REZUMAT

al tezei de doctorat

“Contributii la crearea unor linii de armurariu (Silybum marianum [L.] Gaertn.) prin
folosirea unor agenti mutageni”

Importanta cercetdrii acestei specii, deriva din calitatile fitoterapeutice a principiilor active
prezente 1n achenele de armurariu (Silybum marianum [L.] Gaertn.), cunoscute sub denumirea de
silimarind, evidentiate prin numeroase studii medicale si farmaceutice, ceea ce face din armurariu
una dintre cele mai importante specii de plante medicinale. Raspandirea ariei de cultura si obtinerea
unor forme biologice noi constituie o necesitate deoarece pe piata internd sunt foarte cautate
preparatele farmaceutice cu efect hepatoprotector care au la baza silimarina extrasa din semintele
acestei plante.

Pentru elaborarea lucrarii si pentru interpretarea rezultatelor obtinute s-a consultat
bibliografia referitoare la problematica abordata, apelandu-se la utimele noutati n domeniu.

Lucrarea este prezentatd pe 240 pagini, avand atasatd o bibliografie ce cuprinde un numar de
224 titluri. Teza propriu-zisa este structurata tn 9 capitole plus concluzii §i recomandari, cuprinde 54
de tabele si 84 figuri, iar la sfarsit are atasat un numar de 10 anexe si 2 planse.

Lucrarea are doud parti distincte, prima parte este o sinteza a datelor bibliografice cu privire
la tema tezei de doctorat, a cercetarilor efectuate la specia Silybum marianum, la cadrul natural,
conditiile climatice din anii de experimentare, materialul si metodele de cercetare. Aceasta parte
cuprinde 69 de pagini. In cea de a doua parte sunt prezentate rezultatele cercetarilor proprii, cu
privire la tema de cercetare, aceasta parte are, 48 de tabele, 10 anexe si 79 de figuri si fotografii.

Capitolul I cuprinde informatii cu privire la importanta plantelor medicinale, pe plan mondial
si pe plan national, traditii privind utilizarea plantelor medicinale pe teritoriul Roméniei, potentialul
terapeutic al plantelor medicinale.

Capitolul II se refera la sistematica speciei luata in studiu, originea, raspandirea, importanta si
intrebuintarea armurariului.

In capitolul III se face o prezentare a unor aspecte privind morfologia, biologia si tehnologia
de cultivare a plantei cu referire la modul de recoltare si momentul optim de recoltare avand in
vedere maturarea esalonata.

La Tntocmirea acestui capitol s-au sintetizat rezultatele cercetarilor efectuate in Romania, dar si pe
plan mondial, cu privire la unele aspecte privind biologia speciei, a verigilor tehnologice dar si a

unor indici de calitate a achenelor, pentru a fi pastrate o perioadd indelungata fard a afecta continutul
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in principii active, precum si cercetari de data foarte recenta cu privire la beneficiile medicinale ale
preparatelor din aceastd planta.

In capitolul IV sunt sintetizate datele referitoare la stadiul actual al cercetirilor privind
continutul 1n principii active la planta Silybum marianum si implicatiile lor terapeutice, cu referire la
substantele bioactive prezente in fructele plantei, apartenenta chimica a principiilor active, modul de
actiune a silimarinei in rolul sau de protejare si regenerare a celulei hepatice. In acest capitol sunt
prezentate studiile efectuate atat in Romania cat si in lume in vederea ameliorarii armurariului.

In capitolul V sunt prezentate scopul, obiectivele, materialul si metodele de cercetare.
Obiectivele cercetdrilor cuprind: inducerea variabilitatii folosind agenti mutageni chimici in cadrul
populatiei locale De Prahova, studiul efectului substantelor chimice mutagene asupra caracterelor
morfologice si fiziologice, selectia si retinerea elitelor valoroase din generatia M,, selectia si
retinerea liniilor valoroase din generatia M3, analiza si caracterizarea liniilor M3 retinute in cAmpul
de selectie, privind unele caractere morfologice, fiziologice si analize biochimice, stabilirea unor
corelatii Intre unele caractere ale liniilor M3 promovate in cadmpul de control. Scopul final al
cercetdrilor fiind obtinerea prin selectie a unor linii noi de armurariu.

Samanta folositd in experiente apartinand populatiei locale De Prahova, provine de Statiunea
de Cercetare si Dezvoltare Tn Agricultura din Secuieni si a fost supusa, nainte de a fi semanata, timp
de 6, 12 si 24 de ore, actiunii a trei agenti mutageni chimici in trei concentratii diferite: colchicina
(0,10%; 0,15%; 0,20%); esterul metilic al acidului metansulfonic (0,0125%; 0,025%; 0,05%);
hidroxilamina (0,005%; 0,01%; 0,1%).

Lotul experimental a fost asezat dupa metoda blocurilor randomizate n trei repetitii alaturi
de martorul netratat.

