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Introducere

Speciile genului Viola —violeta, toporas, panseluta — sunt raspandite
pe toate continentele, din zona temperatd pand in zona tropicald. Din totalul
de aproximativ 550-600 de specii ale acestui gen, 28 de specii identificate
vegeteaza spontan in Romania (Sarbu si colab., 2013; Toma si Ivanescu,
2013; Marcussen si colab., 2022).

Interesul pentru utilizarea speciilor din genul Viola L. in industria
farmaceutica provine din practicile medicinei traditionale.

Pe plan international studii privind biochimia speciilor genului Viola
au evidentiat potentialul farmaceutic al acestora (Hammami si colab., 2011,
2012; Hellinger si colab., 2014; Saint-Lary si colab., 2014).

Din punct de vedere ecologic, plantele au rol important in
mentinerea biodiversitatii (Knudsen si colab., 2006). Speciile subgenului
Melanium sunt cunoscute ca fiind metalofite cu rol in depoluarea solului si in
restaurarea ecosistemelor (Karatoteva si colab., 2014).

Studiul de fata are drept obiectiv principal completarea informatiilor
stiintifice actuale cu date noi privind biologia unor taxoni apartinand genului
Viola existenti in flora noastrd spontand, colectati din Regiunea Nord-Estica a
tarii.

Au fost luate 1n studiu trei specii cunoscute si mai atent studiate pe
plan international (V. odorata L., V. tricolor L. si V. arvensis Murr.) In
vederea completarii unor date referitoare la biologia acestora. Aceste specii
urmeaza a fi folosite ca etalon in cercetdrile comparative cu alte specii mai
putin cunocute apartindnd patrimoniului vegetal romanesc. Speciile V.
declinata W. et K. si V. dacica Borb. au un statut special, considerate a fi
endemice pentru Muntii Carpatii Padurosi, Orientali si Meridionali (Hurdu si
colab., 2012; Alexiu, 2013).

Complexitatea taxonomica si hibridizarea intraspecificd la scarad
mare, provoacd confuzii in ceea ce priveste incadrarea sistematica a speciilor
(Marcussen si colab., 2022), motiv pentru care lucrarea de fata urmareste si
tratarea unor aspecte privind variabilitatea taxonomicd prin cercetari
comparative ale unor parametri biologici. Cele noud specii ale genului Viola
L. luate in studiu sunt: V. arvensis Murr., V. canina L., V. dacica Borb., V.



declinata W. et K., V. kitaibeliana Schult., V. odorata L., V. suavis Bieb. si
V. tricolor L.

In acest context, lucrarea de fati urnireste si realizeze un studiu
comparativ a unor parametri biologici si biochimici ai respectivilor taxoni, in
vederea completarii stadiului cunoasterii privind elemente ale variabilitatii
genului Viola L.

Cercetarile preliminare privind variabilitatea genului Viola L. au
condus la cristalizarea urmatoarelor obiective principale ce fac subiectul
tezei:

- cercetareca comparativi a unor parametri morfo-anatomici, cu
accent pe speciile care prezintd plasticitate fenotipicd, in vederea
completarii unor elemente privind variabilitatea acestora;

- cercetarea unor parametri fitochimici, cu potential de utilizare
farmaceutica, in vederea completarii unor date din literatura
stiintifica actuala;

- cercetari privind potentialul de valorificare al speciilor ca
bioresurse.

1. Istoricul genului Viola L.

Interesul pentru utilizarea plantelor acestui gen, in industria
farmaceutica, provine din practicile medicinei traditionale. In prezent, cateva
specii sunt recunoscute ca prezentand actiune antimicrobiana si antifungica,
antiplasmodiald si antihelminticdi (Hammami si colab., 2011, 2012). De
asemenea, diferite specii au activitate antihipertensiva, antidislipidemica,
anticancer, analgezica, antipiretica, antiinflamatoare, diuretica, anti-HIV si
antiastmaticad (Muhammad si colab., 2012).

In Romaénia cercetiri asupra speciilor Viola, au evidentiat prezenta
uleiurilor volatile la speciile V. tricolor si V. arvensis (Toiu si colab., 2006),
continutul de acid salicilic V. tricolor, V. arvensis si V. declinata (Toiu si
colab., 2008), continutul in compusi fenolici la V. declinata, (Toiu si colab.,
2009), cantitatea de flavonoide la V. arvensis si V. declinata (Toiu si colab.,



2017), precum si compozitia extractelor metanolice, cu analiza saponinelor,
mucilagiilor si pigmentilor carotenoizi (Toiu si colab., 2009).

Cele mai noi studii si tehnologii, utilizeazd compusi bioactivi
specifici genului Viola 1in tratamente moderne Impotriva bolilor
neurogenerative si cancerului (Printing si colab., 2010; Chandra si colab.,
2015; Moliner si colab., 2019; Dayani si colab., 2022). Ciclotidele si
compusii flavonoidici izolati din extracte de Viola sp. sunt utilizati ca
principii active antibacteriene (Prénting si colab., 2010; Zarrabi si colab.,
2013). Flavonoidele, precum violantina, sunt integrate in tesaturi prin
tehnologii moderne de incapsulare, pentru pacienti care au nevoie de haine cu
protectie impotriva ultravioletelor sau tratamente pentru afectiuni ale pielii
(de exemplu, pentru tratarea eczemelor) (Zimniewska, 2019).

2. Variabilitatea taxonomica a speciilor luate in studiu

Genul Viola L. (familia Violaceae Batsch.) este impartit in
aproximativ 16 subgenuri (Sarbu si colab., 2013; Marcussen si colab., 2015).
Plantele acestui gen se dezvoltd in aproape toate zonele ecologice, cu
exceptia Antarcticii, dar cu precadere in zonele temperate ale ambelor
emisfere. Epicentrul taxonomic este in zona Mediteraneeand, Asia de Est si
America de Nord (Marcussen si colab., 2022).

