare varianta experimentala.

De asemenea, au fost analizati urmatorii indici fiziologici: intensitatea proceselor de
fotosinteza, respiratie si transpiratie, conductanta stomatala si cantitatea de CO2 substomatic
cu aparatul ADC Bioscientific LCi — compact portable photosynthesis unit
(www.adc.co.uk). Pentru determinarea intensitatii procesului de respiratie a fost modificata
metoda standard de determinare a intensitatii fotosintezei cu aparatul ADC Bioscientific LCi
prin acoperirea camereri de lucru, pe parcursul realizarii masuratorilor, cu un material inchis

la culoare, care impiedica patrunderea luminii la suprafata frunzelor.

Eficienta fotosistemului II (YPSII) si rata transportului de electroni (ETR) au fost
masurate cu aparatul Hansatech Ltd. PAM Fluorometer (www.hansatech-instruments.com),
conform metodei detaliate Tn subcapitolul Evaluarea efectelor colchicinei asupra plantulelor

speciei test (O. basilicum L.) la nivel fiziologic.

Din valorile obtinute au fost calculate mediile + erorile standard ale mediilor pentru

fiecare varianta experimentala.

Evaluarea efectelor induse de extractele de C. autumnale L. in plantulele test de O.

basilicum L. tratate pe apexul caulinar la nivel biochimic

Analizele la nivel biochimic au fost efectuate la 75 de zile de la plantare (57 zile de
la tratament), pentru a identifica eventuale variatii ale continutului de pigmenti asimilatori,
polifenoli, flavonoide si ale activitatii antioxidante a plantulelor de Ocimum basilicum L.

induse de tratamentele cu extracte alcoolice si apoase de Colchicum autumnale L.

Continutul de pigmenti asimilatori

Continutul de pigmenti asimilatori a fost determinat conform metodei lui Sumanta et
al. (2014), descrisa in subcapitolul Evaluarea efectelor colchicinei asupra plantulelor speciei
test (O. basilicum L.) Ia nivel biochimic. Din valorile obtinute au fost calculate mediile +

erorile standard ale mediilor pentru fiecare variantd experimentala.
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Continutul de polifenoli

Pentru determinarea continutului de polifenoli totali a fost utilizata metoda de lucru
conform Herald et al. (2012), dupa metoda descrisa de Singleton si Rossi (1965), cu adaptari,
descrisa in subcapitolul Dozarea, separarea si cuantificarea continutului si determinarea
activitatii antioxidante a extractelor din materialul vegetal colectat (plante ale speciei C.
autumnale L.). Din valorile obtinute au fost calculate mediile + erorile standard ale mediilor

pentru fiecare variantd experimentala.

Continutul de flavonoide

Continutul de flavonoide a fost determinat prin metoda colorimetricd pe baza de
clorurd de aluminiu utilizatd de Herald et al., 2012, cf. Zhishen, Mengcheng si Jianming
(1999), cu adaptari, detaliata in subcapitolul Dozarea, separarea si cuantificarea continutului
si determinarea activitatii antioxidante a extractelor din materialul vegetal colectat (plante
ale speciei C. autumnale L.). Din valorile obtinute au fost calculate mediile + erorile standard

ale mediilor pentru fiecare variantd experimentala.

Activitatea antioxidanta

Activitatea antioxidanta a extractelor din frunzele plantulelor de O. basilicum L. dupa
tratamentul cu extracte de C. autumnale L. a fost determinata prin metoda utilizata de Herald
et al. (2012), dupa Thaipong et al. (2006) si Brand-Williams, Cuvelier si Berset (1995), cu
adaptari, detaliata in subcapitolul Dozarea, separarea si cuantificarea continutului si
determinarea activitatii antioxidante a extractelor din materialul vegetal colectat (plante ale
speciei C. autumnale L.). Din valorile obtinute au fost calculate mediile + erorile standard

ale mediilor pentru fiecare variantd experimentala.

Analize statistice

Pentru interpretarea rezultatelor obtinute din analiza indicilor de germinatie, a
indicilor fiziologici si biochimici a fost aplicat testul statistic ANOVA bifactorial
(considerand soiul factor calitativ), testul Tukey pentru comparatii multiple (post-hoc) si

coeficientul de corelatie Pearson in programul GraphPad Prism 9.5.1.
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Valorile prezentate in grafice si tabele reprezintd mediile + erorile standard ale
mediilor. Diferentele semnificative au fost marcate in grafice si tabele cu litere diferite
(pentru p < 0,05). Acolo unde nu existd marcaje (cu litere), diferentele intre rezultate nu au

fost semnificative din punct de vedere statistic.

Coeficientul de corelatie Pearson a fost determinat pentru compararea rezultatelor
analizelor biochimice ale extractelor (comparand extractele alcoolice cu cele apoase),
compararea raspunsurilor celor doud soiuri de busuioc la tratamente (raspunsurile plantelor
din soiuri diferite tratate cu acelasi extract) si prin compararea efectelor extractelor alcoolice
cu efectele extractelor apoase asupra fiecarui soi de busuioc studiat (au fost comparati indicii
de germinatie ai preplantulelor de busuioc din cele 2 soiuri studiate la tratamentul cu acelasi
extract alcoolic sau apos), cu exceptia indicilor de germinatie pentru ca extractele utilizate

in tratamentele asupra semintelor au avut dilutii diferite.
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Rezultate si discutii

1. Rezultate preliminare

Studiile preliminare s-au concentrat pe monitorizarea efectelor colchicinei, compusul
alelopatic principal extras din plantele speciei Colchicum autumnale L., utilizand diferite
metode de tratament cu colchicind asupra semintelor, preplantulelor si plantulelor a doua
soiuri de Ocimum basilicum L.: ‘Italiano Classico’ si ‘Aromat de Buzau’, pentru a determina
si compara efectele biologice induse asupra plantelor test. In studiilor preliminare au fost
testate diferite metode de tratament cu o gama predeterminatd de concentratii de 0,5 - 5
mg/ml colchicind sub forma de solutii apoase si determinate efectele biologice induse in
plantele supuse tratamentelor, pentru a intelege mai bine influenta colchicinei asupra

celulelor plantelor in vivo (Morosan et al., 2023).

Metodele de tratament care au fost aplicate cu succes au fost cele asupra semintelor,
prin imbibitie In solutii apoase de colchicind si cele aplicate pe apexurile caulinare ale
plantulelor, pe cand tratamentele aplicate prin picurare si prin imersie a preplantulelor in
solutiile de colchicind au rezultat in necroza tesuturilor sau moartea preplantulelor.
Rezultatele aratd ca tratamentul cu colchicind nu afecteazd semnificativ parametrii de
germinatie a semintelor, cu exceptia indicelui de vigoare, inhiband cresterea preplantulelor

(Figura 10).

De asemenea, tratamentul cu colchicina aplicat pe apexurile caulinare ale plantulelor
de busuioc nu afecteaza semnificativ eficienta fotosinteticd si continutul de pigmenti
asimilatori, insd exercitd un impact semnificativ asupra unor indici morfo-anatomici,
concretizati prin devierea nervurilor si a marginilor limbului foliar (Figura 11), aparitia
celulelor heteromorfe si lignificarea slaba a xilemului in structura epicotilului (Figura 12),
aparitia unor stomate si celule epidermice heteromorfe si alungirea perilor tectori pe
suprafetele foliare examinate, observatii ce pot fi interpretate ca posibile consecinte ale

stresului chimic indus de tratamentul cu colchicina.
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Figura 10. Aspectul preplantulelor de Ocimum basilicum L. la 14 zile dupa tratamentul cu diferite
concentratii de colchicina
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Figura 11. Variatii ale morfologiei foliare la plantulele de O. basilicum L. soiul ‘Aromat de Buzau’
tratate cu colchicina pe apexul caulinar
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Figura 12. Sectiuni transversale prin epicotilele de O. basilicum L. soiul ‘Aromat de Buzau’ tratate cu
colchicina pe apexul caulinar
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In scopul determindrii potentialului efect alelopatic indus de compusi biologic activi
prezenti in organele plantelor de Colchicum autumnale L. asupra plantelor test au fost
preparate 2 extracte metanolice din bulbii si din florile de brandusa de toamna si au fost
utilizate ca plante test aceleasi soiuri de busuioc ca in experimentul anterior 1n care au fost
utilizate solutii apoase de colchicina. Cuantificarea colchicinei din extracte a fost efectuatd

prin HPLC, conform metodei lui Alali et al. (2004), utilizata si in studiile ulterioare.

Rezultatele studiului preliminar cu privire la efectele alelopatice ale extractelor
metanolice din bulbi si din flori de C. autumnale L. (Morosan et al., 2022) au indicat faptul
ca ambele extracte nediuate testate inhiba complet germinatia semintelor de busuioc din
ambele soiuri, efect ce poate fi atribuit toxicitdtii metanolului utilizat ca solvent in extractie.
Pe de alta parte, extractul diluat din flori inhiba partial germinatia semintelor, In timp ce

extractul diluat din bulbi de C. autumnale L. o inhiba complet (Tabel 3).

