UNIVERSITATEA ,,ALEXANDRU IOAN CUZA” DIN IASI
FACULTATEA DE BIOLOGIE
SCOALA DOCTORALA DE BIOLOGIE

Cercetari privind biologia unor specii de plante cu potential

medicinal din flora spontana

REZUMATUL TEZEI DE DOCTORAT

CONDUCATOR STIINTIFIC:
Profesor dr. Emerit

Maria-Magdalena Zamfirache

STUDENT-DOCTORAND:

Bota Viviane Beatrice

IASI
2026



CUPRINS

CUVINTE CHEIE
LISTA ABREVIERILOR
INTRODUCERE
SCOPUL SI OBIECTIVELE CERCETARII
PARTEA I-A: STADIU ACTUAL AL CUNOASTERII
CAPITOLUL 1.
ISTORICUL CERCETARILOR PRIVIND BIOLOGIA SPECIILOR LUATE IN STUDIU
1.1. Biologia speciei Tussilago farfara L. - istoricul cercetarilor
1.1.1. Utilizare
1.1.2. Cercetari farmacologice si farmacocinetice
1.1.3. Compozitie chimica
1.1.4. Continut de alcaloizi pirolizidinici si toxicitatea speciei
1.1.5. Potential antioxidant si antiinflamator
1.2. Biologia speciei Geranium robertianum L, - istoricul cercetarilor
1.2.1. Utilizare
1.2.2. Cercetari farmacologice si farmacocinetice
1.2.3. Compozitie chimica
1.2.4. Potential antioxidant si antiinflamator
1.3. Biologia speciei Leonurus cardiaca L. - istoricul cercetarilor
1.3.1. Utilizare
1.3.2. Cercetari farmacologice si farmacocinetice
1.3.3. Compozitie chimica
1.3.4. Potential antioxidant si antiinflamator
1.4. Biologia speciei Oenothera biennis L. - istoricul cercetarilor
1.4.1. Utilizare
1.4.2. Cercetari farmacologice si farmacocinetice
1.4.3. Compozitie chimica
1.4.4. Potential antioxidant si antiinflamator
CAPITOLUL 2.
CARACTERIZARE GENERALA A SPECIILOR LUATE iN STUDIU
2.1. Caracterizare botanica a speciei Tussilago farfara L.
2.1.1. incadrare taxonomici
2.1.2. Caracteristici morfologice ale speciei Tussilago farfara L.
2.1.3. Caracteristici anatomice ale speciei Tussilago farfara L.
2.1.3.1. Aspecte de structura
2.1.3.2. Aspecte de ultrastructura
2.1.4. Distributie si habitat
2.2. Caracterizare botanica a speciei Geranium robertianum L.
2.2.1. Incadrare taxonomica
2.2.2. Caracteristici morfologice ale speciei Geranium roberianum L.
2.2.3. Caracteristici anatomice ale speciei Geranium robertianum L.
2.2.3.1. Aspecte de structura
2.2.3.2. Aspecte de ultrastructura
2.2.4. Distributie si habitat
2.3. Caracterizare botanica a speciei Leonurus cardiaca L.
2.3.1. Incadrare taxonomici
2.3.2. Caracteristici morfologice ale speciei Leonurus cardiaca L.
2.3.3. Caracteristici anatomice ale speciei Leonurus cardiaca L.
2.3.3.1. Aspecte de structura si ultrastructura
2.3.4. Distributie si habitat
2.4. Caracterizare botanica a speciei Oenothera biennis L.
2.4.1. Incadrare taxonomica
2.4.2. Caracteristici morfologice ale speciei Oenothera biennis L.
2.4.3. Caracteristici anatomice ale speciei Oenothera biennis L.
2.4.3.1. Aspecte de structura
2.4.3.2. Aspecte de ultrastructura
2.4.4. Distributie si habitat



PARTEA A 11-A: CONTRIBUTII PERSONALE
CAPITOLUL 3.
MATERIALE SI METODE DE LUCRU
3.1. Recoltarea si prelucrarea materialului vegetal
3.2. Examinare microscopica a materialului vegetal
3.2.1. Microscopie optica
3.2.2. Microscopie electronica de baleiaj (SEM)
3.2.3. Microscopie electronica de transmisie (TEM)
3.3. Analiza compozitiei fitochimice a materialului vegetal
3.3.1. Prepararea extractelor vegetale
3.3.1.1. Prepararea extractelor hidroalcoolice
3.3.1.2. Prepararea extractelor apoase (infuzie)
3.3.2. Metoda spectrometriei de masa prin cromatografie lichida (LC/MS)
3.4. Analiza conditiilor pedoclimatice din ariile de recoltare
3.4.1. Analiza conditiilor de sol
3.4.2. Analiza conditiilor climatice
3.4.2.1. Altitudine
3.4.2.2. Temperatura si precipitatii
3.5. Analiza statistica a datelor
CAPITOLUL 4.
EVALUAREA FACTORILOR DE MEDIU
4.1. Altitudine si habitat
4.2. Conditii climatice
4.2.1. Temperatura medie anuala
4.2.2. Temperatura medie din luna ianuarie si din luna iulie
4.2.3. Temperaturi maxime si minime
4.2.4. Precipitatii anuale cumulate
4.2.5. Zile fara inghet
4.3. Conditii edafice
CAPITOLUL 5.
CERCETARI MORFO-ANATOMICE SI FITOCHIMICE LA SPECIA TUSSILAGO
FARFARA L.
5.1. Cercetari morfo-anatomice asupra organelor vegetative la specia Tussilago farfara L. prin
tehnici de microscopie optica
5.1.1. Anatomia radacinii adventive la specia Tussilago farfara L.
5.1.2. Anatomia rizomului la specia Tussilago farfara L.
5.1.3. Anatomia petiolului la specia Tussilago farfara L.
5.1.4. Anatomia limbului foliar la specia Tussilago farfara L.
5.2. Cercetari morfo-anatomice asupra organelor vegetative la specia Tussilago farfara L. prin
tehnici de microscopie electronica de baleiaj (SEM)
5.2.1. Micromorfologia rizomului la specia Tussilago farfara L.
5.2.2. Micromorfologia petiolului la specia Tussilago farfara L.
5.2.3. Micromorfologia limbului foliar la specia Tussilago farfara L.
5.3. Cercetari morfo-anatomice asupra organelor vegetative la specia Tussilago farfara L. prin
tehnici de microscopie electronica de transmisie (TEM)
5.3.1. Ultrastructura rizomului la specia Tussilago farfara L.
5.3.2. Ultrastructura petiolului la specia Tussilago farfara L.
5.3.3. Ultrastructura limbului foliar la specia Tussilago farfara L.
5.4. Analiza compozitiei fitochimice a speciei Tussilago farfara L.
5.4.1. Compozitia fitochimica a extractelor hidroalcoolice de Tussilago farfara L.
5.4.2. Compozitia fitochimica a extractelor apoase de Tussilago farfara L.
5.5. Analiza comparativa a continutului de polifenoli din extractele de Tussilago farfara L. Th
contextul factorilor de mediu
5.6. Consideratii privind caracterele morfo-anatomice si compozitia fitochimica a organelor
vegetative la specia Tussilago farfara L.
CAPITOLUL 6.
CERCETARI MORFO-ANATOMICE SI FITOCHIMICE LA SPECIA GERANIUM
ROBERTIANUM L.
6.1. Cercetari morfo-anatomice asupra organelor vegetative la specia Geranium robertianum L.
prin tehnici de microscopie optica



6.1.1. Anatomia radacinii adventive la specia Geranium robertianum L.

6.1.2. Anatomia rizomului la specia Geranium robertianum L.

6.1.3. Anatomia tulpinii aeriene la specia Geranium robertianum L.

6.1.4. Anatomia petiolului la specia Geranium robertianum L.

6.1.5. Anatomia limbului foliar la specia Geranium robertianum L.
6.2. Cercetari morfo-anatomice asupra organelor vegetative la specia Geranium robertianum L.
prin tehnici de microscopie electronica de baleiaj (SEM)

6.2.1. Micromorfologia rizomului la specia Geranium robertianum L.

6.2.2. Micromorfologia tulpinii aeriene la specia Geranium robertianum L.

6.2.3. Micromorfologia petiolului la specia Geranium robertianum L.

6.2.4. Micromorfologia limbului foliar la specia Geranium robertianum L.
6.3. Cercetiri morfo-anatomice asupra organelor vegetative la specia Geranium robertianum L.
prin tehnici de microscopie electronica de transmisie (TEM)

6.3.1. Ultrastructura radacinii adventive la specia Geranium robertianum L.

6.3.2. Ultrastructura tulpinii subterane (rizomului) la specia Geranium robertianum L.

6.3.3. Ultrastructura tulpinii aeriene la specia Geranium robertianum L.

6.3.4. Ultrastructura petiolului la specia Geranium robertianum L.

6.3.5. Ultrastructura limbului foliar la specia Geranium robertianum L.
6.4. Analiza compozitiei fitochimice a speciei Geranium robertianum L.

6.4.1. Compozitia fitochimica a extractelor hidroalcoolice de Geranium robertianum L.

6.4.2. Compozitia fitochimica a extractelor apoase de Geranium robertianum L.
6.5. Analiza comparativa a continutului de polifenoli din extractele de Geranium robertianum L. in
contextul factorilor de mediu
6.6. Consideratii privind caracterele morfo-anatomice si compozitia fitochimica a organelor
vegetative la specia Geranium robertianum L.
CAPITOLUL 7.
CERCETARI MORFO-ANATOMICE SI FITOCHIMICE LA SPECIA LEONURUS
CARDIACA L.
7.1. Cercetari morfo-anatomice asupra organelor vegetative la specia Leonurus cardiaca L. prin
tehnici de microscopie optica

7.1.1. Anatomia radacinii adventive la specia Leonurus cardiaca L.

7.1.2. Anatomia rizomului la specia Leonurus cardiaca L.

7.1.3. Anatomia tulpinii aeriene la specia Leonurus cardiaca L.

7.1.3.1. Parte inferioara
7.1.3.2. Parte superioara

7.1.4. Anatomia petiolului la specia Leonurus cardiaca L.

7.1.5. Anatomia limbului foliar la specia Leonurus cardiaca L.
7.2. Cercetari morfo-anatomice asupra organelor vegetative la specia Leonurus cardiaca L. prin
tehnici de microscopie electronica de baleiaj (SEM)

7.2.1. Micromorfologia rizomului la specia Leonurus cardiaca L.

7.2.2. Micromorfologia tulpinii aeriene la specia Leonurus cardiaca L.

7.2.3. Micromorfologia petiolului la specia Leonurus cardiaca L.

7.2.4. Micromorfologia limbului foliar la specia Leonurus cardiaca L.
7.3. Cercetari morfo-anatomice asupra organelor vegetative la specia Leonurus cardiaca L. prin
tehnici de microscopie electronica de transmisie (TEM)

7.3.1. Ultrastructura rizomului la specia Leonurus cardiaca L.

7.3.2. Ultrastructura tulpinii aeriene la specia Leonurus cardiaca L.

7.3.3. Ultrastructura petiolului la specia Leonurus cardiaca L.

7.3.4. Ultrastructura limbului foliar la specia Leonurus cardiaca L.
7.4. Analiza compozitiei fitochimice a speciei Leonurus cardiaca L.

7.4.1. Compozitia fitochimica a extractelor hidroalcoolice de Leonurus cardiaca L.

7.4.2. Compozitia fitochimica a extractelor apoase de Leonurus cardiaca L.
7.5. Analiza comparativa a continutului de polifenoli din extractele de Leonurus cardiaca L. n
contextul factorilor de mediu
7.6. Consideratii privind caracterele morfo-anatomice si compozitia fitochimica a organelor
vegetative la specia Leonurus cardiaca L.
CAPITOLUL 8.
CERCETARI MORFO-ANATOMICE SI FITOCHIMICE LA SPECIA OENOTHERA
BIENNIS L.



8.1. Cercetari morfo-anatomice asupra organelor vegetative la specia Oenothera biennis L. prin
tehnici de microscopie optica

8.1.1. Anatomia rddacinii la specia Oenothera biennis L.

8.1.1.1. Parte inferioara
8.1.1.2. Parte superioara

8.1.2. Anatomia tulpinii la specia Oenothera biennis L.

8.1.2.1. Partea inferioara

8.1.2.2. Partea superioara

8.1.3. Anatomia petiolului la specia Oenothera biennis L.

8.1.4. Anatomia limbului foliar la specia Oenothera biennis L.
8.2. Cercetari morfo-anatomice asupra organelor vegetative la specia Oenothera biennis L. prin
tehnici de microscopie electronica de baleiaj (SEM)

8.2.1. Micromorfologia radacinii la specia Oenothera biennis L.

8.2.2. Micromorfologia tulpinii la specia Oenothera biennis L.

8.2.3. Micromorfologia petiolului la specia Oenothera biennis L.

8.2.4. Micromorfologia limbului foliar la specia Oenothera biennis L.
8.3. Cercetari morfo-anatomice asupra organelor vegetative la specia Oenothera biennis L. prin
tehnici de microscopie electronica de transmisie (TEM)

8.3.1. Ultrastructura radacinii la specia Oenothera biennis L.

8.3.2. Ultrastructura tulpinii la specia Oenothera biennis L.

8.3.3. Ultrastructura petiolului la specia Oenothera biennis L.

8.3.4. Ultrastructura limbului foliar la specia Oenothera biennis L.
8.4. Analiza compozitiei fitochimice a speciei Oenothera biennis L.

8.4.1. Compozitia fitochimica a extractelor hidroalcoolice de Oenothera biennis L.

8.4.2. Compozitia fitochimica a extractelor apoase de Oenothera biennis L.
8.5. Analiza comparativa a continutului de polifenoli din extractele de Oenothera biennis L. in
contextul factorilor de mediu
8.6. Consideratii privind caracterele morfo-anatomice si compozitia fitochimica a organelor
vegetative la specia Oenothera biennis L.
CONCLUZII
BIBLIOGRAFIE SELECTIVA
ANEXA 1
Metoda spectrometriei de masa prin cromatografie lichida (LC/MS)
ACTIVITATE STIINTIFICA

*** Numerotarea subcapitolelor, figurilor, graficelor si tabelelor incluse in prezentul rezumat pastreaza

structura originald a tezei enuntatd in cuprinsul de mai sus.



CUVINTE CHEIE

Morfoanatomie vegetala, extracte vegetale, extract hidroalcoolic, extract apos, fitochimie, polifenoli,

compusi bioactivi, Tussilago farfara L., Geranium robertianum L., Leonurus cardiaca L., Oenothera biennis

L., plante medicinale, flora spontand, factori pedoclimatici, influenta factorilor de mediu, HPLC, Q-GIS,

microscopie optica, microscopie electronica, TEM, SEM, micromorfologie, ultrastructura celulara.

LISTA PRESCURTARILOR

ECN - 7R-(3-etil-ciscrotonoiloxi)-1a-(2-metilbu-
tiriloxi)-3(14)-dehidro-Z-notonipetranon

3-CQA - acid 3-cafeoilquinic

4-CQA - acid 4-cafeoilquinic

5-CQA - acid 5-cafeoilquinic

3,4-diCQA - acid 3,4-dicafeoilquinic

3,5-diCQA - acid 3,5-dicafeoilquinic

4,5-diCQA - acid 4,5-dicafeoilquinic

EMDT - 2-etil-5-metoxi-N,N-dimetiltriptamin
Ppm - parti per milion

HO-1 - hem oxigenaza-1

NF-kappaB - factor nuclear amplificator-de-lant-
usor-kappa al celulelor activate B

MAP - protein kinaza activata de mitogen

Nrf2 - factor nuclear de transcriptie aferent
factorului eritroid 2

iNOS - sintetaza de oxid nitric inductibil

COX-2 - ciclooxigenaza 2

LPS - lipopoliozaharide

IFN-gamma - Interferon gamma

NO - oxid nitric

TNF-alfa - factor de necroza tumorala alfa

MIC - concentratie minima inhibitorie

C% - procentaj concentratie

ICs - concentratie inhibitorie maxima 50%

Glso - concentratie maxim inhibitorie a proliferarii
celulare 50%

ECso - concentratie medie efectiva

RM — linie de celule renale de maimutd Rhesus

MPP+ - 1-metil-4-fenilpiridinium

DPPH - test antioxidat de captare cu 2,2-difenil-1-
picrilhidrazil

ABTS - test antioxidant cu 2,2'-azino-bis(3-
etilbenzotiazolin-6-sulfonic acid)

FRAP - potential antioxidant de reducere a ionilor
de fier

PQ - interval de depolarizare atriala intr-0
electrocardiograma

QT - interval de actiune ventricular 1intr-0
electrocardiograma

QRS - complex de depolarizare ventriculara intr-0
electrocardiograma

ECG - electrocardiograma

GTPCHL1 - guanozin trifosfat ciclooxigenaza 1
DHFR - dihidrofolat reductaza

GABA - acid gama amiobutiric

DMSO - dimetilsulfoxid

KIM-1 - molecula 1 renala

Alfa-SMA - actina de muschi neted alfa
TGF-beta - factor de crestere transformator beta
IL-6 - Interleukina 6

IL-1beta - interleukina 1-beta

PAF - factor de activare plachetara

TLR4 - receptor 4 Toll-like

BuOH - butanol

GAE - echivalent de acid galic

LDL-C - lipoproteina de densitate mica - colesterol



INTRODUCERE

Initiativele actuale de la nivel global sunt orientate cétre identificarea si dezvoltarea de
noi compusi cu valoare terapeutica. Plantele medicinale sunt utilizate inca din antichitate si
continud sa fie o sursd principala de compusi bioactivi cu diversitate structurala si valoare
terapeutica inestimabila (Dehelean si Pinzaru., 2024; Latif si Nawaz, 2025). Prin urmare,
eforturile globale se concentreaza pe cercetarea plantelor medicinale, in special pe cele
utilizate in medicina traditionald, cu scopul de a descoperi compusi bioactivi noi si de a
explora aplicatii terapeutice suplimentare celor deja cunoscuti. Aceasta urgentd este
subliniatd de limitarile medicinei conventionale In abordarea unor probleme medicale
complexe precum sindromul metabolic, afectiunile neurodegenerative, bolile
cardiovasculare, cancerul si rezistenta la antibiotice. Tratamentele conventionale sunt adesea
asociate cu numeroase efecte adverse, accesibilitate redusa si costuri ridicate. De asemenea,
sunt recunoscute limitele financiare si tehnologice actuale de sintetizare a compusilor
bioactivi, majoritatea fiind obtinuti din plante recoltate din flora spontana si cultivata (WHO,
2000; Rates, 2001; Stintar, 2020).

In acest context, plantele medicinale si vastele cunostinte acumulate empiric din
antichitate pand azi in medicina traditionald, dar si cunostintele referitoare la evolutia si
adaptdrile plantelor la mediul inconjurator reduc semnificativ timpul de identificare, lista de
specii care ar putea oferii compusi bioactivi importanti si costurile asociate (WHO, 2000;
Dehelean si colab., 2024). Preparatele naturiste din plante ar fi In acest sens preferabile,
deoarece au efecte adverse limitate si sunt mai accesibile (Rates, 2001). Cu toate ca in tarile
occidentale, valoarea lor terapeutica este inca privita cu scepticism, tot mai multe efecte
benefice sunt demonstrate de studii stiintifice. Accesul la aceste date este facilitat in prezent
de tehnologie si de adoptarea unor noi standarde in educatie (exemplu: surse de tip
OpenAccess) (Gwynn si Hylands, 2000; Dehelean si colab., 2024; Latif si Nawaz, 2025).

O mare parte dintre receptorii endogeni identificati la om, cu functii importante in
organism, sunt activati de fitocompusi (exemplu: receptorii pentru opioide si canabinoide).
Tot mai multi cercetatori sustin posibilitatea unui numdr mult mai mare de relatii intre
structura si activitate, de importantd fiziologica si farmacologica, ce implica fitocompusi
inca necaracterizati (Gwynn si Hylands, 2000). Compusii vegetali naturali au o bio-
compatibilitate mai mare decat cei sintetizati, actioneaza sinergic, adesea pe cai metabolice

similare (Rout si colab., 2009). Mai mult decat atit, iIn combinatie cu medicatia
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conventionald pot sporii eficacitatea tratamentului (Chaudhary si colab., 2015; Pezzani si
colab., 2019).

Cercetarile efectuate pana in prezent arata ca produsii naturali din plante actioneaza ca
instrumente terapeutice in afectiunile inflamatorii, n special polifenolii au fost remarcati ca
modulatori metabolici semnificativi prin capacitatea lor de a influenta mai multe cai celulare
si moleculare cheie (Sivapragasam si colab., 2016; Liu si colab., 2023). Alaturi de inflamatie,
stresul oxidativ a devenit si el o tintd strategicd in dezvoltarea de noi terapii si medicamente,
pe masura ce studiile au continuat sa arate contributia lui in patogeneza unor afectiuni variate
(Hussain si colab., 2016). Conform literaturii de specialitate, speciile care fac subiectul
prezentei teze doctorat - Tussilago farfara L., Geranium robertianum L., Leonurus cardiaca
L. si Oenothera biennis L., au mecanisme comune de actiune antioxidanta si
antiinflamatoare, inclusiv activarea Nrf2, inhibarea unor citokine inflamatoare, a TNF-a si a
productiei de NO (Schmidt si colab., 2003; Armatu si colab., 2010; Zhi si colab., 2012; Li
si colab., 2012; Granica si colab., 2013; Avila si colab., 2013; Song si colab., 2014; Ratz-
Lyco si colab., 2015; Bartlam si colab., 2017; Kyung si colab., 2017; Catarino si colab.,
2017). Aceste mecanisme sunt tot mai studiate, devenind tinte strategice in tratarea unor
afectiuni complexe precum cele mentionate mai sus (Hussain si colab., 2016; Roh and Sohn
2018; Tonelli si colab. 2018; Yahfoufi si colab. 2018).

Inainte de secolul XIX, plantele erau principala sursi de medicamente, iar in prezent
continud sa reprezinte originea a 20-25% pana la 40% din produsele farmaceutice (Rates,
2001; Suntar, 2020; Abbott, 2024), servind ca agenti terapeutici directi si surse de molecule
model pentru sinteza si semisinteza medicamentelor (Dehelean si colab., 2024). Mai mult
decat atat, conform Organizatiei Mondiale a Sanatatii (OMS/WHO) aproximativ 75-80%
din populatia globald depinde de medicamentele pe baza de plante pentru nevoile primare
de ingrijire a sanatatii (Dehelean si colab., 2024; Latif si Nawaz, 2025).

In ciuda intensificarii eforturilor din ultimii ani, de cercetare a plantelor medicinale,
potentialul acestora rdmane in cea mai mare parte a sa neexplorat. Din aproximativ 4-
500,000 de specii de plante estimate in flora globala, doar 15% au fost investigate fitochimic,
iar propietatile terapeutice au fost investigate chiar mai putin (6%) (Seidel, 2020). in
majoritatea cazurilor au fost efectuate doar screening-uri si studii preliminare (Rates, 2001;
Rout si colab., 2009), dar specii precum Taxus baccata, Camptotheca accuminata si
Artemisia annua fac parte din cele mai cunoscute si de success studii, din care au rezultat
medicamente noi, folosite si in prezent pentru tratarea cancerului si a malariei (Cseke si

colab., 2006). Galantamina din Galanthus woronowiis a fost aprobata in 2001 pentru tratarea
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formelor usoare si moderate ale afectiunii Alzheimer si continua sa fie o optiune de baza in
tratament (Seidel, 2020). Plantele din genul Salix si Populus sunt surse de acid salicilic si
stau la baza unuia dintre cele mai cunoscute si utilizate medicamente din lume — aspirina, iar
Papaver somniferum reprezinta sursa de morfina, codeind si papaverind, utilizate pentru
efectul analgezic, antitusiv, respectiv antispastic (Dehelean si colab., 2024). Astfel de
exemple contribuie la interesul pentru utilizarea plantelor in dezvoltarea de noi
medicamente.

Individualizarea terapiei a fost anticipata inca de la inceputul anilor 1990 de unii
oameni de stiintd si vizionari, dupa progresul aparut in genomica. in Medicina Traditionala
Chineza (TCM) si medicina Ayurvedica, tratamentele individualizate pentru fiecare pacient,
cu amestecuri personalizate de plante medicinale, sunt practicate de secole (Gwynn si
Hylands, 2000). Fitoterapia este o ramura a medicinei care utilizeaza plantele si principiile
active extrase din acestea pentru preventia si tratamentul diverselor afectiuni, deosebindu-se
de alte terapii naturiste prin accentul pus pe dovezi stiintifice, standardizare si studii clinice
(Petkova si colab., 2019; Allegra si colab., 2023). Relevanta fitoterapiei a crescut odata cu
tendinta de consolidare a terapiei individualizate, deoarece abordarea sa holistica, centrata
unicd a persoanei si nu pe un singur simptom sau o boala. De asemenea, tendinta din ultimele
decenii de utilizare a produselor naturale din plante si de integrare a medicinei
complementare si alternative a fost intensificatd odatd cu pandemia COVID-19 (Latif si
Nawaz, 2025). Extractele fitoterapice, asemeni medicamentelor conventionale, actioneaza
asupra organismului prin activitatea biologica/farmacologica a compusilor biochimici pe
care le contin, efectele fiind dependente de natura si concentratia acestora (Allegra si colab.,
2023). Spre deosebire de majoritatea medicamentelor conventionale care se bazeaza pe un
singur ingredient activ, extractele din plante contin mai multi compusi bioactivi care
actioneaza sinergic. Potentialul terapeutic si activitatea biologicd a extractului vegetal
complex prezintd efecte noi, depasind proprietdtile observate la compusii izolati. Aceasta
complexitate permite o abordare nuantatd a tratamentului, care poate fi adaptata nevoilor
specifice si multifatetate ale fiecirei persoane. Inca din anul 2000, Gwynn si Hylands au
anticipat aparitia unei noi clase de remedii prescrise, cu amestecuri complexe de extracte din
plante / continut de compusi cu activitate sinergicd, pentru tratarea unor afectiuni diverse, a
simptomelor asociate si in scop profilactic.

In aceeasi directie, OMS oferi linii directoare pentru cercetarea medicinei traditionale

(MT), concentrandu-se pe calitate, siguranta si eficacitate, punand accentul pe verificarea
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botanica, analiza chimica si studiile clinice riguroase pentru a genera dovezi consistente,
integrand MT in sistemele de sanatate prin standarde, cercetare si promovarea cadrelor de
reglementare la nivel national, toate In conformitate cu noua Strategie globald pentru
medicina traditionald 2025-2034. Metodologiile cheie implicd armonizarea terminologiei,
identificarea botanica, studiile biologice si farmacognozice, evaluarea clinica, analiza si
documentarea dovezilor (WHO, 2025). Primul pas esential include identificarea precisa a
plantelor (verificarea botanica); Urmatorii pasi implicd izolarea si identificarea
constituentilor activi (spre exemplu polifenoli, alcaloizi, taninuri), Intelegerea profilurilor
chimice ale plantelor medicinale (cum ar fi variatiile intre populatii, intre organele plantei,
influenta factorilor genetici si de mediu) si standardizarea ingredientelor pentru a asigura o
calitate, siguranta si eficacitate constante (WHO, 2025).

Abordarea procesului de descoperire a noi agenti terapeutici vegetali depinde de
rezultatul scontat. Strategiile implementate si cerintele sunt diferite pentru obtinerea de
produse fitoterapice comercializate ca suplimente alimentare si obtinerea de compusi activi
izolati si utilizati In industria farmaceuticd/comercializati ca medicament. Primele etape sunt
comune si includ: selectia plantelor relevante, de reguld in baza studiilor despre utilizarea
lor in medicina traditionala; identificarea si caracterizarea botanicd; analiza compozitiei
fitochimice si izolarea compusilor bioactivi prin metode cromatografice si
spectrofotometrice. Avand in vedere ca extractele din plante contin un numdr mare de
compusi bioactivi dar in concentratii scazute, tehnicile trebuie sa fie sensibile la o diversitate
de compusi in cantitati mici, sa fie simple, reproductibile si cu costuri reduse (Rates, 2001).
In continuare, strategia care are ca finalitate obtinerea unui medicament presupune
caracterizarea, sinteza partiald sau totald la scara larga a compusului izolat, necesare studiilor
preclinice, clinice si toxicologice costisitoare. Strategia care are ca finalitate obtinerea unor
produse fitoterapice este mai putin costisitoare atat financiar, cét si ca timp, cu toate ca si
aceasta implica studii privind eficacitatea si siguranta produsului (Rates, 2001). Desi
cercetarile din prezenta teza de doctorat se incadreaza in etapele comune, s-a avut in vedere
finalitatea sub forma unor produse fitoterapice.

Practicile medicinei traditionale sunt diferite in functie de tara si de regiune, fiind
influentate de flora locala, culturd, istoric, etc. Siguranta si eficacitatea acestora sunt
sustinute de cunostintele si experientele acumulate de secole, la care se adauga studiile
stiintifice din ultimele decenii (WHO, 2000; Sintar, 2020; Latif si Nawaz, 2025). In
Romania, utilizarea traditionala a plantelor medicinale si aromatice dateaza inca din primul

secol E.N., din vremea asezarilor tracilor (Kupke si colab., 2000). Favorizata de pozitia
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biogeografica si diversitatea peisajului, Romania are un nivel ridicat de biodiversitate. Este
punctul de intalnire al unor ecosisteme si bio-regiuni diferite, ceea ce se reflecta si in bogatia
covorului vegetal (Kathe si colab., 2003). In ceea ce priveste plantele medicinale si
aromatice, Romania este o resursa importantd a Europei, fiind cultivate, dar mai ales
recoltate din flora spontana cantitati importante in scop economic. A fost estimat ca flora
Romaniei cuprinde peste 3,700 de taxoni, reprezentand aproape 30% din flora vasculara
europeana, dintre care peste 20% sunt plante medicinale (Murariu, 2002; Segneanu si colab.,
2018).

Principiile active din plante sunt reprezentate de metaboliti secundari, care desi nu au
rol in cresterea si dezvoltarea plantei, sunt esentiali pentru supravietuire si mediaza
interactiunile cu mediul inconjurdtor. Prin urmare, prezenta si concentratia lor este puternic
influentata de factori genetici si de mediu (Borges si colab., 2017; Zhan si colab., 2022). in
cazul plantelor medicinale este important sa se acorde atentie influentiei conditiilor de mediu
specifice din locatiile de recoltare asupra compozitiei in principii active, prin studii locale si
comparative.

Cercetarile din prezenta teza de doctorat sunt ancorate in preocupdrile de la nivel
global de identificare a unor noi compusi cu valoare medicinala si noi solutii pentru preventia
st tratamentul unor afectiuni complexe precum cele mentionate mai sus, care au la baza
stresul oxidativ si inflamatia. De asemenea, prezentele cercetari se nscriu in curentul actual
al medicinii personalizate si interesului progresiv pentru fitoterapie.