In generatiile M; si M,, s-au ficut observatii privind influenta agentilor mutageni chimici
asupra urmatoarelor caractere: caractere morfologice:gradul de rasarire; gradul de supravietuire a
plantelor in camp dupa 30 de zile de la rasarire; indltimea plantelor; gradul de ramificare a plantelor;
numdrul de capitule pe plantd; numarul de achene pe capitul; greutatea achenelor pe planta;
caractere fiziologice: durata perioadei de vegetatie; durata perioadei de inflorire; rezistenta la
scuturare; rezistenta la boli si daunatori. Observatiile si masurdtorile biometrice s-au efectuat la
plantele aflate in diverse fenofaze iar la maturitatea deplind, s-au prelevat probele de achene pentru
analiza biochimica a acestora. Semnificatiile diferentelor dintre variantele tratate si martor au fost
determinate prin metoda diferentelor limita (DL 5%, 1% si 0,1%). Rezultatele observatiilor s-au
interpretat statistic cu ajutorul analizei variantei si al coeficientului de variabilitate. In generatia M3

s-au determinat valorile medii ale caracterelor cantitative (x) si coeficientii de variabilitate (s%), iar
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semnificatiile diferentelor dintre variantele tratate si martor au fost determinate prin metoda
diferentelor limita (DL).
In laborator s-a studiat efectul agentilor mutageni privind: capacitatea germinativd a semintelor;
lungimea radacinitelor; ritmul de crestere a tulpinitelor; indicele mitotic; frecventa aberatiilor
cromozomice in mitoza.

Analizele biochimice s-au realizat pentru determinarea continutului de: lipide brute; proteina
brutd; silimarina; calciu; fosfor; magneziu in laboratoare de specialitate.

Capitolul VI cuprinde caracterizarea cadrului natural si conditiile ecologice de
experimentare, 1n raport cu cerintele plantelor medicinale si in special Silybum marianum (L.)
Gaertn., conditiile climatice din anii de experimentare au fost prielnice cresterii si dezvoltarii speciei

Experientele s-au efectuat pe un teren situat in apropierea orasului Bacau, pe terasa I a raului
Siret, pe un sol cernoziom cambic tipic, levigat moderat, lutos mediu. Acest tip de sol este evoluat
normal, usor acid, mediu aprovizionat cu principalele elemente nutritive: azot, fosfor si potasiu,
avand o buna solubilitate hidricd. Media temperaturilor in lunile martie - septembrie in intervalul
desfasurarii cercetarilor, 2004 — 2008, a fost de 18,18 grade C, ceea ce inseamna favorabilitate buna
pentru cresterea si dezvoltarea armurariului. Caldura este corelata pozitiv cu desfasurarea n conditii
bune a infloririi, fructificarii si maturarii semintelor.

In intervalul desfasurdrii cercetirilor, cel mai ploios an a fost anul 2005 cind s-a inregistrat o suma a
precipitatiilor de 840,9 mm (cu max. 24 h de 86,4 mm 1n iulie).

Capitolul VII cuprinde rezultatele cercetarilor privind crearea unor linii de armurariu,
Silybum marianum (L.) Gaertn. prin folosirea unor agenti mutageni chimici.

In prima etapa a cercetirilor s-a efectuat o evaluare a materialului biologic initial, populatia
locald, De Prahova, privind unele caractere si corelatiile intre aceste caractere. In urma evaludrii s-a
constatat cd populatia ce se gaseste in prezent in culturd prezintd slaba rezistentd la scuturare, iar
capacitatea de productie este sub potentialul speciei. Obtinerea unor linii noi si practicarea unor
tehnologii adecvate ar putea duce la realizarea unor productii stabile si calitativ superioare.

Pentru a testa rezistenta formelor biologice luate in studiu §i, pentru a provoca o variabilitate
cat mai mare 1n cadrul acestora, semintele au fost tratate cu trei substante chimice mutagene, fiecare
substanta avand cate trei doze diferite si trei timpi de actiune asupra semintelor: 6, 12, 24 de ore.
Agentii mutageni folositi au sporit frecventa restructurarilor cromozomice, §i au determinat
diminuarea valorilor caracterelor morfologice analizate.

In cercetirile noastre ne-am propus selectia si evidentierea celor mai bune linii mutante, din punct

de vedere cantitativ si calitativ.
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S-au studiat modificarile rezultate in urma tratamentelor cu substantele chimice cu efect
mutagen asupra urmatoarelor caractere: capacitatea germinativd a semintelor, lungimea
radacinitelor, ritmul de crestere a tulpinitelor, indicele mitotic. Valorile acestor caractere au fost
diminuate de actiunea substantelor chimice utilizate, diminuarea fiind mai accentuatd odatd cu
cresterea concentratiei si a timpului de expunere. Frecventa aberatiilor cromozomice n mitoza a
inregistrat o crestere. S-au identificat si fotografiat aberatii cromozomice in metafaza, anafaza
telofazd. In generatiile M, si M, s-au studiat efectele substantelor chimice mutagene asupra unor
caractere morfologice (gradul de rasdrire a plantelor, gradul de supravietuire a plantelor In camp,
variabilitatea Tndltimii plantelor, variabilitatea gradului de ramificare a plantelor, variabilitatea
numadrului de achene in capitul, variabilitatea greutdtii achenelor pe plantd), asupra unor caractere
fiziologice (durata perioadei de vegetatie, durata perioadei de inflorire, rezistenta la scuturare,
rezistenta la boli si daundtori). S-a urmarit selectia acelor indivizi care manifestd superioritate fata
de martor pentru caracterele urmarite. Datele obtinute in urma observatiilor si determindrilor
efectuate au fost prelucrate statistic conform modelelor, mentionate in literatura de specialitate.