Speciile luate in studiu se incadreaza in:

e subgenul (sectia) Viola s.lat.;
= grupul (subsectia) Viola - V. odorata L., V. suavis Bieb. si
V. alba Bess.
= grupul (subsectia) Rostratae - V. canina L.
e subgenul (sectia) Melanium Ging., grupul (subsectia) Bracteolatae —
V. declinata W. et. K., V. dacica Borbas, V. arvensis Murray, V.
kitaibeliana Shult. si V. tricolor L.



2.1. Subgenul Viola s.lat.

mViola odorata L.

Planta este anualad (infloreste in lunile
martie-aprilie), dar poate fi §i bianuald, cu
raspandire pe teritoriul intregii tari. Este
caracterizatd printr-un rizom dens articulat,
stoloni lungi laterali, frunzele dispuse in rozeta,
stipele ovate lanceolate (Ciocirlan, 1988;
Ballard si colab., 1999; Jonsell si colab., 2009;
Chifu si colab.,, 2001, 2006). Datorita
conditiilor diverse ale habitatului, specia are o
variabilitate morfologicdi mare. Culoarea
petalelor este in general violet, dar uneori
poate fi: liliachie, alba, roz pal, sulfurie,
albastra, roscata, pestritd (Ciocirlan, 1988;
Jonsell si colab., 2009).

m Viola suavis Bieb.

Este o plantd perena (infloreste in

Figura. 1. V. odorata L. (Loc.
Bdrnova, lasi, Roménia, 2020,
foto original)

lunile martie-aprilie) raspandita de la campie
(zona stepicd) pana in etajul montan (etajul
fagului), care prefera solurile bogate in nutrienti
(Ciocarlan, 1988; Marcussen si Nordal, 1998;
Jonsell si colab., 2009).

In general, specia este caracterizati
prin rizomi scurti cu articulatie densa, de 4-5
mm grosime, stoloni supraterani de 15 cm
lungime, aproximativ 2 mm grosime, uneori
stoloni subterani, stipele lung fimbriate si
bracteole inserate pe jumatatea inferioarda a
pedunculului florifer (Mered’a Jr si colab.,
2008; Jonsell si colab., 2009; Sarbu si colab., 2013). Datorita diferitelor tipuri
de habitate, taxonul are o plasticitate fenotipica mare, la fel ca si speciile V.
odorata L. s1 V. alba Bess.

Figura. 2. V. suavis Bieb. (Loc.
Bdrnova, lasi, Romdnia, 2019,
foto original)



m Viola alba Bess.

Este o planta perena (infloreste in lunile
martie-aprilie), raspanditd pana la o altitudine de
aproximativ 700 m. Este frecventa 1n zona stepica
si pand In etajul fagului (Beldie si colab., 1955;
Ciocarlan, 1988; Jonsell si colab., 2009).

Este caracterizatd prin flori cu petale
albe, frunze aproape ovate si acute, stipele liniar-
lanceolate si lung fimbriate, de culoare verde

deschis, si stoloni destul de lungi (30 cm) care nu
se inradacineaza la noduri. Rizomul este dens
articulat (Jonsell si colab., 2009; Sarbu si colab.,
2013).

m Viola canina L.

Face parte din subsectia Rostratae
Kupffer (W. Becker).

Plantele sunt perene (inflorire in lunile
mai-iunie). Este frecventd in zona padurilor de
stejar pana in etajul molidului (1200 — 1700 m
altitudine). Preferd habitate nsorite cu umbrire
moderata (Chifu si colab., 2001, 2006; Jonsell si
colab., 2009).

Specia este caracterizata prin tulpina ierboasa, stipele libere si lungi,

pana la jumatatea petiolului. Stilul are o forma
cilindrica, iar stigmatul este rostrat.
Datorita varietatii ridicate de habitate

Figura. 3. V. alba Bess. (Loc.
Bdrnova, lasi, Romdnia,
2020, foto original)

Figura. 4. V. canina L. (Loc.
Bdrnova, lasi, Romdania,
2020, foto original)

locuite, plantele pot avea stipelele si frunzele diferite ca marime si forma
generald, sau florile de culori variate (Beldie si colab., 1955; Jonsell si colab.,

2009; Espeut, 2020).



2.2 Subgenul Melanium Ging.

mViola declinata W. et. K.

Aceastd plantd este perend si
infloreste in lunile iulie-august. Specia se
caracterizeaza prin frunzele mijlocii eliptic-
lanceolate si cele superioare liniar-
lanceolate. Stipelele sunt fin sectate pana la
nervura mediana (Sarbu si colab., 2013).

Este frecventa in etajul molidului
pand la etajul jneapanului, 1n pajisti
(Tomescu si Harasemciuc, 2018). Este

caracteristica pentru pasunile cu Nardus Figura. 5. V. declinata W. et. K. (Vf.
stricta. Se dezvoltd In jnepenisuri, raristi de  pjetrosul Cdlimanilor, Roménia,
padure, locuri insorite, pe stanci si 2020, foto original)

grohotisuri. De asemenea, este intalnitd pe

pajistile instalate secundar, in urma defrisarii molidisurilor (Chifu si colab.,
2006; Togor si Burescu, 2013).

Aceasta specie este endemicd pentru zona Carpatilor Padurosi,
Orientali, Meridionali (Ciocarlan, 1988; Coldea si colab., 2009; Hurdu si
colab., 2012).