Tabel 3. Germinatia procentuala finala a semintelor de O. basilicum L. tratate cu extracte alcoolice de C.
autumnale L. (EB 1:1 = extract din bulbi diluat (1:1); EB = extract din bulbi nediluat; EF 1:1 - extract din
flori diluat (1:1); EF- extract din flori nediluat, diferentele semnificative statistic sunt marcate cu litere

diferite)
‘Italiano Classico’ | ‘Aromat de Buzau’
Co (H20) 80+1,922 68.89+7,78°
C1 (MeOH 35%) 70+11,55° 23,33+4,41°
1:1EB 0+0¢ 0+0¢
1:1EF 40+18,93¢ 33,33+6,01°
C2 (MeOH 70%) 0+0¢ 00¢
EB 0+0¢ 0+0¢
EF 0409 0+0¢

In ceea ce priveste raspunsurile plantulelor de O. basilicum L. tratate pe apexul
caulinar cu aceste extracte, observatiile au aratat ca tratamentele nu afecteazd semnificativ
procesele fiziologice ale plantulelor si nici continutul de pigmenti asimilatori, Tnsd induc
devierea nervurilor si anomalii ale formei foliare (Figura 13), ca si in cazul tratamentelor cu

solutii apoase cu diferite concentratii de colchicind.
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MeOH EB 1:1

EB EF 1:1 EF

Figura 13. Morfologia frunzelor de O. basilicum L. soiul ‘Aromat de Buzau’ din nodul bazal al
plantulelor tratate cu extracte alcoolice de C. autumnale L. (EB 1:1 = extract din bulbi diluat (1:1); EB =
extract din bulbi nediluat; EF 1:1 - extract din flori diluat (1:1); EF- extract din flori nediluat)

Mai mult, tratamentul cu extracte metanolice de C. autumnale L. a indus pe
suprafetele foliare ale plantulelor de busuioc din ambele soiuri tratate pe apexul caulinar
efecte similare cu cele observate in cazul celor tratate cu soutii apoase de colchicina:
cresterea numarului de peri tectori si alungirea acestora, celule heteromorfe si lignificarea

slaba a xilemului (Figura 14).
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Figura 14. Anomalii observate pe suprafetele frunzelor de O. basilicum L. soiurile ‘Italiano Classico’ si
‘Aromat de Buzau’ dupi aplicarea tratamentului cu extracte alcoolice de C. autumnale L. pe apexul
caulinar (a — aspect tipic al suprafetei abaxiale; b — aspect tipic al suprafetei adaxiale; ¢ — par glandular
cu forma alteratd; d — stomate gemene; e — celule epidermice cu peretii laterali foarte ondulati; f — peri
glandulari gemeni; g — par glandular cu forma modificata; h — morfogeneza perilor tectori si un par
tector pluricelular alungit)
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Dupa tratamentul cu extracte metanolice de C. autumnale L., pe suprafetele foliare
ale plantulelor de busuioc din ambele soiuri au fost observate deshidratari ale epidermei, peri
glandulari cu forma alterata, iar in conturul transversal al epicotilelor examinate prezenta o

alterare accentuatd, explicata prin aparitia celulelor heteromorfe in structura sa (Figura 15).
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Figura 15. Diferente identificate in structura epicotilului de la plantulele de O. basilicum L. soiul
‘Aromat de Buzau’, dupa tratamentul cu extracte alcoolice de C. autumnale L., fatd de control
(EB 1:1 = extract din bulbi diluat (1:1); EB = extract din bulbi nediluat;
EF 1:1 - extract din flori diluat (1:1); EF- extract din flori nediluat)

Se impun, astfel, cercetari suplimentare pentru a elucida nivelul de toxicitate si

potentialul alelopatic al metabolitilor secundari produsi de plantele apartinand speciei C.

autumnale L. fata de alte plante, cat si pentru a determina cum poate afecta aceasta specie

dinamica populatiilor vegetale din preajma sa si dacd aceastd ar fi beneficd pentru a fi

introdusa dirijat in culturile de plante comestibile sau medicinale, ca agent protector

impotriva bolilor si daunatorilor, fara a afecta calitativ respectivele culturi. Astfel, s-a propus

modificarea protocolului de lucru, inlocuirea solventului din extracte (metanolul a fost

inlocuit de etanol) si extinderea si diversificarea analizelor de la nivel morfo-anatomic,

fiziologic si biochimic.
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2. Rezultate ulterioare

Caracterizarea extractelor alcoolice §i apoase din organe vegetative si de reproducere ale

plantelor de C. autumnale L.

In extractele preparate din organele plantelor de C. autumnale L. continutul de
compusi bioactivi detectati a fost, n general, mai mare in extractele alcoolice, fata de
extractele apoase preparate din acelasi material vegetal (folosind aceeasi masa de material
vegetal pulbere in prepararea extractelor, mai exact 5 grame), cu exceptia extractului din

bulbi colectati in perioada de inflorire.

Cel mai mare continut de colchicina, compusul bioactiv principal, a fost detectat in
extractele alcoolic si apos preparate din flori (8), iar cel mai mic, in extractele din tecile
bulbului (7). Colchicina, ca multi metaboliti secundari, contribuie la supravietuirea plantelor
prin efectul toxic pe care il are fatd de ierbivore si agenti patogeni (Ghosh si Jha, 2008),
fenomen ce poate explica faptul ca a fost determinat un continut de colchicind mai mare in

organele supraterane ale brandusei de toamna, fata de organele subterane.

Comparativ cu rezultatele cercetarilor anterior realizate, incluse in rezultatele
preliminare, in care au fost preparate extracte din material vegetal (bulbi si flori) colectat din
aceeasi pajiste (in luna octombrie 2019), cu concentratiile de colchicind detectate prin
aceeasi metoda (0,11940,007 mg/ml in extractul din bulbi si respectiv 0,286+0,015 mg/ml
in extractul din flori), concentratia de colchicina in extractele obtinute din materialul colectat
in anul 2021 a fost de 2 ori mai mica in bulbi si de aproximativ 3 ori mai mare n extractul
din flori. Aceste diferente pot fi datorate conditiilor de mediu in care au crescut plantele,
momentului colectarii si biomasei totale a materialului vegetal recoltat, solventului utilizat

in extractie, timpului de extractie etc.

Diferentele evidentiate prin compararea rezultatelor studiului de fatd cu cele
preliminare se pot datora faptului cd materialul vegetal a fost recoltat in ani diferiti, dar si
faptului ca metoda a fost adaptata ulterior dupa observarea faptului ca metanolul (in raport
de 70:30 cu H20) este foarte toxic pentru semintele si plantulele de O. basilicum L., fiind
ales etanolul (in raport de 70:30 cu H20) ca solvent final cu toxicitate mai scazuta pentru

utilizarea extractelor in tratamente aplicate soiurilor de busuioc test.
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In studiul de fati, continutul de colchicina in bulbi a fost de 1,328+0,003 mg per
gram de material vegetal colectat in perioada de crestere (primavara) si 0,617+0,002 mg per
gram de bulbi colectati in perioada de inflorire (toamna), utilizand un raport de 70:30 etanol-
apa. Prin compararea rezultatelor obtinute de Davoodi si colaborii (2021), care au obtinut un
continut de 4,4592 + 0,0109 mg de colchicina per gram de material vegetal reprezentat de
bulbi utilizand metanol-apa in raport de 80:20 ca solvent final indica faptul ca metanolul ar
putea fi un solvent mai potrivit pentru colchicind si acest compus are o solubilitate mai buna
intr-o concentratie mai mare de metanol. In aceasti situatie, este esential si se ia in
considerare mai multi factori care pot influenta continutul de colchicind din extracte, inclusiv
conditiile de mediu in care au crescut plantele de C. autumnale L., speciile de plante
invecinate care concureaza cu brandusa de toamna pentru resursele nutritive, disponibilitatea

nutrientilor din sol, momentul colectdrii materialului vegetal si metoda de extractie folosita.

Colchiceina este considerata produsul principal de degradare al colchicinei (pe langa
lumicolchicine) (Kurek si Barczynski, 2016), compusul fiind utilizat ca si control al calitétii
extractelor vegetale. Colchiceina a fost identificatd in concentratii mici in extractele
alcoolice si apoase din frunze tinere (2) si In extractele alcoolice si apoase preparate din
fructe (3E, SE si 5A) si foarte mici in extractele alcoolice si apoase din bulbi (1 si 6), extractul
alcoolic din frunze mature (4E) si in extractele alcoolice si apoase din flori (8). Prezenta
acestui compus nu a fost detectatd in compozitia extractului apos si nici in a celui etanolic
din tecile bulbilor. Continutul acestui compus a crescut in fructele de C. autumnale L. pe
parcursul maturarii lor, fapt indicat de concentratia mai crescuta de colchiceind in extractele

alcoolice si apoase din fructe mature (5) in comparatie cu extractele din fructe imature (3).

Demecolcina, a cdrei prezentd desi a fost raportatd in mai multe studii efectuate in
legatura cu compozitia biochimica a speciei C. autumnale L. (Malichova et al., 1979;
Yoneda et al., 1984; Herbert, Kattah si Knagg, 1990; Davoodi et al., 2021), nu a fost
detectata in continutul extractelor preparate in cadrul studiului de fata, ceea ce poate indica
faptul ca substratul din zona din care a fost colectat materialul vegetal si conditiile de mediu
sau de stres pe care le-au experimentat indivizii de C. autumnale L. Thainte de colectare au
influentat compozitia chimica a acestor plante, dupa cum a fost determinat prin analiza

extractelor alcoolice si apoase.

Apigenina a fost identificata in extractele alcoolice si apoase din flori (8), in extractul
apos din frunze mature (4A) si in extractul alcoolic din frunze tinere (2E). Acest compus

este o flavond cu proprietati antioxidante, care ajuta la protejarea celulelor plantelor de
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stresul oxidativ, proprietate cruciala pentru prevenirea daunelor cauzate de speciile reactive
de oxigen (Maduni¢ et al., 2018; Azeem et al., 2024) si a celor cauzate de razele UV-B
(Righini et al., 2018). Ca metabolit secundar, apigenina contribuie la mecanismele de aparare
ale plantei impotriva agentilor patogeni si a factorilor de stres de mediu (Mushtaq et al.,
2023; Azeem et al., 2024). Comparand aceste rezultate cu rezultatele obtinute anterior si cu
datele din literatura (Burzo et al., 2005), a fost confirmat faptul ca apigenina se gaseste in
florile de C. autumnale L., aceasta fiind de asemenea identificata in cantitati foarte mici in

extractele din frunze.

