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Introducere

Tehnicile de cultivare hidroponica a plantelor sunt cunoscute in forma moderna de
mai bine de un secol si, desi cele mai multe aplicatii si cercetari au fost orientate spre plante
de uz alimentar sau industrial, de cel putin cateva decenii existd un interes tot mai accentuat
pentru utilizarea acestor tehnici neconventionale de cultura si in domeniul plantelor
medicinale [1-3]. In acest context, am fost interesat de explorarea acestei modalititi de
cultura 1n obtinerea de produse vegetale de la trei specii de plante medicinale, din grupe
taxonomice foarte diverse: o ferigd (Nephrolepis exaltata (L.) Schott., in continuare,
abreviata NE), o dicotiledonatd (7araxacum officinale (L.) Weber ex F.H. Wigg, TO) si o
monocotiledonata (Iris germanica (L.), 1G).

NE, este dintre cele trei, specia cea mai pufin studiatd: nu se cunoaste decat foarte
superficial compozitia fitochimica, iar potentialul sau terapeutic a rimas aproape neatins de
cercetarile in domeniul farmacologic. S-au realizat insa unele studii de cultivare hidroponica
[4—-6], astfel incat exista un teren de pe care sd pornim studiile noastre. Spre deosebire de
NE, atat TO, cat si IG au fost amplu investigate, cercetatorul actual beneficiind de multe date
de natura fitochimica sau de farmacologie experimentala, sintetizate si in cateva evaluari de
sinteza de tip review [7—12]. Nu s-a studiat pand acum nici impactul mediului hidroponic
asupra vitezei de crestere si a productivitdtii acestor specii de plante medicinale, si nici
efectul unor factori de crestere precum acidul giberelic, substantele humice, acidul salicilic
sau acetilsalicilic in concentratiile testate asupra acestora, atunci cand sunt cultivate in
potentialului de fitoremediere a unor metale grele precum vanadiul, strontiul sau bariul, si
am dorit sa exploatez si aceste posibilitati in cadrul studiilor doctorale. Ca si in cazul
fitochimiei, nu existd niciun fel de date in literatura stiintifica referitoare la toxicitatea NE, nici
la potentialele sale efecte farmacologice. De aceea, in cadrul cercetérilor doctorale ne-am
propus si realizarea unor teste de toxicitate pe monocotiledonate, dicotiledonate si nevertebrate
asupra unor extracte polare si apolare obtinute din cele 3 specii. Am realizat acest lucru, intr-
o abordare comparativa, pentru extracte preparate din specimene cultivate Tn mediu hidroponic
si, respectiv geoponic. In mod similar, am realizat comparatii ale unor asemenea extracte in
privinta capacitatii lor antioxidante, a concentratiei totale de polifenoli si flavonoide. Am facut
pasi si In privinta explordrii potentialului farmacologic al celor trei specii, In particular prin
realizare, in colaborare cu colegii de la disciplina de farmacologie din facultate, a unui

screening al activitatii unor extracte din NE asupra sistemului nervos central, precum si prin



utilizarea tehnicii QSAR pentru identificarea compusilor chimici din IG, potential
responsabili de efectul hipocolesterolemiant al unui extract obtinut din aceasta ultima specie.
Pentru specia NE sunt necesare studii suplimentare pentru a determina compozitia chimica

si pentru evaluarea in profunzime a potentialul terapeutic, in special a celui fitoestrogenic.

Capitolul 1. Notiuni generale referitoare la tehnicile hidroponice
Partea generald contine generalitdti cu privire la definitia, istoria hidroponiei,
sistemele hidroponice in uz, parametri care influenteaza cresterea plantelor in sisteme
hidroponice, avantajele, dezavantajele hidroponiei si comparatia intre sistemele hidroponice

si geoponice de cultivare.

Capitolul 2. Date privind speciile vegetale selectate si incluse in studiul
hidroponic/geoponic
Al doilea capitol al partii generale sintetizeaza datele stiintifice cunoscute despre cele

3 specii vegetale alese: Nephrolepis exaltata (L.) Schott., Taraxacum officinale (L.) Weber
ex F.H. Wigg, Iris germanica (L.).