Cercetarile efectuate aduc in atentie potentialul terapeutic a patru specii de plante
medicinale cunoscute si utilizate in medicina traditionald din diverse regiunii ale lumii incd
din antichitate: Tussilago farfara L., Geranium robertianum L., Leonurus cardiaca L. si
Oenothera biennis L. Proprietatile terapeutice si continutul lor in compusi bioactivi
importanti sunt sustinute de studii stiintifice, remarcandu-se proprietdtile antioxidante,
antiinflamatorii s1 o serie de cai de actiune biologice comune, mentionate mai sus si
sintetizate in Capitolul 1 dedicat literaturii stiintifice. O parte dintre aceste proprietati sunt
recunoscute in medicina conventionald, toate cele patru specii fiind incluse in multiple
farmacopei ale lumii. Toate aspectele discutate mai sus alaturi de lipsa din literatura de
specialitate a unor studii biologice necesare au stat la baza selectiei celor patru specii.

Rezultatele obtinute completeazad literatura de specialitate cu date despre morfo-
anatomia speciilor luate in studiu, esentiale in caracterizarea si diferentierea speciilor, de
interes botanic si necesare pentru controlul calitatii materialului vegetal din preparate

fitoterapice. In vederea efectuirii unor analize complexe asupra structurii si ultrastructurii
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organelor vegetative, care au avut ca scop, pe langa caracterizarea morfo-anatomica,
identificarea organelor si structurilor responsabile de productia si stocarea compusilor
bioactivi la aceste patru specii, s-au utilizat metode de microscopie optica, electronica de
baleiaj (SEM) si de transmisie (TEM). Subliniem faptul ca numeroase aspecte morfo-
anatomice si fitochimice sunt complet noi pentru literatura de specialitate, cu valoare
stiintificd fundamentala (Bota si colab., 2020; Bota si colab., 2022a; Bota si colab., 2022b;
Bota si colab., 2022c; Bota si colab., 2025). Rezultatele cuprind adesea o prima descriere a
structurii morfo-anatomice a organelor vegetative la speciile avute in atentie; subcapitolele
despre ultrastuctura celulelor din diverse tesuturi prezintd date complet noi pentru aceste
patru specii si aduc un aport substantial in cunoasterea si intelegerea unor structuri si procese
de la nivel celular putin cunoscute in prezent. De asemenea, rezultatele completeaza
literatura de specialitate cu date despre compozitia in principii active, analizate prin metode
cromatografice si spectrofotometrice moderne (LC/MS si GC/MS), unii compusi fiind
identificati pentru prima data la speciile luate in studiu. in acelasi timp, aceste cercetiri
raspund necesitdtii de studii comparative si de analize efectuate la populatii din flora
Romaniei. Descrierile morfo-anatomice ale speciilor sunt urmate de subcapitole in care se
prezintd comparativ compozitia in compusi bioactivi a doud tipuri de extracte vegetale
(apoase si hidroalcoolice), obtinute din plante apartinand la cite doud populatii diferite din
zona de campie, respectiv din zona de munte, din flora spontand a Romaniei. Analiza
comparativda a continutului in principii active este plasata in contextul factorilor
pedoclimatici diferiti care caracterizeaza cele doud zone de recoltare a materialului vegetal,
factori care conform literaturii de specialitate influenteazd compozitia plantelor in compusi
bioactivi (Liu si colab., 2016; Suyal si colab., 2020; Zhang si colab., 2020; Chelghoum et al,
2021). Din fiecare locatie de recoltare au fost analizate altitudinea, conditiile climatice de pe
parcursul a trei ani care includ intreaga perioada de dezvoltare ontogenetica a speciilor si o
serie de parametrii edafici de baza. Distributia spatiald a parametrilor climatici (temperatura
medie anuald, precipitatii anuale cumulate) a fost modelatd utilizand tehnologia QGIS si
metoda de interpolare IDW (Inverse Distance Weighting), rezultatele fiind transformate in
harti tematice, abordare ce urmeaza evolutiile din domeniul stiintei GIS (Sistem
Informational Geografic) si a studiilor aplicate care evidenteaza utilitatea analizei spatiale

pentru intelegerea dinamicii peisajului si a impactului asupra plantelor.
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SCOPUL SI OBIECTIVELE CERCETARII

Cercetarile din prezenta Teza de doctorat au avut ca scop, pe de-0 parte, caracterizarea
morfo-anatomica si biochimica a speciilor Tussilago farfara L., Geranium robertianum L.,
Leonurus cardiaca L. si Oenothera biennis L. din flora spontana a Romaniei, cu identificarea
organelor responsabile de productia si stocarea compusilor bioactivi, iar pe de alta parte,
analiza influentei factorilor de mediu asupra continutului lor de metaboliti secundari de
interes terapeutic.

Obiectivele cercetarilor:

O1 - investigatii morfo-anatomice ale organelor vegetative: analiza structurii, a
micromorfologiei si a ultrastructurii frunzei, tulpinii si/sau rizomului, radacinii, prin tehnici
de microscopie optica, microscopie electronica de baleiaj (SEM), respectiv de transmisie
(TEM); observarea si descrierea unor elemente anatomice importante in identificarea si
caracterizarea speciilor, dar si a unor formatiuni de productie si stocare a compusilor
bioactivi de interes farmacologic.

O2 — obtinerea de extracte hidroalcoolice si apoase din organele vegetative apartinand
taxonilor recoltati din doua regiuni geografice din Roméania cu conditii ecologice diferite si
caracterizarea lor biochimica.

O3 — evaluarea unor factori de mediu din locatiile de recoltare capabili sa influenteze
compozitia fitochimica: analiza starii de fertilitate a solului (pH, cantitate de azot total, de
fosfor si potasiu — forme asimilabile); analiza conditiilor climatice pe parcursul ciclului
ontogenetic al speciilor luate Tn studiu (temperatura medie anuala, temperatura medie din
luna ianuarie si din luna iulie, temperaturile maxime si minime anuale, precipitatii anuale
cumulate, zile fard inghet), altitudine.

O4 — analiza comparativa a profilului polifenolic al exemplarelor apartinand taxonilor
de interes recoltati din doua regiuni geografice ale tarii cu conditii ecologice diferite (campie

sl munte).
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PARTEA I-A: STADIU ACTUAL AL
CUNOASTERII



CAPITOLUL 1
ISTORICUL CERCETARILOR PRIVIND BIOLOGIA SPECIILOR
LUATE TN STUDIU

1.1. Biologia speciei Tussilago farfara L. - istoricul cercetarilor

1.1.1. Utilizare

Tussilago farfara L. este o specie cu o indelungata reputatie medicinala (Savulescu,
1964). Dupa taxonomia numelui, care provine de la latinescul ,,tussio” - tuse si ,,agere” - a
vindeca, a goni, utilizarea de baza a plantelor apartinand speciei este pentru tratarea tusei
(Savulescu, 1964; Barkley, 2006; Zhi si colab., 2012). in Romania specia se numeste popular
»podbal” sau ,copita magarului”, reflectdnd forma frunzelor, utilizate in medicina
traditionala din Europa (Dragulescu si Dragulescu, 2000; Sarbu si colab., 2013).

In Medicina Traditionald Chineza (TCM) se utilizeazi mugurii florali (Farfarae
flos/Kuandonghua), acestia fiind mentionati in cartile de specialitate chineze inca din timpul
Dinastiilor Qin si Han (aproximativ 2000 de ani in urma) pentru tratarea tusei, bronsitei si
astmului (Zhi si colab., 2012; Wu si colab., 2016; Liu si colab., 2020), iar Collective Notes
to Canon of Materia Medica (Tao Hongjing, A.D. 456-536 citat de Chen si colab., 2021)
include o prima mentiune a acestora in tratamentul pentru diabet, aldturi de tuse, dureri de
gat, respiratie gafaitoare, epilepsie indusa de teroare, frisoane, febra si rau.

In extremitatea vestici a Asiei, in regiunea Anatoliei, pe langa utilizarea de bazi a
speciei discutatd pand acum, se utilizeaza si frunzele, respectiv florile, in tratarea inflamatiei
ochilor, a varicelor, ranilor, arsurilor, dereglarilor menstruale si dispepsiei (Uzun si colab.,
2004). In Farmacopeea Rusi frunzele sunt recomandate ca expectorant si sedativ in tratarea
racelii si in alte afectiuni respiratorii (astm, bronsitd), iar conform Vereschagin si
colaboratorii (1959), citat de mai multi autori, acestea sunt folosite in Siberia, administrate
pe cale internd, pentru imbunatatirea digestiei, tratarea diareei, ca analgezic, iar extern pentru
afectiuni ale pielii (Shikov si colab., 2014; Jari€ si colab., 2018). Asa de exemplu, Jari¢ si
colaboratorii mentioneaza, in anul 2018, alaturi de alti autori, utilizarea lor externa pentru
afectiuni ale pielii (rani, arsuri, ulcere) in Turcia, Ucraina, Polonia si Tn mai multe tari din
Peninsula Balcanicd, iar Rigat si colaboratorii, in anul 2015, le amintesc pentru Peninsula
Iberica.

Spre deosebire de regiunea asiaticd, in care tdrile cu obiceiuri medicinale similare
Chinei Intrebuinteaza specia in acelasi mod (Liu si colab., 2020), in Europa si America sunt

utilizate si alte organe ale plantei (flori, frunze, radacini) atat in scop medicinal, cat si
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alimentar, existand o preferinta pentru frunze (Tobyn si colab., 2011; Zhi si colab., 2012;
Liu si colab., 2020).

Conform Chen si colaboratorii (2021), utilizarea traditionala a frunzelor in Europa este
extinsd la tratarea unor afectiuni gastrointestinale si urinare, rdni, arsuri si inflamatii ale
ochilor. In Statele Unite ale Americii este mentionati utilizarea radicinilor de podbal sub
forma de infuzie pentru tuse si astm, ca stimulent, relaxant, demulcent, expectorant, tonic,
dar si pentru tratarea inflamatiei cronice (catar), a afectiunilor ficatului (depurativ, tonic) sau
a tuberculozei (Tobyn si colab., 2011; Herrick, 1977, Hopper si Chandler, 1984 citati de Liu
si colab., 2020).

In Europa, inclusiv in Romania, specia este intrebuintatd si in scop alimentar
(Savulescu, 1964; Luczaj si Szymanski, 2007; Luczaj, 2012; Kalle si colab., 2012; Dénes si
colab., 2012; Adamczak si colab., 2013; Dogan si colab., 2015; Ghosh si colab., 2017; Uysal
si colab., 2018). Avand n vedere dubla utilizare a speciei, ca aliment si remediu medicinal,

exista potentialul de Intrebuintare ca aliment functional, insuficient explorat in prezent.

1.1.2. Cercetari farmacologice si farmacocinetice

Studiile farmacologice si farmacocinetice efectuate pana in prezent atat in vitro, cat si
in vivo si in silico, in mare parte asupra mugurilor florali si frunzelor, dar si a unor
fitocompusi izolati au relevat activitati biologice in concordanta cu utilizarea lor in medicina
traditionala. Mai mult decat atat, au fost raportate o serie de studii care sustin potentialul
medicinal al speciei dincolo de utilizdrile mentionate, in special in domeniul oncologic.

In sprijinul utilizarii speciei pentru tratarea bolilor de la nivelul sistemului respirator,
se pot cita studiile efectuate de Li si colab. (2012), Wu si colab. (2016), Li Jing si colab.
(2018), Yang si colab. (2020), Xu si colab. (2022) si Lin si colab. (2022) asupra mugurilor
florali. Utilizarile in cazul afectiunilor respiratorii, dar si ale pielii, mentionate in medicina
traditionala sunt sustinute si prin prisma efectelor antivirale si antimicrobiene raportate
pentru toate organele plantei. Aceste proprietati sunt sustinute de studiile realizate de
Kokoska si colaboratorii in anul 2002 pentru organele aeriene si rizom; Turker si Usta
(2008), Danilets si colab. (2010) si Uysal si colab., (2018) pentru frunze; Zhao si colab.
(2014) pentru organele aeriene (inclusiv in cazul tuberculozei); Hleba si colab. (2014) pentru
flori si tulpind; de Boucher si colab. (2020) pentru flori; de Ding si colab. (2018), Lee si
colab. (2019) si Sun si colab. (2019) pentru mugurii florali. Pentru tussilagona izolata au fost
semnalate atat efecte antimicrobiene, cat si antipsoriazice/antidermatitice (Kim si colab.,

2017; Lee si colab., 2020). Rezultate promitatoare, care sustin eficacitatea speciei in tratarea
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diabetului, au fost obtinute pentru mugurii florali de catre Gao si colab. (2008), Park si colab.
(2008) si Song si colab. (2020), iar pentru frunze de catre Kuroda si colab. (2016) si Kikuchi
si colab. (2020). De asemenea, au fost semnalate rezultate pozitive si pentru tratarea
afectiunilor gastrointestinale de catre Szentmihalyi si colab. in anul 2013 pentru infuzia din
frunze si muguri florali, de catre Safonova si colab. in anul 2018 pentru polizaharidele
izolate, respectiv de Cheon si colab. in anul 2018.

Cele mai multe studii realizate in acest sens exploreazad potentialul speciei dincolo de
utilizarile sale din medicina traditionala. Astfel, in cazul mugurilor florali au fost raportate
efecte benefice in tratarea bolilor cardiovasculare (Hwang si colab., 1987; Li si Wang, 1988),
a bolilor neurodegenerative (Cho si colab., 2005; Lim si colab., 2008; Lim si colab., 2015;
Lee si colab., 2018), a ischemiei cerebrale (Hwang si colab., 2018) si neuropatiei (Khan si
colab., 2021), dar si a cancerului de colon, de plamani si de san (Ryu si colab., 2014; Qin si
colab., 2014; Qu si colab., 2018; Jang Hyeri si colab., 2019; Lee si colab., 2019; Song si
colab., 2021). Alte studii arata o capacitate citoprotectiva a mugurilor florali (Kang si colab.,
2016; Sun si colab., 2019), precum si eficientd impotriva enterovirusului 71 (Chiang si
colab., 2017), a alergiilor (Jin si colab., 2020), rinitei alergice (Wu si colab., 2021), dar si in
prevenirea osteoporozei (Ryoo si colab., 2020).

Activitati similare au fost mentionate pentru tussilagona, sescviterpene si polizaharide
izolate. Rezultatele obtinute de Safonova si colaboratorii referitoare la polizaharidele izolate
aratd nu doar o activitate antitumorigend, dar si o crestere a eficacitdtii tratamentului
conventional, activitate genoprotectivd si regenerativd, promovand repararea tesuturilor
afectate de polichimioterapie si citostatice, reducere a toxicitatii fluoracilului si crestere a

numadrului de celule stem hematopoetice din maduva osoasa (Safonova si colab., 2016,
2018a, 2018b, 2019, 2020a, 2020b).

1.1.3. Compozitie chimica

Avand in vedere utilizarea predominantd a mugurilor florali, respectiv a frunzelor de
podbal, acestea sunt si cele mai studiate organe din privinta compozitiei lor chimice, urmate
de flori si alte parti ale plantei. Evaluarile existente in bibliografia de specialitate aratda un
profil chimic similar al acestor organe, care inregistreaza totusi o variabilitate semnificativa
a continutului intre mugurii florali, flori si frunze, respectiv intre populatii de plante (Zhi si
colab., 2012; Xue si colab., 2012; Li si colab., 2018). Dupa anul 1980 au fost efectuate mai
multe investigatii privind compozitia chimicd a mugurilor florali, care au relevat prezenta a

aproximativ 175 compusi, incluzand terpene, acizi organici, flavonoide, alcaloizi, cromoni,
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uleiuri esentiale, polizaharide bioactive, dar si taninuri, aminoacizi, steroizi, cetone, lipide,
aldehide, iaraxantin si elemente minerale. Cercetarile vizeaza adesea continutul de
sescviterpene si acizi cafeoilquinici pentru activitatilor lor farmacologice, respectiv alcaloizi

pirolizidinici pentru potentialul lor toxic (Liu si colab., 2020).

1.1.4. Continut de alcaloizi pirolizidinici si toxicitatea speciei

Desi T. farfara este o specie cu un lung istoric in medicina traditionala, siguranta
utilizarii ei in scop terapeutic a fost pusa sub semnul intrebarii datorita prezentei alcaloizilor
consumului de plante cu PA a determinat formarea unei echipe de expertiza, care a efectuat
o analizd complexa a evidentelor aduse pana in prezent. Conform acesteia, evidentele asupra
efectelor adverse datorate consumului de T. farfara sunt putine, slab calitative si nu permit
stabilirea unei cauzalitati directe. Rapoartele de toxicitate au rezultat din identificarea gresita
a speciel, din falsificarea produselor medicinale din plante sau din nlocuirea speciei (Evans
si colab., 2019). O analiza a tuturor studiilor de caz efectuata de Avila si colaboratorii in anul
2020 arata un oarecare nivel de asociere Intre un material ingerat si efectul advers, dar lipsa
unei identificari neechivoce a speciei consumate pune o mare lipsa de incredere in concluzii.
Niciunul dintre studiile de caz existente nu constituie o evidenta solidd pentru a trage
concluzii cu privire la toxicitatea plantei. Cu toate acestea, s-a observat ca nivelul de PA

poate fi redus Th mod major in cadrul unor culturi controlate (Wawrosch, 2000).

1.1.5. Potential antioxidant si antiinflamator

Dimensiunea potentialului curativ al plantei este sustinutd in principal de efectele sale
antioxidante si antiinflamatorii. Activitatea antioxidantd a mugurilor florali este sustinuta de
mai multe studii efectuate atat in vitro, cat si in vivo asupra unor extracte si compusi izolati
(Ryu si colab., 1999; Cho si colab., 2005; Kim si colab., 2006; Li si colab., 2012; Qin si
colab., 2014; Jang si colab., 2016; Song si colab., 2020). Activitatea antioxidanta a frunzelor
este sustinuta de studiile efectuate de Georgescu si Antemir (2002), Arnold si colab., (2015),
Uysal si colab. (2018) si Tajner-Czopek si colab. (2020) asupra unor extracte apoase si
alcoolice.

Referitor la activitatea antiinflamatorie, mugurii florali sunt din nou cei mai studiati,
fie sub forma prdjita cu miere (Yang si colab., 2020), in extract (Hwang si colab., 1987;
Hwang si colab., 2018), fie prin sescviterpene izolate din acestia (Lim si colab., 2008;
Hwangbo si colab., 2009; Jin si colab., 2020; Khan si colab., 2021). Activitatea
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antiinflamatorie a frunzelor este sustinutd de Arnold si colab. (2015) si Conea si colab.
(2016) prin studii in vitro, respectiv in vivo, iar extractele apoase si etanolice analizate de
catre Ravipati si colaboratorii in anul 2012 pe macrofage activate prin LPS si IFN-gamma

au evidentiat efecte inhibitorii asupra NO si TNF-alfa.

1.2. Biologia speciei Geranium robertianum L, - istoricul cercetdirilor

1.2.1. Utilizare

Geranium robertianum L. este o specie utilizatd medicinal inca din Antichitate, fiind
mentionata de catre Dioscorides in lucrarea intitulata ”De Materia Medica” (50 d. Hr., p.
362). Originea denumirii speciei este mai putin clard, in literatura de specialitate fiind
prezentate diferite variante (Larkin, 2011). In limba roména specia poarti denumiri populare
variate, multe dintre ele cu aluzie la forma fructelor, la miros, la utilizare sau la ecologia
speciei, cea mai cunoscuta fiind ,,napraznic” (Savulescu, 1958; Dragulescu, 2013; Sarbu si
colab., 2013; Dragulescu, 2018).

Referitor la utilizarile medicinale ale speciei in Evul Mediu, in secolul al XII-a, in
capitolul CXLIV al lucrarii Physica, scrisa de catre calugarita benedictina Hildegard de
Bingen, se mentioneaza utilizarea pulberii de G. robetianum prizata pentru congestie, coapta
in prajituri si consumatd pentru tuse sau in constrictia plamanilor, dizolvata in vin cald si
bauta pentru dureri de piept, de gat sau pierderea vocii, iar in amestec cu spilcuta (Tanacetum
parthenium) sau nucsoara (Myristica fragrans), presarata pe paine sau linsa din mana pentru
durerile de inima (Larkin, 2011). in Ein Gard der Gesundheit din secolul al XV-lea, specia
apare recomandata ca diuretic, in tratarea pietrelor la rinichi si ca tonic cardiac, iar scrierile
lui John Gerard din secolul al XVI-lea urmeaza recomandarile lui Dioscorides pentru
utilizarea sa in tratarea ranilor sangerande (Larkin, 2011).

La baza utilizarii speciei in medicina traditionala se afla principiile Teoriei
Semnaturilor, dezvoltatd incd din Antichitate, teorie care a atins apogeul in perioada Evului
Mediu. Teoria semnaturilor incearcd sd explice lumea inconjurdtoare prin punerea in
evidenta a unor legaturi intre aspect si proprietati, in special in cazul plantelor medicinale.
Conform acestei teorii, o plantd cu pigmenti rosii, cum este G. robertianum, ar trebui sa
regenereze sangele (Machon si Motard, 2018) sau sa trateze afectiuni legate de circulatia
sangelui, explicand intrebuintarea speciei ca hemostatic, cicatrizant si pentru probleme

cardiace, unele dintre aceste proprietdti primind ulterior si confirmare stiintificd (Lacoste,

2015).
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Tn literatura de specialitate referitoare la utilizrile in medicina traditionali ale speciei
G. robertianum sunt mentionate proprietatile sale astringente, hemostatice, vulnerare (Pedro
si colab., 1992; Radulovi€ si colab., 2011), antiseptice, antispasmodice, diuretice (Fodorea
si colab., 2005), hipoglicemiante, antitumorale, tonice (Radulovi¢ si colab., 2011),
antiinflamatoare, antibacteriene si antihepatotoxice (Graga si colab., 2016a), antidiareice,
(Kartig si Bucar-Stachel, 1991; Papovi¢ si colab., 2021) si antihipertensive, (Tita si colab.,
2009). Infuziile din frunze, tulpina si flori au efecte hipoglicemiante, antispasmodice si
antitumorale (Kahouaji, 1995 citat de Bnouham si colab., 2002; Cunha si colab., 2009;
Bautista si colab., 2015).

Conform mai multor autori citati de Fodorea si colaboratorii in anul 2005, specia este
folositd in medicina traditionald pentru tratarea ranilor, a sdngerarilor si afectiunilor cardiace,
a diareei (Leclerc, 1973; Hoppe, 1975; Readers Digest, 1985; Ody, 1993; Chevalier, 1996)
si a cancerului (Leclerc, 1973). Alte surse mentioneaza in plus utilizarea sa pentru tratarea
afectiunilor sistemului digestiv, a diabetului si alergiilor (Graga si colab., 2016a).

Referitor la administrarea interna sunt mentionate infuzii, tincturi, decocturi si uleiuri
volatile, iar extern sub forma de cataplasme, pentru tratarea afectiunilor oculare si bucale,
respectiv frunze proaspete aplicate direct pe eruptii cutanate (herpes, eczeme, infectii)
(Lanzara, 1997; Della Beffa, 1999 citati de Farcas, 2018).

Despre utilizarile speciei in medicina traditionald romaneasca scrie Tudor Ilie in anul
2016, mentionand aprecierea acesteia in zonele de munte ca tonic si pentru aspecte legate de
fertilitate.

G. robertianum este, de asemenea, 0 specie comestibila, chiar si in stare cruda
(Botineau, 2013). Conform Couplan si Duke (2013), frunzele proaspete pot fi folosite in

salate sau in ceai si prezintd un gust pamantiu, amar i astringent.

1.2.2. Cercetari farmacologice si farmacocinetice

Primele studii asupra activitatii antimicrobiene a speciei au fost realizate de catre
Hersch-Martinez si colab. (2005), Tosun si colab. (2005), Schelz si colab. (2006) si Lima
(2009). Radulovi¢ si colaboratorii (2012) au remarcat o activitate antimicrobiana mai intensa
a uleiurilor volatile extrase din organele subterane (MIC 0,312-10. mg/mL), comparativ cu
cele aeriene. Conform unui studiu efectuat in anul 2014, realizat pe un numar de 70 de
pacienti cu otita externa acuta (OEA), uleiul volatil de G. roberianum in combinatie cu cel
de Syzygium aromaticum si Lavandula angustifolia a fost la fel de eficient ca si antibioticul

ciprofloxacin, utilizat adesea in tratarea acestei afectiuni (Panahi si colab., 2014). Ulterior s-
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au raportat efecte antimicrobiene ale uleiurilor volatile extrase din herba (Renda si colab.,
2016; Gebarowska si colab., 2017), precum si ale unor extracte din flori, frunze, tulpini si
radacini asupra a o serie de bacterii Gram pozitive, Gram negative si a ciupercii Candida
albicans (Shawarb si colab., 2017; Alhage si Elbitar, 2019; Surucic si colab., 2021).

Cu toate ca mai multe surse mentioneaza specia G. robertianum ca taxon utilizat in
medicina traditionald in tratarea diabetului, cu efect hipoglicemiant, in literatura de
specialitate am identificat un singur studiu care aduce dovezi stiintifice in acest sens (Ferreira
si colab. 2010a).

Activitatea enzimatic inhibitorie a extractelor apoase din herba purificate si
concentrate prin micro-, respectiv ultrafiltrare a fost demonstrata in cazul enzimelor ureaza
si alfa-chimotripsind. Rezultatele obtinute sustin utilizarea speciei in tratarea unor afectiuni
gastrice precum ulcerul indus de Helicobacter pylori, o posibila explicatie in acest caz fiind
actiunea sinergica a compusilor polifenolici identificati In extractele testate (Paun si colab.,
2014).

Citotoxicitatea speciei impotriva celulelor tumorale a fost studiata la taxonul din flora
Romaéniei (Paun si colab., 2012). Ulterior a fost stabilita si o corelatie intre efectul
antioxidant, cel citostatic si continutul de polifenoli la extractele apoase din frunze (Neagu
st colab., 2017). Activitatea citotoxica a extractelor apoase si organice a fost observata si pe
liniile celulare tumorale MCF-7, NCI-H460, HeLa si HepG2, fara a afecta celulele hepatice
sandtoase (Graca si colab., 2016; Graca si colab., 2017). Rezultate similare au fost observate
st pentru decoctul din frunze (Catarino si colab., 2017).

Infuzia bogatd in taninuri prezintd si o capacitate de chelare a metalelor grele (Cu, Cd,
Ni, Pb, Hg), reducand biodisponibilitatea acestora in organism si promovand procesul de
detoxifiere (Apostu si colab., 2017).

Recent a fost observat si un efect neuroprotectiv al extractului apos, care a protejat
celulele din cultura diferentiata SHSY-5Y de toxicitatea indusa de 1-metil-4-fenilpiridinium
(MPP+), efect ce sugereaza un posibil beneficiu al extractului in tratarea bolii Parkinson
(Aslan si Yilmaz, 2023). Cercetari recente aduc dovezi si in privinta capacitatii

gastroprotectoare a extractului apos din frunze (Bawish si colab., 2023).

1.2.3. Compozitie chimica
Investigatiile fitochimice asupra speciei G. robertianum au la baza extractele de tip
solid-lichid, fiind concentrate asupra compusilor fenolici si uleiurilor esentiale (Graga si

colab., 2016a). Taninurile sunt prima clasa de compusi semnalata la G. robertianum
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(Hegnauer, 1966 citat de Graga si colab., 2016a). Acestea, alaturi de flavonoide si acizi
fenolici sunt cele mai studiate clase de compusi prezenti in cadrul speciilor de Geranium,
inclusiv G. robertianum (Graga si colab., 2016a). Este cunoscut faptul ca la speciile de
Geranium sunt prezente atat taninuri hidrolizabile cat si condensate, cele din urma
concentrate la nivelul organelor subterane, iar elagitaninurile la nivelul frunzelor (Graca si
colab., 2016a).

Dintre acizii fenolici, acidul elagic a fost identificat in cantitati semnficative in diverse
extracte (Bate-Smith, 1962; Kobakhidze si Alaniya, 2004; Fodorea si colab., 2005; Santos
si colab., 2013; Paun si colab., 2014; Catarino si colab., 2017; Graga si colab., 2017; Neagu
si colab., 2017). Alti acizi fenolici din compozitia speciei au fost identificati de Amaral si
colab., 2009, respectiv de Paun si colaboratorii n perioada 2011 - 2012,

Flavonoidele au fost descrise pentru prima data la G. robertianum de catre Bate-Smith
in anul 1962. Acestea reprezinta clasa principala de metaboliti secundari din aceasta specie,
cu predominanta flavonolilor (Graga si colab., 2016a; 2017), variatii in cantitatea lor relativa
fiind corelata uneori cu geografia genului (Bate-Smith, 1973).

Alte tipuri de compusi identificati la G. robertianum includ lectinele, evidentiate de
Rybak si Rudik in anul 2013 in rizom. Prezenta alcaloizilor a fost detectatd de Hultin si
Torssell in anul 1965 in planta uscata, respectiv de catre Igwenyi si Elekwa in anul 2014 in
frunzele proaspete. Au fost raportate in cantitati similare saponine (Paun si colab., 2011;
Igwenyi si Eleka, 2014), in cantitati mici glicozide, oxalati (Igwenyi si Elekwa, 2014) si
luteind in extracte apoase din herba (Loranty si colab., 2010), respectiv acetovanilion si
3’,4’-dimetoxiflavon (Amaral si colab., 2009).

Un prim studiu privind compozitia uleiurilor volatile extrase din organele aeriene ale
planelor apartinand acestei specii, publicat in anul 1992 de catre Pedro si colaboratorii, a
detectat peste 100 de compusi, dintre care au fost identificati 72 (86% total ulei). Mai tarziu,
studiul efectuat de Radulovi€ si colaboratorii (2012) a inclus atét partile aeriene, cat si cele
subterane ale plantelor, identificand 152 de compusi in prima categorie de organe (95,8%
din ulei), respectiv 53 de compusi in cea de a doua (98% din total compusi). Diferentele de
compozitie ar putea fi explicate prin variabilitatea genetica a speciei sau prin influenta
factorilor de mediu (Radulovi¢ si colab., 2012). Per ansamblu, cantitatea de uleiuri volatile
in G. robertianum este scdzuta, aceasta realitate datorandu-se, conform ideii emise de
Radulovi¢ si colaboratorii (2012), productiei scazute de compusi volatili $i nu metodelor de
extractie utilizate, aspect sustinut de predominanta acizilor grasi si derivati, alaturi de

compusi derivati carotenoizi in compozitia mostrelor de ulei volatil analizate.
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1.2.4. Potential antioxidant si antiinflamator

Activitatea antioxidanta este cea mai studiatd activitate biologica a speciei, 1n literatura
de specialitate fiind identificate 17 studii (publicate pana in iunie 2023), realizate pe diverse
parti ale plantelor de origini variate, utilizand In principal extracte apoase sau alcoolice si
testul DPPH (testul antioxidant de captare cu 2,2-difenil-1-picrilhidrazil), intr-o mica masura
alte metode in vitro (ABTS - testul antioxidant cu 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-
sulfonic acid), beta-caroten, activitate de chelare a metalelor, FRAP - potentialul antioxidant
de reducere a ionilor de fier, s.a.) (Katalinic si colab., 2006; Amaral si colab., 2009; Lima,
2009; Nikolova si colab., 2010; Neagu si colab., 2010b, 2017; Paun si colab., 2011, 2012;
Ben Jemia si colab., 2013; Santos si colab., 2013; Graca si colab., 2016b, 2017; Shawarb,
2017; Ilic st colab., 2021; Bawish si colab., 2023). Cu toate ca existd diferente intre
rezultatele obtinute n aceste cercetari, concluzia unanima este capacitatea antioxidanta
semnificativa a extractelor de G. robertianum.