Acidul salicilic a fost identificat in concentratia cea mai mare in extractele alcoolice
si apoase din flori (8) si din frunze (2 si 4). Acest compus a fost indentificat si in extractele
alcoolice alte organe, precum extractele din bulbii colectati primavara (1E), fructele imature
st mature (3E si 5E) si tecile bulbului (7E). Cuantificarea acestui compus in extractele
alcoolice din frunze (2E si 4E) si fructe (3E si SE) ar sugera cresterea continutului acestui
compus pe parcursul maturarii acestor organe. Acidul salicilic este un compus implicat n
procesul de inflorire, prezinta un rol important in protectia plantelor impotriva factorilor de
stres biotici si abiotici (Wani et al., 2017) si contribuie la reglarea proceselor fiziologice si
biochimice de-a lungul ciclului de viata al plantei, influentdnd cresterea si dezvoltarea lor
(Vicente si Plasencia, 2011; Mo et al., 2020). Cu toate acestea, dat fiind continutul foarte
scazut din extracte, este posibil ca acest compus sd nu exercite efecte biologice vizibile

asupra semintelor si plantulelor test pe termen scurt.

Analizele asupra materialului vegetal (organe vegetative si de reproducere ale
plantelor de C. autumnale L.) au aratat faptul ca in timpul stadiului vegetativ cea mai mare
cantitate de polifenoli se regaseste in organele supraterane, mai ales in frunze (2, 4) si flori
(8), iar continutul de polifenoli determinat a fost mai mare in bulbii colectati in timpul
primaverii (1), comparativ cu bulbii colectati toamna (6). De asemenea, analiza extractelor
alcoolice a sugerat ca acumularea de polifenoli in fructe (3E si SE) s-ar produce pe parcursul

maturdrii, insd, in extractele apoase acest continut a ramas aproximativ constant.

In mod similar analizei continutului de polifenoli in extractele alcoolice si apoase din
organe ale plantelor de C. autumnale L., s-a constatat ca in timpul stadiului de crestere
(perioada de primavard) cea mai mare cantitate de flavonoide se regdseste In organele
supraterane, indeosebi in frunze (2, 4), flori (8) si fructe (3, 5). Flavonoidele sunt compusi
fenolici ce regleazd dezvoltarea plantelor si contribuie la pigmentarea florilor si fructelor,

caracteristici esentiale pentru atragerea polenizatorilor (Mierziak, Kostyn si Kulma, 2014;
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Mathesius, 2018), fapt ce ar putea explica prezenta lor abundenta in aceste organe. Mai mult
decat atat, acesti compusi, prin acumularea in epiderma, protejeaza plantele de radiatiile

solare daunatoare (Shah si Smith, 2020; Ferreyra, Serra si Casati, 2021).

Flavonoidele prezinta proprietati antioxidante puternice, ajutand la eliminarea
speciilor reactive de oxigen (ROS) si, astfel, indeplinesc un rol semnificativ in toleranta la
stres a plantelor (Khalid, Bilal si Huang, 2019; Dias, Pinto si Silva, 2021; Shomali et al.,
2022), dar si impotriva agentilor patogeni si ierbivorelor, sporind rezistenta acestora la
stresul biotic (Mathesius, 2018; Alseekh et al., 2020; Shah si Smith, 2020). Mai mult,
flavonoidele sunt implicate in procesele de semnalizare celulard precum interactiunile
radacind-rizosfera, interactiune in care pot stimula sau inhiba activitatea microbiana, pot
afecta absorbtia nutrientilor si pot media, influenta sau chiar determina interactiuni
alelopatice (Hassan si Mathesius, 2012; Shah si Smith, 2020), realitate ce explica prezenta

lor, chiar si in cantitati mai scazute, in organele subterane.

Activitatea antioxidantd a fost considerabil crescutd in cazul extractelor alcoolice
preparate din organe vegetative si de reproducere ale plantelor de C. autumnale L.,
comparativ cu extractele apoase. Toate organele brandusei de toamna au prezentat activitate
antioxidantd ridicata, cu exceptia extractului din bulbi colectati primavara. In cazul
extractelor apoase, activitatea antioxidanta detectata a fost destul de slaba, iar intre extracte

nu au fost determinate variatii semnificative.

Avand 1n vedere faptul ca cea mai mare activitate antioxidanta a fost detectata in
extractele alcoolice din fructe (3E si SE), bulbi colectati toamna (6E) si flori (8E), fara
variatii semnificative, dar si in frunze (2E, 4E si 7E), insd continutul de polifenoli si
flavonoide a fost detectat in extractele din flori (8E), frunze (2E si 4E, dar nu si 7E) si fructe
(3E si 5E) este posibil ca in organele supraterane ale brandusei de toamna flavonoidele sa se
afle compusii principali care contribuie la activitatea antioxidanta, cu toate ca existd
diferente semnificative intre continutul de flavonoide dintre extractele alcoolice preparate

din aceste organe.

O activitate antioxidanta foarte scdzutd in cazul extractelor apoase preparate din
organe vegetative si de reproducere ale plantelor de C. autumnale L. poate indica prezenta
unor compusi cu solubilitate mai crescuta in alcool sau insolubili/mai putin solubili in apa.
Pe langa acest fapt, continutul de polifenoli si de flavonoide detectat in extractele alcoolice

din bulbi colectati toamna (6E) a fost foarte scazut, fapt ce ofera indicii cu privire la prezenta
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altor compusi in continutul acestui extract, care contribuie la o activitate antioxidanta

crescuta.

Teste genetice si fiziologice asupra soiurilor test de O. basilicum L.

In urma aplicarii metodei Squash si a observirii cromozomilor la microscopul optic,
a fost stabilit faptul ca metoda optima de tratare a preplantulelor pentru a putea vizualiza cu
claritate cromozomii pentru soiurile ‘Italiano Classico’ si ‘Aromat de Buzau’ ale speciei O.
basilicum L. este cea cu 8-hidroxichinolind 0,002 M (conform metodei utilizate de Truta si
Zamfirache, 2013) timp de 240 de minute, la temperatura camerei (Figurile 16, 17). Studiul
metafazelor a indicat faptul ca soiurile ‘Italiano Classico’ si ‘Aromat de Buzau’ ale speciei
O. basilicum L. prezinta fiecare acelasi numar de cromozomi (2n = 48, x = 12), observatie
ce este in concordantd cu informatiile din literaturd referitoare la numarul de cromozomi
prezenti la aceasta specie (Pushpangadan si Bradu, 1995; Khosla, 1995; Archna et al, 2013),
insd exista si o variabilitate in numarul de cromozomi ai altor soiuri ce apartin acestei specii
(Paton si Putievsky, 1996; MuKherjee et al., 2005). Asadar, potentialele diferente in
raspunsurile plantelor de busuioc la tratamentul cu extracte de C. autumnale L. se pot datora

unor factori de ordin morfogenetic si metabolic specifici fiecaruia dintre soiurile studiate.
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Figura 16. Cromozomii metafazici ai preplantulelor
de O. basilicum L.‘Italiano Classico’ tratate cu 8-
hidroxichinolind 0,002 M timp de 4 ore (2n = 48)

Figura 17. Cromozomii metafazici ai preplantulelor
de O. basilicum L.‘Aromat de Buzau’ tratate cu 8-
hidroxichinolina 0,002 M timp de 4 ore (2n = 48)

In urma efectudrii testului de viabilitate conform metodei descrise de Boldor, Raianu
si Trifu (1983) s-a constatat cd o concentratie de 70% etanol prezinta un impact semnificativ

asupra viabilitatii embrionului semintelor de O. basilicum L. n cazul ambelor soiuri studiate,
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determinand necrozarea tesuturilor embrionare dupi doar 30 de minute de expunere. in mod
similar, o concentratie de 35% etanol inhiba complet viabilitatea semintelor de O. basilicum
L. soiul ‘Italiano Classico’ si partial a celor din soiul ‘Aromat de Buzau’, acest soi parand a
fi mai rezistent la stresul chimic indus de etanol. In acelasi timp, o concentratie mai mica
(23,33%) de etanol afecteazd semnificativ doar viabilitatea embrionilor semintelor din soiul
‘Italiano Classico’. Concentratia cea mai micd de etanol testatd (17,5%) nu a afectat
semnificativ viabilitatea embrionilor semintelor de busuioc din soiul ‘Aromat de Buzau’
comparativ cu varianta control (tratamentul cu H20), ci doar a embrionilor semintelor de

busuioc din soiul ‘Italiano Classico’ (Tabel 4).

Tabel 4. Procentajul de viabilitate (%) a embrionilor semintelor de O. basilicum L. soiurile ‘Italiano Classico’
si ‘Aromat de Buzau’ dupa 30 de minute de imbibitie cu diferite concentratii de etanol (diferentele
semnificative statistic sunt marcate cu litere diferite)

0. basilicum L. | © ba:(')'i'gfm L
Tratament soiul “Italiano .
- Aromat de
Classico <
Buzau
H.O 93,33+7,14 2 86,67+7,69°
EtOH 17,5% 80+14,43°P 86,67+7,69°
EtOH 23,33% 40+28,87 © 86,67+15,38 "
EtOH 35% 0+0¢ 26,67+25¢
EtOH 70% 0+0¢ 0+0¢

Testul de imbibitie efectuat pe semintele de O. basilicum L. cu extracte alcoolice si
apoase din organe vegetative si de reproducere de C. autumnale L. a indicat faptul cd masa
de extract fixat prin imbibitie per sdmanta este invers proportionald cu concentratia
extractului, aceasta fiind insa mai micd 1n cazul extractelor, comparativ cu controlul

corespunzator.