In Romania, ca urmare a observatiile personale realizate pe teren in
perioada 2015-2022, putem semnala prezenta acestei specii 1n pajisti alpine si
subalpine din diferite subdiviziuni ale Muntilor Carpati, precum: M-tii
Cilimani, trasee catre 12 Apostoli si Vf. Pietrosul Calimanilor; Muntii
Rodnei pe Saua Gargalau, platoul Stiol, Caldarea Iezerul Pietrosului si in
apropiere de Varful Craiu; M-tii Bucegi pe Saua Tigénesti si platoul Vf.
Scara; M-tii Piatra Craiului -Vf. Magura Mare.



m Viola dacica Borbas

Planta perena care infloreste in lunile
iulie-august. Este frecventa in etajul molidului
si al jneapanului. Este endemica pentru Europa
(Coldea si colab., 2009; Hurdu si colab.,
2012).

Specia se caracterizeaza prin frunzele
mijlocii lat-ovate si cele superioare alungit-
ovate. Stipelele mai putin divizate, 1/2-1/3 din
latimea acestora, partea nedivizaatd mai latd

decat lunginea segmentelor (Sarbu si colab.,
2013).

Observatii personale din perioada
2015-2022, in Romania, evidentiazd prezenta
acestei specii in pajisti si pasuni (alpine si

Figura. 6. V. dacica Borbas
(Mdgura Sdngeorz, M-tii
Rodnei, Romdnia, 2020, foto
original)

subalpine) din: M-tii Célimani, incepand din zona Neagra Sarului pana la 12

Apostoli, respectiv pand la Vf. Pietrosul Célimanilor, M-tii Rodnei pe
culmile Lucurel si Craia, Magura Sangeorz, Saua Obarsia Rebrii; M-tii
Giumalau, M-tii Ceahlau, M-tii Fagaras in zonele Fereastra Mare, Vf. Urlea,

Vf. Dara si Vf. Hartopul Darei.

m Viola arvensis Murray

Este cosmopolitd, anuald, infloreste in lunile
mai-august, planta avidnd o raspandire pe intreg
teritoriul Romaniei. Specia este frecventd in zona
stepei pana la etajul fagului, raspandita in zona de
deal, pand la limita culturii de cereale si pana la
etajul subalpin (Beldie si colab., 1955; Ciocérlan,

1988; Sarbu si colab., 2013).

Caracteristic speciei este lungimea corolei
egale sau mai scurtd decat cu caliciul, cu flori de 1-

1.5 cm lungime. Frunzele mijlocii sunt alungite,

ovat-eliptice (Sarbu si colab., 2013).
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Figura. 7. V. arvensis
Murray (Loc. Cioatele,
Vaslui, Romdnia, 2018,
foto original)



Specia este similara morfologic cu V. tricolor L. si V. kitaibeliana
Shult. motiv pentru care pot aparea erori de identificare (Jonsell si colab.,
2009; Espeut, 2020).

m Viola kitaibeliana Shult.

Planta este anuala si infloreste in lunile
aprile-iulie. In general o intdlnim pe coaste
pietroase sau nisipoase, pajisti si tufarisuri,
prefera locurile aride. Este sporadicd in zona
stepei si pand in etajul gorunului (pana la 600-
700 m altitudine) (Beldie si colab., 1955; Magrini
si Scoppola, 2015).

Caracteristic speciei este lungimea florii  figyrg. 8. v. kitaibeliana

de 0,4-0,8 cm si frunzele mijlocii lat-ovate (Sarbu  Shult. (Loc. Térgu Neamt,
si colab., 2013). Neamt, Romdénia, 2019,
Plasticitatea fenotipica cauzeaza probleme foto original)
de identificare a speciei, deoarece, aceasta are
caracteristici morfologice similare cu V. arvensis Murray si V. tricolor L.
(Espeut, 2020).
Aceasta specie este considerata ca fiind pe cale de disparitie in Italia,
motiv pentru care are un statut special (Magrini si Zucconi, 2020).

m Viola tricolor L.

Este o specie cosmopolitd, planta
avand o rdspandire pe intregul teritoriu al
Romaniei, si aproape pe intregul teritoriu
european. infloreste in lunile mai-august. Este
anuala, uneori bianuald. Aceastd specie este
raspanditd in zona de deal (200-300 m
altitudine minimd), pana la etajul subalpin
(Chifu si  colab., 2006; Tomescu si Figura. 9. V. tricolor L.
Harasemciuc, 2018; Espeut, 2020). (Fdlticeni, Suceava, Romdnia,

Specia  se  caracterizeaza  prin 2013 foto original)
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lungimea corolei care este mai lungad decat caliciul si stipele penat-lobate cu
segmentul terminal mai mare decat cei laterali (Sarbu si colab., 2013).

Datorita habitatelor cu cerinte ecologice diferite, unele caracteristici
morfologice prezinta varietati fenotipice influentate de conditiile de mediu, in
principal de calitatile solului (Jonsell si colab., 2009; Stomka si colab., 2008,
2011; Bezlova si colab., 2012).

3. Material, metode si tehnici de lucru

1. Materialul vegetal investigat

Speciile investigate au fost colectate din diferite habitate de flora
spontand localizate in patru judete din Romania: lasi, Neamt Suceava si
Vaslui.

Materialul vegetal apartindnd speciilor selectate pentru studiu a fost
recoltat in timpul fenofazei de inflorire, din trei populatii diferite, pe o
perioada de doi ani consecutivi.

Materialul vegetal a fost determinat taxonomic conform Sarbu si
colab., 2013 si verificat de catre dna. Biolog dr. Irimia Irina, Herbariul
Facultatii de Biologie, Universitatea ,,Alexandru Ioan Cuza” din lasi, unde
sunt depuse si vouchere ale taxonilor luati in studiu.