In urma selectiei, in M, au fost retinute un numir de 103 elite, procentul cel mai mare de
elite s-a obtinut in urma tratamentelor cu hidroxilamind, de 2,31%, fatd de procentul total de elite
retinute de 5,89%.

Capitolul VIII cuprinde caracterizarea morfologica, fiziologica, si a unor Tnsusiri calitative a
descendentelor M3, In aceastd generatie, au fost studiate 81 de linii rezultate in urma tratamentelor
cu cele trei substante chimice la care s-a verificat stabilitatea caracterelor urmadrite, variabilitatea
acestora, pentru a identifica si retine liniile M3 valoroase. Pentru aceasta s-a urmadrit variabilitatea
caracterelor morfologice: indltimea plantelor, numarul total de ramificatii pe plantd, numarul de
achene pe capitul si pe planta, greutatea achenelor; variabilitatea caracterelor fiziologice: durata
perioadei de vegetatie, durata infloritului, rezistenta la scuturare, rezistenta la boli si daunatori, si
variabilitatea unor insusiri calitative: continutul in silimarind, continutul in silibind, continutul in
grasimi. S-au efectuat masuratori biometrice §i analize biochimice pentru indivizii fiecarei variante
de lucru, au fost analizate valorile coeficientului de variabilitate (s%) comparativ cu martorul
netratat pentru toate caracterele luate in studiu. Din cele 81 linii M3 analizate, numai 9 linii au
cumulat valori inferioare ale coeficientilor de variabilitate fatd de martorul netratat, manifestandu-se
astfel ca stabile in ceea ce priveste micromutatiile utile induse de tratamentul cu agenti chimici
mutageni.

Aceste linii sunt: P-c-3-9.3-07 si P-c-3-5.2-07, rezultate in urma tratamentelor cu substanta
colchicind; P-h-2-1.6-07, P-h-2-1.9-07, P-h-3-5.6-07 si P-h-3-8.7-07, retinute in urma tratamentelor
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cu hidroxilamina si trei linii in urma tratamentelor cu esterul metilic al acidului metansulfonic
(EMAM): P-e-2-7.4-07, P-e-3-9.5-07, P-e-3-6.2-07.

Investigatiile morfologice, fiziologice, biochimice realizate in experimentele noastre ne-au
ajutat in selectia celor mai bune linii in vederea obtinerii unui soi nou.

Rezultatele obtinute sustin ideea ca utilizarea substantelor chimice n doze scazute, si pentru un timp
de expunere de 8 ore sau 12 ore, urmatd de o selectie riguroasd in generatiile mutante, poate
constitui o metoda eficientd de obtinere a unor genotipuri noi, superioare martorului netratat.

Din analiza rezultatelor obtinute Tn urma cercetarilor, 1n intervalul 2004-2008, care au
avut ca scop principal crearea de genotipuri valoroase prin mutageneza indusa, s-a constatat ca
aplicarea diferitelor doze, ale substantelor mutagene utilizate, au determinat manifestarea
L.Gaertn., populatia locala De Prahova, si a confirmat pentru cele 9 linii retinute, o reald
superioritate fatd de martorul netratat, exprimata prin diferente distinct semnificative sau foarte
semnificative.

Capitolul IX are ca scop sa releve corelatiile Intre unele caractere morfologice si calitative
la descendentele generatiei M3 rezultate Tn urma tratamentelor cu cele trei substante chimice
mentionate, §i corelatiile intre 78 perechi de caractere la liniile M3 promovate in campul de
control. Scopul efectuarii acestor calcule a fost reliefarea efectelor substantelor mutagene asupra
continutului de silimarind si a principalelor elemente minerale ce se gasesc in achene si pentru a
evidentia legaturile existente Intre caracterele morfologice si calitative, ceea ce ne va ajuta In
orientarea procesului de selectie a formelor utile conform obiectivelor propuse.

Urmare a tratamentelor aplicate la samantd, plantele de armurariu apartinand liniilor
promovate Tn campul de control, au Inregistrat la caracterele analizate valori ale coeficientilor de
corelatie modificate de doza si timpul de aplicarea a substantei mutagene.

Asadar, rezultatele obtinute ne indreptatesc sd afirmam ca la aceasta specie tratamentul cu
substante chimice mutagene este o metoda eficace de sporire a variabilitatii genetice, de obtinere
a unor noi forme biologice.

Pe baza rezultatelor obtinute in perioada de experimentare, Tn ultima parte a lucrarii sunt

prezentate o serie de concluzii generale si propuneri pentru extinderea ariei de cultura a speciei
Silybum marianum (L.) Gaertn., continuarea cercetarilor si asupra altor compusi biochimici prezenti in

achene dar si in materialul vegetal al plantei.
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