Semintele de O. basilicum L. soiul ‘Aromat de Buzau’ prezintd o capacitate de a
absorbi si de a retine o cantitate mai mare de extract alcoolic sau apos, fata de soiul ‘Italiano

Classico’.
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Efecte ale extractelor preparate din organe vegetative si de reproducere ale plantelor de

C. autumnale L. asupra semintelor de O. basilicum L.

I. In perioada de crestere

Extractele alcoolice si apoase preparate din organe vegetative si de reproducere ale
plantelor de C. autumnale L. colectate in perioada de crestere (primavara) afecteaza in mod
diferit germinatia semintelor speciei-test. In timp ce extractele alcoolice si apoase din bulbi
(1) inhiba cresterea preplantulelor (rezultat evidentiat prin reducerea semnificativa a
indicelui de vigoare a preplantulelor = SVI), extractele din frunze si din fructe isi exercita
efectele in moduri diferite, in functie de concentratia compusilor biologic activi proprii si de
solventul utilizat in extractie. In comparatie cu semintele tratate cu H20 distilata (Co),
extractul alcoolic din bulbi de bandusa de toamna inhiba toti indicii de germinatie ai
semintelor ambelor soiuri de busuioc, iar extractul apos inhibd indicele de emergenta a

preplantulelor (SE) la soiul ‘Aromat de Buzau’.

Extractul apos din frunze (2), avand un continut ridicat de colchicind (mai mare decat
cel din bulbi, dar mai mic decat cel din extractul alcoolic din frunze), inhibd cresterea
preplantulelor (SVI), in timp ce extractul alcoolic stimuleaza emergenta preplantulelor (SE)
si timpul zilnic de germinatie (MDG) a semintelor ambelor soiuri de busuioc. Pe de alta
parte, existd si raspunsuri specifice ale semintelor fiecarui soi la tratamentul cu extractul
alcoolic din frunze: germinatia semintelor din soiul ‘Italiano Classico’ a fost stimulata din
punctul de vedere al germinatiei procentuale finale (FGP) si al indicelui de vigoare a
preplantulelor (SVI), In timp ce germinatia semintelor din soiul ‘Aromat de Buzau’ a fost
stimulatd din punctul de vedere al indicelui de germinatie (GI) si al energiei germinative
(GE). In comparatie cu semintele tratate cu H20 distilata (Co), extractul alcoolic din frunze
inhiba germinatia procentuala finala (FGP) a ambelor soiuri, si indicii de germinatie (GI) si
de vigoare a preplantulelor in cazul semintelor din soiul ‘Italiano Classico’, insa aceste efecte

inhibitoare pot fi atribuite, de fapt, etanolului din extract.

Extractul apos din fructe (3) a inhibat atit cresterea preplantulelor (SVI), cat si
indicele de emergenta a preplantulelor (SE), in timp ce extractul alcoolic a stimulat
germinatia semintelor din perspectiva germinatiei procentuale finale (FGP) si a indicelui de
emergentd (SE), in comparatie cu tratamentul cu etanol de concentratie 70%, in cazul
ambelor soiuri testate. Mai mult, extractul alcoolic din fructe a stimulat si timpul zilnic de

germinatie (MDGQ) si cresterea preplantulelor (SVI) la soiul ‘Italiano Classico’. S-ar parea
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ca o concentratie scazutd a compusilor din extractele preparate determina efecte negative
asupra germinatiei semintelor de busuioc, iar o concentratie ridicatd prezinta efecte
stimulatoare. Pe de alta parte, in comparatie cu semintele tratate cu H20 distilata (Co),
extractul alcoolic din fructe inhibd germinatia procentuald finald (FGP), indicele de

germinatie (GI) si de vigoare a preplantulelor (SVI) la ambele soiuri.
1. Tn perioada de fructificare

Extractul apos din frunze (4) inhibd indicele de emergenta a preplantulelor (SE)
ambelor soiuri de busuioc studiate, dar si energia germinativda (GE) si cresterea
preplantulelor (SVI) de busuioc din soiul ‘Aromat de Buzau’. Pe de alta parte, extractul
alcoolic preparat din acelasi material vegetal stimuleaza indicele de emergenta a
preplantulelor (SE) de busuioc din soiul ‘Aromat de Buzdu’, in comparatie cu tratamentul
cu etanol. In comparatie cu semintele tratate cu H20 distilatd (Co), extractul alcoolic din

frunze inhiba toti indicii de germinatie ai semintelor ambelor soiuri.

Extractul apos din fructe (5), desi nu prezintd o concentratie ridicatd de colchicina,
inhiba cresterea preplantulelor (SVI) apartindnd ambelor soiuri de busuioc, in timp ce
extractul alcoolic stimuleaza indicele de emergenta a preplantulelor (SE) si energia
germinativd (GE), in comparatie cu tratamentul cu etanol. Aceste observatii contribuie la
teoria potrivit careia o concentratie mai scazutd a compusilor determinad efecte inhibitoare in
plantele receptoare, iar o concentratie ridicata (in extractele alcoolice) ar putea induce un
stres benefic, care stimuleazad germinatia semintelor ambelor soiuri de O. basilicum.
Comparativ cu semintele tratate cu H20 distilata (Co), extractul alcoolic din fructe inhiba

majoritatea indicilor de germinatie ai semintelor ambelor soiuri.
[11. Tn perioada de inflorire

Extractul apos din bulbi (6) colectati in perioada de inflorire inhibd germinatia
semintelor ambelor soiuri de busuioc din punctul de vedere al indicelui de emergenta a
preplantulelor (SE), energiei germinative (GE) si cresterii preplantulelor (SVI). Extractul
alcoolic preparat din acelasi material vegetal inhibad timpul mediu de germinatie (MGT) si
cresterea preplantulelor (SVI), in comparatie cu tratamentul cu etanol de concentratie 70%,
precum si toti indicii de germinatie, In comparatie cu semintele tratate cu H20 distilata. Se
pare ca acest organ (bulbul), chiar dacd nu contine o concentratie mare de colchicina,
prezintd efecte inhibitoare si indeplineste rolul de depozitare a compusilor alelopatici,

asigurand protectia plantei in zona subterana.
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Extractul apos din tecile bulbilor (7) nu exercitd efecte semnificative asupra
procesului de germinatie a semintelor soiurilor de busuioc testate, iar extractul alcoolic
prezinta efecte stimulatoare asupra germinatiei, in comparatie cu tratamentul cu etanol (dar
inhibitoare Tn comparatie cu semintele tratate cu H20 distilatd), soiurile rdspunzand, insa,
diferit, la tratamentele cu acest extract. Extractul alcoolic din tecile bulbilor a stimulat
germinatia procentuald finald (FGP), timpul mediu zilnic de germinatie (MDGQG) si indicele
de vigoare a preplantulelor (SVI) din soiul ‘Italiano Classico’, precum si indicele de
emergentd (SE) si energia germinativa (GE) a preplantulelor din soiul ‘Aromat de Buzau’.
Daca aceste rezultate ar fi fost analizate strict in raport cu cele din varianta control Co (cu
H20), s-ar fi putut spune ci acest organ prezinta efecte strict inhibitoare. In acest context
consideram ca tecile bulbilor, fiind, de fapt, ramasitele frunzelor care au protejat planta de-
a lungul ciclului sau de viatd, si-au pierdut proprietatile alelopatice la concentratii scazute,

dar prezinta potential stimulator la concentratii ridicate.

Extractele apoase si alcoolice din flori (8) inhiba cresterea preplantulelor (SVI)
apartinand ambelor soiuri de busuioc studiate, comparativ cu tratamentul cu etanol, iar
extractul apos din flori inhiba emergenta preplantulelor (SE) din soiul ‘Aromat de Buzau’.
In comparatie cu semintele tratate cu H20 distilata (Co), extractul alcoolic din flori (cu o
concentratie ridicatd de colchicind) inhiba toti indicii de germinatie ai semintelor ambelor
soiuri de busuioc. Acest organ este nucleul alelopatic al plantei in zona supraterana,
protejand-o nu doar de stresul oxidativ, de daunatori si ierbivore, ci si in competitia cu alte
specii de plante din vecindtate, indeplinind un rol deosebit in perpetuarea speciei C.

autumnale L., prin ocrotirea structurilor sale de reproducere.

Efecte ale extractelor preparate din organe vegetative si de reproducere ale plantelor de C.

autumnale L. asupra plantulelor de O. basilicum L.

Testarea extractelor din organe vegetative si de reproducere ale plantelor apartinand
speciei C. autumnale L. colectate in diferite stadii ale ciclului sau ontogenetic asupra
meristemelor caulinare ale plantulelor celor doua soiuri de O. basilicum L. avute in atentie
reprezintd o strategie aplicatd pentru a maximiza efectele alelopatice ale speciei donatoare,
astfel incat acestea sd fie observabile si cuantificabile in specia receptoare, ca metoda
adaptata dupa tehnicile de inducere a poliploidiei Tn speciile de plante de interes, deoarece

meristemele reprezintd tesuturi nediferentiate, cu activitate metabolicd intensd, foarte
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susceptibile la conditii de stres sau la actiunea unor compusi cu activitate biologica, cum este

colchicina.