Capitolul 3. Ipoteza de lucru si obiectivele generale

Nu au fost explorate pana acum potentialele diferente fitochimice, anatomice sau
toxicologice privitor la speciile selectate de noi, cultivate in mediul geoponic fatd de cel
hidroponic. Ipoteza noastra este ca asemenea diferente sunt minimale, dar la initierea
cercetdrilor doctorale dovezile experimentale 1n acest sens lipseau. De aceea, ne-am propus
investigarea comparativd a caracterelor morfologice (prin evaludri macroscopice si
microscopice) si fitochimice a celor trei specii, cultivate in medii geoponice si hidroponice.

Exista de asemenea, goluri epistemice 1n literatura stiintifica referitoare la impactul
cultivarii Tn mediu hidroponic asupra Tmbunatatirii vitezei cresterii si calitatii a recoltei
acestor plante precum si in privinta efectului pe care anumiti factori de crestere precum
acidul giberelic, substantele humice, acidul salicilic sau acetilsalicilic in concentratiile
testate 1l au asupra cultivarii hidroponice mentionate. Ne-am propus, de aceea, investigarea
acestor aspecte printr-o serie de experimente proiectate.

Aceste trei specii nu au fost studiate pana in prezent din perspectiva potentialei lor

ege vy

studiat efectul acestor metale grele asupra cultivirii acestor trei specii vegetale. In plus,
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eliminarea efectului de confundare (confodunding statistic) pe care il prezinta in cultivarea
conventionald solul si proprietatile sale, inclusiv microbiomul solului [13], un rol important
avandu-1 si evitarea problemelor de biodisponibilitate care intervin in cazul experimentelor
realizate in sistem geoponic [14].

Datele experimentale referitoare la toxicitatea speciilor incluse in studiu sunt in
general sarace, iar pentru NE nu exista niciun fel de date, in acest sens. In acest context, am
fost interesati de realizarea unor teste de fitotoxicitate si de evaluare a toxicitatii pe
nevertebrate (nauplii de Artemia franciscana Kellog) a unor extracte polare si apolare
obtinute din acestea. Aceste evaluari s-au facut comparativ, pentru a putea detecta (indirect,
prin intermediul toxicitdtii) eventuale diferente intre proprietétile de continut fitochimic ale
specimenelor cultivate in mediu hidroponic si geoponic. In mod asemendtor, ne-am propus
evaluarea comparativa a capacitatii antioxidante, a concentratiei totale a polifenolilor si a
flavonoidelor dintr-o serie de extracte obtinute din specimene cultivate in cele doud medii.

Avand in vedere datele foarte sdrace referitoare la farmacologia speciei NE, ne-am
propus (in colaborare cu disciplina de Farmacologie din facultate) si realizarea unui
screening al activitdtii asupra sistemului nervos central al extractelor provenite de la aceasta
specie vegetald. Am fost interesati, de asemenea, sa investigdm dacd compusii biosintetizati
de IG au capacitatea de a inhiba HMG-CoA-reductaza, utilizdnd o serie de modele QSAR

pe baza de regresie pentru inhibitorii acestei ezime.

Capitolul 4. Stabilirea identitatii speciilor studiate
Introducere
Ca prima etapa in cadrul cercetarilor doctorale ne-am preocupat de identificarea
speciilor studiate. In plus, pentru cele trei specii examinate, ne-am propus si evaluim
impactul pe care l-a avut cultivarea hidroponicad asupra morfologiei si anatomiei organelor
lor vegetative. Pentru Nephrolepis exaltata (L.) Schott nu am intilnit, in literatura de
specialitate consultata, date privind modificari histo-anatomice ale organelor vegetative
subterane sau/si supraterestre in urma cultivarii hidroponice. Am presupus cd nu vor exista
diferente semnificative, dar am dorit sa evaluam aceste aspecte pe cale experimentala.
Materiale si metode
Atat pentru activitdtile raportate in acest capitol, cat si pentru cele din capitolele

urmatoare, specimenele de ferigi au fost obtinute din comert (Dedeman, importate din