Tn literatura de specialitate au fost identificate doar 4 studii care fac referire la
activitatea antiinflamatoare a acestei specii (Amaral si colab., 2009; Piwowarski si colab.,
2011, 2014, Catarino si colab., 2017).

1.3. Biologia speciei Leonurus cardiaca L. - istoricul cercetarilor

1.3.1. Utilizare

Leonurus cardiaca L. este o planta oficinala, a carei beneficii asupra sistemelor
cardiovascular, nervos si reproducator feminin sunt cunoscute incd din Antichitate atat in
medicina traditionala a Asiei, cat si a Europei (Sermukhamedova si colab., 2017; Fierascu si
colab., 2019). Ulterior, potentialul medicinal al speciei a fost recunoscut si de medicina
modernd, fiind introdusd in majoritatea Farmacopeilor lumii si utilizatd in prepararea a
numeroase suplimente alimentare (Fierascu si colab., 2019; Sadowska si colab., 2019).

In medicina conventionala se recomanda utilizarea primilor 40 cm din vérful herbei de
Leonurus cardiaca L., portiune recoltata la inceputul infloririi, sub forma integrala sau
uscatd si maruntitd. Unele farmacopei, cum sunt cele ale Natiunilor Commonwealth-ului si
Farmacopeea Rusa, considera utilizabile si materialul brut recoltat de la Leonurus
quinquelobatus Gilib. ex. Usteri, sau Leonurus villosus Desf. ex Spreng. Aceasta precizare
se datoreza faptului ca Tnainte de sfarsitul secolului al XX- lea, L. villosus era considerata o
subspecie a speciei L. cardiaca, iar L. quinquelobatus un sinonim al denumirii L. cardiaca

L. (Shikov si colab., 2014, mai multi autori citati de Sermukhamedova si colab., 2017).
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Incepand din anii 1930 au fost efectuate mai multe cercetdri asupra compozitiei
fitochimice si activitatilor biologice a mai multor specii de Leonurus, Tn principal L.
japonicus (din Asia), L. cardiaca (din Europa), L. persicus (Iran si Turcia) si L. sibiricus
(din Mongolia si Siberia), uneori alte specii minore (L. rurkestanicus, L. glaucescens si L.
macranthus) (Zhang, 2018). n literatura de specialitate exista uneori confuzii intre specii pe
de o parte de ordin taxonomic, in timp fiind demonstrate diferente intre plante recunoscute
ulterior ca fiind specii diferite, de exemplu L. japonicus si L. sibiricus (Pitschmann si colab.,
2017), iar pe de alta parte confuzii referitoare la compozitia chimica, fiind citate informatii
cu privire la prezenta unor compusi sau activititi biologice la o anumita specie, in timp ce
sursele originale fac referire la alte specii.

In Medicina Traditionald Chinezeasci (TCM) se utilizeaza de la L. japonicus, organele
aeriene uscate (Leonuri herba sau Yimucao) si uneori fructele uscate (Chong-Wei-Zi)
(Zhang si colab. 2018; Lam si colab., 2022). Cunoscuta ca ,,planta beneficd mamelor”,
aceasta este Intrebuintatd de secole in tratarea afectiunilor ginecologice si obstetrice (Zhang
si colab., 2018; Lam si colab., 2022). Mentiuni similare sunt regasite in literatura pentru L.
cardiaca, dar aceasta este notata ca Leonuri cardiacae herba (EMA, 2010), usor de
confundat cu Leonuri herba (L. japonicus), mai ales cand nu este specificatd denumirea
latina, astfel incat exista posibilitatea unei confuzii in literatura intre cele doua specii. Zhang
si colaboratorii (2018) sunt printre putinii autori care subliniaza ca planta denumita popular
»~motherwort”, aplicatd in China in afectiunile ginecologice si in Europa in afectiunile
cardiace si nervoase, se refera de fapt la doua specii diferite L. japonicus, respectiv L.
cardiaca.

Literatura de specialitate mentioneaza utilizarea alimentara a speciei ca si condiment
in supe vegetale (de linte, mazdre etc.), pentru aromatizarea berii si ceaiurilor (Shikov si
colab., 2017 citat de Fierascu si colab., 2019). Tn acest scop fiind utilizate florile proaspete

sau uscate (Facciola, 1990).

1.3.2. Cercetari farmacologice si farmacocinetice

Tn literatura de specialitate activititile biologice ale speciei L. cardiaca sunt prezentate
odata prin prisma cercetarilor originale si studiilor clinice efectuate asupra preparatelor din
L. cardiaca si odata prin prisma efectelor observate in studii asupra compusilor izolati.

Activitatea cardiovasculara se afld la baza principalelor aplicatii ale speciei L. cardiaca

(Fierascu si colab., 2019).
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Pana in prezent au fost raportate mai multe efecte ale preparatelor din L. cardiaca si
ale compusilor izolati asupra sistemului nervos, inclusiv efecte analgezice, sedative,
anxiolitice si antidepresive (Rezaee-Asl si colab., 2014; Rauwald si colab., 2015; Liu si
colab., 2016; Zhang si colab., 2018; Koshovyi si colab., 2021).

De asemenea, a fost studiatd activitatea antimicrobiand si antivirald a speciei
(Agnihotri si colab., 2008; Tahmouzi si Ghodsi, 2014; Samoilova si colab., 2014; Todorov
si colab., 2014; Micota si colab., 2016).

Alte aplicatii medicinale ale speciei au la baza efectul nefroprotector, hepatoprotector,
genoprotector si cel antigenotoxic (Xu si colab., 2014; Cheng si colab., 2015; Pereira si
colab., 2019; Angeloni si colab., 2021; Oalde si colab., 2021).

1.3.3. Compozitie chimica

Avand in vedere utilizarea din medicina traditionald si conventionald a produsului
Leonurus cardiacae herba, reprezentat de partile acriene ale plantei recoltate in perioada de
inflorire, cercetdrile efectuate asupra compozitiei chimice ale speciei au vizat in principal
organele aeriene In ansamblul lor si mai putin individual. Pana in prezent au fost identificate
mai multe tipuri de compusi bioactivi, inclusiv terpene, compusi azotati, fenilpropanoizi,
flavonoide, fenoli si in cantitati mici uleiuri volatile, steroli si taninuri (Wojtyniak si colab.,
2012), iar studiile recente continua sa identifice compusi a caror prezenta in L. cardiaca a

fost incerta sau chiar negata (EMA, 2010; Angeloni si colab., 2021).

1.3.4. Potential antioxidant si antiinflamator

Conform Ali si colaboratorii (2007), acidul ursolic izolat din extractul etanolic de L.
cardiaca are un potential antiinflamator comparabil cu aspirina si indometacinul, dar si
activitate antioxidantd. Activitatea antiinflamatoare a diferitelor extracte obtinute din L.
cardiaca este sustinuta de studiile efectuate de Flemming si colab., 2015; Sadowska si
colab., 2017 si Wu si colab., 2018.

Activitatea antioxidanta a fost mai bine studiatd decat cea antiinflamatoare, existand
diferente semnificative intre rezultatele obtinute. Per ansamblu, activitatea antioxidanta a
speciei este considerata ca fiind moderata sau slaba (Matkowski si colab., 2006; Armatu si
colab., 2010; Jafari si colab., 2010; Ebrahimzadeh si colab., 2010b; Yi si Wetzstein, 2011;
Tahmouzi si Ghodsi, 2014; Zhogova si colab., 2014; Sadowska si colab., 2017; Ji si colab.,
2017; Ziyatdinova si colab., 2017, 2018; Pereira si colab., 2019; Oalde si colab., 2021;
Angeloni si colab., 2021).
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1.4. Biologia speciei Oenothera biennis L. - istoricul cercetirilor

1.4.1. Utilizare

Numele modern al genului Oenothera a fost oferit de Carl Linnaeus in lucrarea sa
Systema Naturae din anul 1735. Denumirea speciei ,,biennis” vizeaza ciclul de viata bienal
(Steckel si colab., 2019). Denumirea din limba engleza ,,Evening-primrose”, respectiv cea
din limba romana ,,Luminita noptii” face trimitere la florile care se deschid la apus (Britton
si Brown, 1898 citat de Steckel si colab., 2019). Sugestive sunt si denumirile din limba
engleza ,,King’s cure-all”, ,,Fever plant” (Calapai si colab., 2015), care amintesc de perioada
n care planta era considerata un leac universal, respectiv utilizarea in tratarea febrei.

Avand in vedere originea speciei pe continentul American, inceputurile ultilizarii sale
sunt Inscrise in practicile medicinale si alimentare ale nativilor americani. Desi in prezent
cea mai utilizatd parte a plantei este reprezentata de seminte, din care se extrage uleiul bogat
in acizi grasi esentiali, comercializat ca supliment alimentar sau ingredient in diverse
produse (cosmetice, farmaceutice etc.), iar literatura de specialitate abunda in studii asupra
compozitiei si activitdtii lor biologice, acestea nu aveau aplicatie in medicina traditionald
(Balch, 2000, Kuhns si Winston, 2008, Stonemetz, 2008). In schimb, intreaga planta era
intrebuintata in tratarea inflamatiilor din organism si diverselor boli asociate (EMA, 2018a),
in obtinerea unui unguent aplicat topic pe leziuni ale pieli; frunzele, florile si invelisul extern
al radacinii erau folosite pentru tratarea tusei spastice, a sindromului de colon iritabil, iar
impreuna cu Hypericum perforatum si Veronicastrum virginicum, pentru depresia asociata
afectiunilor gastrointestinale (Kuhns si Winston, 2008, EMA, 2018a).

Este important de mentionat cd in numeroase studii privind fitocompozitia si
activitatea biologicd a speciei, plantele nu au fost recoltate din zonele ce corespund asezarilor
nativilor americani care utilizau specia. Adesea, plantele sunt recoltate din alte regiuni in
care creste nativ sau in care a fost introdusd si naturalizatd, ceea ce poate influenta
semnificativ compozitia chimica, respectiv activitatea biologica, sub actiunea diferitelor
conditii climatice si geografice (Vanhaelen si colab., 1991, Setzer, 2018).

Tn Europa au fost introduse la inceputul anilor 1700 cateva specii de Oenothera, printre
care si O. biennis, care pentru multa vreme a fost cercetata intensiv nu din perspectiva
medicinala, ci ca model in studii de genetica si citogenetica, servind un rol important in
dezvoltarea biologiei si ecologiei evolutioniste (Balch, 2000, Johnson, 2011). Conform
EMA (2018a), specia a fost initial introdusa in Europa in scop medicinal, devenind un

remediu popular Tn special in Marea Britanie.
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Tn anul 2018, uleiurile de O. biennis L. si de O. lamarckiana L. au fost incluse in
Monografia Uniunii Europene privind plantele medicinale (European Union herbal
monograph). EMA a aprobat utilizarea uleiului obtinut din semintele acestor douds specii
prin extractie cu solventi sau presare pentru calmarea simptomelor de mancarimi si iritatii
pe termen scurt sau lung, asociat conditiilor de piele uscata la persoane cu varsta de peste 12
ani, prin administrarea orald a unor doze (2-3 ¢, sau 4-6 g doza zilinicd) (EMA 2018a). Cu
toate ca O. lamarckiana este o denumire invalida, a fost decisa mentionarea ei in Monografia
Europeana pentru a recunoaste utilizarea ocazionald in referirea la specia O. glazioviana
Micheli (sinonim O. erythrosepala) (Calapai, 2015, WFO, 2024). Uleiul din seminte de O.
biennis este recunoscut si ca ingredient in produse cosmetice, alaturi de extracte din flori,
frunze, radacini si lastari, fiecare fiind inregistrat cu propriul numar CAS (Calapai si colab.,
2015).

In China, un prim studiu privind compozitia chimici a uleiului din seminte de la planta
din flora spontana si posibile utilizari a fost efectuat in anul 1962. Studii independente asupra
uleiului si acidului gama-linolenic au Tnceput Tn anul 1980, in paralel cu cele efectuate in
tarile Occidentale, dar mai putin cunoscute decédt acestea, datoritd publicdrii in limba
chineza. Rezultatele au condus la aprobarea n anul 1986 doua medicamente, pentru care
ulterior au fost dezvoltate echivalente licentiate Tn Occident pentru tratarea eczemei,
dermatitei atopice si mastalgiei (Deng si colab., 2001; Calapai si colab., 2015, EMA, 2018a).
Dupa anul 1989 au fost create emulsii si alte produse medicinale, cu indicatii variate, de la
diabet la sindrom premestrual, iar studiile au continuat pentru utilizarea GLA 1n tratarea
bolilor inflamatorii, a nefrozelor, obezitatii si hiperlipidemiilor (Deng si colab., 2001).

Conform celor citate de Hather in 1988, radacinile de O. biennis sunt comestibile, au
valoare nutritionala (Medsger, 1939) si pot fi consumate incepand de la finalul toamnei pana
primavara devreme (Morton, 1963). Nativii americani introduceau in alimentatie semintele,

radacinile si frunzele tinere (Kuhn si Winston, 2008).

1.4.2. Cercetari farmacologice si farmacocinetice

Potentiala utilizare a speciei in tratarea diabetului si a afectiunilor conexe a fost
exploratd in principal prin prisma activitdtii biologice a uleiului din seminte (EPO) si a
acidului gama-linolenic izolat (GLA) (Doormaal si colab., 1988; Arisaka si colab., 1991;
Cameron si colab., 1991; Oon si colab., 1992; Stevens si colab., 1993a; Fang si colab., 1997;
Sogiitli si colab., 2019; Mert si colab., 2022). Activitatea extractelor din semintele de O.
biennis este mai putin studiata (Aitani si colab., 2003; Wang si colab., 2019, 2021).
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In literatura de specialitate sunt prezente mai multe studii care arata actiunea uleiului
din seminte de O. biennis (EPO) asupra sistemului circulator, adesea in contextul patologiei
diabetului zaharat (Uccella si colab., 1989; Singer si colab., 1990; Stevensen, 1993b; Sadi si
colab., 1996; Fan si colab., 1996, 2001; De la Cruz si colab., 1997; Villalobos si colab.,
1998; Jack si colab., 2002; Riaz si colab., 2009; Zaitone si colab., 2011; Zaitone si colab.,
2011; Zaitone si colab., 2011; Mosaad si colab., 2017; Andjic si colab., 2021).

Mai multe studii aratd cd EPO creste nivelul de HDL colesterol si reduce nivelul
trigliceridelor din ser (Singer si colab., 1986; Sugano si colab., 1986; Uccella si colab., 1989;
Singer si colab., 1990; Fragoso si Skinner, 1992; De la Cruz si colab., 1997; Vilallobos si
colab., 1998; Khorshidi si colab., 2020; Mert si colab., 2022). Majoritatea studiilor arata si
o reducere a colesterolului total (Singer si colab., 1990; Sadi si colab., 1990; De la Cruz si
colab., 1997; Fukushima si colab., 1997; Vilallobos si colab., 1998).

EPO este eficient in tratarea neuropatiilor asociate diabetului (Tomlinson si colab.,
1989; Cameron si colab., 1991; Lockett si Tomlinson, 1992; Dines si colab., 1995; Karasu
si colab., 1995; Julu, 1996; Kuruvilla si colab., 1998; Head si colab., 2000; Ford si colab.,
2001; Omran, 2012).

in combinatie cu uleiul de canepa, EPO a fost eficient in tratarea encefalomielitei
autoimune la soareci, prin modularea unor factori de transcriptie imunologici si stimularea
remielinizarii maduvei spinarii (Rezapour-Firouzi si colab., 2020).

Activitatea antitumorald a EPO, a compusilor izolati din rddacini si a unor extracte din
seminte si din organele aeriene este sustinutd de mai multe studii (Yoshida si colab., 1991;
Arimura si colab., 2003a,b, 2004, 2005; Pellegrina si colab., 2005; Singh si colab., 2017;
Fecker si colab., 2020; Lee si colab., 2022; Abd-Alhaseeb si colab. 2022; Zeppa si colab.,
2022; Ciszewski si colab., 2022; Chmielewska-Kassassir si colab., 2023; Lee si colab.,
2024).

Extractele obtinute din seminte si din frunze, uleiul de Luminita Noptii si compusi
izolati din aceastd specie prezintd activitate antimicrobiana (Borchardt si colab., 2009;
Matsumoto-Nakano si colab., 2011; Cybulska si colab., 2011; Singh si colab., 2012; Kim si
colab., 2015). si antifungica (Shukla si colab., 1999).

Meta-analiza realizatd de Morse si colaboratorii Tn anul 1989 asupra 9 studii clinice,

sustine eficienta EPO in tratamentul dermatitei atopice.
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1.4.3. Compozitie chimica

Conform literaturii de specialitate, plantele apartinand genului Oenothera reprezinta
surse pentru o varietate de compusi bioactivi precum acizi fenolici, flavonoide, biflavonoli,
triterpene, saponine, alcaloizi, tocoferoli, steroli (Munir si colab., 2017), dar si surse de lipide
si carbohidrati importanti pentru buna functionare a organismului (Singh si colab., 2012). Tn
cazul speciei O. biennis L., cele mai multe cercetari au fost efectuate asupra compozitiei
semintelor si produselor derivate din acestea (srot, turte), in special a uleiului din seminte
(EPO), care prezintd interes economic si medicinal deosebit. Interesul pentru EPO se
datoreaza prezentei in compozitia acestuia a acizilor grasi esentiali omega-6, acidului
linoleic si acidului gama-linolenic, alaturi de alti compusi bioactivi, cum ar fi triterpene,
acizi fenolici, tocoferoli, fitosteroli (Farag si colab., 2023). Un numar mai redus de studii
adreseaza compozitia frunzelor, radacinilor, organelor aeriene si plantei intregi (Zinsmeister
si Bartl, 1971; Miyazawa si colab., 1978; Krzaczek si Bogucka-Kocka, 1994; Krzaczek si
colab., 1995; Shuckla si colab., 1999; Lakshman si colab., 2014; Noge si Tamogami, 2018;
Sultana si colab., 2018).

1.4.4. Potential antioxidant si antiinflamator

Efectul antioxidant al extractelor din herba, seminte, srot, compusi derivati si ulei din
seminte a fost evaluat de Budincevi¢ si colab., 1995; Shahidi si colab., 1997; Muioz si
colab., 1998; De La Cruz si colab., 1999; Birch si colab., 2001; Hamburger si colab., 2002;
Sardzikova si colab., 2002; Peschel si colab., 2007; Borchardt si colab., 2008; Ratz-Eyko si
colab., 2013; Granica si colab., 2013; Selek si colab., 2018; Fecker si colab., 2020; Wang si
colab., 2021. Oenotheralanosterol A si B, oenotherafenoxilacetona si dihidroxipenil xantona
izolati din radacini, respectiv extractul hidroetanolic din germeni au activitate antioxidanta
st antiinflamatoare (Singh si colab., 2012; Ahmad si colab., 2014; (Kwak si colab., 2021).

Activitatea antiinflamatoare a speciei a fost evidentiata intr-0 serie de studii in vitro,
in vivo, respectiv studii clinice (Hamburger si colab., 2002; Singh si colab., 2012; Montserrat
de la Paz si colab., 2012, 20144a; Ratz-Lyko si colab., 2015; Ma si colab., 2020; Fecker si
colab., 2020; Mert si colab., 2022; Kim si colab., 2021a,b; Kwak si colab., 2021). Conform
studiilor clinice analizate de Sharifi si colaboratorii in 2024, existd dovezi care sa sustina
beneficiile utilizarii uleiului din seminte in afectiuni inflamatorii precum diabet zaharat,

eczema, mastalgie, artritd reumatorida si puseuri de caldura asociate menopauzei.
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CAPITOLUL 2
CARACTERIZARE GENERALA A SPECIILOR LUATE IN STUDIU

2.1. Caracterizare botanica a speciei Tussilago farfara L.
2.1.1. incadrare taxonomici

Regnul - Plantae
Divizia - Tracheophyta
Subdivizia - Spermatophytina
Clasa - Magnoliopsida
Superordinul - Asteranae
Ordinul - Asterales
Familia - Asteraceae Giseke
Tribul - Senecioneae Cass.
Genul - Tussilago L.

Familia Asteraceae Berchtold si J. Presl (Compositae Giseke) cuprinde 16 subfamilii
cu 2675 de genuri, reprezentate Tn mare parte de specii erbacee anuale, bienale sau perene,
ocazional arbusti, subarbusti, plante agatatoare si arbori.

Genul Tussilago L. este parte din Familia Asteraceae Giseke (WFO, 2023), Subfamilia
Asterioideae, Tribul Senecioneae Cass (Greuter, 2006+). Conform bazelor de date The Plant
List (Greuter, 2006+) si WFO (2023), in Genul Tussilago sunt incluse mai multe specii,
dintre care singurul nume de specie acceptat este Tussilago farfara L., restul denumirilor

fiind considerate sinonime sau apartin unor specii neevaluate.

2.1.2. Caracteristici morfologice ale speciei Tussilago farfara L.

Cea mai completa descriere morfologica a speciei este oferita de Sdvulescu in anul
1964, in Flora Roméniei. Alte aspecte morfologice sunt mentionate in literatura de
specialitate de Akgin (2007), Swieboda si colab., 1975, Myerscough si colab., 1966, Gaffal,
2007, Upton si colab., 2011, Nedelcheva si colab., 2015 si WFO, 2023. Aspecte din

morfologia speciei sunt prezentate in Figura 2.1.
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adventive, C — frunze si rizom, D — rizom cu muguri. (Poze originale)

2.1.3. Caracteristici anatomice ale speciei Tussilago farfara L.

2.1.3.1. Aspecte de structura

Din punct de vedere anatomic, specia este descrisi de mai multi autori (Swieboda si
colab., 1975; Toma si Rugind, 1998; Akg¢in, 2007; Upton si colab., 2011; Nedelcheva si
colab., 2015; Rodideal si colab.; 2021; Akhtar si colab., 2022).

2.1.3.2. Aspecte de ultrastructura
La nivel de ultrastructura, perii glandulari ai limbului foliar au fost descrisi de

Muravnik si Kostina in perioada 2014 - 2016.

2.1.4. Distributie si habitat

Tussilago farfara L. este o specie cu distributie eurasiatica, extinzandu-se din est de la
Insulele Britanice pand in Siberia si din zona de nord-vest a Africii pana spre Cercul Arctic.
Nativa in cea mai mare parte a Europei cu exceptia Portugaliei, a fost introdusa si naturalizata
in alte zone ale lumii (Islanda, Statele Unite, Canada) (Myerscough si colab., 1966; Greuter,
2006+).

Conform mai multor autori citati de Myerscough si colaboratorii (1966), T. farfara L.
se dezvolta in conditii variate de substrat, de climi si in diverse comunititi vegetale. Tn
Romania este larg raspandita din regiunea de campie si pand in cea montand (Savulescu,
1964; Sarbu si colab., 2013).

Preferintele ecologice ale speciei sunt sintetizate in tabelul 2.1. impreund cu valorile

indicelui Ellenberg.
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Tabel 2.1.
Preferinte ecologice ale speciei T. farfara L. (d. Chytry M. si colab., 2018; Pacurar, 2020)

Aspect evaluat

. Indice de Ind. de Ind. de Ind. de Ind. de troficitate
. Bioforma . - e .
Specie lumina temperatura umiditate reactie (azot) Referinte
*VIE - *VIE - *VIE - *VIE - *VIE -
Interpretare Interpretare Interpretare Interpretare Interpretare

6 - Chytry M. si
Tussilago G 8- 5- 6- 7- mezotrofi (mediu colggyzoig-
farfara L. geofita heliofila mezo-terma mezofila neutrofila nitrofild), N !

curitrofs Pacurar, 2020

*VIE — valoarea indicelui Ellenberg (1991, 1992) cu interpretare dupa Chytry M. si colab., 2018 si Pacurar, 2020

2.2. Caracterizare botanicd a speciei Geranium robertianum L.
2.2.1. Incadrare taxonomica

Regnul - Plantae
Divizia - Tracheophyta
Subdivizia - Spermatophytina
Clasa - Magnoliopsida
Superordinul - Rosanae
Ordinul — Geraniales Juss. ex Bercht. & J. Presl
Familia — Geraniaceae Juss.
Genul - Geranium L.

Familia Geraniaceae Juss. cuprinde 14 Genuri, reprezentate de plante erbacee, anuale
sau perene, rar arbusti sau subarbusti (WFO, 2023).

Genul Geranium L. face parte din Familia Geraniaceae Juss. si are in subordine 436
de taxoni. Acest gen cuprinde specii erbacee, anuale, bienale si perene, rar arbusti si
subarbusti (WFO, 2023). In Romania, Sivulescu (1958), mentioneazi doar prezenta
speciilor erbacee. Conform conspectului efectuat de Tofts (2004), in Genul Geranium,
Subgenul Robertium Picard, Sectiunea Ruberta Dumontier, unii specialisti recunosc 3
subspecii, robertianum, maritimum (Bab.) H. G. Baker si celticum Ostenf., dar altii (Stace,
1997) considera ca diferentele semnalate nu sunt de valoare taxonomica semnificativa.

Specia Geranium roberianum L. este inclusa in Genul Geranium L., cu doua subspecii,
G. robertianum subsp. celticum si G. roberianum var. genuinum Gren. & Godr. Descrisa

pentru prima data de Carl Linnaeus in anul 1753 in Species Plantarum.

2.2.2. Caracteristici morfologice ale speciei Geranium roberianum L.

Specia G. robertianum prezinta o capacitate extraordinard de adaptare si variabilitate
morfoanatomica si genetica Intre populatii, fiind sugerata existenta ecotipurilor (Tofts, 2004;
Bozchaloyi si colab., 2017). Prin urmare, descrierile morfologice din literatura de

specialitate sunt mai mult sau mai putin diferite. Se mentioneaza variatii ale gradului de

32



pilozitate, diferente ale partilor florale, tulpini erecte sau prostrate (Tofts, 2004) si numar
variat al fascicolelor conducitoare din petiol (Rybak si colab., 2014). In afara de pilozitate,
Sdvulescu mentioneazad in anul 1958 variatii in lungimea petiolului, diametrul florilor si
raportul dintre petale si sepale si face distinctie intre 7 subspecii prezente in flora Romaniei.
Populatiile in sine sunt adesea uniforme, dar se remarca diferente intre populatii (Tofts,
2004). Variabilitatea poate sa fie indusd de conditiile de mediu, Insd unele trasaturi cu
importantd taxonomica sunt determinate genetic, cum ar fi nivelul de pilozitate (Baker,
1956). Plantele care cresc in proximitate una de alta tind sa ramana distincte, ca urmare a
autopolenizarii (Yeo, 1985). Variabilitatea morfoanatomica a speciei a condus in timp la
definirea unor forme, subspecii si diverse clasificari (Savulescu, 1958; Tofts, 2004;
Salimpour si colab., 2009; Bozchaloyi si Zaman, 2018). Baza de date WFO (2023) prezinta
descrieri mai mult sau mai putin similare ale speciei conform surselor din Flora Chinei
(FOC), Pakistanului (FOP), Statelor Unite (Gleason si Cronquist,1991) si Braziliei (Reflora).

Aspectul morfologic al plantelor de G. robertianum L. apartinand populatiilor

analizate in prezenta teza de doctorat este prezentat in Figura 2.2.
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2.2.3. Caracteristici anatomice ale speciei Geranium robertianum L.

2.2.3.1. Aspecte de structura

Subgenul Geranium L. cuprinde peste 370 de specii grupate in sectiuni in functie de
caractere morfoanatomice precum organe subterane de tip tubercul sau rizom, sectiunea
palmatd a frunzelor sau lipsa acestor aspecte, organizarea nodald si caracterele fructelor
(Salimpour si colab., 2009). Salimpour si colaboratorii au incadrat in anul 2009 specia G.
robertianum la specii cu rizom.

Paolillo analizeaza in anul 2006 anatomia radicinii la G. robertianum, concentrandu-
se pe relatiile structurale dintre raddcina principala si ramificatiile ei pe parcursul cresterii
secundare. Rybak si colaboratorii descriu in anul 2014 aspecte anatomice ale limbului foliar

si petiolului.

2.2.3.2 Aspecte de ultrastructura

Pedro si colaboratorii identifica in anii 1990 - 1991 3 tipuri de peri glandulari
uniseriati, care se dezvolta prin diviziuni periclinale dintr-o singura celuld din protoderm.

Cercetdrile de ultrastructura la G. robertianum, in baza imaginilor TEM si/sau SEM
vizeaza in principal elementele florale (Weber, 1996a, b; Sexton si colab., 1983; Yeo, 2004;
Endress, 2010; Bozchaloyi si Zaman, 2018).

2.2.4. Distributie si habitat

O prezentare comprehensiva a distributiei si habitatului speciei G. robertinanum L.
este oferita de Tofts in anul 2004. Specia are o distributie largd in Europa, fiind nativa in
majoritatea tarilor, inclusiv in Romania, naturalizatd mult in afara ariei native (Tofts, 2004;
Euro+Med Plantbase).

Planta ruderald, cu amplitudine ecologicd mare, creste in biomuri de la mediteranean
la boreal, in conditii care variaza de la oceanic la continental (Tofts, 2004). Ellenberg si
colaboratorii o Incadreaza in anul 1991 ca specie intermediara intre oceanic si suboceanic,
iar Preston si Hill in anul 1997 ca temperat europeana. in Romania este comuni in toata tara
in paduri umede si umbroase, in special cele de fag si de molid, rar in cele de stejar
(Savulescu, 1958), in asociatiile vegetale Stipion calamagrostis, Galio-Urticetea, Fagetalia,
Tilio-Acerion (Sarbu si colab., 2013).

G. robertianum este o specie hemicriptofita sau terofitd, cu mare capacitate de adaptare
la conditiile de mediu, fiind descrisa in literatura de specialitate ca plantd mezoheliofoba

pana la mezosciafild, mezoterma sau euriterma, mezofila sau eurifila, slab-acidofila sau
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euriacidofila, eutrofa sau nitrofila (Tofts, 2004; Chytry M. si colab., 2018; Pacurar, 2020;).
Incadratd ca intermediara intre ruderald si competitiv-stres-toleranti-ruderala (Grime si
colab., 1988; Tofts, 2004). Preferintele ecologice ale speciei sunt sintetizate in tabelul 2.3.

impreuna cu valorile indicelui Ellenberg.