I. In perioada de crestere

Extractul apos din bulbi (1) stimuleaza cresterea epicotilului plantulelor apartinand
ambelor soiuri de busuioc studiate (Figura 40) si cresterea ariei foliare la nodul bazal al
plantulelor din soiul ‘Aromat de Buzau’, insa extractul alcoolic preparat din acelasi material
vegetal determina diminuarea suprafetei foliare la nodurile bazal si intermediar al plantulelor
din soiul ‘Italiano Classico’ (Figura 41). Ambele tipuri de extracte determina anomalii de
morfogeneza, concretizate printr-un heteromorfism al celulelor epidermice si stomatelor sau
prin aparitia pe suprafata foliard a unor zone de morfogeneza intercalate cu zone de tesut
dezvoltat (Figura 18), anomalii ce sunt cel mai probabil determinate de actiunea colchicinei.
Acest extract nu a influentat la nivel micromorfologic modificarea densitatii perilor tectori
si secretori, ci a indus cresterea ariei stomatelor si modificari in densitatea acestora In functie
de suprafata foliard examinatd si de soiul de busuioc studiat. Heteromorfismul celulelor
poate fi observat si in sectiunile anatomice, precum si o lignificare mai slaba a vaselor
conducatoare (Figura 19) care, conform literaturii, se datoreaza efectelor colchicinei. Din
punct de vedere fiziologic, extractele alcoolice si apoase preparate din bulbi au determinat
cresterea cantitatii de CO2 substomatic, scdderea continutului de clorofila a din frunze
(Figura 43) si cresterea activitatii antioxidante la ambele soiuri de busuioc avute in atentie
(Figura 44). Aceste extracte au determinat si scadere continutului de polifenoli in frunzele
plantulelor din soiul ‘Italiano Classico’, iar extractul apos a determinat scddere continutului
de flavonoide din frunzele ambelor soiuri. Cu toate ca plantulele tratate cu extracte alcoolice
si apoase din bulbi de C. autumnale L. au suferit mai putin de atacul daunatorilor, comparativ
cu plantulele tratate cu etanol, indicii analizati indica, in mod clar, consecintele tratamentelor

aplicate.
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Figura 18. Suprafata foliara abaxiala la plantulele de O. basilicum L. soiul ‘Aromat
de Buzau’ tratate cu extract apos din bulbi de C. autumnale L. (1A) colectati
primavara (sagetile verzi indica aparitia perilor tectori; sdgetile rosii indicd o zona
cicatrizata in urma atacului unor insecte; cercul galben incadreaza o zona de
morfogeneza)
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Extractul apos din frunze (2) a stimulat cresterea epicotilului plantulelor apartinand
ambelor soiuri de busuioc (Figura 40) si a ariei foliare la nodul intermediar al plantulelor din
soiul ‘Aromat de Buzau’ (Figura 41). Extractul alcoolic preparat din acelasi material vegetal
a stimulat cresterea epicotilului si a ariei foliare la nodul intermediar al plantulelor din soiul
‘Aromat de Buzau’, dar a inhibat cresterea foliard la nodurile bazal si intermediar al
plantulelor din soiul ‘Italiano Classico’ (Figura 41). Ambele timpuri de extracte au indus
anomalii de morfogeneza pe suprafetele foliare examinate ale ambelor soiuri (Figura 20),
precum si aparitia perilor tectori pe suprafata abaxiala a frunzelor (Figura 20), zona in care
nu apar in mod obisnuit, modificari ce indica un raspuns al plantulelor test la stresul chimic
indus de tratamente. Aplicarea tratamentelor cu aceste extracte a indus cresterea ariei
stomatale pe suprafetele foliare ale ambelor soiuri de busuioc si variatii ale densitatii
stomatelor, iar densitatea perilor tectori a scazut pe suprafetele adaxiale analizate. Extractul
apos a indus cresterea densitatii perilor secretori, fapt ce ar conferi plantulelor o rezistenta
mai buna la atacul daunatorilor si ierbivorelor insd, in realitate, plantulele test nu au dobandit
aceastd rezistentd dedusa din observatiile realizate pe fotografiile suprafetelor foliare
efectuate la microscopul electronic. Ambele extracte au determinat reconfigurarea
structurilor anatomice ale epicotilelor plantulelor test, acestea capatand un contur rectangular
(Figura 21), caracter ce reprezinta o usoara abatere de la conturul patratic obisnuit, specific
speciilor din familia Lamiaceae. Extractul alcoolic din frunze a determinat cresterea ratei de
transfer a electronilor, cresterea cantitatii de CO2 substomatic, reducerea continutului de
clorofilda a (Figura 43) si cresterea activitatii antioxidante la plantulele ambelor soiuri de
busuioc tratate (Figura 44), in timp ce extractul apos a determinat scaderea ratei transferului
de electroni (Figura 42) si a continutului de pigmenti carotenoidici la plantulele din soiul
‘Italiano Classico’ si cresterea continutului de clorofila b (Figura 43), flavonoide si a
activitatii antioxidante la plantulele din soiul ‘Aromat de Buzau’ (Figura 44). Extractul apos
a indus cresterea intensitatii transpiratiei si scaderea continutului de CO2 substomatic in
frunzele plantulelor ambelor soiuri de busuioc. Tn lumina celor prezentate anterior putem
considera ca frunzele tinere de C. autumnale L. reprezinta organe cu un anumit potential
alelopatic, ce afecteaza in proportii diferite diversi parametri morfo-anatomo-fiziologici in

plantulele receptoare si induc stres chimic si oxidativ.
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Figura 20. Suprafata foliard abaxiala la plantulele de O. basilicum L. soiul
‘Ttaliano Classico’ tratate cu extract apos din frunze de C. autumnale L. (2A)
colectate primavara (sagetile violet indica rupturi ale epidermei; cercul
galben incadreaza o zond de morfogeneza; sagetile albe indica stomate
heteromorfe; sdgeata rosie indica o formatiune straina depusa de insecte;
sagetile portocalii indica peri secretori gemeni)
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Figura 21. Anatomia epicotilului plantulelor de O. basilicum L. soiul ‘Italiano Classico’
tratate cu extract apos din frunze de C. autumnale L. (2A) colectate primédvara

Extractul apos din fructe (3) a afectat in mod diferit plantulele din cele doua soiuri
de busuioc studiate. La plantulele din soiul ‘Italiano Classico’ acest extract a determinat
reducerea ariei foliare la toate cele trei noduri (Figura 41), a stimulat alungirea perilor tectori
de pe suprafata foliara adaxiald, concomitent cu scaderea densitatii acestora, cresterea ariei
stomatale pe suprafata abaxiald, scaderea ratei transferului de electroni (Figura 42), a
continutului de CO2 substomatic si a continutului de clorofila b (Figura 43), dar si cresterea
activitatii antioxidante (Figura 44). La plantulele din soiul ‘Aromat de Buzau’ acest extract
a stimulat cresterea epicotilului (Figura 40), a ariei stomatelor pe ambele suprafete foliare, a
determinat variatii in densitatea stomatelor si scaderea continutului de polifenoli si
flavonoide. Pe de altd parte, extractul alcoolic din fructe, la fel ca si cel apos, a determinat
reducerea ariei foliare la toate cele trei noduri ale plantulelor din soiul ‘Italiano Classico’,
dar a stimulat cresterea ariei foliare la nodul bazal al plantulelor din soiul ‘Aromat de Buzau’
(Figura 41). Acest extract a determinat aparitia unor anomalii de morfogeneza pe suprafetele
foliare ale plantulelor apartindnd ambelor soiuri de busuioc, dar si aparitia perilor tectori pe
suprafata abaxiala (Figura 22) (stres chimic), cresterea ariei stomatelor pe ambele suprafete
foliare, asimetria structurald a epicotilului (Figura 23) si cresterea ratei de transfer a
electronilor (Figura 42). Fructele plantelor apartinand speciei C. autumnale L., desi imature
si incomplet dezvoltate, prezinta capacitatea de a induce stres chimic in plantele receptoare

si de a le afecta diversi parametri, in functie de soi, inducand instabilitate atat in structurile
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anatomice si morfologice, cat si in procesele fiziologice si biochimice si sensibilizandu-le,
astfel, la atacul daunatorilor, dupd cum a fost observat si in fotografiile efectuate asupra
suprafetelor foliare examinate la microscopul electronic. Se poate spune ca aceste extracte,
pe langd cele preparate din bulbii colectati in perioada de inflorire a plantelor de C.
autumnale L., precum si din frunzele lor colectate in perioada de fructificare, au prezentat

cele mai daunatoare efecte asupra plantulelor receptoare apartindnd celor doua soiuri.
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Figura 22. Suprafata foliard abaxiald la plantulele de O. basilicum ‘L. soiul Aromat de Buzau’ tratate
cu extract alcoolic din fructe de C. autumnale L. (3E) colectate primavara (sdgetile rosii indica
cicatrizari ale epidermei In urma atacului unor insecte; sigeata alba indica o celula epidermica cu

forma alterata si dimensiuni mari; sagetile verzi indica aparitia perilor tectori)
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Figura 23. Anatomia epicotilului plantulelor de O. basilicum L. soiul ‘Aromat de Buzau’ tratate cu
extract apos din fructe de C. autumnale L: (3A) colectate primévara