Olanda), in ghiveci, avand la momentul achizitiei aproximativ 30 cm indltime si 12 cm
diametru. Papadia a fost cultivata ori direct din seminte culese din judetul Dambovita, ori
din rizomi (cu radécini) culesi din spatiul verde din Bucuresti si Ilfov. Rizomii de [Iris
germanica L. au fost obtinuti prin amabilitatea personalului Gradinii Botanice "Dimitrie
Brandza" din Bucuresti.

Identitatile speciilor studiate au fost confirmate prin examindri macroscopice $i
microscopice ale raddcinilor, rizomilor, frunzelor, rahisului, pinulelor si stolonilor, utilizand
microscopia opticd si microscopia fluorescenta si prin comparatie cu literatura de referinta
(Flora of North America [15] si World Flora Online [16]). Am examinat preparatele
superficiale ale pinulelor (NE) si frunzelor (TO, IG), clarificate cu NaOH 5% si sectiuni
transversale obtinute manual din rizomi, rahis (NE), pinule (NE), frunze si stoloni (NE)
clarificate cu hipoclorit de potasiu (apa de Javel) si colorate cu dubla coloratie: verde de iod
si carmin alaun, cu fabil (NE) [17] sau cu calcofluor alb [18].

Rezultate si discutii

Examenul macroscopic al speciei Nephrolepis exaltata (L.) Schott

Fig. 4.1. Fotografii ale organelor NE cultivata hidroponic si geoponic (B-F microscop
digital):

A - rizomi cu radacini fine; B - fronda tanara in forma de carja; C - fronda, marginea serat-

crenatd a pinulei si lobul tipic, auriculat; D - fronda tanara si perii tectori de pe rahis; E -

partea inferioara a frondelor mature, cu sori induzati si sporangi, specimen geoponic; F - sor

cu induzia reniforma si sporangi pedicelati (microscop digital), specimen geoponic.

Examen microscopic al speciei Nephrolepis exaltata (L.) Schott (NE)



Fig. 4.2. Sectiuni transversale prin rizom, rahis si pinula de NE:

A - Rizom - structura polistelica, hipoderma pluristratificata si lignificata, fascicul vascular
hadrocentric (meristel) (ob. 4x, dubla coloratie); B - Rahis - epidermd si hipoderma
pluristratificata, lignificatd, par tector pluricelular uniseriat, fascicule vasculare
hadrocentrice (ob. 4x, dubla coloratie); C - Rahis - epiderma si hipoderma lignificata,
pluristratificata, fascicul vascular hadrocentric (ob. 4x, fabil); D - Rahis - fascicul vascular
hadrocentric, endoderma cu benzi Caspary (ob. 10x, calcofluor); E - Pinula - structura
omogena, celuld tricomica bazala, fascicul vascular hadrocentric, endoderma cu benzi
Caspary (ob. 4x, dubla coloratie); F si G - Pinula - fascicul vascular hadrocentric, endoderma
cu benzi Caspary (ob. 10x, fabil F si calcofluor G); H - Pinuld - epiderma cu cuticula,
stomate, camera substomatica, structurd omogena (ob. 10x, calcofluor).

Identitatea speciei NE a fost confirmatd prin observatii macroscopice ce se afla in
concordantd cu datele din literatura de specialitate: pinulele sesile de un verde palid sunt
deltoide cu bazele inegale, partea anterioara auriculatd, marginile usor serate, induzia
reniforma, sporii elipsoidali sau sferici cu suprafata neuniforma [19-21].

Si pentru celealte doud specii, observatiile macroscopice si microscopice au fost in
concordantd cu cele din literatura.

Examindrile macroscopice si microscopice comparative (folosind o varietate de tehnici
de microscopie si coloranti) nu au evidentiat diferente semnificative Intre exemplarele

cultivate in mediul hidroponic fata de cel geoponic.