2. Tehnici de analizd morfologica

Morfometria a fost realizatd pe exemplare ierborizate. Masuratorile
au fost realizate conform metodelor descrise in literatuta de specialitate
(Marcussen si Nordal, 1988; Marcussen si colab., 2001; Marcussen, 2003;
Hodalova si colab., 2008).

3. Metode si tehnici de histo-anatomie vegetala

Materialul vegetal conservat in alcool etilic de concentratie 70%, a
fost sectionat cu un microtom de mana §i un brici botanic. Probele astfel
obtinute au fost studiate si fotografiate cu un microscop optic (Nita si colab,
1997; Toma, 2003; Cutler si Botha 2007).
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4. Determinarea continutului de apa si substantd uscata

A fost utilizatd metoda clasicd de eliminare a apei prin uscarca
repetatd a materialului vegetal (Boldor si colab., 1982; Hodgson si colab.,
2011).

5. Analiza cantitativd a pigmentilor asimilatori

Pigmentii asimilatori au fost extrasi utilizdnd metoda Mayer—
Bertenrath (Boldor si colab., 1982).
6. Analiza cantitativd a pigmentilor antocianici
Pentru determinarea cantitativa a pigmentilor antocianici s-a utilizat
metoda diferentiala a pH-ului (Fuleki si Francis, 1968).
7. Extracte vegetale

Materialul vegetal uscat continand partea aeriand a plantelor, fara
flori, a fost maruntit mecanic. Solventii utilizati pentru obtinerea extractelor
au fost apa distilata si etanol 50%. Extractele vegetale au fost realizate pentru
patru concentratii: 0,5%, 1%, 2,5 % si 5% m/v (greutate material
uscat/volum).

8. Analiza cantitativa a fenolilor

Pentru evaluarea cantitativi a continutului de fenoli am utilizat
metoda cu reactiv Folin-Ciocalteu (Herald si colab., 2012).

9. Analiza cantitativa a flavonoidelor

Pentru evaluarea cantitatii totale de flavonoide am utilizat metoda
clasica de analiza preluata din Jia si colab., 1999, respectiv, Herald si colab.,
2012.

10. Determinarea activitatii antioxidante

Estimarea activitatii antioxidante s-a realizat folosind radicalul liber
stabil 2,2-difenil-1-picrilhidrazil, pe baza unei reactii colorimetrice (Blois,
1985; Molyneux, 2003; Siatka si Kasparova, 2010).
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11. Prelucrarea statistica a datelor

Prelucrarea statistica a datelor s-a efectuat cu ajutorul programelor
Microsoft Excel 2015, XLSTAT si OriginLab Pro.

12. Analiza PCR

Analiza PCR a fost realizatd in cadrul Laboratorului de Biologie
Moleculare si Metagenomica, Universitatea ,,Stefan cel Mare” din Suceava.
a) Extractia ADN genomic

ADN-ul genomic a fost extras din material vegetal uscat utilizdnd
kitul Wizard Genomic DNA Purification Kit (Promega).
b) Selectarea regiunii genomice si designul de primeri

Primerii specifici pentru fiecare specie au fost selectati pe baza
secventelor disponibile in bazele de date genetice si literaturii de specialitate
(Ballard si colab., 1998; Hildebrandt si colab., 2006; Malécot si colab., 2007;
Mered’a si colab., 2011; Pornon si colab., 2016; Tamura si colab., 2021).
¢) Protocol PCR

S-a utilizat GoTaq Green Master Mix (Promega) pe echipamentul
Applied Biosystems SimpliAmp Thermal Cycler.

14



4. Cercetari morfo-anatomice asupra unor specii ale subgenului
Viola

4.1.__Grupul (subsectia) Viola (= Uncinatae Kupffer, Scapigerae
W.Becker, Curvato-pedunculatae W .Becker)

4.1.1. Analize de morfometrie la taxoni ai speciilor V. odorata L., V.
suavis Bieb., V. alba Bess.

Tabel 4.1. Indici morfometrici analizati la speciile V. odorata L., V. suavis Bieb., V. alba Bess.

(mm, valori medii + deviatie standard)

Morfometrie V.odorata V. suavis V.alba
lungime (L) petiol 26.54+0.97 36.6+0.32 27.33+0.42
lungime (L) stipela 10+0 10.73+0.16 11+0.67
latime (1) stipela 2.53+0.17 3.13+0.37 1+0
Raport L/1 stipela 4.11+0.2 3.62+0.3 11.00+0.5
arie (A) limb 956.43+£26.74 684.67+61.93 488.33+22.93
lungime (L) limb 59.29+2.53 60.63+2.68 49.04+4.24
latime (1) limb 34.59+0.97 26.99+1.05 24.46+1.69
perimetru (P) limb 210.4443.57 166.37+9.13 147.85+2.26
Raport L/ limb 1.70+0.1 2.3840.2 2.13+0.3
lungime (L) peduncul 61.07+0.82 32.47+0.39 53.4+1.91
lungime (L) bractee 3.87+0.2 4.73+0.5 3.47+0.1
latime (1) bractee 0.65+0.1 1.00+0 0.50+0.0
Raport L/1 bractee 6.53+0.6 4.73+0.5 6.93+0.3
lungime (L) floare 12.6+0.51 10.84+0.1 1540
lungime (L) sepala 5.13+0.13 6+0 4.2+0.08
latime (1) sepala 2.52+0.08 240 10
Raport L/l sepala 2.08+0.1 3.00+0.0 4.20+0.1
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4.1.2. Analize de anatomie la taxoni ai speciilor V. odorata L., V. suavis
Bieb., V. alba Bess.