1. Tn perioada de fructificare

Extractele alcoolice si apoase preparate din frunzele (4) plantelor de C. autumnale L.
au stimulat cresterea epicotilelor plantulelor de busuioc din soiul ‘Aromat de Buzau’.
Extractul apos din frunze a determinat scaderea ariei foliare la toate cele trei noduri ale
plantulelor din soiul ‘Italiano Classico’ si la nodul intermediar al plantulelor din soiul
‘Aromat de Buzau’ (Figura 41), cresterea ariei stomatelor pe suprafata abaxiala a frunzelor
plantulelor din soiul ‘Italiano Classico’ si pe ambele suprafete foliare ale plantulelor din
soiul ‘Aromat de Buzau’, precum si variatii ale densitatii stomatelor, perilor tectori si
secretori. Extractul apos din frunze ale plantelor de C. autumnale L. a determinat scaderea
ratei de transfer a electronilor (Figura 42), scaderea contintului de CO2 substomatic si de
polifenoli, si cresterea activitdtii antioxidante la plantulele din soiul ‘Italiano Classico’
(Figura 44) si cresterea continutului de CO2 substomatic si de clorofila a (Figura 43) la
plantulele din soiul ‘Aromat de Buzau’; in acelasi timp, acest extract a deteminat si scdderea
continutului de flavonoide in frunzele plantulelor apartindnd ambelor soiuri de busuioc.
Extractul alcoolic din frunze a determinat cresterea ariei foliare la nodul bazal al plantulelor
din soiul ‘Aromat de Buzau’ (Figura 41) si variatii ale densitatii stomatelor, perilor tectori si
secretori. Ambele tipuri de extracte au determinat anomalii de morfogeneza pe suprafetele

foliare ale plantulelor apartindnd celor doud soiuri studiate (printre care si aparitia perilor
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tectori pe suprafata foliara abaxiald) (Figurile 24 si 25), dar si in structura epicotilului (Figura
26), iar extractul alcoolic le-a indus acestora cresterea intensitatii procesului de transpiratie
foliara. Extractul apos pare a fi mai daunator pentru plantulele receptoare decat cel alcoolic,
preparat din acelasi material vegetal, afectandu-le diversi parametri morfo-anatomo-
fiziologici si sensibilizandu-le la atacul ddundtorilor, dupa cum s-a observat si prin
examinarea imaginilor micromorfologice ale suprafetelor lor foliare la microscopul

electronic.

Al R
HV: 30.00 kV WD: 7.3429 mm Loy ety v | HV: 20.00 kV WD: 7.4158 mm !
View field: 389.38 ym  Det: SE Detector 100 pm VEGAW\ TESCAN g¥  View field: 410.83 pm  Det: SE Detector 200 pm

PR

M
VEGAW TESCAN g
Date(m/d/y): 06/09/22 microscope Facultatea de Biologie lasi n

o~ - T

Date(m/d/y): 06/09/22 microscope Facultatea de Biologie lasi u

RV: 30.00 kV WD: 7.3429 mm Lo ot v o] 1 TR A
View field: 389.38 pm  Det: SE Detector 100 pm VEGAW TESCAN ¥’ View field: 412.34 pm  Det: SE Detector 200 pm VEGAW TESCAN gyf’
Date(m/d/y): 06/09/22 microscope Facultatea de Biologie lasi u Date(m/d/y): 06/09/22 microscope Facultatea de Biologie lasi u

Figura 24. Suprafata foliard adaxiala la plantulele de O. basilicum L. soiul ‘Aromat de Buziu’
tratate cu extract alcoolic din frunze de C. autumnale L. (4E) colectate vara (sagetile albe
indica celule heteromorfe; cercurile galbene incadreaza zone de stomatogeneza)
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Figura 25. Suprafata foliard abaxiala la plantulele de O. basilicum L. soiul ‘Ttaliano Classico’
tratate cu extract apos din frunze de C. autumnale L. (4A) colectate vara (sdgetile violet indica
rupturi sau denivelari la nivelul epidermei; sagetile verzi indica aparitia perilor tectori; sagetile
albe indica stomate heteromorfe; cercul galben incadreaza o stomata in proces de morfogeneza)
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Figura 26. Anatomia epicotilului plantulelor de O. basilicum L. soiul ‘Aromat de Buzau’

tratate cu extract apos din frunze de C. autumnale L. (4A) colectate vara

58



Extractul apos din fructe (5) de C. autumnale L. a stimulat cresterea epicotilului
plantulelor din soiul ‘Italiano Classico’ (Figura 40), a inhibat cresterea ariei foliare la
nodurile bazal si intermediar la plantulele din soiul ‘Aromat de Buzau’ (Figura 41), a indus
variatii ale indicilor micromorfologici si anatomici pe suprafetele foliare ale ambelor soiuri,
a scazut rata de transfer de electroni (Figura 42), continutul de CO2 substomatic, de polifenoli
si flavonoide la ambele soiuri studiate si a scdzut activitatea antioxidantd in frunzele

plantulelor din soiul ‘Aromat de Buzau’ (Figura 44).

Extractul alcoolic preparat din acelasi material vegetal a indus reducerea suprafetei
foliare la nodurile intermediar si apical al plantulelor din soiul ‘Italiano Classico’ si cresterea
suprafetei foliare la nodul intermediar al plantulelor din soiul ‘Aromat de Buzau’ (Figura
41). Acest extract a determinat aparitia unor semne de fragilitate si senescentd prematura in
structura epicotilelor examinate (Figura 29) cauzate, cel mai probabil, de hormonii de
crestere prezenti in compozitia fructelor de C. autumnale L. din care s-a preparat extractul.
In acelasi timp remarcim faptul ci extractul discutat a intensificat procesul de respiratie la
plantulele ambelor soiuri si a scazut continutul de clorofila b din frunzele plantulelor soiului

‘Aromat de Buzau’ (Figura 43).

Ambele tipuri de extracte din fructe au determinat anomalii de morfogeneza la
nivelul frunzelor (Figura 27), printre care si aparitia perilor tectori pe suprafata foliara
abaxiala (Figura 28) si anomalii n structurile epicotilelor (Figura 29) examinate apartinand
plantulelor celor doua soiuri de busuioc, insa aceste extracte nu au avut un efect atat de
daundtor, comparativ cu celelalte extracte asupra plantulelor test care, ca efect al
tratamentului primit s-au dovedit a fi mai rezistente la atacul daunatorilor sau au fost atacate

mai putin decat plantulele test din alte variante experimentale.
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Figura 27. Suprafata foliard adaxiala la plantulele de O. basilicum L. soiul ‘Aromat de Buzau’
tratate cu extract apos din fructe de C. autumnale L. (5A) colectate vara (sagetile violet indica
rupturi ale epidermei; cercul galben incadreaza zone de stomatogeneza)
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Figura 28. Suprafata foliara abaxiala la plantulele de O. basilicum L. soiul ‘Aromat de Buzau’
tratate cu extract apos din fructe de C. autumnale L. (5A) colectate vara (sdgetile violet indica
pliuri, denivelari sau discontinuitati ale epidermei; sagetile verzi indica aparitia perilor tectori;
cercurile galbene incadreaza zone de morfogeneza sau dezorganizare a epidermei; sageata
portocalie indicd un par secretor cu capul secretor bicelular)
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Figura 29. Anatomia epicotilului plantulelor de O. basilicum L. soiul ‘Aromat de Buzau’ tratate cu
extract apos din fructe de C. autumnale L. (5A) colectate vara

111. Tn perioada de inflorire

Extractul apos din bulbi (6) colectati in perioada de inflorire a stimulat cresterea
epicotilului plantulelor din soiul ‘Aromat de Buzau’, a inhibat cresterea suprafetei foliare la
toate cele trei noduri ale plantulelor din soiul ‘Italiano Classico’ (Figura 41), a determinat
cresterea ariei stomatale pe suprafata abaxialda a frunzelor plantulelor din soiul ‘Italiano
Classico’ si pe ambele suprafete foliare la soiul ‘Aromat de Buzau’, precum si cresterea
densitdtii stomatelor si scdderea densitatii perilor tectori pe suprafata adaxiala a frunzelor
plantulelor din soiul ‘Italiano Classico’. Acest extract a indus 1n frunzele plantulelor din
ambele soiuri de busuioc scaderea ratei de transfer a electronilor (Figura 42), a continutului
de CO2 substomatic si a celui de flavonoide. Extractul alcoolic preparat din acelasi material
vegetal a indus scdderea ariei foliare la nodurile bazal si intermediar ale plantulelor din soiul
‘Italiano Classico’, acest parametru fiind stimulat de tratamentul cu extractul in discutie
aplicat plantulelor din soiul ‘Aromat de Buzau’ (Figura 41). Aria stomatala a scazut, ca efect
al aceluiasi tratament, pe suprafata abaxiald a plantulelor din soiul ‘Italiano Classico’ si a
crescut pe ambele suprafete foliare ale plantulelor din soiul ‘Aromat de Buzau’. De
asemenea, extractul aplicat a indus cresterea densitatii perilor tectori pe suprafata adaxiala
la plantulele din soiul ‘Aromat de Buzdu’ si a perilor secretori pe suprafata superioara
(adaxiald) a frunzelor plantulelor din soiul ‘Italiano Classico’. Acest extract a indus cresterea
cantitatii de CO2 substomatic, scaderea continutului de clorofila a (Figura 43) si cresterea
activitatii antioxidante (Figura 44) in frunzele plantulelor apartinand ambelor soiuri studiate,

a crescut rata de transfer de electroni la plantulele din soiul ‘Aromat de Buzau’ (Figura 42)
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si continutul de clorofild b din frunzele plantulelor din soiul ‘Italiano Classico’ (Figura 43).
Putem considera ca soiul ‘Aromat de Buzau’ pare a fi mai rezistent, comparativ cu ‘Italiano
Classico’ la compusii alelopatici prezenti In compozitia acestui extract, specificand, In
acelasi timp faptul ca ambele soiuri de busioc au prezentat anomalii de morfogeneza
(Figurile 30 si 31), ca efect al aplicarii tratamentelor cu extracte alcoolice si apoase preparate

din bulbi de C. autumnale L.