Tabel 2.3.
Preferinte ecologice ale speciei G. robertianum L. (d. Chytry M. si colab., 2018; Pacurar, 2020)

Aspect evaluat

- Ind. de
. Bioforma '”d'c.e Eje Ind. de - In_d._de Ind. de reactie troficitate
Specie lumina temperaturd umiditate ’ (azot) Referinte
*VIE - *VIE - *VIE - *VIE - *VIE -
Interpretare Interpretare Interpretare Interpretare Interpretare
G. H,TT ‘r:% esz’f) X,5- X, 6 - X, 6 - 7- gﬁﬂsuzﬁoﬁ
robertianum | hemicriptofita, . - mezo-terma, mezofila, slab-acidofila, eutrofd, ytry M. s .
< heliofoba, . - . e - . 2 colab., 2018;
L. terofita L euriterma eurifila euriacidofila nitrofila -

mezo-sciafila Pécurar, 2020

*VIE — valoarea indicelui Ellenberg (1991, 1992) cu interpretare dupa Chytry M. si colab., 2018 si Pacurar, 2020

2.3. Caracterizare botanica a speciei Leonurus cardiaca L.
2.3.1. Incadrare taxonomica

Regnul - Plantae
Divizia - Tracheophyta
Subdivizia - Spermatophytina
Clasa - Magnoliopsida
Superordinul - Asteranae
Ordinul — Lamiales Bromhead
Familia — Lamiaceae Martinov
Genul - Leonurus L.

Familia Lamiaceae are in subordine 316 taxoni, de regula plante ierboase, unori arbusti
sau subarbusti, plante anuale sau perene si adesea aromatice. Element caracteristic este
forma tulpinii sau a ramurilor, de regula tetramuchiata (WFO, 2023).

Conform bazei de date World Flora Online (2023), Genul Leonurus L. cuprinde 33 de
taxoni. Plante ierboase anuale, bienale sau perene, cu crestere erectd, cu frunze 3-7 lobate,
cele de la baza palmat-lobate, iar cele tulpinale intregi, cu incizii sau trilobate, si
inflorescente verticilate cu numeroase flori, formand spice lungi (WFO,2023).

Leonurus cardiaca L. este numele speciei recunoscut oficial in prezent acesta
prezentand 24-26 de sinonime (Euro+med; WFO, 2023).
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2.3.2. Caracteristici morfologice ale speciei Leonurus cardiaca L.

Leonurus cardiaca L. este descrisd de Savulescu in anul 1961 in flora Romaniei. In
literatura de specialitate internationala este descrisd de Gleason si Croquist in anul 1991, in
Flora Pakistanului si Flora Helvetica, incluse in baza de date WFO (2023), dar si de

Sermukhamedova si colaboratorii in anul 2017. Tn Figura 2.3. sunt prezentate aspecte din

morfologia plantelor de L. cardiaca L. analizate in cadrul cercetarilor originale.

Fig. 2.3. Leonurus cardiaca L. — aspecte morfologice. A — planta intreagd, B — tulpini cu frunze, flori si fructe
cu evidentierea polimorfismului foliar, D — véarf de tulpina cu inflorescente si fructe. (Poze originale)

Taxonomia speciei a cunoscut de-a lungul timpului controverse legate de divizarea
speciei in subspecii, cu toate ca in baze de date precum The Plant List, acestea sunt
considerate adesea sinonime cu L. cardiaca, fara a exista studii de ansamblu, cu exceptia
unor descrieri din Flora locala sau regionald (Soorni si colab., 2014). Forma frunzelor si
pubescenta sunt considerate caractere esentiale in diferentierea speciei (Soorni si colab.,

2014).

2.3.3. Caracteristici anatomice ale speciei Leonurus cardiaca L.

2.3.3.1. Aspecte de structura si ultrastructura

Anatomia speciei Leonurus cardiaca L. este slab reprezentata in literatura de
specialitate. Datele existente se rezuma la nivelul tulpinii, frunzei si florilor. Datorita
particularitatilor structurale ale tulpinii, specia este un reper pentru constructiile biomimetice
(Kaminski si colab., 2019).

Referitor la structura organelor subterane nu au fost gasite informatii in literatura de

specialitate.

36



2.3.4. Distributie si habitat

Leonurus cardiaca L. este o specie raspanditd in zona mediteraneana, atlantica, in
Europa Centrald si de Est, Anatolia, Mongolia, China; este specie invaziva in America de
Nord si in curs de raspandire in partea de sud si vest a Siberiei (Chikov, 1983 citat de
Sermukhamedova si colab., 2017). Conform Vermeil (2002), specia este originara din Asia
si naturalizatd in Europa in ultimul mileniu. Larg raspanditd cu exceptia regiunii nordice, a
zonelor semidesertice si desertice (Sermukhamedova si colab., 2017). Prefera conditiile eco-
fitocenotice din regiunea Balticd si a Belarusului, fiind consideratd specie caracteristica
(Muravyova si colab., 2002). Creste pe marginea drumurilor, in locuri perturbate cum sunt
locurile virane, cu daramaturi, gunoaie si locuri ruderale (Savulescu, 1961), taieturi de
padure, plantatii, din silvostepa pana in etajul gorunului, in asociatiile vegetale Artemisietea
si Stellarietea mediae (Sarbu si colab., 2013).

Specie hemicriptofitd, heliofild, mezoterma, cu cerinte medii fatd de indicii de

umiditate, neutrofila si nitrofila sau eutrofa (Tabel 2.4.).

Tabel 2.4.
Preferinte ecologice ale speciei L. cardiaca L. (d. Chytry M. si colab., 2018; Pacurar, 2020)

Aspect evaluat

] Ind. de
. Bioforma Ind'C? Eie Ind. de . Ind. de Ind. Qe troficitate
Specie lumina temperatura umiditate reactie (azot) Referinte
*VIE - *VIE - *VIE - *VIE - *VIE -
Interpretare Interpretare Interpretare Interpretare Interpretare
7- 8 - Chytry M. si
Leonurus H 6 - 5- 7- :
. .. . mezo- < g - eutrofa colab., 2018;
cardiaca L. | hemicriptofita heliofila mezo-terma mezofila neutrofila (nitrofila) Pacurar, 2020

*VIE — valoarea indicelui Ellenberg (1991, 1992) cu interpretare dupa Chytry M. si colab., 2018 si Pacurar, 2020

2.4. Caracterizare botanicd a speciei Oenothera biennis L.
2.4.1. incadrare taxonomici

Regnul - Plantae
Divizia - Tracheophyta
Subdivizia - Spermatophytina
Clasa - Magnoliopsida
Superordinul - Rosanae
Ordinul — Myrtales Juss. ex Bercht. & J. Presl
Familia — Onagraceae Juss.
Genul - Oenothera L.

Familia Onagraceae Juss. are In subordine 23 de Genuri si cuprinde plante anuale sau

perene, uneori arbusti, rar arbori de pana in 30 m indltime. Speciile de Onagraceae contin
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adesea celule epidermice oleifere si floem intern, iar cu exceptia Genului Ludwigia, tub floral
distinct si nectarifer (WFO, 2023).

Conform Savulescu (1957), Genul Oenothera L. cuprinde 100-140 de specii
raspandite din America de Nord. Alte surse mentioneaza cca. 200 (Flora de Panama, 2013),
respectiv 168 de taxoni (WFO, 2023). Genul cuprinde plante erbacee sau subarbusti
(Savulescu, 1957). Speciile sunt majoritatea poliploide, cu mutatii ocazionale, recombinari
st hibridizari frecvente, astfel ca in timp au dat nastere la fenotipuri noi (Renner, 1942).

Oenothera biennis L. este denumirea oficiala curenta (WFO, 2023).

2.4.2. Caracteristici morfologice ale speciei Oenothera biennis L.

Morfologia speciei este descrisa de Savulescu in volumul V din Flora Roméniei din
anul 1957. In afara tarii Hall si colaboratorii prezinta, in anul 1988, morfologia speciei din
Canada, in completarea unor lucrari din perioada 1950-1970. Descrierile realizate de
Gleason si Croquist (1991); Zomlefer (1994); Miller si Miller (1999); Bryson si DeFelice
(2010) si Wagner (2017) au fost conspectate de Steckel si colaboratorii in anul 2019.
Morfologia si biologia reproductiva a speciei cultivate in India este redata de Thakur si
colaboratorii Tn anul 2019. World Flora Online (2023) ofera in plus, o serie de descrieri
morfologice din diverse alte baze de date. Figura 2.4. prezinta aspecte din morfologia

plantelor apartinand populatiilor din flora Romaniei analizate in prezenta teza de doctorat.

Fig. 2.4. Oenothera biennis L. — aspecte morfologice. A — tulpina floriferd, B — aspectul tulpinii si al frunzelor
caulinare, C — rozeta de frunze. (Poze originale)
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2.4.3. Caracteristici anatomice ale speciei Oenothera biennis L.

2.4.3.1. Aspecte de structura

Literatura de specialitate oferd putine informatii referitoare la anatomia speciei
Oenothera biennis L. Sunt disponibile imagini ale coletului si tulpinii intr-un atlas de
anatomie vegetala (Schweingruber si colab., 2011), o descriere a radacinii intr-o teza de
arheologie vegetald (Hather, 1988) si cateva studii despre organele de reproducere (De Vos,
1981; Takahashi si Skwarla, 1990; Noher de Halac & Harte, 1995; Sodmergen si colab.,
1997; Chapman & Mulcahy, 1997; Abd-El Maksoud, 2012; Enache si colab., 2021),
respectiv generarea de calus si embriogeneza (Ghasemnezhad si colab., 2011). Aspecte
micromorfologice ale epidermei limbului foliar au fost studiate la planta cultivata in Egipt
(Abd-El Maksoud, 2012) si la 4 soiuri de O. biennis (Tverskoj, Genoteros, Svetlyachok,
Fonarik) de Savchenko si colaboratorii in anul 2021. Lucrarea confirma aspecte descrise de
Popov si colab. (2009) si Cheryatova (2014) la specia din Rusia. In teza sa de arheologie
vegetala din anul 1988, Hather ofera o descriere a radacinii secundare. O scurta prezentare
a anatomiei limbului foliar este oferitd de Cheryatova in anul 2014 (citat de Savchenko si
colab., 2021). Aspecte micromorfologice ale limbului foliar au fost studiate si de Savchenko
si colaboratorii Tn anul 2021 la 4 soiuri cultivate de O. biennis, in contextul plasticitatii sale

ecologice.

2.4.3.2. Aspecte de ultrastructura

Despre ultrastructura speciei in literatura de specialitate au fost identificate doar studii
asupra granulelor de polen (Takahashi si Skvarla, 1990; Noher de Halac si Harte, 1995;
Sodmerger si colab., 1997).

2.4.4. Distributie si habitat

Specia este endemica in America de Nord, arealul ei fiind dupa Steckel si colaboratorii
(2019) din Mexic pana in Florida, la nord pana spre centrul provinciilor Ontario si Quebec
(Canada), la vest pana in Dakota de Nord si Oklahoma, dar si de-a lungul coastei Pacificului.
Ulterior a fost introdusa de om pe toate celelalte continente, cu exceptia Antarcticii (Steckel
si colab., 2019), fiind cea mai comuna si raspandita specie din subsectiunea Oenothera
(Dietrich si colab., 1997). Se presupune ca la baza raspandirii in Europa se afla doud grupe
distincte de Oenothera spp., cea originara din America de Nord, bienala, adaptata la

conditiile continentale, cu temperaturi medii mai scazute si precipitatii lunare moderate, iar
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cea din America de Sud, anuala sau perend, cu preferinte pentru climat oceanic (Dietrich si
colab., 1997; Hall si colab., 1988; Steckel si colab., 2019).

In Roménia este o specie alohtond cu statut necunoscut, pioniera (Savulescu, 1957;
Sarbu si colab., 2013). Preferintele ecologice ale speciei sunt sintetizate in tabelul 2.5.

impreund cu valorile indicelui Ellenberg.

Tabel 2.5.
Preferinte ecologice ale speciei O. biennis L. (d. Chytry M. si colab., 2018; Pacurar, 2020)

Aspect evaluat

. Indice de Ind. de Ind. de . Ind. de troficitate
Bioforma luming " turd miditat Ind. de reactie (azot)
Specie umina emperaturd u ate azol Referinte
*VIE - *VIE - *VIE - *VIE - *VIE -
Interpretare Interpretare Interpretare Interpretare Interpretare

9- 4 - 6x - 4- Chytry M. si
(t?iee r:]f;til;e[a hemic: tofiti extrem- tereroﬁlé mezo- slab-acidofila- Oligomezotrofa colab., 2018;
! P heliofila xerofila euriacidofila (moderat nitrofild) Pacurar, 2020

*VIE — valoarea indicelui Ellenberg (1991, 1992) cu interpretare dupa Chytry M. si colab., 2018 si Pacurar, 2020
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CAPITOLUL 3
MATERIALE SI METODE DE LUCRU

3.1. Recoltarea si prelucrarea materialului vegetal

Materialul vegetal este reprezentat de plante integrale din speciile Tussilago farfara
L., Geranium robertianum L., Oenothera biennis L. si Leonurus cardiaca L., recoltate din
flora spontana, din doua regiuni diferite din Romania: Vest — Macea, zona de campie; Nord-
Est — Vatra Dornei, zond de munte. Au fost colectate mai multe exemplare apartinand
aceleiasi populatii din fiecare locatie, un specimen din fiecare populatie fiind conservat ca
voucher (Figura 3.1.), iar restul fiind utilizate pentru prepararea extractelor. Specimenele au
fost identificate de Conf. univ. dr. Turcus Violeta. Numarul de exemplare colectate din
fiecare locatie a variat in functie de disponibilitate si de biomasa vegetald. Recoltarea
speciilor a fost efectuatd cu respectarea legislatiei in vigoare, a normelor de cercetare in
medicina traditionald (Legea nr. 491/2003; Directiva 92/43/CEE; OUGS57/2007) si a
recomandarilor din literatura de specialitate referitoare la conditiile meteorologice in
momentul recoltarii - vreme calda, fara precipitatii si stadiul ontogenetic - la maturitate,
respectiv in perioada de inflorire (Pirnd si colab., 2012). Avand in vedere obiectivele
studiului si biologia speciei, T. farfara a fost recoltata in perioada vegetativa. Locatiile si
perioadele de recoltare sunt redate n Tabelul 3.1. Identificarea speciilor in teren a fost
efectuatd cu ajutorul tehnicilor promovate de literatura de specialitate, fiind consultate
determinatoare botanice (Sarbu si colab., 2013) si herbare (Ardelean si Mohan, 2008 - Flora
medicinala a Romaniei).

Metodologia de lucru este redata schematic in figura 3.2.
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Fig. 3.1. Planse de herbar cu specimene voucher ale speciilor luate in studiu. A — Tussilago farfara L. recoltati
din Macea, B — Tussilago farfara L. recoltatad din Vatra Dornei, C — Geranium robertianum L. recoltata din
Macea, D — Geranium robertianum L. recoltata din Vatra Dornei, E — Leonurus cardiaca L. recoltatd din
Macea, F — Leonurus cardiaca L. recoltata din Vatra Dornei, G — Oenothera biennis L. recoltatd din Macea, H
— Oenothera biennis L. recoltata din Vatra Dornei.
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|
Fig. 3.2. Schema materialelor si metodelor de lucru. SEM — microscopie electronica de baleiaj, TEM —
microscopie electronicd de transmisie, LC/MS — cromatografie lichida — spectrometrie de masa, Nt(%) —
procentaj de azot total, PaL (ppm) — cantitate de fosfor asimilabil calculat in parti per milion, Ka. (ppm) —
cantitate de potasiu asimilabil calculat in parti per milion.
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3.2. Examinare microscopica a materialului vegetal

3.2.1. Microscopie optica

Analiza structurii interne a principalelor organe vegetative la speciile luate in studiu a
fost efectuatd conform tehnicilor descrise de Serbanescu-Jitariu si colaboratorii, in anul
1983. Observarea si fotografierea probelor au fost realizate cu ajutorul microscopului
Olympus BX43 cu camera Olympus XC30, operata de programul CellSens Life Science
Imaging Software (Olympus), respectiv cu microscopul Novex Holland cu camera
incorporata, operatd de programul BEL Capture Software din dotarea Institutului de Stiinte

ale Vietii ,,Aurel Ardelean”, Universitatea de Vest ,,Vasile Goldis” din Arad.

3.2.2. Microscopie electronici de baleiaj (SEM)

In vederea analizirii elementelor de micromorfologie cu ajutorul microscopul
electronic cu baleiaj, din probe reprezentate de plante intregi din fiecare specie luatd in
studiu, conservate in etanol de concentratie 70% au fost sectionate fragmente din organele
vegetative — radacina, rizom, tulpind aeriana, petiol si limb foliar. Examinarea preparatelor
s-a realizat cu ajutorul microscopului electronic de baleiaj Quanta 250 — FEI Company, din
dotarea Laboratorului de Microscopie Electronica al Institutului de Stiinte ale Vietii ,,Aurel
Ardelean”, Universitatea de Vest ,,Vasile Goldis” din Arad, in conditii de vacuum, folosind

un detector secundar de electroni (Bray, 2000; Talbot si White, 2013).

3.2.3. Microscopie electronica de transmisie (TEM)

In scopul analizirii elementelor de ultrastructurd a organelor vegetative apartinand
speciilor T. farfara L., G. robertianum L., L. cardiaca L. si O. biennis L., materialul vegetal
a fost prelucrat conform tehnicilor de microscopie electronicd de transmisie descrise In
literatura de specialitate (Craciun, 2010; Hayat, 2000).

Utilizand ultramicrotomul LEICA UC7 si cutite de sticld, s-au obtinut sectiuni
semifine cu o grosime cuprinsa intre 250-500 nm. Acestea au fost prelevate pe lame de sticla
degresate, colorate cu solutie Epoxy Tissue Stain, apoi vizualizate si fotografiate la
microscopul Olympus BX 51.

Tn final, probele au fost examinate la microscopul electronic de transmisie Jeol JEM
1010, Japonia, din dotarea Laboratorului de Microscopie electronica a Centrului de
Microscopie Electronica ,,C. Craciun”, Universitatea Babes-Bolyai, la 0 accelerare a

electronilor de 80kV, fiind captate imagini de diferite ordine de magnificare.
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3.3. Analiza compozitiei fitochimice a materialului vegetal

3.3.1. Prepararea extractelor vegetale

3.3.1.1. Prepararea extractelor hidroalcoolice

Pentru obtinerea extractelor hidroalcoolice, materialul vegetal reprezentat de plante
intregi din speciile G. robertianum L., L. cardiaca L., O. biennis L., recoltate in perioada de
inflorire, respectiv T. farfara L., recoltata in perioada vegetativa. Materialul vegetal uscat si
maruntit a fost extras in etanol 70%, in raport de 1:5 masa/volum, conform Farmacopeei
Europene, Ed. IX (2021), respectiv Homoopathische Arzneibuch HAB (2021). Etanolul de
concentratie 70% necesar extractiei a fost obtinut din etanol 96% (Coman Prod, Ilfov,
Romania) si apd purificata (Millipore). Concentratia finald a extractului astfel preparat a fost

de 0.2 g planta uscata/mL extract.

3.3.1.2. Prepararea extractelor apoase (infuzie)

Pentru obtinerea extractelor apoase, materialul vegetal reprezentat de plante intregi din
cele patru specii luate in studiu a fost uscat timp de 7 zile la umbra, la temperatura camerei.
Extractia a fost efectuatd in raport de 1:10 plantd uscatd si maruntitd Tn amestec cu apa
fierbinte (adusa pana la punctul de fierbere), conform Farmacopeei Europene, Ed. X (1993).

Concentratia finala a extractului astfel preparat a fost de 0.1 g planta uscatd/mL extract.

3.3.2. Metoda spectrometriei de masa prin cromatografie lichida (LC/MS)

Analiza LC/MS a extractelor vegetale a fost realizata pe un sistem UHPLC Shimadzu
Nexera | LC/MS - 8045 (Kyoto, Japonia), echipat cu o pompa cuaternara si un autosampler,
respectiv o sonda ESI si un spectrometru de masa cu tija cvadrupolara.

Separarea a fost efectuatd pe o coloana cu faza inversa Luna C18 (150 mm x 4,6 mm
x 3 um, 100 A), de la Phenomenex (Torrance, CA, SUA). Faza mobila (Anexa 1, Tabelul 1
si Graf. 1.) reprezentatad de un gradient format din metanol (Merck, Darmstadt, Germania) si
apa ultrapurificata preparata cu ajutorul Simplicity Ultra Pure Water Purification System
(Merck Millipore, Billerica, MA, SUA). Ca modificator organic s-a folosit acid formic
(Merck, Darmstadt, Germania). Metanolul si acidul formic au fost de -calitate
corespunzatoare metodei LC/MS. Detectia a fost efectuatd cu ajutorul unui spectrometru de
masa cu tija cvadripolard operat cu ionizare prin electrospray (ESI) atat in modul de ionizare
MRM (multiple reaction monitoring) negativ, cat si pozitiv (Anexa 1, Tabelul 2).

Etaloanele sunt reprezentate de substantele din Anexa 1, Tabelul 3. Din fiecare

standard, la fiecare concentratie, s-a injectat cate 1 pl. Identificarea s-a realizat prin
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compararea spectrelor MS si a tranzitiilor intre compusii separati si standarde. Identificarea
s-a obtinut pe baza tranzitilor principale si secundare din spectrele MS ale substantelor iar
cuantificarea s-a realizat pe baza tranzitiilor principale. In scopul cuantificarii au fost
determinate si curbele de calibrare (Anexa 1, Plansele 1-2). Tn Anexa 1, Tabelul 3 pot fi
observate, de asemenea, ecuatiile curbelor de calibrare, factorii de corelatie ai acestora,
limita de detectie si de cuantificare determinati. In Anexa 1, Tabelul 2 sunt prezentate, de
asemenea, timpii de retentie si datele spectrelor MS specifice pentru standardele utilizate,
iar in Anexa 1, Plansele 3-37 sunt prezentate cromatogramele si spectrele MS. Tabelele 4-7
din Anexa 1 cuprind timpii de retentie si tranzitiile principale pentru fiecare compus
identificat Tn extractele hidroalcoolice si apoase de la fiecare specie luata in studiu. In cadrul
analizelor LC/MS ,,ND” este definit ca ,,nedetectat” sau ,,sub limita de detectare” iar ,,<QL”
este definit ca 0 componenta care poate fi identificata (la o concentratie mai mare decat limita

de detectare), dar care nu poate fi cuantificata intr-o limita de eroare rezonabila.

3.4. Analiza conditiilor pedoclimatice din ariile de recoltare
Factorii analizati au fost selectati conform rezultatelor prezentate in literatura de
specialitate, care sustin in baza corelatiilor observate cd sunt printre principalii factori de
mediu cu impact asupra continutului de compusi bioactivi la diverse alte specii (Liu si colab.,

2016; Neagu si colab., 2019; Chelgoum si colab., 2021).

3.4.1. Analiza conditiilor de sol

Din fiecare locatie de recoltare au fost prelevate probe de sol in vederea stabilirii starii
de fertilizare a acestuia prin analiza unor parametrii de baza: pH, cantitate de azot total (Ny),
cantitate de de fosfor si potasiu — forme asimilabile (PaL, KaL).

Recoltarea probelor de sol s-a realizat conform recomandarilor din literatura de
specialitate (Liebig si colab., 2010).

Indicele de pH al solului a fost determinat prin metoda potentiometrica (Kalra, 1995),

Indicele de azot total (IN) al probelor de sol a fost obtinut prin calcul, in functie de
continutul de humus al solului (H%) si gradul de saturatie in baze (V%) folosind urmatoarea
formula:

IN = H%*V%/100

Cantitatea de fosfor si de potasiu mobil din probele de sol a fost determinata prin
metoda Egner-Rhiem-Domingo (Egner si colab., 1960) si exprimata in parti per milion
(ppm).
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3.4.2. Analiza conditiilor climatice
3.4.2.1. Altitudine
Datele GPS de la locul recoltarii au fost colectate cu ajutor aplicatiet GPS Finder

pentru  Android disponibila 1a  https://play.google.com/store/apps/details?id=com.

developers.gps&pcampaignid=web_share. Altitudinea corespunzatoare a fost obtinuta prin
introducerea coordonatelor GPS 1in sistemul oferit de GPS-Coodinates disponibil la

https://www.gps-coordinates.net/.

3.4.2.2. Temperaturd si precipitatii
In scopul evaluirii conditiilor climatice din regiunile de recoltare, au fost colectate si
analizate  date  meteorologice  preluate din baza de date Meteomanz

(http://www.meteomanz.com/), de la 4 statii meteorologice apropiate de locatiile de

recoltare, pentru anii 2019-2021, astfel incat sa fie cuprinsa intreaga perioada a ciclului
ontogenetic al plantelor.

Au fost colectate urmatoarele date: temperatura medie anuala, temperatura medie din
luna ianuarie si din luna iulie, temperaturile maxime si minime, precipitatii anuale cumulate.
Perioada fara inghet a fost determinata prin scaderea numarului de zile cu inghet (disponibile
in baza de date) din totalul numarului de zile din an.

Pentru cele douad regiuni de recoltare au fost intocmite harti, prin interpolarea datelor
(temperaturd medie anuald, precipitatii anuale cumulate), de la 4 statii meteorologice din
apropierea siturilor de recoltare. Modelarea distributiei spatiale a parametrilor climatici a
fost efectuata cu Software-ul QGIS 3.40 “Bratislava”, prin metoda de interpolare Inverse
Distance Weighting (IDW) (Philip si Watson, 1982; Watson si Philip, 1985).

3.5. Analiza statistica a datelor
Valorile cantitative ale compusilor identificati in extractele hidroalcoolice si apoase
reprezintd media aritmeticd + deviatiile standard a trei masuratori independente ale injectiilor
replicate din acelasi extract, la fiecare plantd/tip de extract. Analiza statistica a fost efectuata
cu software-ul Excel din pachetul Microsoft Office.
Analiza parametrilor morfologici ale imaginilor de microscopie electronica de
scanning (SEM) au fost efectuate cu ajutorul IS Scandium Image Analysis software. Valorile

reprezinta media aritmeticd + deviatiile standard a cel putin 3 masuratori.
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CAPITOLUL 4
EVALUAREA FACTORILOR DE MEDIU

4.1. Altitudine si habitat

Un aspect tot mai des discutat in literatura de specialitate este influenta locatiei
geografice si a conditiilor de biotop asupra morfoanatomiei, compozitiei biochimice si
activitatii biologice a plantelor (Liu si colab., 2016; Chelghoum et al, 2021). Unul dintre
factorii de mediu considerati importanti Tn inducerea variabilitatii este altitudinea, care se
afla 1n relatie stransa cu ceilalti factori (Wulf si colab., 1999; Dong si colab., 2011; Zlatev,
2012; Suyal si colab., 2020).

In cercetirile de fata, cele 4 specii au fost recoltate din doud locatii diferite din flora
spontand a Romaniei, fiecare caracterizata de un set de conditii ecologice specifice (conform

capitolului 3) (Tabelul 4.1.).

Tabel 4.1.

Altitudine, zona climatica si de vegetatie corespunzatoare locatiilor de recoltare a materialului vegetal

analizat
Specie Coordonate GPS | Locatie | Altitudine .Zon.a. Zona/Et.aJ de
’ climatica* vegetatie**
Lat. 46.390821
[ fortera b Long. 21.308288 Zona silvostepei
G. robertianum L Lat. 46.381613 Temperat- (50-150 m)E
' ' Long. 21.310076 Macea 99 m continentald silvostepd
. Lat. 46.391422 cu influente .
L. cardiaca L. Long. 21.309233 oceanice nord;gagu(rgtlj_ercus
0. biennis L Lat. 46.388241 '
' ' Long. 21.302165
Lat. 47.373752 Etajul nemoral —
T. farfara L. Long. 25.46664 1027 m Continentals Subetajul
G. robertianum L. Lat. 47.347652 Vatra 863 m rece padurﬂor de fag
Long. 25.340239 - . si amestec de fag
Dornei cu influente S

L cardiaca L Lat. 47.346267 791 m scandinavo- | CY rasinoase (600
' ' Long. 25.384017 baltice -1350 m): Fagus

0. biennis L Lat. 47.341726 926 m sylvatica L.,
' ' Long. 25.331948 Abies alba Mill.

Conform bibliografiei: *Administratia Nationala de Meteorologie, Clima Romaniei, Ed. Academiei Romane,
Bucuresti, 2008; **Pacurar, F. Specii Indicator Pentru Evaluarea si Elaborarea Managementului Sistemelor de

Pajisti cu inalta Valoare Naturali—HNV; Casa Cartii de Stiint, Cluj-Napoca, Romania, 2020; pp. 16-18.
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4.2. Conditii climatice

4.2.1. Temperatura medie anuala

in functie de datele inregistrate de statiile meteorologice din apropiere, temperatura
medie anuala din zona Macea s-a Situat intre 11,7 — 12,2°C Tn anul 2021, intre 12,2 — 12,7°C
in anul 2020 si intre 13 — 13,3°C n anul 2019 (Plansa 4.1. A-C).

in zona Vatra Dornei, in anul 2021 temperatura medie anuald s-a situat intre 0,7 —
9,8°C, in anul 2020 valorile au fost intre 1,9 — 10,5°C, iar in anul 2019 intre 2,1 — 11,4°C
(Plansa 4.1. D-F).

Plansa 4.1. Harti ale temperaturilor medii anuale conform interpolarii datelor de la 4 statii meteorologice din
apropierea locatiilor de recoltare pentru anii 2019-2021. A — Macea 2019, B — Macea 2020, C — Macea 2021,
D — Vatra Dornei 2019, E — Vatra Dornei 2020, F — Vatra Dornei 2021.
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4.2.2. Temperatura medie din luna ianuarie si din luna iulie

In zona Macea, pe perioada ciclului ontogenetic al plantelor, tendinta a fost de ierni
mai calde, temperatura medie a lunii ianuarie inregistrand cresteri de la un an la altul, avand
valori pozitive in anul recoltarii plantelor (2021, respectiv 2020 pentru T. farfara L.). In luna
ianuarie a anului 2021 temperatura medie a avut valori cuprinse intre 1,1 — 2,2°C. Tn anul
2020 valorile au fost intre -0,9 si — 0,4°C, iar in anul 2019 intre -1,8 si -0,6°C. Temperatura
medie a lunii iulie a avut Tn anul 2021 valori cuprinse intre 24,9 — 25,6°C, in anul 2020 intre
21,4 —22,3°C, iar in anul 2019 intre 21,8 — 22,2°C.

Tn luna ianuarie a anului 2021, temperatura medie in zona Vatra Dornei a fost intre -
7,7 51 0,2°C, in anul 2020 intre -4,4 si -2,8°C, iar in anul 2019 intre -9,8 si -1,7°C.