Din punct de vedere anatomic, diferentele intre aceste trei specii au
fost urmatoarele:
* raddcina: grosimea corpului lemnos, existenta sau absenta celulelor de
parenchim lemnos celular, prezenta sau absenta peridermei; doar la V.
odorata structura se mentine primara, cu vizibili peri absorbanti la nivelul
rizodermei.
* rizom: gradul de ingrosare a vaselor lemnoase, respectiv, prezenta si
frecventa celulelor de parenchim lemnos celulozic;
* tulpina de tip scapus: prezenta (V. alba), respectiv absenta In scoartd a
cavitatilor aerifere; numarul fasciculelor conducatoare libero-lemnoase: 4 la
V. odorata, 2 1a V. suavis, 2 1a V. alba,
* [imb foliar: sunt prezenti peri tectori bicelulari la nivelul nervurilor limbului
foliar, cu celula terminala foarte lunga la V. odorata, stomatele proemina
deasupra nivelului extern al epidermei la V. odorata si V. suavis, la V. alba
cuticula este groasa.

4.2. Grupul (subsectia) Rostratae Kupffer (W. Becker)
4.2.1. Analize de morfometrie la taxoni ai speciei V. canina L

Au fost analizati un numar de 10 indici morfometrici asociati
frunzei (petiol, stipela si limbul foliar) si tulpini aeriane. Pentru floare au fost
luati in considerare un numar de 8 indici morfometrici.

4.2.2. Analize de anatomie la taxoni ai speciei Viola canina L.

m radacindg: structura, tipic secundara, este rezultatul activitatii ambelor
meristeme laterale: cambiul si felogenul.

m rizom: structura este de origine secundara, dar cu o periderma subtire si un
cilindru central foarte gros. Maduva, extrem de subtire, parenchimatic-
celulozica, 1n ea patrund siruri scurte de vase ale lemnului primar.
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m tulpind aeriana: conturul este semicircular, cu doud creste adaxiale putin
proeminente si cu fata adaxiald plana. Cilindrul central este gros, cuprinde 7-
8 fascicule conducatoare libero- lemnoase de marime diferita.

m frunza:

Petiolul - contur este aproximativ eliptic modificat de doua creste
latero-adaxiale puternic divergente.

Limbul foliar — amfistomatic, nervura mediand proemina vizibil pe
ambele fete iar cele laterale de ordin I, doar la fata inferioara a limbului.

5. Cercetari morfo-anatomice asupra unor specii ale subgenului
Melanium

5.1. Analize de morfometrie la taxoni ai speciilor V. declinata W. et. K., V.
dacica Borbas, V. arvensis Murray, V. kitaibeliana Shult. si V. tricolor L.

Tabel 5.2. Indici morfometrici analizati la speciile V. declinata W. et. K., V. dacica Borbas, V.
arvensis Murray, V. kitaibeliana Shult. si V. tricolor L. (mm, valori medii + deviatie standard)

Morfometrie V. dacica V. declinata V. arvensis V. kitaibeliana V. tricolor
lungime (L) petiol 3.60+ 2.40+ 5.20+ 5.07« 8.33+
’ 0.2 0.2 0.4 0.6 0.9
lungime (L) 527+ 4.80+ 8.27+ 9.07+ 14.93+
stipela 0.1 0.1 0.4 0.3 1.0
latime (1) a lobului 1.08+ 1.00+ 147+ 1.53+ 2.70+
terminal al stipelei 0.0 0.0 0.1 0.1 0.3
aric (A) limb 149.45+ 90.20+ 178.93+ 149.53+ 180.07+
12.7 4.2 12.4 12.2 14.2
lungime (L) limb 29.11+ 22.62+ 30.13+ 31.83+ 28.77+
1.1 1.7 1.6 1.0 1.5
latime (1) Timb 10.24+ 7.16x 10.31+ 9.89+ 11.46+
’ 0.6 0.5 0.5 0.6 0.3
. . 58.14+ 47.71+ 69.08+ 57.95+ 66.06+
perimetru (P) limb 43 20 39 s 3]
. 3+ 3.72+ 3.07 331+ 2.50+
Raport L/l limb 0.2 0.6 0.3 0.1 0.1
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Figura 5. 1. Analiza multivariata de tip cluster pentru indici de morfometrie
la floare pentru speciile V. declinata W. et. K., V. dacica Borbés, V. arvensis Murray, V.
kitaibeliana Shult. si V. tricolor L.

5.2. Analize de anatomie la taxoni ai speciilor V. declinata W. et. K., V.
dacica Borbas, V. arvensis Murray, V. kitaibeliana Shult. si V. tricolor L.

Din punct de vedere anatomic, particularitatile principale de diferentiere
intre aceste specii sunt urmatoarele:

»  raddcina: contur eliptic la V. tricolor, circular la celelalte specii;

*  rizom: este prezent doar la V. dacica si V. declinata;

*  tulpina: numarul fasciculelor conducitoare libero-lemnoase- 10 la V.
dacica, 7 1a V. declinata, 10 1a V. tricolor, 8 la V. arvensis, 8 sau 9 la V.
kitaibeliana;

= petiol: V. tricolor are 7 fascicule conducatoare situate central si cate 3
in fiecare aripd adaxiald; V. arvensis si V. kitaibeliana au cate 3
fascicule libero-lemnoase: unul central si cate unul in aripi; V. dacica
are 7 centrale si V. declinata, 3 fascicule libero-lemnoase centrale.
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6. Analiza cantitativa a pigmentilor asimilatori
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Figura 6.2. Exprimarea cantitativa totald a pigmenti asimilatori (clorofila a + clorofila b +
pigmenti carotenoizi) pentru cei doi ani consecutivi (mg/g), la speciile analizate.