KV 30.00 kV WO: 96905 mm
id: 238 mm  Det SE Detector 1mm VEGAW TESCAN g View fielc: 104 mm  Det SE Detector 500 pen VEGAW TESCAN g
Date{mvdlyy 11/07/23 microscope Facustatea de Biologie lasi n Date(mialyy 1107723  micrascop Facultatea de Biclogie lasi n

HV. 30.00kV WO: 96581 mm WV v WO 97656 mm L
View field. 437 86 pm  Det: SE Detector 200 pm VEGAW TESCAN g View fielc 210 44 ym  Det SE Detector 100 pen VEGAW TESCAN o
Date{midly) 11/07/23 microscope Facuitatea de Bologie las: n Date(midly) 11007723  microscops Facultates de Biclogie las: u

Figura 30. Suprafata foliard adaxiala la plantulele de O. basilicum L. soiul ‘Italiano Classico’
tratate cu extract apos din bulbi de C. autumnale L. (6A) colectati toamna (sagetile violet indica
denivelari si pliuri ale reliefului epidermic; sagetile albe indica celule epidermice heteromorfe;
sagetile rosii si cercul rosu indicad formatiuni striine; cercurile galbene incadreaza zone de
morfogeneza)
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Figura 31. Anatomia epicotilului plantulelor de O. basilicum L. soiul ‘Aromat de Buzau’ tratate cu
extract apos din bulbi de C. autumnale L. (6A) colectati toamna

Extractul apos din tecile bulbilor (7) a stimulat cresterea epicotilului plantulelor din
soiul ‘Aromat de Buzau’ (Figura 40), a inhibat cresterea suprafetei foliare la nodurile bazal
si intermediar ale plantulelor din soiul ‘Italiano Classico’ (Figura 41), reducand si rata de
transport de electroni (Figura 42) si continutul de polifenoli in frunzele plantelor apartinand
acestel soiuri. Acest extract a indus cresterea ariei stomatelor pe suprafetele foliare abaxiale
ale ambelor soiuri, scaderea continutului de CO2 substomatic si a celui de flavonoide. La
plantulele din soiul ‘Aromat de Buzau’ aria stomatelor a crescut si pe suprafata adaxiala, iar
densitatea lor a crescut pe suprafata abaxiald. In mod similar, extractul alcoolic din tecile
bulbilor a stimulat cresterea epicotilului plantulelor din soiul ‘Aromat de Buzau’ (Figura 40)
si cresterea suprafetei foliare la toate cele trei noduri ale plantulelor din soiul ‘Italiano
Classico’ (Figura 41). Acest extract a indus variatii In parametrii micromorfometrici ale
suprafetelor foliare examinate, 1n special la plantulele din soiul ‘Italiano Classico’, la care
densitatea stomatelor si a perilor secretori a crescut pe ambele suprafete foliare si a
determinat cresterea ratei transferului de electroni (Figura 42), a continutului de CO2
substomatic si a activitatii antioxidante (Figura 44) a plantulelor din ambele soiuri, 1nsa a
indus scaderea continutului de clorofild a (Figura 43). Aceste extracte par a fi cele mai putin
toxice dintre extractele testate pentru plantulele test, desi ambele tipuri au indus anomalii de
morfogeneza (Figurile 32, 33 si 34) si aparitia perilor tectori pe suprafata foliara abaxiala a

plantulelor din ambele soiuri de busuioc.
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Figura 32. Suprafata foliard abaxiala la plantulele de O. basilicum L. soiul ‘Italiano Classico’
tratate cu extract alcoolic din tecile bulbilor de C. autumnale L. (7E) (sagetile portocalii indica peri
glandulari cu numar diferit de celule glandulare; sagetile violet indica deshidratari ale epidermei;
sagetile galbene indica stomate in proces de morfogeneza)

V. 30.00 KV WO 10 6790 mm
Vew fieid 252mm  Det SE Detector 1 mm VEGAW TESCAN o View fieid 44126 ym  Det SE Detector 200 pm VEGAW TESCAN g
Date(midly) 102¥23 microscope Facultatea de Biologle las! Date(midly) 102923 miroscope Facultatea de Biciogle lasi n

Figura 33. Suprafata foliard abaxiala la plantulele de O. basilicum L. soiul ‘Aromat de Buzéu’
tratate cu extract apos din tecile bulbilor de C. autumnale L. (7A) (ségetile verzi indica aparitia
perilor tectori; cercul galben Incadreazd o zona de morfogeneza)

MY, 3000 kv WO. 101950 mm
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Figura 34. Anatomia ebicotilului plantulelor de O. basilicum L. soiul ‘Aromat de Buzau’ tratate cu
extract apos din tecile bulbilor de C. autumnale L. (7A)

Extractul apos din flori (8) a indus cresterea epicotilului la plantulele din soiul
‘Aromat de Buzau’ (Figura 40), iar la plantulele din soiul ‘Italiano Classico’ a inhibat
cresterea foliara la nodurile bazal si intermediar (Figura 41). La plantulele din soiul ‘Italiano
Classico’ acest extract a indus cresterea ariei stomatelor pe suprafata abaxiala si scaderea
densitatii perilor tectori pe suprafata adaxiala, scaderea continutului de polifenoli si
flavonoide si cresterea activitatii antioxidante (Figura 44). La plantulele din soiul ‘Aromat
de Buzau’ extractul apos din flori de C. autumnale L. a determinat cresterea ariei stomatale
pe ambele suprafete foliare. La plantulele apartindnd ambelor soiuri acest extract a
determinat scaderea ratei de transfer de electroni (Figura 42) si a contintului de CO2
substomatic. Extractul alcoolic din flori a inhibat cresterea ariei foliare la nodul bazal al
plantulelor din soiul ‘Italiano Classico’ si a stimulat cresterea ariei foliare la nodul
intermediar al plantulelor din soiul ‘Aromat de Buzau’ (Figura 41), la soiul din urma
stimuland si cresterea densitatii stomatelor si perilor secretori pe suprafata adaxiald. La
plantulele din ambele soiuri de busuioc studiate acest extract a determinat cresterea ariei
stomatale pe ambele suprafete foliare, cresterea continutului de CO2 substomatic si a
activitatii antioxidante (Figura 44), precum si scaderea continutului de clorofila a din frunze

(Figura 43). Ambele tipuri de extracte preparate din flori au indus in plantulele tratate
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anomalii ale elementelor structurale ale frunzelor (Figurile 35, 36 si 37) si epicotilelor
(Figurile 38 si 39), inhiband lignificarea si accentudnd asimetria prin heteromorfismul
celulelor epidermice si stomatelor. Mai mult, extractul alcoolic din flori a determinat aparitia
n structura epicotilului a unui procambiu de tip inelar (Figura 38), ce este necaracteristic
speciei O. basilicum L. Modificarile morfo-structurale si functionale evidentiate la plantulele
test ale celor doua soiuri de busuioc supuse tratamentelor cu extracte apoase si alcoolice din
flori de C. autumnale L. pot fi considerate efecte induse de compusii cu puternic potential
alelopatic continuti (colchicind, polifenoli si flavonoide), dozati practic in concentratii

maxime Tn extractele aplicate.

HV. 3000V | WO 10 2370 mm
View field 2 47 mm Det: SE Detector 1 mm VEGAW TESCAN g View field 422 22 um Det SE Detector 200 ym VEGAN TESCAN o/
Date{m/dly) 1072423 microscope Facuitatea de Biologee lasi n Date(midly) 102423 microscope Facultatea de Biologie las n
Figura 35. Suprafata foliard adaxiala la plantulele de O. basilicum L. soiul ‘Aromat de Buzau’
tratate cu extract apos din flori de C. autumnale L. (8A) (sagetile albastre indica alungirea perilor
tectori; sagetile portocalii indica peri secretori cu capul secretor bicelular; cercurile galbene

incadreaza stomate in proces de morfogeneza)
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Figura 36. Suprafata foliard abaxiala la plantulele de O. basilicum L. soiul ‘Italiano Classico’
tratate cu extract apos din flori de C. autumnale L. (8A) (sagetile violet indica pliuri ale epidermei;

cercurile galbene indicad o zona de morfogeneza)