Capitolul 5. Cultivarea comparativa geoponica si hidroponica a

speciilor de interes



Introducere

In literatura stiintifici s-au publicat unele studii care au comparat eficacitatea
proceselor de culturd conventionale (geoponice) cu cele hidroponice, cu precadere pentru
specii vegetale de interes alimentar (ex. Spinacea oleracea L. [22], Telfairia occidentalis
Hook.f. [23]). Deoarece nu s-au realizat studii asupra impactului cultivarii speciilor NE, TO,
IG in mediul hidroponic comparativ cu cel geoponic, ne-am propus realizarea acestui studiu
pentru a determina dacd existd sau nu diferente ale celor doua medii de cultivare asupra
plantelor cultivate, daca aceste specii cresc mai rapid si mai mari In mediul hidroponic in
comparatie cu cel geoponic.

Materiale si metode

Pentru experimentul cultivarii comparative hidroponice — geoponice, 2 loturi a cate 12
plante au fost cultivate Tn 2 vase de 25L, in mediu hidroponic si geoponic, In conditii
controlate de temperatura, umiditate si lumina Intr-un cort de cultura de interior, model HL
100 V2.0 (HOMEDbox, Berlin, Germania). Plantele au fost tinute sub lumina artificiald timp
de 10 ore pe zi, sub o lampa fluorescentd compacta de 250 W cu spectru dublu; radiatia
fotosintetica activd, RFA, a fost de 104,91 umoli/m?s (d.s. 29,65) pentru mediul hidroponic
si 109,25 umol/m?s (d.s. 16,35) pentru cel geoponic. Mediul hidroponic de culturd prin
submersie a folosit argild expandatad, 12 ghivece de plasa de 5 cm, apa dura aerata (3,3 litri
de aer pe minut) si ingrasdmant lichid adecvat pentru cresterea vegetativa. Valorile medii ale
pH-ului, ale solidelor totale dizolvate si ale temperaturilor solutiei minerale din mediul
hidroponic de cultura prin submersie au fost masurate.

Pentru mediul geoponic, s-a folosit un amestec egal de trei substraturi comerciale:
substrat de gradind, substrat pentru orhidee si sol universal pentru plante cu flori (Agro CS,
Klasman-Deilman Gmbh). Apa utilizata, tabelul 5.1., a provenit de la robinet si a avut 7 grade
germane de duritate corespunzatoare la 70 mg/L CaO sau 124,936 ppm.

Dupa 30 de zile s-au masurat o serie de variabile de interes care sa permitd evaluarea
diferentelor 1n statusul de dezvoltare al celor doua esantioane cultivate in medii diferite: conductanta
stomatica, numarul de frunze, lungimea, suprafata foliard si masa uscata a plantelor. Conductanta
stomaticd a fost masurata cu ajutorul porometrului foliar pe baza de difuzie la stare stationara (steady
state), model SC-1 (Decagon Devices), pe mai multe frunze de la fiecare specimen (depinzand de
numarul de frunze al acestuia). Lungimea foliara a fost estimata cu ajutorul unei role de masurare,
iar suprafata foliard a fost estimata cu ajutorul programului software Imagel v. 1.53 [24], In urma

fotografierii.



Toate analizele statistice au fost realizate in mediul de calcul si programare R, versiunea 4.4.1
[25].

Rezultate si discutii

Datele experimentale indica faptul ca diferentele dintre parametrii analizati pentru
exemplarele cultivate in mediu hidroponic si geoponic nu difera semnificativ, iar eventualele
diferente care nu au putut fi detectate din cauza puterii statistice insuficiente sunt in general
mici, astfel incat este putin probabil ca orice diferente nedetectate sa fie relevante din punct
de vedere practic, cel putin pentru variabilele de interes analizate. Acestea fac din cultivarea
hidroponica a NE, TO si IG o alternativa viabila si rezonabilia la cultivarea traditionala,
geoponica. Nu am obtinut insa in experimentele noastre dovezi ale unei superioritati clare
ale uneia din metodele de cultivare asupra celeilalte (dar este posibil ca prin optimizari
ulterioare sa se evidentieze o asemenea superioritate, literatura indicdnd adesea

superioritatea metodei hidroponice [22], [23]).