4.2.3. Temperaturi maxime si minime

Temperaturile maxime din zona Macea au atins valorile cele mai crescute in anul
recoltarii plantelor (2021) intre 36,8 — 38,5°C. In anul 2020 valorile au fost cele mai scazute
din perioada de analiza, intre 33,7 — 36,7°C, iar n anul 2019 valorile atinse au fost de 35,7
—37,7°C. In aceeasi zona, temperaturile minime din anul 2021 au atins valori de -12,8 si -

12,4°C, in anul 2020 de -10,4 si -7,3°C, iar in anul 2019 de -14,4 si — 10,2°C (Graf. 4.1.).

60
40
20
0
220 = -
2019 2020 2021
=0—A T.max abs. °C S T. max abs. °C CCT. max abs. °C
SM T. max abs. °C—=e=A T. min abs. °C ST. min abs. °C

—@=—CC T. min abs. °C =e=SM T. min abs. °C

Graf. 4.1. Temperaturi maxime absolute si temperaturi minime absolute in zona Macea pe perioada 2019-2021
conform celor 4 statii meteorologice din apropiere. A — Arad, S - Siria, CC — Chisineu-Cris, SM — Sénicolaul
Mare.

Atat temperaturile maxime, cat si cele minime au avut valori mai scazute in anul
recoltarii plantelor (2021, respectiv 2020 pentru T. farfara L.), comparativ cu perioada de
dezvoltare ontogenetica a acestora. In anul 2021 temperaturile maxime atinse in zona Vatra

Dornei au fost de 21.2 — 33.3°C, in anul 2020 au atins valori de 20.3 — 33.7°C, iar n anul
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2019 valori de 21.6 -34.6°C. Temperaturile minime atinse in zona Vatra Dornei au fost n
anul 2021 intre -25.9 si — 15.4°C, in anul 2020 intre -19.5 si -15.1°C, iar in anul 2019 intre
-21.1 51 -14.6°C (Graf. 4.2.).

40
[ o =
20 -
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20 eSS ——
-40
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=@ PS T.max abs. °C =e=CR T. max abs. °C B T. max abs. °C

| T. max abs. °C =@=PS T. min abs. °C —e=CR T. min abs. °C
—e—B T. min abs. °C =—e=| T. min abs. °C
Graf. 4.2. Temperaturi maxime absolute si temperaturi minime absolute in zona Vatra Dornei pe perioada

2019-2021 conform celor 4 statii meteorologice din apropiere. PS — Poiana Stampei, CR — Calimani Retitis, B
— Bistrita, I - lezer, grC — grade Celsius.

4.2.4. Precipitatii anuale cumulate

In zona Macea, precipitatiile cumulate din anul 2021 au atins valori cuprinse intre
395,3 — 578 mm, valorile mai mari fiind cele inregistrate de statiile cele mai apropiate de
localitatea Macea (Plansa 4.2. A-C). In anul 2020, precipitatiile anuale au fost de 412,9 —
603.8 mm, maximul fiind inregistrat de statia din Siria, iar in anul 2019, valorile au fost de
480,7 — 575,2 mm.

In zona Vatra Dornei, precipitatiile cumulate in anul 2021 au fost cuprinse intre 757,4
—1528,1 mm, n anul 2020 intre 691,4 — 1419,5 mm, iar Tn anul 2019 intre 660,6 — 1340,1
(Plansa 4.2. D-F).
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Plansa 4.2. Harti ale precipitatiilor anuale cumulate conform interpolarii datelor de la 4 statii meteorologice
din apropierea locatiilor de recoltare pentru anii 2019-2021. A — Macea 2019, B — Macea 2020, C — Macea
2021, D — Vatra Dornei 2019, E — Vatra Dornei 2020, F — Vatra Dornei 2021.

4.2.5. Zile fara inghet

Numarul de zile fara inghet la nivelul solului a scazut pe parcursul anilor analizati, In
ambele locatii, atingdnd valoarea minima in anul de recoltare a materialului vegetal luat in
studiu. Fluctuatiile inregistrate in zona de cdmpie au fost mai mari decat cele de la munte, in

special pentru datele emise de statia Arad (Graf.4.3., Graf. 4.4.).
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Graf. 4.3. Numar de zile fara inghet in zona Macea pe perioada 2019-2021 conform celor 4 statii meteorologice
din apropiere. A — Arad, S - Siria, CC — Chisineu-Cris, SM — Sanicolaul Mare.
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Graf. 4.4. Numar de zile fard inghet in zona Vatra Dornei pe perioada 2019-2021 conform celor 4 statii
meteorologice din apropiere. PS — Poiana Stampei, CR — Calimani Retitis, B — Bistrita, I — lezer.

4.3. Conditii edafice
Conform literaturii de specialitate (Liu si colab., 2016; Zhang si colab., 2020), printre
principalii factori edafici cu influentd asupra compozitiei de compusi bioactivi in plantele
care vegeteazad pe un anumit sol se afld pH-ul, cantitatile de fosfor si de potasiu in formele
lor rapid asimilabile de citre plante si aprovizionarea solului in azot. In cadrul prezentelor
cercetdri, acesti parametrii au fost analizati pentru fiecare locatie de recoltare a plantelor

apartinand celor patru specii avute in atentie, rezultatele fiind sintetizate in Tabelul 4.2.,

respectiv Graficele 4.5.- 4.8.
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Tabel 4.2.

Conditii edafice din locatiile de recoltare a materialului vegetal analizat

Specie Locatie pH (unit. pH) PaL (ppm) KaL (ppm) | Nt (%)
T. farfara L. 8,44 0,21 663 1,11
G. robertianum L. Macea 6,72 224,99 626 2,56
L. cardiaca L. 8,23 19,30 625 1,86
O. biennis L. 8,56 4,35 280 1,89
T. farfara L. 7,00 0,49 149 0,08
G. robertianum L. Vatra Dornei 6,03 0,55 148 0,25
L. cardiaca L. 7,89 1,03 109 4,62
O. biennis L. 7,02 0,10 67 4,29

Legenda: unit. pH — unitati de pH, Pa. (ppm) — cantitate de fosfor asimilabil calculat in parti per milion, Kap
(ppm) — cantitate de potasiu asimilabil calculat in parti per milion, N; — indice de azot total, incadrarea sa in
diferite clase reprezentand aprovizionarea solului in azot.
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Graf. 4.5. Indice de pH in apa al solului aferent locatiilor de recoltare a materialului vegetal analizat. M —
Macea, VD — Vatra Dornei.
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Graf. 4.6. Cantitate de fosfor asimilabil (ppm) din solul aferent locatiilor de recoltare a materialului vegetal
analizat. M — Macea, VD — Vatra Dornei.
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Graf. 4.7. Cantitate de potasiu asimilabil (ppm) din solul aferent locatiilor de recoltare a materialului vegetal
analizat. M — Macea, VD — Vatra Dornei.
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Graf. 4.8. Indice de azot total din solul aferent locatiilor de recoltare a materialului vegetal analizat. M —
Macea, VD — Vatra Dornei.
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CAPITOLUL 5
CERCETARI MORFO-ANATOMICE SI FITOCHIMICE LA SPECIA
TUSSILAGO FARFARA L.

5.6. Consideratii privind caracterele morfo-anatomice si compozitia fitochimica a
organelor vegetative la specia Tussilago farfara L.
Rezultate de ordin morfo-anatomic obtinute la specia Tussilago farfara L.:

— Prin analiza structurala efectuata cu ajutorul microscopiei optice s-a obtinut o prima
descriere anatomica a radacinii adventive ce surprinde elemente de identificare a speciei
(Plansa 5.1.); se confirmd unele aspecte structurale si se completeaza literatura de
specialitate cu o descriere detaliata a anatomiei rizomului; sunt prezentate elemente care pot
fi corelate cu conditiile climatice de vegetatie a plantelor din locatia de recoltare, precum
prezenta numeroaselor aerenchimuri de dimensiuni mici in parenchimul cortical in conditii
de umiditate scazuta* (Plansa 5.2.); se realizeaza o descriere detaliata a anatomiei petiolului,
ce include identificarea unor peri glandulari cu suport scurt si alungit, care sustine o celuld
glandulara bombatd si aspecte de variabilitate a perilor, hipodermei si fasciculelor
conducatoare in contrast cu cele mentionate in literatura de specialitate (Plansa 5.3.); se
prezintd o descriere detaliatd a sectiunilor transversale prin limbul foliar ce cuprind elemente
de identificare a speciei, aspecte de variabilitate a camerelor aerifere si a celulelor din
mezofil in contextul factorilor de mediu (umiditate ridicata, hipoxie, grad de iluminare),
confirma aspectul epidermei si prezenta a doud tipuri de peri — tectori, pluricelulari, uniseriati
cu celula terminald lunga si flagelatd, respectiv peri secretori cu suport bicelular si glanda

bombata (Plansa 5.4.);

* Bota, V. B., Neamtu, A.-A., Olah, N.-K., Chise, E., Burtescu, R. F., Pripon Furtuna, F. R., Nicula, A.-S., Neamtu, C., Maghiar, A.-M.,
Ivanescu, L.-C., Zamfirache, M.-M., Mathe, E., Turcus, V., 2022 - A Comparative Analysis of the Anatomy, Phenolic Profile, and
Antioxidant Capacity of Tussilago farfara L. Vegetative Organs. Plants, 11(13), 1663.



Planga 5.1. A-D Sectiune transversala prin radacina adventiva la Tussilago farfara L. R — rizoderma, Co —
cortex, Ph — floem, X — xilem, Ex — exoderma, Pa — parenchim cortical, En — endoderma, P — periciclu, Ca —

camera aerifera, sdgeatd neagra — perisori absorbanti.

Plansa 5.2. A-F Sectiune transversald prin rizomul de Tussilago farfara L.; B — detaliu al epidermei,
parenchimului cortical si camerelor aerifere, C-E — detalii din cilindrul central, F — detaliu al unui fascicul
conducator cortical. E — epiderma, Pa — parenchim cortical, Ca — camera aerifera, S — sclerenchim, Ls — liber
secundar, C — cambiu intrafascicular, Ci — cambiu interfascicular, Lms — lemn secundar, R — raza medularid, M
— maduva, Lp — liber primar, Lmp — lemn primar, FIm — fibre lemnoase (libriform), sdgeata neagra — cuticula.
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Plansa 5.3. A-D Sectiune transversald prin petiol la Tussilago farfara L. E — epiderma, Co — colenchim, Fsc —
fascicul conducitor libero-lemnos, Pa — parenchim fundamental, Pg — par glandular, Pt — par tector, S —
sclerenchim, X — xilem, C — cambiu, Ph — floem, sigeata portocalie — celule suport, sigeata albastra — cuticula.

Plansa 5.4. A-F Sectiune transversala prin limbul foliar de Tussilago farfara L.; A-B — aspecte de ansamblu
ale nervurii mediane; C-D — detalii ale nervurii mediane si fasciculului conducitor; E — detaliu par tector; F —
aspect de ansamblu al mezofilului. Es — epiderma superioard, Ei — epiderma inferioara, Co — colenchim, Fsc —
fascicul conducitor libero-lemnos, Pa — parenchim fundamental, Ca — camera aerifera, Tp — tesut palisadic, T1

— tesut lacunos, Pt — par tector, Pg — par glandular, St — stomatd, sdgeatd portocalie — celule suport, sageata
albastra — cuticula.
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— 1n baza imaginilor de microscopie electronica de baleiaj (SEM) a fost obtinuti o
primad descriere a micromorfologiei rizomului, petiolului si limbului foliar la aceasta specie.
Aceastea releva striatii longitudinale fine si particule cristaline in mici depresiuni de la
suprafata rizomului (Plansa 5.5.); confirma cele doua tipuri de peri tectori si secretori si
indicad dimensiuni ale stomatelor cuprinse intre 48,92 + 6,25 pm lungime si 27,44 £ 4,65 pm
latime la nivelul petiolului (Plansa 5.6.); confirma caracterul amfistomatic al limbului foliar,
cu stomate de tip anomocitic, cele de pe fata abaxiald mai numeroase, cu lungime mai mica
(L =40,94 £+ 3,54 um) si latime mai mare (1=31,34 £ 2,80 pum), comparativ cu fata adaxiala
(L=43,08£4,23 um, 1 =28,87 + 2,88 um), cu 6 celule anexe dintre care una mai mica decat

celelalte, cu pereti laterali ondulati asemeni celulelor epidermice (Plansele 5.7.-5.8.);

Plansa 5.5. A-B — Microtopografia de suprafata a rizomului la Tussilago farfara L.; C — aspectul crenelat al
cuticulei; D — prezenta cristalelor si a unor particule fine la suprafata epidermei. Sdgeatd rosie — cuticuld
crenelata, sageata galbena — cristale.
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Plansa 5.6. A-D — Microtopografia de suprafata a petiolului de Tussilago farfara L. Cap de sageata rosie —
stomata, sageatd neagra — par secretor, sageatd galbend — baza par rupt, sdgeatd alba — excrescenta, sageata
rosie — striatii cuticulare.

Plansa 5.7. A-D — Aspecte micromorfologice ale epidermei inferioare ale limbului foliar la Tussilago farfara
L. Cap de sageata rosie — stomata, sageata rosic — vena mediand, cap de sageatd alba — celule anexe, sageata
neagra — hife miceliene, sdgeatd alba — par tector.
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Plansa 5.8. A-D — Aspecte micromorfologice ale epidermei superioare ale limbului foliar la Tussilago farfara
L. Cap de sageata rosie — stomata, cap de sdgeata alba — celuld epidermica, sageata galbend — striatii cuticulare,
sageatd alba — contur al peretelui celular extern, stelutd alba — celula anexa.

— In urma analizei imaginilor de microscopie electronici de transmisie (TEM) s-a
obtinut o prima descriere din literatura de specialitate a ultrastructurii rizomului, petiolului
si limbului foliar la aceastd specie. Analiza ultrastructurald a rizomului indica o acumulare
de metaboliti primari si secundari in spatiul intercelular de la nivelul parenchimului cortical
din aproprierea fasciculelor conducatoare (Plansele 5.9., 5.11., 5.13.); analiza
ultrastructurala a petiolului prezinta aspecte ale fasciculului conducator libero-lemnos si
indicd prezenta unor metaboliti secundari la nivelul parenchimului liberian si al celulelor
anexe (Plansele 5.14.-5.16.); analiza ultrastructurald a mezofilului limbului foliar a permis
caracterizarea celulelor palisadice si lacunare, a spatiilor aerifere, identificarea In premiera
la aceasta specie a stromulelor la cloroplaste din celule palisadice si prezenta unor metaboliti
secundari sub forma unor depozite electron-dense si formatiuni aciculare in celulele
palisadice (Plansele 5.17., 5.19., 5.20.).
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Plansa 5.9. A — Sectiune transversala semifind prin rizomul de Tussilago farfara L. cu zona de analiza pentru
TEM (in trapez), 10X; B — detaliu parenchim cortical cu depozite extracelulare, 40X. P — parenchim cortical,
sdgeatd neagrd — meat, sdgeatd rosie — depozit.

Plansa 5.11. A-F — Aspecte din ultrastructura parenchimului cortical al rizomului de Tussilago farfara L. cu
depozite la nivelul meatului si in celule corticale; B — detaliu din figura A. V — vacuold, M — meat, m —
mitocondrie, bard neagra — perete celular, sigeata albastrda — lamela mediand, sidgeata galbena — filament
citoplasmatic, sdgeatd portocalie — Vezicule, sdgeatd rosie — depozite electron-dense granulare, stelutd alba —
picatura lipidica.
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Plansa 5.13. A-C — Aspecte din ultrastructura parenchimului cortical la Tussilago farfara L.; D — detaliu din
figura A; E — detaliu din figura B; F-G — detalii din figura C. M — meat, V — vacuola, C — cloroplast, T —
tilacoide, G — grana, P — peroxizom, bara neagra — perete celular, sageata albastra — lamela mediana, sageata
galbend — filament citoplasmatic, sdgeatd portocalie — vezicule, sdgeatd rosie — depozite electron-dense
granulare, sdgeatd neagrd — corp multivezicular, stelutd alba — picatura lipidica, steluta galbena — plastoglobul.

Plansa 5.14. A — Sectiune transversala semifina prin petiol la Tussilago farfara L., cu zona de analiza pentru
TEM (in trapez), 10X; B — detaliu sector de parenchim fundamental si de fascicul conducitor, 40X. Pa —
parenchim fundamental, Sc — sclerenchim, Pl — parenchim liberian, Ph — floem, C — cambiu, PIm — parenchim
lemnos, X — xilem.
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Plansa 5.15. A — Sector de parenchim fundamental si sclerenchim perilemnos la petiolul de Tussilago farfara
L.; B — sector de sclerenchim; C — sector de tesut lemnos; D — sector de cambiu, lemn si liber secundar; E, H,
I — detalii din ultrastructura cambiului si parenchimului lemnos (figura D); F — detaliu din ultrastructura
xilemului (figura C), G, J — detaliu din ultrastructura cambiului. Pa — parenchim fundamental, Sc — sclerenchim,
PIm — parenchim lemnos, X — xilem, C — cambiu, Fl — fibra liberiana, Ph — floem, Ca — celulad anexa, Pl —
parenchim liberian, V — vacuold, N — nucleu, Ci — citoplasma, m — mitocondrie, REN — reticul endoplasmatic
neted, RER — reticul endoplasmatic rugos, r — ribozomi, sageata albastra — lamela mediana, sdgeata rosie —
vezicule, sageata galbena — picaturi lipidice, sdgeata potocalie — filamente citoplasmatice, sdgeata verde —
cloroplast, sageata chevron portocalie — imbinari de tip Z ale peretilor celulari, sageatd chevron galbena —
prelungiri citoplasmatice in spatiu apoplastic, cap de sigeatd rosie — punctuatiuni marginite, bard neagra —
perete celular.
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Plansa 5.16. A-D — Aspecte din ultrastructura liberului secundar la petiolul de Tussilago farfara L.; E-F —
Aspecte din ultrastructura cambiului; B-D reprezinta detalii marite din figura A. P — parenchim liberian, FI —
fibra liberiana, Ca — celuld anexa, V — vacuola, N — nucleu, n — nucleol, RER — reticul endoplasmatic rugos, Ci
— citoplasma, m — mitocondrie, sdgeata albastra — lamela mediana, sageata rosie — vezicule, sageata portocalie
— filamente de citoplasma, sageatd neagra — plasmalemd, cap de sdgeatd rosie — plasmodesme, barad neagra —
perete celular, stelutd alba — depozit electron-dens.

Plansa 5.17. A — Sectiune transversald semifina prin limbul foliar 1a Tussilago farfara L., cu zona de analiza
pentru TEM (in trapez), 10X; B — detaliu zona de tranzitie de la tesut lacunar la tesut palisadic, 40X. Pa — tesut
palisadic, Pl — tesut lacunar, Ca — camera aerifera, sageata neagra — cloroplaste, sdgeatd rosie — depozit.
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Plansa 5.19. A— Aspecte din ultrastructura celulelor din tesutul palisadic al limbului foliar la Tussilago farfara
L.; B-C, E-G — detalii din figura A; D — detaliu din figura B. V — vacuola, M — meat, m — mitocondrie, st —
stroma, G —grana, T —tilacoide, C — citoplasma, REN —reticul endoplasmatic neted, sageata verde — cloroplast,
sageatd albastrd — lamela mediana, sageatd galbena — stromula, sageatd rosie — formatiuni aciculare, bara neagra
— perete celular, stelutd galbend — plastoglobuli, sigeata chevron portocalie — contact direct Tntre membrana
cloroplastului si formatiunile aciculare.

Plansa 5.20. A-D — Detalii din ultrastructura unor celule de mezofil la Tussilago farfara L. cu depozite
aciculare. V — vacuola, Si — spatiu intercelular, sageata albastra — lamela mediand, sageatd neagra — filament
de citoplasma, sageatd verde — cloroplast, sdageatd rosie — vezicule de transport, cap de sdgeatd neagrd —
formatiuni aciculare, cap de sageatd rosie — formatiune electron-densa intracitoplasmatica, cap de sageata
galbend — formatiuni electron-dense la exteriorul membranei mitocondriale.
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Rezultate obtinute in urma analizei fitochimice a extractelor obtinute din plante de
Tussilago farfara L. apartinand celor doua populatii recoltate din flora spontana a celor doua
zone geografice din Romania (zona de campie — Macea, zona de munte — Vatra Dornei):

Analiza LC/MS a extractelor din herba de T. farfara L. a relevat in contextul factorilor
pedoclimatici din Macea, 5 polifenoli Tn extractul hidroalcoolic (Tabel 5.1.) si 8 in infuzie
(Tabel 5.2.), iar in conditiile pedoclimatice din Vatra Dornei, 10 polifenoli in extractul
hidroalcoolic si 8 in infuzie. Conform literaturii de specialitate consultate, s-a identificat
pentru prima datd in aceastd specie acidul salicilic si carnosolul, in herba prezenta
miricetinei, naringeninei si acidului carnosic, a luteolinei in extractul apos, iar acidul trans-
p-cumaric a fost cuantificat pentru prima data in cantitati de 43.5 £ 0.3 pg/g planta uscata
(THVD) 51 8700 + 130 pg/g plantd uscata (TAVD) 1n extractele obtinute din indivizi recoltati
din Vatra Dornei*. Au fost observati mai putini polifenoli, dar in cantitati mai mari, in
extractul hidroalcoolic din plante recoltate din conditii pedoclimatice de la cAmpie si mai
multi polifenoli, dar in cantitati mai mici, 1n acelasi tip de extract din plante recoltate de la
munte. In infuzii a fost o cantitate mai mare de acid cafeic, apigenind, crisind, naringenina,
rutozida si hiperozida in extractul din herba de T. farfara recoltata de la campie, dar cantitati
mai mari de acid trans-p-cumaric, acid clorogenic, acid salicilic, luteolina si acid galic in

extractul din herba de T. farfara recoltata de la munte (Graf. 5.1., 5.2.).

Tabel 5.1.
Evaluarea calitativa si cantitativa a polifenolilor din extracte hidroalcoolice de Tussilago farfara L.
prin LC/MS
Nr. crt. Compusi Proba THM Proba THVD
[ng/g planta uscatai] [ng/g planta uscati]
1 Acid cafeic <QL 91.5+£0.8
2 Acid clorogenic 10500 £ 70 1097.0+£ 7.9
3 Acid trans-p-cumaric <QL 435+0.3
4 Acid galic <QL 485+04
5 Acid salicilic <QL 45504
6 Luteolina <QL <QL
7 Luteolin-7-O-glucozida <QL 35+0.1
8 Hiperozida <QL 7.0+£01
9 Rutozida <QL <QL
10 Kaempferol 43000 + 270 355+0.2
11 Miricetina <QL 1042.0+ 8.8
12 Apigenina 1500 + 10 <QL
13 Crisina 6000 + 40 <QL
14 Naringenind 2500 + 10 <QL
15 Carnosol <QL 15+0.1

Abrevieri: Proba THM = extract hidroalcoolic, locul de colectare a probei din Macea; Proba THVD = extract
hidroalcoolic, locul de colectare a probei din Vatra Dornei; <QL = compus sub limita de cuantificare; valorile
reprezintd media aritmentica + deviatia standard a trei masuratori independente ale injectiilor replicate din
acelasi extract.

* Bota, V. B., Neamtu, A.-A., Olah, N.-K., Chise, E., Burtescu, R. F., Pripon Furtuna, F. R., Nicula, A.-S., Neamtu, C., Maghiar, A.-M.,
Ivanescu, L.-C., Zamfirache, M.-M., Mathe, E., Turcus, V., 2022 - A Comparative Analysis of the Anatomy, Phenolic Profile, and
Antioxidant Capacity of Tussilago farfara L. Vegetative Organs. Plants, 11(13), 1663.
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Graf. 5.1. Analiza LC/MS a extractului hidroalcoolic de Tussilago farfara L. (herba) recoltata din Macea
(THM), respectiv din Vatra Dornei (THVD).

Tabel 5.2.
Evaluarea calitativa si cantitativa a polifenolilor din extracte apoase de Tussilago farfara L. prin
LC/MS
Nr. Compusi Proba TAM Proba TAVD
crt. [ng/g planta uscati] [ng/g planta uscati]
1 Acid cafeic 52300 + 700 18300 + 270
2 Acid clorogenic 73300 + 2270 219400 + 6800
3 Acid trans-p-cumaric <QL 8700 + 130
4 Acid galic <QL 9700 + 300
5 Acid salicilic 6700 + 100 9100 + 130
6 Luteolina <QL 100 £ 10
7 Luteolin-7-O-glucozida <QL <QL
8 Hiperozida 3100 + 100 <QL
9 Rutozida 7400 + 230 1100 + 30
10 Kaempferol <QL <QL
11 Miricetind <QL <QL
12 Apigenina 200+ 10 <QL
13 Crisind 10000 + 310 1000 + 30
14 Naringenina 1000 £ 30 <QL
15 Carnosol <QL <QL

Abrevieri: Proba TAM = extract apos, locul de colectare a probei din Macea; Proba TAVD = extract apos,
locul de colectare a probei din Vatra Dornei; <QL = compus sub limita de cuantificare; valorile reprezinta
media aritmentica + deviatia standard a trei masuratori independente ale injectiilor replicate din acelasi extract.
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Graf. 5.2. Analiza LC/MS a extractului apos de Tussilago farfara L. (herba) recoltatd din Macea (TAM),
respectiv din Vatra Dornei (TAVD).

5.5. Analiza comparativa a continutului de polifenoli din extractele de Tussilago
farfara L. n contextul factorilor de mediu

Diferentele cantitative si calitative Intre cele doud tipuri de extract, hidroalcoolic si
apos, isi pot gasi explicatia prin gradul de solubilitate diferit in solventul compusilor
polifenolici analizati la punctul anterior. Diferentele observate intre cele doud populatii de
T. farfara L. apartinand regiunilor de campie si de munte, caracterizate de conditii
pedoclimatice complet diferite, pot fi explicate, conform literaturii de specialitate prin
genotip si/sau factori de mediu (Liu si colab, 2016; Tsusaka, 2019; Chelghoum si colab.,
2021). Intre factorii de mediu cu o influentd semnificativa asupra continutului de compusi
bioactivi din plante se numara si factorii pedoclimatici analizati in cadrul Capitolului 4. In
cazul speciei T. farfara L. este cunoscut aportul mai mare al factorilor de mediu, comparativ
cu genotipul, asupra continutului de alcaloizi pirolizidinici, a caror cantitate este mentinuta
la un nivel acceptabil in produsele comercializate, prin asigurarea unor conditii de cultivare
controlate (Wawrosch, 2000).

Zona de campie corespunzatoare locatiei de recoltare a plantelor de T. farfara L. pentru
analiza fitochimica este caracterizata de altitudine joasd (99 m), cu o climd temperat-
continentald cu influente oceanice, In care in anul recoltarii plantelor (2020) temperatura
medie anuald s-a situat intre 12,2-12,7°C (in functie de valorile emise de statiile
meteorologice din apropiere), cu aproximativ un grad mai mica decat in anul precedent. Tot
in anul recoltarii, iarna a fost mai calda decat in anul precedent, cu media lunii ianuarie intre

-0,9 — -0,4°C, iar vara a fost mai calda, cu media lunii iulie intre 21,4 — 22,3°C. Maximele
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s-au situat intre 33,7 — 36,7°C, iar minimele au fost negative, intre -10,4 si -7,3°C.
Precipitatiile au scazut in anul recoltarii (2020) fata de anul precedent, inregistrand 412,9 —
603,8 mm. Tn zona de recoltare de la cAmpie, n anul 2020 au fost intre 286-305 zile fara
inghet, fluctuatiile fatd de anul precedent fiind mai mici decat in zona de munte. Solul din
locatia de recoltare a prezentat un pH moderat alcalin (8,44), o cantitate extrem de mica de
fosfor asimilabil (0,21 ppm), una foarte mare de potasiu asimilabil (663 ppm) si un aport in
azot total scazut (1,11%). Avand in vedere preferintele ecologice ale speciei, descrise la
punctul 2.1.4, putem afirma cd parametrii pedoclimatici inregistrati in locatia de recoltare de
la campie corespund per ansamblu cerintelor plantelor de T. farfara, cu exceptia indicelui de
azot total, care este usor sub optimul speciei (nitrofild), dar situat in spectrul de toleranta.

In conditiile amintite mai sus, in extractele obtinute din plantele recoltate din zona de
campie au fost identificati un numar mai mare de polifenoli in extractul apos (8) decat in cel
hidroalcoolic (5). Se remarca un continut mare de kaempferol in extractul hidroalcoolic
(43000 ng/g planta uscata) si lipsa acestuia din extractul apos, precum si continutul mai mare
de apigenina si naringenind (1500, respectiv 2500 pg/g planta uscatd) fatd de extractul apos.
In conditiile de la cAmpie, infuzia din herba de T. farfara L. a prezentat un continutul mai
mare de acid clorogenic (73300 pg/g planta uscatd) fata de cel hidroalcoolic (10500 pg/g
plantd uscati), acesta fiind compusul principal. In infuzie au fost prezenti acidul cafeic,
acidul salicilic, rutozida si hiperozida, o cantitate mai mare de crisind, dar mai micd de
apigenind si naringenina.

Zona de munte corespunzatoare locatiei de recoltare a plantelor de T. farfara L. pentru
analiza fitochimica este caracterizatd de altitudine mai mare (1027 m), cu o climd
continentald rece si influente scandinavo-baltice. Spre deosebire de zona de campie, in
functie de valorile emise de statiile meteorologice din apropriere, temperaturile medii anuale
sunt mai mici cu aproximativ 2-10°C (1,9-10,5°C in anul recoltarii, 2020). Cu toate ca
tendinta de incélzire fatd de anul precedent recoltarii se pastreaza si in zona de munte, iernile
si verile sunt mai reci, cu temperaturi medii pentru lunile ianuarie si iulie din anul 2020 intre
-4,4 — -2,8°C, respectiv 10 — 19,9°C; cu maxime si minime scazute in anul recoltarii (2020),
intre 20,3 — 33,7°C, respectiv 19,5 — 15,1°C. Spre deosebire de campie, in zona de munte
cantitatea anuala cumulata de precipitatii este mai mare, 691,4 — 1419,5 mm in 2020, iar
numarul zilelor fara inghet este mai mic si marcat de fluctuatii mai mari fatd de anul
precedent (176-257 zile in 2020, 181-269 zile in 2019). Solul din locatia de recoltare
apartindnd zonei montane s-a caracterizat prin pH neutru (7), cantitate extrem de mica de

fosfor asimilabil, dar mai mare decat la campie (0,49 ppm), cantitate medie de potasiu
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asimilabil (149 ppm) si aport de azot mai scazut decat la campie (0,08%). Ca urmare,
conditiile pedoclimatice din zona montana se incadreaza in spectrul de toleranta dar usor sub
optimul preferat de specia T. farfara L. in ceea ce priveste indicii de temperatura, umiditate
si azot.