7. Analiza cantitativa totala a fenolilor
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Figura 7.9. Cantitatea totala a polifenolilor determinata pentru extracte apoase i etanolice pentru
concentratiile de: 0,5%, 1%, 2,5%, respectiv 5%, pentru noud specii ale genului Viola L. (exprimata
in mg/g GAE/s.u.)
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8. Analiza cantitativa totala a compusilor flavonoidici

Au fost analizate doua tipuri de extracte, apoase si etanolice (50%),
pentru fiecare realizdndu-se cate patru concentratii: 0,5% (m/v), 1% (m/v),
2,5% (m/v) si 5% (m/v). Valorile cele mai ridicate au fost inregistrate pentru
speciile V. canina si V. kitaibeliana.

Realizdnd o comparatie intre cele doua tipuri de extracte, se observa,
o eficacitate crescutd de extragere a compusilor flavonoidici totali pentru
extractele etanolice. Valorile cele mai ridicate fiind inregistrate pentru
extractele alcoolice realizate pentru V. canina: 101.12+2.40 mg/g QE/s.u.
(0,5%), 87.174£0.73 mg/g QE/s.u. (1%), 97.61+0. 31 mg/g QE/s.u. (2,5%) si
80.78+0.62 mg/g QE/s.u. (5%).

Cele mai mici valori, pentru toate concentratiile la ambele tipuri de
extracte, au fost observate, in principal, la specia V. arvensis.

9. Analiza cantitativa totala a pigmentilor antocianici
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Figura 9.3. Grafic comparativ a valorilor medii obtinute pentru compusii antocianici in urma
analizelor realizate pentru noud specii ale genului Viola L., in doi ani consecutivi (mg/g s.u.)

20



10. Determinarea capacitatii antioxidante

Testarea capacitatii antioxidante a extractelor vegetale a evidentiat o
activitate semnificativa.

Valorile scazute ale ratei de inhibitie au fost inregistrate la speciile
recoltate din zone agricole, V. arvensis (~17%-24% pentru extractele apoase
si ~18%-25% pentru extractele etanolice), si V. tricolor (~19-22% pentru
extractele apoase si ~19%-29% pentru extractele etanolice).

Valorile cele mai mari ale ratei de inhibitie au fost de ~30%-47%
pentru extractele apoase si ~46%-54% pentru extractele etanolice (V. dacica)
si ~35%-63% pentru extractele apoase si ~44%-55% pentru extractele
etanolice (V. declinata).

11. Taxonii genului Viola L., bioresurse cu potential complex de
valorificare

11.1. Bioresurse de compusi valorosi in industria farmaceutica si
cosmetica

Cantitatea de polifenoli totali inregistratd analizdnd extractele
apoase preparate experimental a prezentat valorile cele mai mari la speciile
colectate din zonele de munte (V. declinata, V. dacica), cu valori cuprinse
intre 78-84 mg/g GAE/s.u. (extracte 1%). Cele mai scazute valori inregistrate
pentru extractele apoase au fost de 8-13 mg/g GAE/s.u. (1%), la speciile V.
arvensis si V. kitaibeliana. Comparativ, analiza cantitativa a polifenolilor
totali pentru extractele alcoolice, a evidentiat ca cele mai mari valori au fost
de 94-95 mg/g GAE/s.u. (1%) (V. declinata, V. dacica) iar cele mai mici au
fost de 10-19 mg/g GAE/s.u. (1%) (V. arvensis, V. kitaibeliana).

Clasa de compusi polifenolici este recunoscutd ca avand proprietati
bactericide, antifungice, antiinflamatoare si, foarte important, antioxidante.

Pe baza rezultatelor obtinute se poate intreprinde o analizd de
ansamblu asupra potentialului de valorificare al anumitor specii de Viola.
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11.2. Bioresurse cu impact ecologic

Acest gen contine taxoni care se dezvoltd in biocenoze deosebit de
diferite, de la specii cosmopolite cu areal divers de crestere, pana la specii
endemice, cu cerinte stricte sau adaptate la conditii dificile de mediu.
Adaptabilitatea unora dintre taxoni, precum V. odorata si V. suavis, le
permite sd se dezvolte pe habitate seminaturale sau modificate de activitatea
umanad, gradini sau parcuri (Ciocirlan, 1988; Chifu si colab., 2001, 2006).
Rezistenta pe solurile poluate si mai ales acumularea respectivilor poluanti in
corpul plantelor, oferd speciilor subgenului Melanium un rol major in
activitatile de restaurare a ecosistemelor (Hermann si colab., 2013).

12. Discutii

12.1. Discriminarea speciilor pe baza indicilor morfometrici

Analiza morfologica a speciilor investigate a evidentiat caractere
comune intre specii, dar si elemente discriminatorii intre acestea. Observatiile
noastre sunt, In cea mai mare parte, in concordantd cu literatura de
specialitate. Diferentele inregistrate se datoreaza faptului ca speciile luate in
studiu prezintd o variabilitate fenotipica crescuta.

12.2. Discriminarea speciilor pe baza structurii anatomice

Structura anatomica generala este in concordantd cu descrierea
realizatd pentru genul Viola, in literatura de specialitate. Diferentele
anatomice observate pot fi utile in completarea literaturii de specialitate
pentru identificarea taxonilor prin mijloace microscopice.