Capitolul 6. Testele cu factori de crestere in mediu hidroponic
Introducere
Avand in vedere posibilitatea deosebit de simpla pe care o ofera sistemele de cultivare
hidroponica de aplicare a unor factori de crestere in mediul de cultivare, fara provocarile pe
care le prezintd administrarea in sol, am fost interesati sa evaludm In ce masura administrarea
acidului giberelic (GA3), a acidului salicilic (AS), a acidului acetilsalicilic (AAS) si a
substantelor humice (SH) in apa de culturd permite influentarea dezvoltarii plantelor
cultivate.
Materiale si metode
Pentru experimentele cultivarii hidroponice cu factori de crestere (si pentru cele de
fitoremediere) s-au folosit 2 corturi de cultivare HL 100 V2.0 cu 2 vase de cultivare in
fiecare. Plantele au avut un ciclu de lumina de 12 ore zi/noapte si au fost cultivate sub o
lampa MH de 250 W growth spectre (GIB lighting, Germania). Masuratorile au fost
efectuate cu ajutorul unui aparat de masurare a substantelor solide totale dizolvate (TDS)
ADWA AD31 (ADWA, Ungaria) si a unui pH-metru Testo 206-pH1 (Testo, Germania).
Sistemul de culturd hidroponic prin submersie utilizat a fost unul propriu, fiecare
rezervor fiind realizat din cutii PVC opace de 25L, sase ghivece din plasa de 12 cm, argila
expandata si fiecare vas a fost umplut cu o solutie de 15L realizata cu apd dura si 30 — 40 ml

de ingrasamant lichid concentrat pentru ciclul de crestere vegetativa a plantelor verzi (SC



Amia International). Apa a fost aeratd in mod constant cu ajutorul unei pompe de aer Hailea
ACO 9602, care avea un debit de 7,2L de aer pe minut. Tubulatura a avut un diametru de 4
mm, iar pietrele de aer de 150 mm au fost din ceramica. pH-ul a fost reglat la valori intre 5,5
si 6,5 cu acid citric si 20 ml apd oxigenata a fost adaugata pentru efectul dezinfectant si de
oxigenare al radacinilor submersate.

Radiatia fotosintetica activd (RPA) a fost masuratd cu un senzor cuantic cu spectru
complet MQ-500 (Apogee Instruments, terra-preta.ro). Aceasta a fost 47.33 pumol / m’s +
11.16 pentru vasul 1; 56.50 pmol / m?s + 11.74 pentru vasul 2; 56.83 umol / m?s + 4.91
pentru vasul 3 si 52.33 pmol / m?s £ 5.35 pentru vasul 4.

Acidul giberelic (GA3) utilizat in cadrul experimentului a fost obtinut dintr-o sursa
comerciala (GibbA3 T, tablete 20% x 5g, S.C. RomSoft SRL). A fost utilizat la o
concentratie de 0,02, 0,1 si 0,5 ppm pentru primele trei vase de cultura. Factorul de crestere
acid salicilic (SA; Fagron) a fost utilizat in primele trei vase la urmatoarele concentratii: 10
uM, 100 uM si 150 uM. Factorul de crestere acid acetilsalicilicilic (AAS, sintetizat in
facultate) a fost utilizat in primele trei vase la o concentratie de 50 pM pentru primul vas,
100 uM pentru al doilea si 10 uM pentru al treilea. Substantele humice (SH) utilizate in
experiment au fost obtinute dintr-un produs comercial numit Diamond black (General
Organics), care continea acid humic derivat din lignind. Acesta a fost folosit la o concentratie
de 240 ppm de acizi humici pentru primul vas, 360 ppm pentru al doilea si 40 ppm pentru al
treilea.