In aceste conditii, la populatia analizata din Vatra Dornei au fost observate urmatoarele
diferente in continutul de polifenoli al extractelor obtinute: un numar mai mare de polifenoli
in extractul hidroalcoolic (10) fata de cel apos (8), lipsa apigeninei si naringeninei din ambele
tipuri de extract si a hiperozidei din infuzie, precum si concentratia mai mare a compusilor
analizati in extractul apos. Se remarca in special concentratia de acid clorogenic din infuzie
(219400 pg/g planta uscatd) si a acidului cafeic (18300 pg/g plantd uscata). Tn schimb, n
extractul hidroalcoolic au fost identificati in plus carnosolul, miricetina, kaempferolul si

luteolin-7-O-glucozida, iar in extractul apos rutozida, luteolina si crisina.
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CAPITOLUL 6
CERCETARI MORFO-ANATOMICE SI FITOCHIMICE LA SPECIA
GERANIUM ROBERTIANUM L.

6.6. Consideratii privind caracterele morfo-anatomice si compozitia fitochimica a
organelor vegetative la specia Geranium robertianum L.
Rezultate de ordin morfo-anatomic obtinute la specia Geranium robertianum L.:

— O caracterizare in detaliu fard precedent in literatura de specialitate a radacinii
adventive, rizomului, tulpinii aeriene, petiolului si limbului foliar la aceasta specie, in baza
imaginilor de microscopie optica*, SEM si TEM;

— Dintre elementele caracteristice speciei mentiondm dispunerea corpului lemnos
secundar 1n cilindrul central sub forma a doua triunghiuri opuse de vase lemnoase, respectiv
doua triunghiuri de raze medulare parenchimatic omogene, care se sprijind cu baza pe
cambiu, atat in structura radacinii adventive, cat si a rizomului*. Un aspect aparte observat
in sectiunile transversale prin rizom este prezenta unui parenchim acvifer localizat in doud
grupdri opuse, la limita dintre parenchimul lemnos si libriform, care poate fi explicatd prin
rolul plantei in fitoremedierea substratului (Plansele 6.1.-6.3.). Imaginile SEM confirma
forma neregulat-ovala a rizomului, prezenta suberului si a stratului extern de mucilagiu,
alaturi de depozite amorfe, semi-sferice, particule fine si cristale (Plansa 6.8.). Mucilagiile
sunt confirmate si de imaginile TEM (Plansele 6.13.-6.14.);

— Analiza sectiunilor transversale prin tulpina aeriand completeaza literatura de
specialitate cu detalii noi despre structura anatomica si prezintd aspecte de variabilitate n
conturul sectiunii transversale si diferentierea scoartei, importante in incadrarea speciei la
grupul Geranium cu tuberculi (Plansa 6.4.). Micromorfologic, tulpina se caracterizeaza prin
suprafata cu striatii paralele, la distante egale de 23,59 + 3,15 um, prin prezenta a 3 tipuri de
peri: (1) tectori, unicelulari, de 853,12 + 79,12 um lungime, cu baza lata si varful ascutit, cu
pereti celulari netezi, translucizi in imagini de microscopie opticd si cu picaturi lipidice la
interior, (2) tectori, unicelulari, cu lungime de 296,18 + 33,85 um, varf ascutit si aplecat in
aceeasi directie, rar erecti, pereti celulari netezi, asezati grupat, mai rari decat precedentii,
(3) peri scurti, conici, cu o gatuire inainte de varful scurt si conic, posibil secretori. Diferenta
morfologica fata de perii mentionati in literatura de specialitate a determinat denumirea

acestor peri ca fiind de Tipul IV, Tipul V, respectiv peri scurti (Plansa 6.9.).

* Bota, V.B., Olah, N.K., Chise, E., Arsene, G.-G., Zamfirache, M.-M., Turcus, V. 2022b. Etude des structures morpho-anatomiques
productrices de principes actifs utilisés en pharmacologie chez Geranium robertianum L., Bulletin de la Société Francaise
d’Ethnophamacologie et de la Société Européene d'Ethnophamacologie/ Dossier spécial « Médecine traditionnelle de Roumanie » 66,
Fleurentin Jacques, Kessler-Bilthauer Deborah, Weniger Bernard, Les Sociétés, Metz, France, ISSN 1261-4572.



— Analiza structurii anatomice a petiolului a permis identificarea prezentei perilor
tectori unicelulari, de dimensiuni mari si la acest organ, aspect aflat in opozitie cu datele din
literatura de specialitate (Plansa 6.5.). Conform imaginilor SEM acestia corespund perilor
de Tip IV si V, cei din urma fiind mai rari, dispusi in coloana de-a lungul striatiilor (Plansa
6.10);

— Analiza sectiunilor transversale prin limbul foliar oferd o descriere completa a
structurii anatomice a nervurii mediane si mezofilului, confirmand impreuna cu imaginile
de SEM prezenta perilor tectori de tipul IV de-a lungul nervurilor, a perilor secretori de tipul
I si I mentionati in literatura de specialitate si prezenta cristalelor in celulele corticale, care
sustin includerea speciei la grupul Geranium cu tuberculi; conform rezultatelor obtinute,
stomatele si perii tectori sunt prezente pe ambele fete ale limbului foliar, dar vizibil mai

numeroase pe fata abaxiala (Plansele 6.6..-6.7., 6.11,.-6.12.);
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Plansa 6.1. A-D Sectiune transversala prin ridicina adventiva la Geranium robertianum L. P — periderma, Fsc
— fascicul conducitor, S — suber, F — felogen, Sc — scoarta, Scl — sclerenchim, Ph — floem, X — xilem, R — raza
medulard, Flm — fibre lemnoase, PIm — parenchim lemnos, Lp — lemn primar, sdgeatd rosie — periderma in
exfoliere, sdgeatd neagra — substante gelatinoase.
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Plansa 6.2. A-F Sectiune transversala prin rizom la Geranium robertianum L. P — periderma, Sc — scoarta, Ls
— lemn secundar, Lp — lemn primar, R — raze medulare, Pa — parenchim acvifer, S — suber, F — felogen, Ph —
floem, X — xilem, FIm — fibre lemnoase, PIm — parenchim lemnos.

Plansa 6.3. A-B Sectiune transversala prin rizom la Geranium robertianum L.; A — Detaliu zona de trecere de
la parenchim acvifer la scoartd; B — detaliu sector central cu lemn primar si varful celor doud triunghiuri de

lemn secundar. Pa — parenchim acvifer, Sc — scoartd, R — raze medulare, Ls — lemn secundar, sigeata rosie —
lemn primar.
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Plansa 6.4. A-D Sectiune transversald prin tulpina aeriand la Geranium robertianum L. E — epiderma, St —
stomatd, Pt — par tector, Sc — scoarta, Scl — sclerenchim, Fsc — fascicul conducitor, Ph — floem, X — xilem, PIm
— parenchim lemnos, M — maduva, sageata rosie — procambiu, sdgeatd galbena — protoxilem.

Plansa 6.5. Sectiune transversald prin petiol la Geranium robertianum L. E — epiderma, H — hipoderma, P —
parenchim, Pt — par tector, St — stomata, Scl — sclerenchim, Fsc — fascicul conducétor, Ph — floem, X — xilem,
PIm — parenchim lemnos.
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Plansa 6.6. A-F Sectiune transversala prin limbul foliar la Geranium robertianum L. A, C, E — Detalii ale
nervurii mediane, B — Aspect de ansamblu, D, F — Detalii mezofil. Ei — epiderma inferioara, Es — epiderma
superioara, Fsc — fascicul conducator, P — parenchim, Pt — par tector, Ps — par secretor, Tp — tesut palisadic, T1
— tesut lacunar, X — xilem, Ph — floem, Cs — celule suport, Cg — cap glandular.

Df

Fig. 6.7. Sectiune transversal-superficiala prin limbul foliar internervural la Geranium robertianum L.; prin
transparentd se observa ursini (druze), iar la nivelul epidermei insertia unui par secretor. E — epiderma, Dr —
druze, Cs — celule suport, Cg — cap glandular, C — cuticula.
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Plansa 6.8. A-D Microtopografia rizomului la Geranium robertianum L. Sdgeata alba — ramificatie laterala,
sageatd rosie — perete celular, sigeatd galbena — mucilagii, cap de sdgeata galbena — cristal.

Plansa 6.9. A-D Microtopografia tulpinii aeriene la Geranium robertianum L.; C — detalii ale epidermei cu
peri si stomate; D — detalii ale unui par tector de Tip IV. Sageata rosie — peri tectori de Tip IV, sdgeata galbena
— peri tectori de Tip V, sdgeata albastrd — peri scurti, sageata alba — striatii ale epidermei, cap de sageata alba
— stomata, sageatd neagra — particule fine pe suprafata peretilor perilor de Tip I'V.
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Plansa 6.10. A-D Microtopografia petiolului la Geranium robertianum L. Sageata rosie — peri tectori de Tip
IV, sdgeata galbena — peri tectori de Tip V, sdgeata alba — striatii, sageatd neagra — aspect neted al cuticulei.

Plansa 6.11. A-D Microtopografia epidermei inferioare a limbul foliar la Geranium robertianum L. Sageata
rosie — peri tectori de Tipul IV, sdgeata galbena — peri secretori, sageatd alba — cuticula cutata, cap de sageata
alba — stomate.
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Plansa 6.12. A-D Microtopografia epidermei superioare a limbul foliar la Geranium robertianum L. Sageata
rosie — par tector de Tipul IV, cap de sdgeata galbend — nervura, sigeatd galbend — cuticula cutata, cap de
sageatd neagra — pereti laterali ondulati ai celulelor epidermice, cap de sdgeata alba — stomate, sdgeata albastra
— depozite de saruri si particule amorfe.

Imaginile TEM indicd in cazul radacinii adventive prezenta unor depozite de taninuri
in celulele peridermei, a caror abundenta scade treptat spre scoartd, respectiv metaboliti
secundari care apar atit in celulele peridermei, cat si ale liberului si lemnului secundar
(Plansele 6.13.-6.14.). In cazul rizomului au fost observate numeroase depozite intra si
intercelulare Intre endoderma si cambiu, aspectul lor sugerand o naturd fenolica, respectiv
lipidicd, iar in celulele parenchimului lemnos au fost observate formatiuni de natura
cristalind (Plansele 6.17.-6.18., 6.20). Analiza ultrastructurala a tulpinii aeriene cuprinde
aspecte ale celulelor hipodermice precum depozite aciculare intravacuolare si formatiuni
electron-dense n cloroplaste asociate cu ruperea membranei acestora, pentru care nu a fost
gdsita o explicatie in literatura de specialitate; formatiuni electron-dense de natura
necunoscutd, prezenta cloroplastelor si a corpurilor multiveziculare in parenchimul liberian
(Plansele 6.21.-6.22.). Depozite aciculare au fost observate, de asemenea, in celulele
epidermice ale petiolului, spre interiorul peretelui celular si la exteriorul celulelor
hipodermice, spre camera aerifera (Plansele 6.24.-6.26.). In cadrul limbului foliar se remarca
dimensiunea celulelor din epiderma adaxiald superioara celorlalte celule din organ,

majoritatea depozitelor intravacuolare observate fiind acumulate la acest nivel si mai rar in
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celule palisadice, lacunare sau ale epidermei abaxiale; extravacuolar au fost observate
depozite de taninuri si picaturi lipidice mari in cloroplaste, care pot fi asociate cu stresul
abiotic din mediu cauzat de aportul scazut de azot, confirmat de analiza solului din locatia

de recoltare (Plansele 6.27.-6.28.).

Plansa 6.13. A — Sectiune transversald semifina prin radacina adventiva la Geranium robertianum L. cu zona
selectata pentru analiza TEM (in trapez), 10X; B — detaliu sector marginal analizat, 40X. P — periderma, Sc —
scoartd, Ph — floem, C — cambiu, X — xilem, F — fibre lemnoase, sageata rosie — mucilagii.

Plansa 6.14. A-F Aspecte din ultrastructura celulelor din periderma radacinii adventive la Geranium
robertianum L., cu rol in sinteza si stocarea compusilor bioactivi; C-E reprezintd detalii din figura A. V —
vacuole cu depozite granulare, M — meat, sageata albastra — lamela mediana, sigeata portocalie — mucilagii la
exteriorul peridermei, cap de sdgeata rosie — punctuatiune, stelutd galbena — depozite de taninuri, steluta alba
— depozit compact de taninuri, sigeatd neagra — depozit intercelular, sageata chevron galbend — depozite
electrondense Tn stadii incipiente, de-a lungul tonoplastului.
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Plansa 6.17. A — Sectiune transversald semifina prin rizom la Geranium robertianum L. cu zona selectata
pentru analiza TEM (in trapez), 10X; B — detaliu sector din cilindrul central, 40X. P — periciclu, Scl —
sclerenchim, Ph — floem, X — xilem, C — cambiu, F — fibre lemnoase, sdgeatd rosie — depozite intracelulare,
sageatd neagra — depozite intercelulare.

din ultrastructura celulelor sclerenchimatice. V — vacuold, N — nucleu, m — mitocondrie, Ci — citoplasma, r-
ribozomi, sdgeatd portocalie — reticul endoplasmatic rugos, sdgeatd rosie — depozit electron-dens, sigeata
neagrd — vezicule, sdgeatd galbend — picaturi lipidice, cap de sdgeatd rosie — plasmodesme, cap de sdgeata
galbend — punctuatiune care comunica cu apoplastul.
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Plansa 6.20. A-B — Sector de parenchim lemnos al rizomului la Geranium robertianum L. cu depozite electron-
dense intracitoplasmatice si cristale intravacuolare; C-D — sector de xilem si fibre lemnoase. V — vacuold, C —
citoplasma, N — nucleu, m — mitocondrie, bara neagra — perete celular, sageatd albastra — lamela mediana,
sageata portocalie — reticul endoplasmatic rugos, sigeata rosie — vezicule, sageata neagra — depozite electron-
dense, cap de sageatd rosie — punctuatiuni marginite pe partea xilemnului, cap de sidgeatd neagra —
plasmodesme.

Plansa 6.21. A — Sectiune transversala semifind prin tulpina aeriana la Geranium robertianum L. cu zona
selectata pentru analiza TEM (in trapez), 10X; B — detaliu sector marginal analizat, 40X. E — epiderma, H —
hipoderma, Pa — parenchim cortical, Fsc — fascicul conducator libero-lemnos, sdgeata rosie — cuticula, sdgeata
neagri - cloroplaste.
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Plansa 6.22. A-H Aspecte din ultrastructura celulelor parenchimului cortical al tulpinii aeriane la Geranium
robertianum L.; A —sector de celule parenchimatice cu depozite de amidon; B — detaliu din figura H cu depozite
aciculare; C-H — detalii din ultrastructura plastidelor si nucleului. V — vacuola, M — meat, C — cloroplast, m —
mitocondrie, G — grana, T — tilacoide, P — plastoglobuli, N — nucleu, n — nucleol, sdgeatd neagra — granule de
amidon, sdgeatd albastrd — lamela mediana, sageatd rosie — vezicule de transport, sigeata portocalie — vezicule
in stroma cloroplastului, cap de sdgeata neagrd — depozite aciculare, bara neagra — perete celular, sageata
chevron galbend — formatiuni electron-dense in cloroplast asociate cu ruperea membranei, sageatd chevron
portocalie — formatiuni electron-dense intracitoplasmatice, cap de sageata rosie - plasmodesme.

‘ L83

Plansa 6.24. A — Sectiune transversald semifind prin petiol la Geranium robertianum L. cu zona selectata
pentru analiza TEM (in trapez), 10X. B — detaliu sector marginal analizat, 40X. E — epiderma, H — hipoderma,
Pa — parenchim fundamental, Fsc — fascicul conducator libero-lemnos, sdgeata rogie — cuticula, sageata neagra
— cloroplaste, sdgeata portocalie - nucleu.
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Plansa 6.25. A-C, E — Aspecte din ultrastructura celulelor epidermice ale petiolului la Geranium robertianum
L.; D — celuld hipodermica, cu detaliu in figura F; B,C reprezinta detalii din figura A. E — epiderma, P — perete
celular extern, V — vacuola, N — nucleu, Ci — citoplasma, G — Aparat Golgi, r — ribozomi, m — mitocondrie, C
—cloroplast, Gr — grana, sdgeata galbend — cuticula, sdgeata albastrd — lamela mediand, sageata rosie — vezicule
de transport, sageatd neagra — vezicule golgiene, sageatd verde — cloroplast partial degradat, cap de sdgeatd
rosie — depozite electron-dense.
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Plansa 6.26. A-F — Aspecte din ultrastructura celulelor din hipoderma si parenchim fundamental ale petiolului
la Geranium robertianum L.; C, E reprezinta detalii din figura A (hipoderma); D, F reprezinta detalii din figura
B (strat extern al parenchimului fundamental). E — epiderma, H — hipodermd, Ca — camera aerifera, Pa —
parenchim, V — vacuold, A — amidon, P — plastoglobul, T — tilacoide, G — grana, m — mitocondrie, Ci —
citoplasma, bara neagra — perete celular, sdgeata portocalie — reticul endoplasmatic rugos, cap de sageata rosie
— depozite electron-dense aciculare.

Plansa 6.27. A — Sectiune transversala semifind prin limbul foliar la Geranium robertianum L. cu zona
selectata pentru analiza TEM (in trapez), 10X; B — detaliu sector de mezofil analizat, 40X. Es — epiderma
superioard, Ei — epiderma inferioard, Tp — tesut palisadic, T1 — tesut lacunos, sageata rosie — cuticula, sigeata
neagra — camera aeriferd, sageata galbend — depozite intravacuolare.
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Plansa 6.28. A-J — Aspecte din ultrastructura epidermei superioare si tesutului palisadic ale limbului foliar la
Geranium robertianum L.; D — detaliu din figura A; F-1 — detalii din figura D; E — detaliu din figura C; J —
detaliu din figura B. ES — epiderma superioara, Ca — camera aerifera, Tp — tesut palisadic, V — vacuold, N —
nucleu, n — nucleol, L — lizozom, A — amidon, sageata galbena — cloroplast, sageata rosie — depozit electron-
dens, sdgeatd neagrd — Veziculd, sigeatd albastra — cuticula, sageata portocalie — reticul endoplasmatic rugos,
stelutd albad — picaturd lipidica, cap de sdgeata rosie — plasmodesme.

Rezultate obtinute Tn urma analizei fitochimice a extractelor obtinute din plante de
Geranium robertianum L. apartinand celor doud populatii recoltate din flora spontana a celor
doua zone geografice din Romania (zona de campie — Macea, zona de munte — Vatra
Dornei):

Tn urma analizei LC/MS a extractelor din plante integrale de Geranium robertianum
L. au fost identificati 14 polifenoli in extractele hidroalcoolice obtinute din invidizi recoltati
din Macea si Vatra Dornei (Tabel. 6.1.), respectiv 12 polifenoli in infuzia din indivizi

recoltati de la Macea si 7 in infuzia din indivizi recoltati de la Vatra Dornei (Tabel 6.2.).
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Analiza GC/MS a permis identificarea eucaliptolului in toate extractele de G. robertianum
L. obtinute, in cantititi mai mari in materialul vegetal provenit din zona montani. In cazul
acestei specii s-a identificat pentru prima datd prezenta eucaliptolului, acidului salicilic,
apigeninei, luteolin-7-O-glucozidei si a acidului trans-p-cumaric. Au fost observate cantitati
notabil mai mari de acid clorogenic, cvercetina, acid trans-p-cumaric, acid salicilic si
naringenina in extractul hidroalcoolic din plante recoltate din Macea, respectiv mai mari de
acid galic, rutozidd si geraniind in cel din plante recoltate din Vatra Dornei. Cu exceptia
eucaliptolului, in infuziile analizate au fost observate cantitdti mai mari de polifenoli in
materialul vegetal recoltat de la Macea, comparativ cu cel de la VVatra Dornei. Toti polifenolii
identificati sunt 1nsa in cantitati mult mai mari in extractele hidroalcoolice comparativ cu
cele apoase. Compusul principal din extractele analizate a fost cvercetina, in cantititi mai

mari in materialul vegetal recoltat de la campie (Graf. 6.1.-6.2.).

Tabel 6.1.
Evaluarea calitativa si cantitativa a polifenolilor din extracte hidroalcoolice de Geranium

robertianum L. prin LC/MS si GC/MS

Nr. crt. Compusi Proba GHM Proba GHVD
[ng/g planta uscati] [ng/g planta uscati]

1 Acid cafeic 416+104 426 +10.2
2 Acid clorogenic 3636 + 197.5 1217 +87.2
3 Acid trans-p-cumaric 185+3.8 63+24
4 Acid salicilic 398 +10.1 158 £ 3.5
5 Acid galic 292 + 8.6 460 +£10.6
6 Apigenind 8+0.1 5+0.1
7 Hiperozida 2728 £117.2 2124 £121.2
8 Kaempferol 2688 + 108.9 2679+ 101.9
9 Luteolina 5+0.1 9+0.1
10 Luteolin-7-O-glucozida 38+05 39+05
11 Naringenina 47+£0.7 24+ 05
12 Cvercetina 26913 £ 847.2 16695 £ 875.2
13 Rutozida 2373 +£134.5 3428 +£179.4
14 Geraniina 98 +3.1 118 + 3.7
15 Eucaliptol (GC/MS) 2+0.1 19+£05

Abrevieri: Proba GHM = extract hidroalcoolic, locul de colectare a probei din Macea; Proba GHVD = extract
hidroalcoolic, locul de colectare a probei din Vatra Dornei.
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Graf. 6.1. Analiza LC/MS a extractului hidroalcoolic obtinut din plante integrale de Geranium robertianum L.
apartinand celor doud populatii luate in studiu - din Macea (GHM), respectiv din Vatra Dornei (GHVD).

Tabel 6.2.
Evaluarea calitativa si cantitativa a polifenolilor din extracte apoase de Geranium robertianum L.

prin LC/MS si GC/MS

Nr. crt. Compusi Proba GAM Proba GAVD
[ng/g planta uscati] [ng/g planta uscati]
1 Acid cafeic 89+3.1 <QL
2 Acid clorogenic 15+ 04 <QL
3 Acid trans-p-cumaric 129+4.2 45+£20
4 Acid salicilic 42+1.1 33+1.3
5 Acid galic 50+2.4 12+0.7
6 Apigenind 1+0.1 <QL
7 Hiperozida 37x1.0 <QL
8 Kaempferol 56 £2.1 23+1.1
9 Luteolina <QL <QL
10 Luteolin-7-O-glucozida <QL <QL
11 Naringenina 9+0.1 2201
12 Cvercetina 397 £10.2 52+1.2
13 Rutozida 19+0.6 <QL
14 Geraniine 24+0.9 20+0.5
15 Eucaliptol (GC/MS) 3+0.1 14+£0.3

Abrevieri: Proba GAM = extract apos, locul de colectare a probei din Macea; Proba GAVD = extract apos,
locul de colectare a probei din Vatra Dornei; <QL = compus sub limita de cuantificare; valorile reprezinta
media aritmentica + deviatia standard a trei masuratori independente ale injectiilor replicate din acelasi extract.
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Graf. 6.2. Analiza LC/MS a extractului apos obtinut din plante integrale de Geranium robertianum L.
apartinidnd celor doud populatii luate in studiu - din Macea (GAM), respectiv din Vatra Dornei (GAVD).

6.5. Analiza comparativd a continutului de polifenoli din extractele de Geranium
robertianum L. Tn contextul factorilor de mediu

Tn cazul speciei Geranium robertianum L., conform celor citate Tn subcapitolul 2.2.,
plantele prezinta o capacitate remarcabila de adaptare la o paleta larga de conditii de mediu,
fiind cunoscuta variabiliatatea lor morfo-anatomica si biochimica indusa de factorii de mediu
pana la posibilitatea existentei ecotipurilor. Literatura de specialitate consultatd prezinta
aspecte legate de variabilitatea si conservarea genetica a unor trasaturi morfologice si putine
date despre variabilitatea biochimica.

Avand in vedere amplitudinea ecologica mare a speciei, In special fatd de factorii
climatici, cerintele plantelor au fost satisfacute atat in locatiile de recoltare din zona de
campie, cat si din zona de munte. Conform celor discutate la punctul 2.2.4., specia este mai
degraba sensibila la indicele de lumina, dar plantele din ambele locatii de recoltare s-au situat
la umbra permanenta, asiguratd de coroana arborilor si a vegetatiei din jur, prezentand o
biomasa bine dezvoltatad. Indicele de pH corespunde intocmai cerintelor speciei in ambele
situri de recoltare, in schimb indicele de azot poate fi considerat sub optim in zona de munte.

Locatia de recoltare a plantelor de G. robertianum L. din zona de campie este situata
la o altitudine joasd (99 m), Incadratd intr-o climd temperat-continentala cu influente
oceanice, in care in anul recoltdrii plantelor pentru analiza fitochimica (2021) temperatura
medie anuald s-a situat intre 11,7 — 12,2°C, in functie de valorile emise de statiile
meteorologice din apropiere. Media lunii ianuarie a avut valori pozitive Tn anul 2021, intre
1,1 — 2,2°C, spre deosebire de anii 2019-2020, in care a avut valori negative. Media lunii
iulie, cuprinsd intre 24,9 — 25,6°C 1n anul 2021, confirma tendinta generala de incélzire de

pe parcursul dezvoltarii ontogenetice a plantelor. Temperaturile maxime atinse in anul
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recoltarii au fost de 36,8 —38,5°C, iar minimele de -12,8 si -12,4°C. Tn zona de recoltare din
Macea, in anul 2021, precipitatiile cumulate au fost de 395,3 — 578 mm, iar numarul de zile
fara inghet cuprinse intre 274 si 294. Solul din situl de recoltare s-a caracterizat prin pH slab
acid spre neutru (6,72). cantitate foarte mare de fosfor asimilabil (224,99 ppm), mare de
potasiu asimilabil (626 ppm) si indice mediu de azot total (2,56%).

In aceste conditii, au fost identificati 15 compusi bioactivi in extractul hidroalcoolic
(14 polifenoli si monoterpena eucaliptol) si 13 in extractul apos (12 polifenoli si eucaliptol),
in acesta din urma luteolina si luteolin-7-O-glucozida fiind sub limita de cuantificare. Tn
ambele tipuri de extracte se remarca cvercetina ca si compus principal din punct de vedere
cantitativ fatd de alti compusi din acelasi extract. Toti polifenolii identificati sunt insa in
cantitdti mult mai mari in extractul hidroalcoolic comparativ cu cel apos, iar diferenta
continutului de eucaliptol este de numai 1 pg/g plantd uscata.

Locatia de recoltare a plantelor de G. robertianum L. din zona de munte este situata la
o altitudine de 863 m, Incadratd intr-o climd continentald-rece cu influente scandinavo-
baltice, in care 1n anul recoltarii plantelor pentru analiza fitochimica (2021) temperatura
medie anuala s-a situat intre 0,7 — 9,8°C. In anul recoltarii plantelor (2021) temperatura
medie a lunii ianuarie a avut valori pozitive, intre 7,7 si 0,2°C, iar media lunii iulie a fost
intre 12,2 si 22,3°C. In situl de recoltare temperatura maxima in anul 2021 nu a depasit
33,3°C, iar minimele nu au depdasit pragul de -25,9, atingand si 15.4°C, in functie de statia
meteorologica din apropiere. Situl de recoltare a plantelor analizate din zona montand este
marcat de precipitatii abundente, valorile cumulate in anul 2021 fiind de 757,4 — 1528,1 mm.
Numarul de zile fard inghet la nivelul solului in anul 2021 a fost intre 166 si 252. Conditiile
edafice din situl de recoltare a plantelor au cuprins un indice de reactie slab acid (6,03),
valori extrem de mici de fosfor asimilabil (0,55 ppm), medii de potasiu asimilabil (148 ppm)
si mici de azot total (0,25%).

In contextul factorilor de mediu analizati din zona montana, s-a observat ca, asemeni
extractelor din zona de campie, extractul hidroalcoolic prezintd un numar mai mare de
polifenoli (14) fatd de cel apos (7). Monoterpena eucaliptol continua sd fie prezenta si in
extractele obtinute din plantele din zona montana, in cantitate mai mare decat in cele obtinute
din plante din zona de campie (14-19 pg/g planta uscata in functie de tipul de extract, fata
de 2-3 pg/g planta uscatd). Polifenolii prezenti in extractul hidroalcoolic dar sub limita de
cuantificare in infuzia preparatd din plante din zona montana sunt acidul cafeic, acidul
clorogenic, apigenina, hiperozida si rutozida, luteolin si luteolin-7-O-glucozida. Compusul

principal continua sa fie cvercetina, dar in cantitati mult mai mici decat in plantele din zona
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de campie (mai putin cu 10218 pg/g planta uscata in extractele hidroalcoolice si mai putin
cu 345 pg/g plantd uscatd in extractele apoase). In privinta continutului de kaempferol,
diferentele sunt mici fatd de plantele de la campie in cadrul extractelor hidroalcoolice, aspect
similar observat si pentru continutul de acid cafeic, apigenina, luteolina si luteolin-7-O-
glucozida (diferente de 1 pana la 10 pg/g plantd). Aceste diferente sunt mai mari in cadrul
extractelor apoase, in care kampferolul este la mai putin de jumatate din cantitatea observata
la influzia din plantele de la cAmpie. Naringenina, un alt compus de referinta in variabilitatea
indusa de conditiile de mediu (conform literaturii de specialitate), este in cantitati mai mici
in extractele obtinute din G. robertianum din zona montana. Geraniina, o elagitanina
caracteristicd, a fost observatd in cantitate mai mare 1n extractul hidroalcoolic de la plantele

din zona montana si 1n cantitdti de pana la 6 ori mai mici in infuzii, indiferent de provenienta.
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CAPITOLUL 7
CERCETARI MORFO-ANATOMICE SI FITOCHIMICE LA SPECIA
LEONURUS CARDIACA L.