12.3. Confirmarea taxonomica a speciilor

Confirmarea cd taxonii analizati au fost corect identificati, a
realizatd o analiza moleculara a ADN-ului ribozomal nuclear.
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12.4. Continutul de pigmenti asimilatori

Continutul de pigmenti asimilatori, precum si rata raportului intre
clorofilele a si b, sunt influentate de incidenta luminoasa la suprafata frunzei,
motiv pentru care cele mai mari valori au fost inregistrate la speciile speciile
colectate din pajisti alpine si subalpine (V. canina si V. dacica).

12.5. Cantitatea totala de fenoli

Cantitatea de polifenoli totali inregistratd, analizand extractele
alcoolice si apoase preparate experimental, a fost cea mai ridicata la speciile
colectate din zonele de munte V. declinata si V. dacica, urmata indeaproape
de V. canina.. Speciile colectate din zone agricole si pasuni semi-naturale, au
prezentat cele mai mici valori (V. arvensis, V. tricolor si V. kitaibeliana).

In general, datele obtinute experimental sunt similare cu cele
prezentate in literatura de specialitate.

12.6. Cantitatea totala de flavonoide

Analiza cantitativa a flavonoidelor totale din extractele apoase si
alcoolice preparate din plantele de Viola testate a evidentiat ca valorile
maxime au fost inregistrate la specia V. canina, iar valorile minime la specia
V. arvensis.

Analizand similaritatea rezultatelor obtinute cu cele din literatura de
specialitate, valorile obtinute de noi se coreleaza partial cu datele publicate.

12.7. Cantitatea totala de pigmenti antocianici

Valorile ridicate obtinute au fost prezente la speciile cu petale intens
violet (V. dacica, V. declinata, V. canina) si albastru-violet (V. odorata, V.
suavis). Rezultate obtinute se coreleaza partial cu datele publicate, fluctuatia
valorilor cantitative a compusilor antociani atit intre specii cat si intre
populatiile aceleasi specii, se poate datora recoltarii din habitate diferite,
calitatii solului sau a stresului hidric.

23



12.8. Evaluarea potentialului antioxidant

Speciile genului Viola contin o cantitate semnificativa de compusi
din clasa polifenolilor, motiv pentru care extractele realizate prezintd o
capacitate ridicata antioxidanta. Valorile ratelor de inhibitie, pentru extractele
apoase si etanolice, au fost mari pentru speciile montane, si mai mici la
speciile recoltate din zone agricole (V. kitaibeliana, V. tricolor si V.
arvensis).

13.9. Evaluarea potentialului complex de valorificare al speciilor

Compusii polifenolici sunt recunoscuti in medicina moderna pentru
efectele antiinflamatoare si antibacteriene, precum si datoritd capacitatii lor
puternic antioxidante, calitati care au determinat utilizarea acestora ca
adjuvanti in tratamentele unor multiple afectiuni.

Din punct de vedere ecologic, speciile au o importanta
semnificativa, atdt ca plante cosmopolite, cu dezvoltare pe diferite
substraturi, inclusiv pe soluri antropizate, cat si ca taxoni care ocupa habitate
cu conditii de mediu dificile si poluate.

Concluzii

Cercetarea efectuatd a avut ca obiectiv principal analiza taxonilor
apartindnd unui numar de noua specii ale genului Viola, care se incadreaza in
subgenurile Viola si Melanium. Pornind de la aceste specii, scopul lucrarii a
fost de a Tmbogati literatura de specialitate cu date noi privind biologia unor
taxoni apartindnd acestui gen, prezenti in flora spontana din arealul geografic
al Regiunii Nord-Estice a Romaniei.

« In analiza parametrilor fitochimici s-a pornit de la premisa ci
speciile genului Viola sunt apreciate in medicina traditionalda la nivel
international, motiv pentru care s-au realizat extracte apoase si etanolice cu
patru concentratii (0.5%, 1%, 2.5% si 5%) utilizand material vegetal uscat,
macinat mecanic. Datorita metodologiei de lucru aplicate, eficienta extragerii
compusilor biochimici a fost limitatd de tipul solventului si a concentratiei
alese. Diferenta intre valorile obtinute practic si cele raportate in literatura de
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specialitate se pot datora fie diferentei factorilor de mediu din zonele de
habitat, fie perioadei de recoltare, fie combinatiei dintre aceste doua premise.

Analizele comparative a unor parametri morfometrici si de anatomie
au evidentiat noi elemente care pot fi luate In considerare pentru
discriminarea speciilor, datele obtinute avand un pronuntat caracter de
noutate.

Parametrii fitochimici analizati au fost: continutul de polifenoli,
flavonoide, pigmentii  antocianici si  determinarea  capacitatii
antioxidante. Rezultatele obtinute au identificat in materialul vegetal
analizat cantitati importante din aceste clase de compusi. Pentru cantitatea
totala de fenoli si flavonoide valori scidzute au fost determinate la speciile
colectate din zone agricole: V. arvensis, V. tricolor si V. kitaibeliana, iar
valori ridicate la speciile recoltate din zone montane: V. declinata, V.
dacica, V. canina. Analiza cantitativdi a pigmentilor antocianici a
evidentiat valori scazute la speciile cu flori albe, crem si galben-pal: V.
alba si V. arvensis, iar valori ridicate au fost identificate la speciile cu
flori violet: V. declinata, V. dacica, V. canina, V. odorata si V. suavis.
Evaluarea potentialului antioxiant a evidentiat capacitatea antioxidanta
atat a extractelor vegetale apoase, cat si a celor etanolice, la acestea din
urma inregistrandu-se valori mai ridicate, comparativ cu cele apoase.
Rezultatele obtinute au identificat in materialul vegetal analizat cantitati
semnificative din acesti compusi cu potential pentru utilizare
farmaceutica.