Date{m/aly) 190723 microscope

V. 30.00 kV WO: 10.3310 mm
View field: 247 mm  Det: SE Detector 1 mm VEGAN TESCAN g
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Figura 37. Suprafata foliard abaxiala la plantulele de O. basilicum L. soiul ‘Aromat de Buzau’
tratate cu extract apos din flori de C. autumnale L. (8A) (sagetile verzi indica aparitia perilor
tectori; sdgetile portocalii indica peri secretori cu capul glandular bicelular; sagetile albe indica
stomate heteromorfe)
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Figura 38. Anatomia epicotilului plantulelor de O. basilicum L. soiul ‘Italiano Classico’ tratate cu
extract alcoolic din flori de C. autumnale L. (8E)
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Figura 39. Anatomia epicotilului plantulelor de O. basilicum L. soiul ‘Aromat de Buzau’ tratate cu
extract apos din flori de C. autumnale L. (8A)
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Figura 40. Inaltimea medie a epicotilului plantulelor de O. basilicum L. soiurile ‘Italiano Classico’si
‘Aromat de Buzau’ tratate cu extracte alcoolice si apoase de C. autumnale L. la 60, 75 si 90 de zile de
la plantare
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Figura 41. Aria medie a frunzelor de la nodurile plantulelor de O. basilicum L. soiurile ‘Italiano
Classico’si ‘Aromat de Buzau’ tratate cu extracte alcoolice sau apoase de C. autumnale L., la 90 de
zile de la plantare
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Figura 42. Indici ai procesului de fotosinteza la plantulele de O. basilicum L. soiurile ‘Italiano
Classico’ si ‘Aromat de Buzau’ tratate cu extracte alcoolice sau apoase de C. autumnale L.
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Figura 43. Variatii ale continutului de pigmenti asimilatori in frunzele plantulelor de O. basilicum
L. soiurile ‘Italiano Classico’ si ‘Aromat de Buzau’ tratate cu extracte alcoolice sau apoase de C.
autumnale L.
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Figura 44. Activitatea antioxidanti in frunzele plantulelor de O. basilicum L. soiurile ‘Italiano
Classico’ si ‘Aromat de Buzau’, tratate cu extracte alcoolice sau apoase de C. autumnale L.
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Consideratii finale

Testarea extractelor din organe colectate in diferite stadii ale ciclului ontogenetic ale
unei specii reprezintd o abordare noud in studiile de alelopatie care poate oferi indicii cu
privire la diversele mecanisme de adaptare ale plantelor prin ajustarea cailor de eliberare, a
tipurilor si concentratiilor de metabolitilor secundari. In acelasi timp, analizele asupra
variatiilor cantitative ale continutului de metaboliti secundari cu activitate biologicd in
diferite organe ale speciei cu potential alelopatic, C. autumnale L., in stadiile de inflorire,
crestere si fructificare, oferd o perspectivd asupra mecanismelor prin care aceasta specie 1si

asigurd supravietuirea pe parcursul ciclului sdu ontogenetic.

Se poate afirma ca plantele speciei C. autumnale L. recurg la diferite strategii de
sinteza si eliberare a metabolitilor secundari alelopatici prin ajustarea surselor si rezervelor

n descursul ciclului ontogenetic, fiind o specie perena, ce pot fi diferentiate astfel:

In perioada de crestere, metabolitii secundari ce se afli in bulbul subteran al
brandusei de toamna prezintad efecte inhibitoare asupra cresterii preplantulelor altor specii
din seminte, in acest caz, cele doua soiuri de O. basilicum L., ‘Italiano Classico’ si ‘Aromat
de Buzdu’. Pe de alta parte, compusii alelopatici eliberati din organele supraterane, la
concentratii reduse induc efecte inhibitoare asupra cresterii preplantulelor-test, iar la
concentratii mari, induc stres in preplantulele receptoare care determina grabirea proceselor
de germinatie, de crestere si dezvoltare, care poate fi benefic pentru specia receptoare. Cu
toate acestea, efectele compusilor alelopatici eliberati de plantele de C. autumnale L. asupra
plantulelor ale caror meristeme au fost tratate in prealabil cu extracte ce contin acesti
compusi se manifesta diferit. Compusii eliberati din organele subterane si supraterane ale
brandusei de toamna pot stimula cresterea si dezvoltarea plantulelor receptoare, sau le pot
inhiba, si afecteaza anumite procese fiziologice si biochimice, cum este rata de transfer de
electroni, transpiratia, continutul de clorofild a si activitatea antioxidantd. La nivel morfo-
anatomic, acesti compusi determind anomalii de morfogeneza, concretizate printr-un
heteromorfism al celulelor epidermice si stomatelor in alcatuirea frunzelor si epicotilelor,
sau aparitia pe suprafata foliard a unor zone de morfogeneza intercalate cu zone de tesut
dezvoltat si lignificarea slaba a vaselor conducatoare, anomalii ce sunt cel mai probabil
determinate de actiunea colchicinei, dar si aparitia perilor tectori pe suprafata abaxiala, ceea

ce indicd un raspuns la stresul chimic indus de tratament.
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In perioada de fructificare, frunzele brandusei de toamni produc si elibereazi
compusi ce induc efecte inhibitoare asupra speciilor de plante receptoare, intarziindu-le
germinatia si cresterea, in timp ce fructele pot avea efecte stimulatoare asupra germinatiei
semintelor altor specii, efect ce se poate datora hormonilor de crestere prezenti in abundenta
in fructe. Efecte similare la nivel morfo-anatomic, fiziologic si biochimic ale compusilor
eliberati in perioada de crestere au fost observate si dupa tratarea meristemelor caulinare ale

plantulelor-test cu extracte din frunze si fructe.

In perioada de inflorire, organele subterane (bulbii) branduselor de toamni produc
metaboliti secundari ce inhibd germinatia si cresterea preplantulelor speciei receptoare, in
mod similar celor eliberati in perioada de crestere, insa in perioada de inflorire a fost observat
si efectul de intarziere a germinatiei semintelor altor specii. Pe de alta parte, tecile bulbilor,
reprezentand ramasitele frunzelor ce si-au indeplinit functiile inaintea perioadei de inflorire,
produc compusi ce prezinta efecte neutre sau chiar stimulatoare asupra preplantulelor speciei
receptoare, ceea ce se poate explica prin rolul de protectie pe care si-l mentin chiar si in
subteran, invelind bulbul. Organele supraterane (florile), avand si cea mai mare concentratie
de colchicina, prezinta efectele inhibitoare cele mai puternice asupra germinatiei semintelor
si cresterii preplantulelor din specia-test. Dupa tratarea meristemelor caulinare ale
plantulelor-test, au fost observate efecte similare ale compusilor eliberati de catre specia

donatoare 1n perioada de crestere si fructificare.

Metabolitii secundari cu proprietati alelopatice prezenti in organele vegetative si de
reproducere ale plantelor apartinand speciei Colchicum autumnale L., interpretati ca factori
perturbatori ce actioneaza cel mai probabil sinergic, induc instabilitate in procesele
fiziologice si biochimice ale plantelor receptoare in functie de natura si concentratia lor,
direct influentate de etapa ciclului de ontogenetic al plantei donatoare (in cazul de fata
brandusa de toamna), de stadiul de dezvoltare a plantelor speciei receptoare (in cazul de fata
seminte si plantule de busuioc), de organul plantei donatoare in care acestia au fost

sintetizati, precum si de calea lor de eliberare in mediu.

Rezultatele cercetdrilor efectuate In cadrul acestui studiu au indicat faptul ca toate
organele plantelor de C. autumnale L. prezinta potential alelopatic, prin acumularea de
metaboliti secundari cu proprietati alelopatice cum sunt colchicina si compusii polifenolici,
care o protejeaza si ii oferd un avantaj in competitia interspecifica pe tot parcursul ciclului

sau ontogenetic.
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Cele mai importante organe ale brandusei de toamna implicate in fenomenul de
alelopatie sunt organele supraterane, in special frunzele si florile, in structura carora
colchicina si fenolii se gasesc in concentratie mai mare, comparativ cu celelalte organe ale

plantelor apartinadnd acestei specii.

Raspunsurile biologice inregistrate practic in organismele test test receptoare
apartinand celor doua soiuri de Ocimum basilicum L. (‘Italiano Classico’ si ‘Aromat de
Buzau’) pe parcursul cercetdrii posibilelor efecte alelopatice induse de aplicarea unor
extracte vegetale (alcoolice si apoase) preparate din organe vegetative si de reproducere ale
plantelor speciei donatoare (Colchicum autumnale L.) acopera o paleta variata de efecte, ca

de exemplu:

- Extractele vegetale alcoolice si apoase preparate din tecile bulbilor bandusei de
toamna nu au avut efecte negative asupra soiurilor de busuioc-test ci, dimpotriva, acestea au

stimulat germinatia semintelor lor.

- Ambele tipuri de extracte vegetale preparate din florile brandusei de toamna,
individualizate prin continuturile cele mai ridicate de compusi cu puternic potential
alelopatic (colchicind, polifenoli si flavonoide) dozati practic, au indus modificéri biologice
evidente, mai mult sau mai putin benefice organismelor test avute in atentie (seminte si
plantule din soiurile de busuioc mentionate), modificdri detectabile la nivel

micromorfologic, structural, biochimic si functional.

Rezultatele obtinute in cadrul acestui studiu evidentiaza natura dinamica a profilului
biochimic al speciei C. autumnale L. de-a lungul ciclului sdu ontogenetic si importanta
considerarii acestor variatii atat in cercetare, cét si In aplicatiile practice, sugerand potentiale
implicatii ecologice si posibile aplicatii in strategiile de biocontrol al buruienilor prin

optimizarea extractiei colchicinei si a altor compusi bioactivi.

Acest studiu contribuie la intelegerea complexitatii biochimice a speciei C.
autumnale L. si ofera un model pentru investigarea compozitiei chimice si a potentialelor
aplicatii ale altor plante cu proprietati similare (alelopatice) in strategiile de biocontrol al

buruienilor prin optimizarea extractiei metabolitilor secundari bioactivi.

Cercetari viitoare 1n acest subiect vor putea contribui la adaptarea si perfectionarea
metodelor de preparare a extractelor vegetale din organele vegetative si de reproducere ale

plantelor de C. autumnale L., precum si la standardizarea modalitatilor lor de aplicare pe
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teren ca tratamente biologice cu efecte stimulatoare sau protectoare in agricultura ecologica
pentru plante de culturd de interes economic, in functie de scopul practic urmarit: sporirea
productiilor agricole, horticole ori refacerea ecosistemelor naturale antropizate, aflate in

declin biologic.
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