7.6. Consideratii privind caracterele morfo-anatomice si compozitia fitochimicd a
organelor vegetative la specia Leonurus cardiaca L.
Rezultate de ordin morfo-anatomic obtinute la specia Leonurus cardiaca L.:

— In urma analizei imaginilor de microscopie optica si SEM au fost obtinute o prima
descriere a structurii anatomice a radacinii adventive, a rizomului si a petiolului la acesta
Specie, respectiv prima caracterizare detaliatd a tulpinii aeriene si limbului foliar, iar in urma
analizei imaginilor TEM, o prima descriere a ultrastructurii organelor sale vegetative;

— Suprafata ambelor organe subterane este acoperita de mucilagii si cristale mici;
rizomul prezinta suber, lenticele si un cilindru central mai dezvoltat, cu floem secundar si
xilem organizate 1n straturi distincte; depozite intracelulare rare in parenchimul cortical si in
straturile exterioare ale floemului secundar indicd depozite de metaboliti secundari cu
semnificatie incerta in prezent* (Plansele 7.1.-7.3., 7.11.);

— Tulpina pastreaza structura generald pe toatd lungimea ei si se caracterizeaza prin:
conturul patratic-romboidal in sectiune transversald, 4 coaste mari cu monticuli plini de
colenchim angular si cu peri tectori in varf, unii inserati intr-o cupa formata din doua celule
si cu protuberante pe suprafata peretelui celular, 4 coaste intermediare atenuate, cuticuld
crenelata, mai multe tipuri de peri secretori (7) — sesili, scurt si lung pedicelati, cu glande
uni, bi- si pluricelulare, mai frecventi in partea superioard, lacund medulard, care dispare

treptat spre varf (Plansele 7.4.-7.6., 7.12.);

— Pe suprafata petiolului se regasesc perii tectori, dar cu varful aplecat si perii secretori
sesili si cu suport scurt, cu 1-2 pana la 4 celule secretoare; conform imaginilor SEM, perii
tectori sunt bicelulari, uniseriati, cu baza usor conica si un varf lung si ascutit, cu delimitarea
dintre cele doua celule marcata de un nod bombat (Plansele 7.7.-7.8., 7.13.);

— Limbul foliar este hipostomatic, cu peri tectori unicelulari cu pereti verucosi,
respectiv netezi si peri secretori mai frecventi pe fata inferioara; conform imaginilor SEM,
pe fata abaxiala perii tectori sunt dispusi de-a lungul nervurilor, iar numarul si dimensiunea
lor scade odatd cu ordinul de ramificatie, in timp ce perii secretori sunt prezenti intre

ochiurile retelei nervurale si pe nervurile de ordin inferior; pe fata adaxiald distributia perilor

* Bota, V.B., Turcus, V., Mihali, C. V., Ivanescu, C. L., Zamfirache, M.M., 2022¢ - A first report on the anatomical structure of
underground organs of Leonurus cardiaca L. species, Studia Universitatis ,,Vasile Goldis” Seria Stiintele Vietii, 32(3): 99-106 (publicat
la data 25.04.2025).



— tectori si secretori este inversd (perii secretori de-a lungul nervurilor si perii tectori

in ochiurile retelei si pe nervurile de ordin inferior) (Plansele 7.9.-7.10., 7.14.-7.15.);

Plansa 7.1. A-F Sectiune transversala prin radacina adventiva la Leonurus cardiaca L. R — rizoderma, Co —
cortex, E — endoderma, Sc — sclerenchim, Rm — raze medulare, Fsc — fascicul conducator libero-lemnos, Ex —
exodermd, P — periciclu, Ph — floem, X — xilem, FI — fibre lemnoase, PIm — parenchim lemnos, Lp — lemn
primar, Ls — lemn secundar, sdgeata neagra — pereti de diviziune, sdgeata rosie — mucilagii.
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Plansa 7.2. A-F Sectiune transversala prin rizom la Leonurus cardiaca L. E — epiderma, S — suber, Co — cortex,
En — endodermd, P — periciclu sclerenchimatic, Plb — parenchim liberian, Flb — fibre liberiene, Rm — raze
medulare, Fsc — fascicul conducator libero-lemnos, Lp — lemn primar, X — xilem, Fl — fibre lemnoase, PIm —
parenchim lemnos, Ph — floem, C — cambiu, sageata neagra — cristale de oxalat de calciu, sdgeatd rosie —
lenticela.

Fig.7.3. Sectiune transversala prin rizom la Leonurus cardiaca L., zona centrald. Lp — lemn primar, FI — fibre
lemnoase, Rm — raza medulara.
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Plansa 7.4. A-F Sectiune transversala prin partea inferioard a tulpinii la Leonurus cardiaca L. Mt — monticul,
Ps — par secretor, Pt — par tector, Fsc — fascicul conducator libero-lemnos, Ls — lemn secundar, Lp — lemn
primar, M —maduva, St — stomatd, Sc —scoarta, P — periciclu sclerenchimatic, L — lacuna aerifera, E — epiderma,
Co — colenchim angular, En — endoderma, Ph — floem, X — xilem, Fl — fibre lemnoase, Rm — razad medulara, H
— hipoderma, sageata rosie — cuticula crenelata, cap sageatd neagra — rafide, cap sdgeata rosie — incluziuni.

Plansa 7.5. A-D Sectiune transversala prin partea superioara a tulpinii la Leonurus cardiaca L. Mt — monticul,
Fsc — fascicul conducitor libero-lemnos, M — maduvi, L — lacuna aerifera, St — stomata, E — epidermd, Sc —
scoartd, En — endoderma, P — periciclu, Ph — floem, FI — fibre lemnoase, X — xilem, Lp — lemn primar, Co —
colenchim angular, S — sclerenchim, Pt — par tector, Ps — par secretor.
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Plansa 7.6. A-D Sectiune transversala prin partea superioara a tulpinii la Leonurus cardiaca L. — detalii peri
secretori (A-D) si peri tectori (C). G — glande secretoare, Sp — celule suport, C — cuticula, Sb — spatiu
subcuticular de depozitare, Pt — par tector, E — epiderma, Sc — scoartd, Co — colenchim angular, sigeata rosie
— cuticuld crenelata, cap sageata rosie — celule bazale in forma de cupa de la baza parului tector.

Plansa 7.7. A-F Sectiune transversala prin petiol la Leonurus cardiaca L.; A — aspect general; B — sector de la
baza crestei laterale si din santul adaxial; C — detaliu din partea centrald; D — detaliu din varful crestei laterale;
E — detaliu fascicul conducdtor central; F — sector din partea abaxiala. Pa — parenchim fundamental, Fsc —
fascicul conducitor libero-lemnos, E — epiderma, H — hipoderma colenchimatizata, S — sclerenchim, Co —
colenchim, Ph — floem, X — xilem, Pt — par tector, Ps — par secretor, sageata rosie — cuticula.
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Plansa 7.8. A-D Sectiune transversald prin petiol, la Leonurus cardiaca L., detalii ale perilor. E — epiderma,
Pt — par tector, Sp — celule suport, G — glande secretoare, C — cuticuld, cap sageata neagra — cristale, cap sigeatd
rosie — celule bazale in forma de cupa de la baza parului tector.
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Plansa 7.9. A-F Sectiune transversala prin limbul foliar la Leonurus cardiaca L., aspecte ale nervurii mediane.
Ps — par secretor, Pt — par tector, Fsc — fascicul conducator libero-lemnos, Ei — epiderma inferioara, Es —
epiderma superioara, H — hipoderma colenchimatizata, Pa — parenchim fundamental, S — sclerenchim, Ph —
floem, X — xilem, Co — colenchim, m — mucilagii, sigeata rosie — cuticuld crenelata, cap de sdgeatd neagra —
cristale.
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Plansa 7.10. A-F Sectiune transversala prin limbul foliar la Leonurus cardiaca L., aspecte ale mezofilului si
detalii ale perilor. Ei — epiderma inferioard, Es — epiderma superioara, Ps — par secretor, Pt — par tector, Fsc —
fascicul conducator libero-lemnos, G — glande secretoare, ¢ — cuticuld, Sb — spatiu subcuticular, Sp — celule
suport, St — stomata, Sa — camera substomatica, cap sdgeata neagra — cristale, cap sdgeata rosie — formatiuni
sferice.
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Plansa 7.11. A-B Microtopografia de suprafata a rizomului la Leonurus cardiaca L.; C-D — detalii de suprafata.
Séageatd neagra — aspectul neted al suprafetei epidermei, sdgeata rosie — cristale.

Plansa 7.12. A-B Microtopografia de suprafatd a tulpinii la Leonurus cardiaca L.; C — detaliu stomatd; D —
detaliu par tector. Sageata galbend — stomata, sageatd rosie (groasa) — par tector, sageata neagra (groasa) — par
secretor, sdgeata neagra — cute/striatii cuticulare in jurul stomatei.
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Plansa 7.13. A — Aspect general al microtopografiei de suprafaté a petiolului la Leonurus cardiaca L.; B-D —
detalii ale epidermei cu peri tectori si secretori. Sageatd galbena — stomata, sidgeata rosie (groasd) — par tector,
sdgeatd neagra (groasd) — par secretor, sageata rosie — hife miceliene, sageatd neagra — striatii cuticulare, cap
de sageata rosie — protuberante pe suprafata parului tector.

Plansa 7.14. A-B Microtopografia epidermei inferioare a limbului foliar la Leonurus cardiaca L.; C-F — detalii
ale epidermei, perilor tectori, secretori si ale stomatelor. N — nervurd mediand, n2- nervura de gradul 2, n3 —
nervura de gradul 3, n4 — nervura de gradul 4, cap de sdgeata rosie — par tector mic, sdgeata rosie — par tector
mare, sdgeatd neagra (groasd) — par secretor cu glande multiple, cap de sageatd neagrd — par secretor
uniglandular, sageata galbend — stomata, sdgeatd neagra — striatii cuticulare.
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Plansa 7.15. A-C Microtopografia epidermei superioare a limbului foliar la Leonurus cardiaca L.; D — detalii
ale cutelor si striatiilor cuticulare. N — nervurd mediana, sageata rosie — par tector, sdgeata neagra (groasa) —
par secretor, sdgeata neagrd — cute.

— Lanivelul rizomului, imaginile TEM prezinta aspecte din ultrastructura cambiului in
curs de diferentiere in liber si lemn secundar, depozite electron-dense la nivelul simplastului
si apoplastului, diverse tipuri de punctuatiuni si ingrosari ale peretilor celulari si indica
prezenta unor compusi polifenolici in fibrele lemnoase (Plansele 7.16.-7.18.). In tulpina
aeriand au fost observate depozite lipidice in celulele corticale si depozite aciculare in
celulele liberului secundar; spatiile din parenchimul lemnos, intre peretele primar si lamela
mediand sugereaza un proces de transport pe calea apoplastului (Plansele 7.20.-7.23.);
aspecte deosebite identificate in celulele corticale includ corpurile multiveziculare si
multilamelare implicate in cai secretorii si procese de autofagie (Plansa 7.27.). Analiza
ultrastructurald a petiolului evidentiaza cuticula si procesele implicate in formarea acesteia,
diverse depozite intravacuolare cu aspect cristalin, granular si fluid in fasciculele
conducatoare libero-lemnoase si teaca sclerenchimatica periliberiana, formatiuni veziculare
in spatiul intercelular dintre tesutul liberian si periliberian (Plansele 7.28.-7.29., 7.33.-7.34.).
Analiza ultrastructurii limbului foliar indica procese de sinteza si stocare a unor metaboliti,
in special de natura lipidica si polifenolica, in celulele parenchimului lacunar din jurul

vaselor conducatoare (Plansele 7.35.-7.36., 7.38.).
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Plansa 7.16. A — Sectiune transversald semifina prin rizom la Leonurus cardiaca L. cu zona de analiza pentru
TEM (in trapez) 20X; B — detaliu din cilindrul central cu raze medulare si sector de fascicul conducétor libero-
lemnos 40X. Sc — sclerenchim (fibre liberiene), Ph — floem, C — cambiu, F — fibre lemnoase, X — xilem, R —
raza medulara.

Plansa 7.17. A-F Aspecte din ultrastuctura liberului secundar, a cambiului si a fibrelor lemnoase ale rizomului
la Leonurus cardiaca L. F — fibrda lemnoasa, C — cambiu, Ca — celule anexe, Ph — floem, Cw — perete celular,
V — vacuold, M — meat, Ci — citoplasma, N — nucleu, m — mitocondrie, r — reticul endoplasmatic neted, cap
sageata rosie — punctuatiune, sdgeatd chevron galbena - depozite electron-dense intracelulare, sageata chevron
portocalie — depozite electron-dense la nivelul apoplastului, sageatd portocalie — depozite electron-dense la
marginea peretelui celular, sdgeatd rosie — reticul endoplasmatic rugos, sdgeatd neagrd — filament de
citoplasma, asterisc — veziculd cu mucilagii, cap sageata neagra — formatiune cu depozite osmofilice.
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Plansa 7.18. A,C,E Aspecte din ultrastructura unor fibre lemnoase tinere ale rizomului la Leonurus cardiaca
L., in diferite stadii de diferentiere; B,D,F — fibre lemnoase mature. N — nucleu, n — nucleol, C — citoplasma, V
— vacuold, m — mitocondrie, r — reticul endoplasmatic neted, M — meat, cap sageata rosie — punctuatiune,
acolada — portiuni neingrosate din peretele celular, sageatd neagra — vezicule intravacuolare, sigeata portocalie
— depozite electron-dense de la nivelul simplastului, sageata galbena — membrana celulard, sidgeatd rosie —
reticul endoplasmatic rugos, sageata albastra — lamela mediand, cap sdgeatd neagra — formatiune cu depozite
osmofilice si picaturi lipidice (steluta alba), asterisc — veziculd cu mucilagii, bara neagra — perete secundar.

LTS AT FOLE (S N
30N CE G ., S :
Plansa 7.20. A — Sectiune transversala semifina prin tulpina la Leonurus cardiaca L. cu zona de analiza pentru
TEM (in trapez), 10X; B — detaliu din zona marginald, intre creste, 40X. St — stomata, E — epiderma, H —
hipoderma, Co — cortex, P — periciclu, Lb — liber, C — cambiu, Lm — lemn, sdgeata verde — cloroplaste, sdgeata
rosie — depozite translucide, cap sageata rosie — cuticula crenelata.
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Plansa 7.21. A-C — Aspecte de ansamblu din ultrastructura scoartei la tulpina de Leonurus cardiaca L.; D-H
— detalii din ultrastructura celulelor corticale; I-K — detalii ale cloroplastelor din celulele corticale. N — nucleu,
m — mitocondrie, V — vacuold, G — grana, A — granula de amidon, sigeatd verde — cloroplast, sageata alba —
tilacoide, sageata rosie — vezicule, cap de sdgeata rosie — punctuatiuni, cap de sdgeatd neagra — excrescente la
nivelul peretelui celular, cap sdgeata albastrd — regiune difuza a citoplasmei, sageatd portocalie — reticul
endoplasmatic, sageatd neagra — formatiuni filiforme intravacuolare, stelutd alba — picatura lipidica, steluta
alba (4 colturi) — plastoglobul.
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Plansa 7.22. A-F — Aspecte din ultrastuctura inelului de liber secundar al tulpinii la Leonurus cardiaca L.; C,
D, E — detalii din figura A; F — detaliu din figura B; G-I — detalii surprinse la magnificatii mai mari din figurile
B/F, respectiv A/E. V — vacuola, M — meat, m — mitocondrie, cap de sigeata rosie — punctuatiune, cap de
sageatd neagra — depozite electron-dense intravacuolare, sageata alba — lamela mediand, sdgeatd rosie —
vezicule, sageatd neagra — depozite aciculare, sageata portocalie — reticul endoplasmatic, sageatd verde —
cloroplast, sdgeata chevron — citoplasma electron-densa, stelutd alba — picatura lipidica.

Plansa 7.23. A — Sectiune transversala semifind prin tulpind la Leonurus cardiaca L., cu zona de analiza
pentru TEM (in trapez), 10X; B — detaliu din zona adiacenta unui monticul, 20X. C — colenchim angular, E —
epiderma, H — hipoderma, Co — cortex, P — periciclu, Lb — liber, Lm — lemn.
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Plansa 7.27. A, D — Corpuri multiveziculare si corp paramural in celule corticale ale tulpinii la Leonurus
cardiaca L.; B, E-G — detalii marite ale imaginii din A; C — continuare a zonei superioare din A, detaliatd in
G. V —vacuold, M — meat, m — mitocondrie, cap de sageata rosie — plasmodesme, cap de sdgeata alba — vezicula
intracitoplasmatica, cap sageatd portocalie — formatiune electron-densa intracelulard, bara neagra — perete
celular, sdgeatd albd — lameld mediana, steluta albd — picaturd lipidica, sageata neagra — corp multilamelar,
sageata rosie — corp multivezicular, sigeatd rosie groasd — vezicule in contact cu peretele celular, sigeata
galbena — vezicula intravacuolard, sdgeata portocalie — vezicula in formare.

Plansa 7.28. A — Sectiune transversala semifina prin petiol la Leonurus cardiaca L. cu zona de analiza pentru
TEM (in trapez), 20X; B — detaliu zona marginala, 40X. E — epiderma, H — hipoderma, Co — colenchim, CI —
clorenchim, Lb — liber, Lm — lemn, Pa — parenchim, sigeatd neagra — cuticula crenelata.
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Plansa 7.29. A-l1 — Aspecte din ultrastructura epidermei si hipodermei din zona adiacentd crestei
colenchimatice a petiolului la Leonurus cardiaca L.; D, F, H —detalii din ultrastructura cuticulei. E — epiderma,
H — hipoderma, V — vacuold, Co — colenchim, C — cloroplast, N — nucleu, cap de sageata rosie — plasmodesme,
bara neagra — perete celular, sigeata portocalie — Citoplasma, cap de sdgeatd galbena — depozite electron-dense
intravacuolare, sdgeata albastra — vezicule, sageata rosie — depozite electron-dense la nivelul peretelui celular,
sageata galbenda — vezicule cu aspect electron-clar acumulate in spatiul dintre cuticuld si peretele celular,
sageatd neagrd — epicuticula, sageatd alba — fibrile.
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Plansa 7.33. A-F Aspecte din ultrastructura arcului sclerenchimatic periliberian al petiolului la Leonurus
cardiaca L. V — vacuola, Ci — citoplasma, m — mitocondrie, sageata galbend — reticul endoplasmatic rugos,
sageata rosie — corp multivezicular, sigeata neagra — depozite electron-dense.

Plansa 7.34. A-B Celule de depozitare de la nivelul arcului sclerenchimatic perifloemic al petiolului la
Leonurus cardiaca L. V — vacuola, M — meat, sigeatd albastra — lamela mediana, sageatd portocalie — reticul
endoplasmatic, sageatd rosie — depozite sferice electron-dense.
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Plansa 7.35. A — Sectiune transversald semifina prin limbul foliar la Leonurus cardiaca L. cu zona de analiza
pentru TEM (in trapez), 20X; B — detaliu epiderme si mezofil, 40X. Es — epiderma superioard, Ei — epiderma
inferioard, Pa — tesut palisadic, La — tesut lacunar, sdgeatd rosie — lacuna aerifera, sageatd neagra — picaturi
lipidice.

Plansa 7.36. A-G — Sectiune transversala prin mezofilul limbului foliar la Leonurus cardiaca L.; A-B —
Ultrastructura celulelor din tesutul lacunar; C-D — detalii din ultrastructura nucleului la celule din tesutul
lacunar si depozite osmofilice intarvacuolare; E-G — detalii din ultrastructura plastidelor. V — vacuola, N —
nucleu, n — nucleol, Ci — citoplasma, m — mitocondrie, C — cloroplast, T — tilacoide, G — grana, steluta rosie —
picdturd lipidica, sdgeatd rosie — plastoglobuli, sdgeata portocalie — reticul endoplasmatic rugos, sdgeata
galbend — reticul endoplasmatic neted, sdgeatd neagrd — vezicule, cap de sdgeata rotie — depozite osmofilice
intravacuolare.
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Plansa 7.38. A-F — Sectiune transversala prin mezofilul limbului foliar la Leonurus cardiaca L. Ultrastructura
celulelor parenchimatice cu rol de sinteza si depozitare a unor compusi secundari; C, E — detalii din Figura A,
D, F — detalii din Figura B. V — vacuola, Ca — camera aerifera, C — cloroplast, m — mitocondrie, N — nucleu, Ci
— citoplasma, stelutd rosie — picatura lipidica, sageata rosie — vezicule, cap de sigeata rosie — plasmodesme,
sageata portocalie — reticul endoplasmatic, asterisc — corpuri membranare de depozitare, steluté alba — depozite
osmofilice, sdgeata neagra — invaginatii veziculare ale plasmalemei.

Rezultate obtinute Tn urma analizei fitochimice a extractelor obtinute din plante de
Leonurus cardiaca L. apartinand celor doua populatii recoltate din flora spontana a celor
doua zone geografice din Romania (zona de campie — Macea, zona de munte — Vatra
Dornei):

in contextul factorilor pedoclimatici din cele doud locatii de recoltare, analiza LC/MS
a relevat prezenta a 10 polifenoli in extractele hidroalcoolice din plante integrale de
Leonurus cardiaca L. recoltate din Macea si Vatra Dornei (Tabel.7.1.), 6 in infuzia din
materialul vegetal recoltat din Macea si 7 in infuzia din materialul vegetal recoltat din Vatra
Dornei (Tabel 7.2.). Crisina si esculetina au fost identificate pentru prima data la aceasta
specie. Cantitativ, esculetina a fost compusul principal in extractele hidroalcoolice si in
infuzia obtinutd din L. cardiaca din Vatra Dornei, In care a fost observata si cantitatea

maximd. Cu exceptia acidului salicilic, infuzia din material vegetal recoltat de la campie
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prezintad concentratii mai mari de polifenoli, comparativ cu extractul hidroalcoolic de aceeasi

provenientd, dar si cu infuzia preparatd din materialul vegetal recoltat din zona montana

(Graf. 7.1.-7.2.).

Tabel 7.1.
Evaluarea calitativa si cantitativa a polifenolilor din extracte hidroalcoolice de Leonurus cardiaca L.
prin LC/MS
Nr. crt. Compusi Proba LHM Proba LHVD
[ng/g planta uscata] [ng/g planta uscata]

1 Acid cafeic 106 + 2.7 155+3.8

2 Acid clorogenic 121+ 3.0 144 + 3.6

3 Acid salicilic 365+9.1 114238

4 Apigenina 5+0.1 21.7x0.8

5 Crisind 11.5+0.72 10.1+ 0.6

6 Esculetind 3021+ 071.4 1930 + 45.6

7 Hiperozida 218+ 54 93.5+251

8 Kaempferol 13.7+0.84 29.6+£1.1

9 Luteolin-7-O-glucozida 12+0.7 175+1.04

10 Rutozida 1022 + 24.1 717 £17.9

Abrevieri: Proba LHM = extract hidroalcoolic, locul de colectare a probei din Macea; Proba LHVD = extract

hidroalcoolic, locul de colectare a probei din Vatra Dornei.
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Graf. 7.1. Analiza LC/MS a extractului hidroalcoolic obtinut din plante integrale de Leonurus cardiaca L.
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apartinand celor doud populatii luate in studiu - din Macea (LHM), respectiv din Vatra Dornei (LHVD).

Tabel 7.2.
Evaluarea calitativa si cantitativi a polifenolilor din extracte apoase de Leonurus cardiaca L. prin
LC/MS
NP crt Compusi Proba LAM Proba LAVD
' pus [ng/g planta uscata] [ng/g planta uscata]
1 Acid cafeic 80.2+21 101.6 £ 2.54
2 Acid clorogenic 13.6£0.8 14.6 £0.80
3 Acid salicilic 491 +12.2 331.5+8.34
4 Apigenina <QL 10.5+0.69
5 Crisind 11.7+0.73 12.1+0.71
6 Esculetind 28.6+ 1.17 3038 +£71.8
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NF. ort Compusi Proba LAM Proba LAVD
’ [ng/g planta uscata] [ug/g planta uscata]
7 Hiperozida 14.2£0.82 14.4+£0.82
8 Kaempferol <QL <QL
9 Luteolin-7-O-glucozida <QL <QL
10 Rutozida <QL <QL

Abrevieri: Proba LAM = extract apos, locul de colectare a probei din Macea; Proba LAVD = extract apos,
locul de colectare a probei din Vatra Dornei; <QL = compus sub limita de cuantificare; valorile reprezintd
media aritmentica + deviatia standard a trei masuratori independente ale injectiilor replicate din acelasi extract.
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Graf. 7.2. Analiza LC/MS a extractului apos obtinut din plante integrale de Leonurus cardiaca L. apartinand
celor doua populatii luate in studiu - din Macea (LAM), respectiv din Vatra Dornei (LAVD).

7.5. Analiza comparativa a continutului de polifenoli din extractele de Leonurus
cardiaca L. Tn contextul factorilor de mediu

Locatiile de recoltare ale plantelor de Leonurus cardiaca L. analizate fitochimic sunt
situate Tn zona de campie, la altitudinea de 99 m, respectiv in zona de munte, la altitudinea
de 791 m. Conditiile climatice de pe parcursul dezvoltarii ontogenetice corespund celor
analizate pentru anul 2021 (anul recoltarii materialului vegetal) in cadrul capitolului 4 si
amintite la punctul 6.5. Avand in vedere amplitudinea ecologica mare a speciei si cerintele
medii fatd de temperatura si umiditate prezentate la punctul 2.3.4., conditiile climatice din
zona de campie tind sa satisfaca mai bine preferintele plantelor de L. cardiaca L., aspect
sustinut si de biomasa vizibil mai bine dezvoltatd din acesta locatie. Din punct de vedere
edafic, pH-ul solului si indicele de azot total din zona de munte sunt mai apropiate de
cerintele speciei decat cele din zona de campie. In locatia de recoltare din Macea solul a
prezentat un aport extrem de mic de fosfor asimilabil dar o cantitate foarte mare de potasiu
asimilabil, Tn timp ce raportul lor a fost inversat in zona de munte, cu valori medii de fosfor

asimilabil si foarte mici de potasiu asimilabil.
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In aceste conditii, in materialul vegetal analizat apartindnd populatiei de L. cardiaca
de la campie au fost identificati 10 polifenoli in extractul hidroalcoolic si 6 in extractul apos.
Situatia a fost similard pentru materialul vegetal apartinand populatiei din zona de munte, o
diferentd fiind reprezentatd de prezenta apigeninei si In extractul apos, in cantitdti de 10,5
ug/g planta uscata. In schimb, kaempferolul, luteolin-7-O-glucozida si rutozida au lipsit din
infuzie la ambele populatii luate in studiu. In extractele hidroalcoolice, indiferent de
provenienta materialului vegetal, se remarca esculetin ca si compus principal, in cantitate
aproape dubld in extractul obtinut din plantele de la campie (3021 pg/g planta uscatd),
valoare care se pastreaza foarte aproape de cantitatea din extractul apos al plantelor de la
munte (3038 pg/g planti uscati). In extractele alcoolice, urmitorul compus in cantititi mai
mari decat restul polifenolilor identificati este rutozida, cu o valoare cunatificatd din nou mai
mare in materialul vegetal recoltat de la campie (1022 vs. 717 ng/g plantd uscatd). Cantitativ,
urmatorii compusi semnficativi sunt acidul cafeic, acidul clorogenic si acidul salicilic, peste
100 pg/g planta uscatd, cu exceptia acidului clorogenic din infuzii si a acidului cafeic din
extractul LAM (zona de campie). Acidul cafeic prezinta valori apropriate intre cele doua
populatii in cadrul extractelor hidroalcoolice (106 ng/g plantd uscata — LHM, 155 pg/g planta
uscatda — LHVD) si 1n extractul apos din plantele recoltate de la munte (101,6 pg/g planta
uscatd — LAVD). Acidul clorogenic si acidul salicilic prezenti in cantitati egale in extractul
hidroalcoolic din materialul vegetal recoltat din zona montana, variaza odatd in extractul
apos (scade cantitatea de acid clorogenic la 14,6 pg/g plantd uscatd si creste cantitatea de
acid salicilic la 331,5 pg/g planta uscata) si fatd de materialul vegetal recoltat din zona de
campie. Au fost observate valori mai mici, dar apropiate de acid clorogenic — 121 ug/g planta
uscatd 1n extractul hidroalcoolic, respectiv 13,6 pg/g plantd uscatd in infuzie si valori mai
mari de acid salicilic — 365 pg/g planta uscata in extractul hidroalcoolic si 491 pg/g planta
uscata 1n infuzie. Ca urmare, cantitatea maxima de acid salicilic, considerat un marker de
diferentiere a populatiilor de L. cardiaca L. (Lam si colab., 2022), a fost observata in
extractul apos al materialului vegetal recoltat din zona de campie. Restul polifenolilor
identificati au fost cuantificati cu valori sub 100 pg/g planta uscatd, cantitatea minima (5
pg/g planta uscatd) fiind inregistrata pentru apigenina din extractul hidroalcoolic din plante

de L. cardiaca L. recoltate de la campie.
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CAPITOLUL 8
CERCETARI MORFO-ANATOMICE SI FITOCHIMICE LA SPECIA
OENOTHERA BIENNIS L.

8.6. Consideratii privind caracterele morfo-anatomice si compozitia fitochimicd a
organelor vegetative la specia Oenothera biennis L.
Rezultate de ordin morfo-anatomic la specia Oenothera biennis L.:

— O prima caracterizare detaliatd a rddacinii, tulpinii, petiolului si limbului foliar la
aceasta specie din flora spontand a Romaniei prin tehnici de microscopie optica, SEM si
TEM;

— Analiza anatomica a radacinii a relevat diferente structurale intre baza carnoasa si
varful subtire, baza prezentind suberul mai subtire, inelul de liber secundar mai gros,
predominanta parenchimului liberian, celule parenchimatice cu rol de stocare intre
periderma si floemul extern, o frecventd mai mare a rafidiilor si un corp lemnos secundar
mai dezvoltat. Imaginile de microscopie optica confirmd prezenta floemului interxilar la
aceasta specie, a celulelor libriforme cu depozite gelatinoase, respectiv cu aspect intunecat,
iar imaginile SEM confirma prezenta mai multor depozite de cristale pe suprafata
peridermei* (Plansele 8.1.-8.3., 8.10);

— Analiza morfo-anatomica a tulpinii indicd prezenta floemului interxilar, respectiv
patru tipuri de peri tectori: in partea inferioara - (Pt-1) inserati perpendicular pe epiderma,
unicelulari, lungi si drepti, cu varful rotunjit, pereti netezi si transparenti; (Pt-2) situati in
varful unor creste mici, unicelulari, cu varful ascutit, scurti, drepti sau usor curbati, cu peretii
puternic ingrosati si cu protuberante pe suprafata, semi-transparenti; iar in partea superioara
(Pt-3) unicelulari, lungi, cu partea terminald indoita, paraleld cu epiderma, cu peretii grosi,
acoperiti de mici protuberante, (Pt-4) unicelulari, scurti, claviformi si curbati* (Plansele 8.4.-
8.5., 8.11.). In structura petiolului regisim perii Pt-3 si Pt-4, mai numerosi pe fata superioar
(Plansele 8.6..-8.7., 8.12.). In structura limbului foliar regisim perii de tip Pt-1, Pt-4 si peri
secretori foarte scurti, cu glanda puternic bombatd; un aspect caracteristic al mezofilului este

prezenta unor formatiuni sferice, cu un continut granular, rar translucid* (Plangele 8.8..-8.9.,

8.13.-8.14.);

* Bota, V.B., Turcus, V., Mihali, C.V., Arsene, G.-G., Ivanescu, L.C., Zamfirache, M.-M., 2020 - Anatomical investigations on Oenothera
biennis L. using optical microscopy and scanning electron microscopy (SEM), Research Journal of Agricultural Science 52(1): 61-71.