Rezultatele personale, cét si cele prezentate in literatura de specialitate,

evidentiaza potentialul complex de valorificare al speciilor genului Viola.

Din punct de vedere ecologic, speciile genului Viola ocupd un numar
divers de habitate, inclusiv cele de nisda, precum vegetatie alpina de
grohotis, pana la habitate antropizate realitate ce contribuie in mod direct
si/sau indirect la sdnatatea ecosistemelor, calitatea solului, cresterea
calitatii covorului vegetal si a productiei de biomasa disponibild pentru
insecte si erbivore. Rezistenta pe solurile poluate si mai ales acumularea
metalelor grele In organele vegetative, oferd speciilor genului Viola un
rol major In depoluarea solului si In restaurarea ecosistemelor. Toate
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aceste atribute dovedesc importanta deosebitd a acestor specii, precum si
necesitatea conservarii lor.

= Cercetirile morfometrice la speciile endemice (V. declinata si V.
dacica) si de anatomie (V. suavis, V. canina), alaturi de identificarea
indicilor morfometrici aplicabili pentru discriminarea speciilor analizate,
precum si de cercetdrile privind compozitia chimicd a taxonilor
apartindnd genului Viola colectati din Regiunea de Nord Est a Romaniei
au un pronuntat caracter de noutate; acestea Imbogatesc literatura de

specialitate nationald cu informatii valoroase pentru completarea cheilor
de determinare taxonomicd a taxonilor studiati, pentru fitochimisti si
fitofarmacisti, precum si pentru specialistii care actioneaza in directia de
protectie a mediului, angajati in efortul de conservare si de refacere a
acestuia pe cale biologica.

Rezultatele obtinute pot fi utilizate ca premise pentru noi directii de
cercetare 1n vederea aprofundarii cunostintelor referitoare la biologia
speciilor genului Viola si pentru obtinerea unei imagini mai detaliate asupra
modului de interactiune al taxonilor sdi cu habitatele pe care le populeaza.
Testarea biochimicd a extractelor obtinute din materialul vegetal analizat
relevd importanta dezvoltdrii unor modele experimentale mai complexe
pentru eficientizarea extragerii si izolarii compusilor biologic activi de
interes. De asemenea, extinderea analizelor pentru investigarea unui numaér
mai mare de biocompusi pot oferi informatii necesare unor noi aplicatii
terapeutice ale taxonilor analizati. Evaluarea unor noi specii ale genului
Viola, precum si a hibrizilor acestora, pot contribui la identificarea unor noi
bioresurse cu potential complex de valorificare si pot evidentia informatii
relevante referitoare la stadiul de conservare al genofondului vegetal
romanesc.
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Multumiri

Omagiez memoria d-lui Academician Constantin TOMA (1935-2020) si
imi exprim recunostinta pentru sprijinul si indrumarea acordata in activitatea
de cercetare care a stat la baza realizarii prezentei lucrari de doctorat.
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Anexe — selectie

Plansa nr. 7. V. canina L.: .- a.Je. M-tii Giumalau - lizierd padure de foioase; b./d. M-
tii Giumalau - pajiste cu ierburi scunde; 29.04.2021 - e. M-tii Rarau — padure de
conifere, 30.04.2021 (foto original)
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Plansa nr. 8. V. canina L. - a. imagine generald, planta cu multiple tulpini aeriene,
ierborizata; - b. imagine generala; - ¢. detaliu in care se oserva stipelele; - d. frunza din
partea superioara a tulpinii aeriene, cu stipele; - e./f. floarea (foto original)
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Figura. 10. Sectiune transversald prin pedunculul florifer: 1. ¥
odorata L., 2. V. suavis Bieb., 3. V. alba Bess..
4. Scctiunc transversala prin tulpina la V. canina L.

Figura. 11. Sectiune transversala prin tulpind la: 1. V. declinata Waldst. et Kit; 2. V. dacica
Borbas; 3. V. arvensis Murr.; 4. V. kitaibeliana Schult.; 5. V. tricolor L.
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Anexa 2

Lista speciilor genului Viola L. in Roméania

Pe teritoriul Romaniei s-au semnalat prezenta a unui numar de 28 specii
apartinand genului Viola L. (Sarbu si altii 2013):

1.

RN E LD

10.
. V. epipsila Ledeb.
12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.
19.
20.
21.
22.

23.
24.
25.
26.

27.
28.

V. alba Bess. [2 ssp] — viorele albe

V. alpina Jacq.

V. ambigua W. et K.

V. arvensis Murray (include V. banatica Kit. Ex Roem. et Schult.)
V. biflora L. — toporasi galbeni

V. canina L. [3 ssp]

V. collina Bess.

V. dacica Borb. — unghia pasarii

V. declinata W. et K. — unghia pasarii

V. elatior Fr.

V. hymettia Boiss. et Heldr.

V. hirta L. — tamaioara

V. jooi Janka. - tamaioara

V. jordanii Hanry

V. kitaibeliana Schult.

V. mirabilis L. — viorele, toporasi

V. odorata L. - toporasi

V. palustris L. [1 ssp]

V. perscifolia Schreb. (=V. stagnina Kit.; V. lactea Auct.)

V. pumila Chaix

V. reichenbachiana Jord. Ex Boreau (=V. sylvestris Lam.) — coltunii
popii

V. riviniana Rchb

V. rupestris F. W. Schm.

V. sieheana W. Beckr

V. suavis Bieb. (= V. cyanea Celak, V. pontica W. Becker, V.
ignobilis Grint.) — toporasi

V. tricolor L. [2 subsp.] — trei frati patati

V. uliginosa Bess. (prezenta nu este sigura, reconfirmare necesara)
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