Plansa 8.1. A-F Sectiune transversala prin partea inferioara a radacinii la Oenothera biennis L. S — suber, R —
raza medulard, C — cambiu, Ph — floem, Pl — parenchim liberian, X — xilem, PIm — parenchim lemnos, steluta
portocalie — cavititi, sageatd neagra — periderma in exfoliere, sageata rosie — celule cu depozite granulare.
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Plansa 8.2. A-F Sectiune transversala prin partea superioard a radacinii la Oenothera biennis L. S — suber, Co
—cortex, Lbs — liber secundar, Lms — lemn secundar, X — xilem, Lix — liber interxilar, PIm — parenchim lemnos,
R — razd medulara, F — fibre lemnoase, Lp — lemn primar, sageatd portocalie — rafide, sageata rosie — celule
depozitare.

Plansa 8.3. A-B — Sectiune transversala prin partea superioara a radacinii la Oenothera biennis L. A — Celule
cu depozite intunecate, respectiv mucilaginoase din razele medulare si libriform; B — rafide In parenchimul
liberian; sdgeatd portocalie — rafide, sdgeata rosie — celule depozitare.
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Plansa 8.4. A-F Sectiune transversala prin partea inferioara a tulpinii la Oenothera biennis L. Sc — periciclu
sclerenchimatic, Ph — floem, C — cambiu, Xs — xilem secundar, Xp — xilem primar, Phi — floem intern, M —
maduva, E — epiderma, H — hipoderma colenchimatica, Co — cortex, En — endoderma, Pt-1 — par tector de tip
1, Pt-2 — pér tector de tip 2, Fl- libriform, X — xilem, sageti rosii — celule mari, caracteristice.
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Plansa 8.5. A-F Sectiune transversald prin partea superioard a tulpinii la Oenothera biennis L. Co — cortex, Ph
— floem, Xs — xilem secundar, Xp — xilem primar, Phi — floem intern, M — maduva, E — epiderma, H —
hipoderma colenchimatica, Sc — periciclu sclerenchimatic, C — cambiu, FI — libriform, St — stomata, Pt-3 — par
tector de tip 3, Pt-4 par de tip 4, sdgeatd neagrd — creasta cu par de tip 2, sageata rosie — peri de tip 3 si 4.
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Plansa 8.6. A-F Sectiuni transversale prin petiol la Oenothera biennis L. Ei — epiderma inferioara, Es —
epiderma superioard, Fsc — fascicul conducator libero-lemnos, Pa — parenchim, H — hipoderma colenchimatica,
Ph — floem, X — xilem, PIm — parenchim lemnos, sageata rosie — peri tectori, sdgeatd chevron galbena — creasta
laterald, sageata chevron portocalie — depresiune mediand adaxiala, sdgeata neagra — rafide, sageata portocalie
— depozit cristalin ntunecat.

Plansa 8.7. Sectiune transversala prin petiol la Oenothera biennis L. A — Sector de la nivelul depresiunii
adaxiale cuprizand epiderma cu cuticuld (verde), baza unor peri de tip 3 si 4, hipoderma pluristratificata,
colenchimaticad, B — Aspect al epidermei inferioare cu baza unor peri de tip 3 si 4; Es — epiderma superioara,
Ei — epiderma inferioara, Pt-3 — par tector de tip 3, Pt-4 — par de tip 4.
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Plansa 8.8. A-F — Sectiune trasversala prin limbul foliar la Oenothera biennis L.; A-C-E — aspecte ale nervurii
mediane; B-D — aspecte ale limbului foliar intre nervuri; F — sector de mezofil cu manunchi de rafide. Ei —
epiderma inferioara, Es — epiderma superioara, Pa — parenchim, Fsc — fascicul conducétor libero-lemnos, Tp —
tesut palisadic, T — tesut lacunos, Pt-3 — par tector de tip 3, H — hipoderma, Ph — floem, X — xilem, sdgeata
rosie — peri tectori, sdgeata portocalie — rafide, sdgeatd neagra — depozite sferice.
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Plansa 8.9. A-C Sectiune trasversala prin limbul foliar la Oenothera biennis L. Ei — epiderma inferioara, Es —
epiderma superioara, Tp — tesut palisadic, T1— tesut lacunos, Pt-3 — par tector de tip 3, Pt-4 — par de tip 4, St —
stomatd, sageatd portocalie — rafide, sdgeatd neagra — depozite sferice.
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Plansa 8.10. A — microtopografia de suprafaté a radacinii la Oenothera biennis L.; B-C — tipuri de cristale la
suprafata radacinii; D — aspectul vaselor conducatoare in sectiune longitudinal-transversald. Sageti portocalii
— celule de forma rectangular, sageti rosii — rafide, sdgeti negre — cristale prismatice, sageti galbene — aspectul
perforatiilor din peretii vaselor de lemn.

Plansa 8.11. A-D Aspecte micromorfologice ale tulpinii la Oenothera biennis L.; E-G -detalii peri tectori si
stomate. Sageti rosii — peri tectori cu varf ascutit, sdgeti galbene — peri tectori de tip Pt-1, sdgeti portocalii —
peri de tip Pt-4, cap de sdgeatd rosie— stomata.
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Plansa 8.12. A-B Aspecte micromorfologice ale petiolului la Oenothera biennis L.; C — detaliu peri tectori Pt-
3 cu suprafata papilata si peri de tip Pt-4; D- detaliu de suprafata cu striatii ale cuticulei si stomata. Sageti rosii
— peri tectori de tip Pt-3, sdgeti portocalii — peri de tip Pt-4, sageti subtiri — striatii ale cuticulei, cap de sageata
rosie — stomata.

Plansa 8.13. A - Aspectul general al epidermei inferioare la Oenothera biennis L.; B — detaliu peri tectori si
hife miceliene; C — detaliu peri Pt-3 si Pt-4; D — aspectul cuticulei, stomate, hifa miceliana si peri Pt-4. Sageti
rosii — peri tectori de tip Pt-3, sdgeti portocalii — peri de tip Pt-4, sdgeti negre — hife miceliene, cap de sdgeata
rosie — stomata.
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Plansa 8.14. A — Aspectul general al epidermei superioare la Oenothera biennis L.; B-C — detalii cuticula, peri
tectori Pt-3 si Pt-4, stomate; D — detaliu protuberante pe suprafata perilor Pt-3 si prezenta cristalelor.

— Imaginile TEM suprind procese de ingrosare a peretelui secundar, de transport si
depozitare a unor metaboliti (polifenoli, lipide, mucilagii) in ultrastructura fasciculelor
conducdtoare ale radacinii (Plansele 8.15.-8.17.), respectiv depozite intracitoplasmatice si
intravacuolare alaturi de prezenta mai putin obisnuitd a cloroplastelor si a corpurilor
multilamelare in raze medulare si fibre lemnoase ale tulpinii (Plansele 8.19., 8.22.-8.23.,
8.25.). Analiza ultrastructurala a petiolului a relevat prezenta depozitelor de metaboliti
secundari In spatiile extracelulare, in peretii celulari si in vacuolele celulelor parenchimatice
de forma si dimensiuni neregulate in sectiune transversali (Plansele 8.26.-8.28.). In
ultrastructura tesutului lacunos al limbului foliar au fost observate trei tipuri de celule: celule
in care predomind vacuola si cloroplastele cu granule de amidon, celule cu citoplasma
abundenta, granulard, cloroplaste, depozite lipidice si/sau cristaline si celule nucleate, cu

citoplasma abundenta, omogena, fara cloroplaste (Plansele 8.30.-8.33.).

124



Plansa 8.15. A — Sectiune transversala semifina prin radacina la Oenothera biennis L. cu zona de analiza pentru
TEM (in trapez), 20X; B — detaliu sector de lemn secundar, 40X. X — xilem, F — fibre lemnoase, PIm —
parenchim lemnos, sdgeatd neagrad — ingrosari inegale ale peretilor celulari, sdgeata rosie — punctuatiuni
marginite.

Plansa 8.16. A-F — Aspecte din ultrastructura fibrelor lemnoase ale radacinii la Oenothera biennis L. V —
vacuola, N —nucleu, n — nucleol, C — citoplasma, m — mitocondrie, RER — reticul endoplasmatic rugos, sdgeata
galbend — Aparat Golgi, sdgeata rosie — formatiuni electron-dense in citoplasma, cap sageata alba — picaturi
lipidice, sdgeti portocalii — vezicule de transport, sdgeata chevron galbena — portiuni neingrosate ale peretelui
celular, sdgeatd chevron portocalie — depuneri electron-dense la nivelul lamelei mediane si meaturilor, stelutd
alba — corpuri sferice electron-dense, sageata albastrd — perete primar, sigeatd neagra — lamela mediana, bara
neagri — perete secundar.
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Plansa 8.17. A — Celule de parenchim lemnos in contact cu vas lemnos la raddcina de Oenothera biennis L.;
B — parenchim lemnos in contact cu fibre lemnoase; C-D — detalii sector de fibre lemnoase. V — vacuold, M —
meat, sdgeatd albastra — perete primar, sageata neagra — lamela mediana, bard neagra — perete secundar, sigeata
chevron portocalie — depozite electron-dense, sdgeata chevron rogiec — plasmodesme, sdgeatd galbena —
formatiuni veziculare intravacuolare, sigeti portocalii — vezicule de transport, steluta alba — picaturi lipidice,
cap sdgeata rosie — punctuatiuni.

Plansa 8.19. A — Sectiune transversala semifind prin tulpina la Oenothera biennis L. cu zona de analiza pentru
TEM (in trapez), 20X; B — detaliu scoarta si cilindru central, 40X. E — epiderma, H — hipoderma, Sc — periciclu
sclerenchimatic, C — cortex, Ph — liber, X — vas de lemn, F — fibre lemnoase, sigeata rosie — cambiu.
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Plansa 8.22. A-l — Aspecte din ultrastructura celulelor din corpul lemnos secundar al tulpinii la Oenothera
biennis L; G, H — detalii ale figurilor E, respectiv B. C — cambiu, F — fibra lemnoasa, X — xilem, R — raza
medulard, V — vacuold, Ci — citoplasma, N — nucleu, cap sdgeatd rosie — punctuatiune marginita, sigeata
galbend — lamela mediana, sageatd portocalie — vezicule, sdgeatd neagra — resturi celulare ramase in urma
diferentierii cambiului, asterisc — vezicule cu mucilagii.

Plansa 8.23. A — Sectiune transversala semifind prin tulpind la Oenothera biennis L. cu zona de analiza pentru
TEM (in trapez), 20X; B — detaliu sector din cilindrul central, 40X. Ph — floem, R — razd medulara, F — fibre

lemnoase, X — xilem, sageata rosie — cambiu.
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Plansa 8.25. A — Aspecte din ultrastructura celulelor de raza medulara si fibra lemnoasé din corpul lemnos
secundar al tulpinii la Oenothera biennis L. F — fibra lemnoasa, R — razda medulara, V — vacuola, M — meat, cap
sdgeatd rosie — punctuatiune marginitd, cap sigeata neagra — punctuatiune canaliculard, cap sageata portocalie
— vezicule partial fuzionate cu tonoplastul sau cu membrana celulard, sigeatd neagra groasa — vezicule de
transport. sdgeatd galbend — plasmodesma, sageata neagra — membrana plasmatica, sageata alba — filament de
citoplasma, sageata rosie — reticul endoplasmatic rugos, steluta alba — picatura lipidica, sageata galbena groasa
— corp multilamelar, sidgeatd portocalie — vezicule multimembranare, asterisc — vezicula cu mucilagiu, sageata
chevron portocalie — depozit osmofilic.

Plansa 8.26. A — Sectiune transversala semifind prin petiol la Oenothera biennis L. cu zona selectatd pentru
analiza TEM (in trapez), 10X; B — detaliu sector analizat cu parenchim de stocare, 40X. Sageata rosie — depozite
colorate intens cu Epoxy Tissue Stain, sageatd neagra — depozite colorate deschis indicdnd substante sau
concentratii diferite.
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Plansa 8.27. A-D — Sector de celule parenchimatice ale petiolului la Oenothera biennis L. cu numeroase
depozite electron-dense si vezicule de transport. V — vacuola, sigeata rosie — depozite electron dense, sageata
portocalie — vezicule de transport, sageata galbend — lamela mediana, steluté albad — picétura lipidica.

ok ' L
Plansa 8.28. A-D — Sector de parenchim al petiolului la Oenothera biennis L. cu depozite intracelulare de
metaboliti secundari; E-F — sector de parenchim cu depozite extracelulare, de la nivelul peretilor celulari si
numeroase vezicule intravacuolare. V — vacuold, C — cloroplast, bara neagrd — perete celular, sageata neagra —
filamente de citoplasma, sdgeatd galbena — lameld mediand, sdgeata rosie — picaturi osmofilice, sigeatd
portocalie — vezicule de transport, sdgeatd chevron rosie — punctuatiuni, sageata chevron portocalie — depozite
electron-dense extracelulare, stelutd galbena - plastoglobul.
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Plansa 8.30. A — Sectiune transversald semifind prin limbul foliar la Oenothera biennis L. cu zona selectata
pentru analiza TEM (in trapez), 10X; B — detaliu sector analizat cu parenchim lacunos, 40X. Ségeata rosie —
celule depozitare, sageatd neagra — lacune aerifere.

Plansa 8.31. A-D — Ultrastructura celulelor din tesutul lacunos al limbului foliar la Oenothera biennis L. V —
vacuold, |1 — lacund aerifera, stelutd alba — picatura lipidica, sdgeatd neagra — mitocondrie, sdgeata rosie —
ribozomi, cap de sdgeata rosie — depozite mucilaginoase.
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—
Plansa 8.32. A-D — Ultrastructura celulor din tesutul lacunos al limbului foliar la Oenothera biennis L. V —
vacuold, | — lacuna aeriferd, N — nucleu, C — citoplasma, m — mitocondrie, sdgeata neagra (A, B) — cloroplast
cu granule mari de amidon si plastoglobuli, sdgeatd rosie — reticul endoplasmatic rugos, sdgeatd galbena —
reticul endoplasmatic neted, sageata neagra (D) — vezicule, cap de sdgeatd neagra — cromatind inactiva, cap de
sageatd rosie — formatiune osmofilica in corp cu membrand simpla.

Plansa 8.33. A-F — Aspecte din ultrastructura celulelor depozitare din tesutul lacunos al limbului foliar la
Oenothera biennis L. C — cloroplast. steluté alba — plastoglobul, sdgeatd neagra — mitocondrie, sdgeata rosie —
membrana celulara, bara neagra — perete celular, cap de sageata rosie — formatiuni aciculare osmofilice, cap de
sdgeatd neagra — vezicule la nivelul peretelui celular, sdgeata portocalie — vezicule cu picaturi osmofilice.
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Rezultate obtinute in urma analizei fitochimice a extractelor obtinute din plante de
Oenothera biennis L. apartinand celor doua populatii recoltate din flora spontana a celor
doua zone geografice din Romania (zona de campiec — Macea, zona de munte — Vatra
Dornei):

Analiza calitativa si cantitativa a extractelor din plante integrale de Oenothera biennis
L. a relevat in contextul conditiilor pedoclimatice din Macea, 13 polifenoli in extractul
hidroalcoolic, 10 in infuzie , iar in contextul conditiilor pedoclimatice din Vatra Dornei, 14
polifenoli in extractul hidroalcoolic si 5 in infuzie (Tabel. 8.1.-8.2.). Conform literaturii de
specialitate consultate, 7 flavonoide au fost identificate pentru prima data la aceasta specie:
apigenind, crisind, esculetina, hesperetind, hiperozida, luteolind si naringenina. Compusii
cuantificati sunt bine cunoscuti 1n literatura stiintifica pentru proprietétile lor medicinale si
pentru rolul pe care 1l au in interactiunile plantelor cu factorii de mediu, indicand potentialul
terapeutic al speciei. In general, continutul de polifenoli al extractului hidroalcoolic este
superior celui apos atat din punct de vedere cantitativ, cat si calitativ. Continutul de polifenoli
din extractul obtinut din probe prelevate din zona de campie este mai mare comparativ cu
cel obtinut din probele prelevate din zona montand. S-au Inregistrat diferente notabile in
continutul de acid clorogenic, esculetind, kaempferol, luteolina si naringenina in extractul
hidroalcoolic de O. biennis colectatd din zonele montane. Cantitatea de acid galic a fost

similara in ambele tipuri de extract® (Graf. 8.1.-8.2.).

Tabel 8.1.
Evaluarea calitativa si cantitativa a polifenolilor din extracte hidroalcoolice de Oenothera biennis L.
prin LC/MS
NP crt. Compusi Proba OHM Proba OHVD
’ [pg/g planta uscata] [pg/g planta uscata]
1 Acid cafeic 112+2.8 91+24
2 Acid clorogenic 14.6 £ 0.81 40+1.0
3 Acid salicilic 347 £8.7 199 £4.9
4 Acid galic 109 +2.7 61+1.6
5 Apigenina <QL 10+£0.6
6 Crisina 19+1.1 12+0.7
7 Esculetin 1632 +38.5 1959 + 46.3
8 Hesperetin 45.4+1.25 21+ 1.2
9 Hiperozida 732 +£18.3 116 £2.9
10 Kaempferol 16.1+0.91 53+1.4
11 Luteolina 55.7+1.54 77+ 2.0
12 Naringenina 131+3.2 154 +3.8
13 Cvercetina 642 +16.0 209+5.2
14 Rutozida 186 + 4.6 202+5.0

Abrevieri: Proba OHM = extract hidroalcoolic, locul de colectare a probei din Macea; Proba OHVD = extract
hidroalcoolic, locul de colectare a probei din Vatra Dornei; <QL = compus sub limita de cuantificare; valorile
reprezintd media aritmenticd + deviatia standard a trei masuratori independente ale injectiilor replicate din
acelasi extract.

* Bota, V.B., Olah, N.-K., Chise, E., Burtescu, R.-F., Furtuna, F.-R. P., Ivanescu, L.-C., Zamfirache, M.-M., Math¢, E., Turcus, V., 2025

- A Comparative Analysis of the Polyphenolic Content and Identification of New Compounds from Oenothera biennis L. Species from
the Wild Flora. Molecules, 30(20), 4059.
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Graf. 8.1. Analiza LC/MS a extractului hidroalcoolic obtinut din plante integrale de Oenothera biennis L.
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apartinand celor doud populatii luate in studiu - din Macea (OHM), respectiv din Vatra Dornei (OHVD).

Tabel 8.2.
Evaluarea calitativa si cantitativa a polifenolilor din extracte apoase de Oenothera biennis L. prin
LC/MS
Nr. crt. Compusi Proba OAM Proba OAVD
[ng/g planta uscati] [ng/g planta uscati]

1 Acid cafeic 83+3.0 <QL

2 Acid clorogenic 135+3.3 137+£3.2

3 Acid salicilic 223+5.5 109+2.7

4 Acid galic 64+1.7 102 +2.6

5 Apigenina <QL <QL

6 Crisina <QL 102+£2.6

7 Esculetin 478 +11.9 <QL

8 Hesperetin 186+ 4.6 <QL

9 Hiperozida 627 £15.6 142 +£35

10 Kaempferol <QL <QL

11 Luteolina <QL <QL

12 Naringenind 360 £9.0 <QL

13 Cvercetina 185+4.6 <QL

14 Rutozida 202 £5.0 <QL

Abrevieri: Proba OAM = extract apos, locul de colectare a probei din Macea; Proba OAVD = extract apos,
locul de colectare a probei din Vatra Dornei; <QL = compus sub limita de cuantificare; valorile reprezinta
media aritmenticd + deviatia standard a trei masuratori independente a injectiilor replicate din acelasi extract.
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Graf. 8.2. Analiza LC/MS a extractului apos obtinut din plante integrale de Oenothera biennis L. apartindnd
celor doua populatii luate 1n studiu - din Macea (OAM), respectiv din Vatra Dornei (OAVD).

8.5. Analiza comparativa a continutului de polifenoli din extractele de Oenothera
biennis L. n contextul factorilor de mediu

Materialul vegetal analizat fitochimic in cazul speciei Oenothera biennis L. a fost
recoltat n anul 2021, din zona de campie, la 99 m altitudine, respectiv din zona de munte,
la 926 m, conditiile climatice corespunzatoare fiind prezentate in capitolul 4 si amintite la
punctul 6.5. Conditiile de clima temperat-continentald, respectiv continental rece si
caracterul bienal observat la indivizii luati in studiu indica apartenenta populatiilor analizate
in grupul de Oenothera originar din America de Nord. Ca urmare, plantele de O. biennis L.
analizate sunt adaptate la conditii continentale, cu temperaturii medii mai scazute si cantitdti
moderate de precipitatii. Cu toate ca cerintele speciei fata de factorii climatici sunt mai bine
satisfacute in zona de campie, tendintele generale de incélzire din Vatra Dornei, cu ierni mai
blande si veri mai calde au permis dezvoltarea plantelor si in zona montana. In privinta
factorilor edafici analizati, dupa cum s-a mentionat si in capitolul 4, trebuie acordatd atentie
influentei pe care tendinta de alcalinitate a solului din locatiile de recoltare, in special din
zona de campie, o poate avea asupra compozitiei polifenolice observate in cercetarile
prezente, ludnd in considerare preferintele speciei pentru solurile mai acide. Solul din locatia
de recoltare de la cAmpie s-a caracterizat prin cantitati mici de fosfor asimilabil, potasiu
asimilabil si de azot total, in timp ce solul din locatia de recoltare de la munte a prezentat
cantitati mari de potasiu asimilabil si de azot total. Acesti factori pot constitui un stres
suplimentar, dat fiind cerintele medii ale speciei fata de indicii de troficitate a solului.

Avand in vedere conditiile pedoclimatice aferente locatiei de recoltare de la campie,

au fost identificati 13 polifenoli in extractul hidroalcoolic si 10 in extractul apos. Diferenta
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inregistratd este marcata de absenta compusilor crisina, kaempferol si luteolina. Cantitativ,
in primul tip de extract compusul principal a fost esculetina si cel secundar hiperozida, iar
in cel din urma compusul principal a fost hiperozida si cel secundar esculetina. Extractul
hidroalcoolic este marcat de cantitati mai mari de cvercetina, acid salicilic, acid cafeic si acid
galic, in timp ce extractul apos este marcat de cantitati mai mari de naringenina, rutozida,
acid clorogenic si hesperetina.

Prin comparatie, in extractele obtinute de la indivizi de O. biennis L. recoltati din zona
de munte au fost identificati 14 polifenoli in extractul hidroalcoolic si 5 n infuzie. Esculetina
a reprezentat compusul principal cantitativ din extractul hidroalcoolic, valoarea sa fiind cea
mai mare dintre toate extractele analizate la aceastd specie (1959 pg/g planti uscatd). In
extractul apos compusul principal cantitativ a fost hiperozida (142 pg/g planta uscata), dar
in cantitdti mult mai mici decat in extractele obtinute din indivizii recoltati de la campie.
Dintre toate cele patru extracte analizate, acidul salicilic a fost in cantitatea minima
inregistrata in extractul apos OAVD, din care au lipsit majoritatea polifenolilor analizati, in
schimb crisina si acidul clorogenic au fost in cantitate maxima (102 pg/g planta uscata,
respectiv 137 pg/g plantd uscatd). S-a observat prezenta constantd in extractele analizate a
acidului clorogenic, acidului salicilic, acidului galic si a hiperozidei. Apigenina a fost
cuantificatd doar in extractul hidroalcoolic obtinut din plantele recoltate de la munte,
sugerand o influentd considerabila indusa atat din partea factorilor de mediu cét si a metodei

de extractie.
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CONCLUZII

Pornind de la directiile de cercetare a plantelor medicinale de la nivel national si
international din ultimele decenii, In vederea identificarii de noi compusi cu valoare
terapeutica si de dezvoltare a unor noi remedii medicinale, cercetarile efectuate au avut ca
scop caracterizarea morfo-anatomica si fitochimica a unor exemplare apartinand la patru
specii de plante cu potential medicinal din flora spontana a Romaniei: Tussilago farfara L.,
Geranium robertianum L., Leonurus cardiaca L. si Oenothera biennis L, recoltate din doua
zone geografice distincte (zona de campie — Macea si zona de munte — Vatra Dornei).

In acest context a fost acordati o atentie deosebita identificrii organelor si structurilor
vegetale implicate in productia si stocarea de compusi bioactivi in indivizii analizati, dar si
influentei factorilor de mediu asupra continutului lor de metaboliti secundari de interes
terapeutic. Rezultatele astfel obtinute sustin potentialul terapeutic al taxonilor luati in studiu.

In urma cercetarilor morfo-anatomice intreprinse au fost obtinute descrieri complexe
ale structurii, micromorfologiei si ultrastructurii organelor vegetative ale taxonilor avuti in
atentie, reprezentand o noutate pentru literatura de specialitate. In plus, rezultatele TEM
obtinute la speciile G. robertianum L., L. cardiaca L. si O. biennis L. ofera date noi despre
structuri precum corpurile multiveziculare si multilamelare, importante pentru intelegerea
unor procese celulare de secretie, transport si autofagie.

La plantele de T. farfara L. a fost obtinuta o prima descriere anatomica a radacinii
adventive, a micromorfologiei si ultrastructurii rizomului, petiolului si limbului foliar.
Dintre structurile secretoare si de depozitare localizate indeosebi la nivelul petiolului si
limbului foliar mentionam perii secretori. Analiza ultrastucturald a organelor vegetative,
prima de acest fel din literatura de specialitate Tn cazul acestei specii, a relevat acumulari de
metaboliti secundari in parenchimul cortical al rizomului, in tesutul liberian al petiolului si
in tesutul palisadic al limbului foliar. De asemenea, rezultatele completeaza literatura de
specialitate cu date noi despre stromule, formatiuni putin inteles in prezent, observate pentru
prima data la aceasta specie in celulele palisadice ale limbului foliar.

Rezultatele obtinute la taxoni apartinand speciei G. robertianum L. oferd date
importante pentru identificarea, caracterizarea si incadrarea sa taxonomica, punand in
evidenta elementele de variabilitate a speciei din flora spontand a Romaniei. Analizele de
microscopie optica si electronica reprezinta o noutate pentru literatura de specialitate. Dintre

elementele mai deosebite observate la aceasta specie mentiondm parenchimul acvifer din
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structura rizomului, cele trei tipuri de peri de la nivelul tulpinii, petiolului si limbului foliar,
acumularile de taninuri din periderma si tesuturile libero-lemnoase secundare ale radacinii
adventive, de lipide si fenoli din tesuturile liberiene, periliberiene si lemnoase secundare ale
rizomului, de metaboliti secundari in hipoderma tulpinii aeriene, epiderma si hipoderma
petiolului, respectiv epiderma si tesutul palisadic al limbului foliar.

Analiza morfo-anatomica efectuata la indivizi apartinand speciei L. cardiaca L. ofera
o prima descriere a structurii organelor subterane si a petiolului, a ultrastructurii organelor
vegetative si 0 prima caracterizare complexa a structurii si micromorfologiei tulpinii aeriene
si limbului foliar. Rezultatele evidentiaza structuri secretoare si de depozitare in parenchimul
cortical si in liberul si lemnul secundar al rizomului, In parenchimul cortical si liberul
secundar al tulpinii aeriene, 1n tesutul libero-lemnos si teaca sclerenchimatica periliberiana
a petiolului, In parenchimul lacunar al limbului foliar, respectiv sapte tipuri de peri secretori
la nivelul tulpinii, petiolului si limbului foliar. De o deosebita importantd pentru literatura
de specialitate si in premierd pentru aceastd specie sunt observatiile efectuate asupra
corpurilor multiveziculare si multilamelare asociate cdilor secretorii si proceselor de
autofagie la plante.

Cercetarile morfo-anatomice intreprinse la plantele de O. biennis L. completeaza
literatura de specialitate cu o prima descriere complexa a radacinii, tulpinii, petiolului si
frunzei utilizdnd atat tehnici de microscopie opticd, cat si electronicd. Au fost observate
structuri secretoare si de depozitare a metabolitilor secundari in tesutul libero-lemnos
secundar al raddcinii si tulpinii, in parenchimul petiolului si in tesutul lacunos al limbului
foliar, respectiv peri secretori dispusi pe epiderma organelor aeriene. De o importanta aparte
sunt rezultatele TEM care surprind procese de ingrosare a peretelui secundar si prezenta
neobisnuitd a cloroplastelor si a corpurilor multilamelare in cilindrul central al tulpinii.

Analiza fitochimica a extractelor obtinute din plante apartinand la cite doud populatii
din fiecare specie luata in studiu, recoltate din flora spontand a doua regiuni distincte din
Romaénia (zona de cdmpie — Macea, zona de munte — Vatra Dornei) a condus la identificarea
in premiera pentru literatura de specialitate a unor polifenoli in aceste specii. De asemenea,
rezultatele confirma prezenta unor compusi bioactivi importanti, cunoscuti in literatura de
specialitate pentru actiunile lor terapeutice, sustinand astfel potetialul medicinal al taxonilor
avuti in atentie. Au fost observate diferente calitative si cantitative in continutul de polifenoli
atat intre extractele apoase si hidroalcoolice, cat si intre extractele obtinute din indivizii

apartinadnd populatiilor din zona de campie si extractele obtinute din indivizii apartindnd
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populatiilor din zona de munte, rezultatele fiind prezentate in contextul factorilor
pedoclimatici analizati din locatiile de recoltare.

Includerea in studiu numai a doud populatii din fiecare specie a limitat profund
posibilitatea de analiza statisticd si stabilirea unor corelatii intre continutul de polifenoli
identificati si parametrii pedoclimatici analizati. Pentru a intelege mai bine posibilele
corelatii dintre factorii ecologici si variabilitatea principiilor active la taxonii avuti in atentie
sunt necesare studii suplimentare, care sd implice mai multe locatii de recoltare a
materialului vegetal, esantioane de lucru mai mari, prelevate pe o perioadd mai lungd de
timp, completate de studii genetice. In plus, o analiza calitativa si cantitativi comparativi a
continutului de polifenoli din diferite organe ale plantelor ar oferi informatii valoroase
privind zonele lor de biosinteza si de acumulare in materialul vegetal utilizat in prepararea
produselor fitoterapeutice si farmaceutice.

Imaginile TEM realizate la materialul vegetal avut in atentie suprind adesea formatiuni
subcelulare aparte, putin intelese la acest moment, care urmeaza a fi detaliate in cercetari ce
depasesc scopul si limitele prezentei teze de doctorat. Pe parcursul analizei si discutarii
datelor obtinute practic se mentioneaza prezenta lor si se citeaza, pe cat posibil, referinte de
specialitate de actualitate, care ar putea oferi explicatii pertinente intrebarilor ce isi asteapta
inca raspuns. Aceste informatii confera prezentului demers stiintific potentialul de a
contribui la descrierea unor structuri si procese celulare de reald importanta pentru domeniul

Biologiei vegetale aplicate.
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ANEXA 1

Continutul Anexei 1, in completarea Capitolului 3. Materiale si metode - 3.3.2. Metoda
spectrometriei de masa prin cromatografie lichida (LC/MS) si Lista activitdtii stiintifice pot
fi consultate la link-ul urmator:
https://drive.google.com/file/d/1Wuqg4iY DDHumj9acoVFiabx2bwt4HX1Zv/view?usp=sha
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