Plantele au fost mentinute in contact cu factorii de crestere timp de doud saptamani,
1ar solutia a fost schimbata saptamanal pentru a preveni degradarea hormonului de crestere.
S-au urmarit aceleasi criterii de evaluare finala ca si in capitolul precedent.

Rezultate si discutii

Niciunul din fitohormonii mentionati nu au fost evaluati pAna acum in sisteme
hidroponice ale celor trei specii evaluate de noi.

In experimentele noastre nu am observat niciun fel de efect semnificativ al GA3
(asupra niciuneia dintre cele trei specii) si presupunem ca acest fenomen este consecinta
concentratiilor prea reduse utilizate de noi (maximum 0,5 mg/L).

Nu am observat efecte semnificative asupra frunzelor, conductantei stomatelor
sau masei foliare, a organelor subterane ori a masei totale uscate, pentru speciile
evaluate. La nivelurile de concentratie mai mari testate de noi (100 si 150 pM AS), s-
au observat tendinte catre efecte inhibitoare in privinta numéarului de frunze, al

suprafetei foliare si un efect inhibitor semnificativ asupra conductantei stomatelor.



Deoarece esantioanele noastre au fost limitate la sase plante per grup, nu este imposibild o
eroare de tip I, dar se justifica repetarea experimentului (si utilizarea unor concentratii mai
mari) pentru a evalua daca este vorba de un efect specific sau de o observatie cu caracter
aleator.

Nici in privinta acidului acetilsalicilic nu s-au observat efecte semnificative asupra
dezvoltarii celor trei specii evaluate.

La concentratiile utilizate in studii experimentale (40 mg/L), substantele humice nu au
avut efecte benefice semnificative asupra dezvoltarii celor trei specii in sistem hidroponic.
Date experimentale limitate au sugerat ca niveluri mai ridicate ale acestora ar putea fi
benefice (in acord cu recomandarea producatorului), dar acest lucru necesita confirmare

experimentala.

Capitolul 7. Teste de fitoremediere in mediu hidroponic

Introducere

Curatarea solurilor sau a apelor contaminate cu metale toxice se poate face economic
prin fitoremediere. Aceasta presupune folosirea plantelor pentru a extrage si acumula
metalele contaminante din sol sau din ape.

Nici NE, nici TO sau IG nu au fost testate pentru evaluarea potentialului de
fitoremediere a metalelor toxice vanadiu, strontiu si bariu. De asemenea, nu se cunoaste
efectul toxic al acestora metale asupra celor trei specii vegetale, atunci cand sunt cultivate In
acestor aspecte, deoarece elimina efectul de confundare pe care il prezintd in cultivarea
geoponica solul cu caracteristicile lui si microbiomul acestuia [13]. Mediul hidroponic
permite si evitarea problemelor de transfer de masa (biodisponibilitate) care caracterizeaza
experimentele realizate in sistem geoponic [14].

Materiale si metode

Metoda de cultura a fost identica cu cea folositd pentru factorii de crestere. S-a utilizat
metavanadat de amoniu (meta puriss., Schering) in urmatoarele concentratii: 10 ppm, 20
ppm, 40 ppm si niciunul pentru control. Nitratul de strontiu (Schering) a fost utilizat in
concentratii de: 50 ppm, 100 ppm, 200 ppm, iar peroxidul de bariu (Schering) a fost utilizat
in concentratii de: 10 ppm, 65 ppm, 170 ppm.

Materia vegetala a fost adusa la o greutate constantd cu ajutorul unei etuve si a fost

masuratd pe balanta analitica (Partner PS 600/C/2). Analizele au fost realizate prin tehnica



spectrometriei de masa cu plasma inductiva (ICP-MS) pentru IG si NE, simultan pentru V
si Sr. Pentru restul analizelor s-a folosit spectrometria de absorbtie atomica (SAA). Datele
referitoare la acumularea Ba 1n organele vegetative ale TO sunt indisponibile ca urmare a
unei erori de analizd a aparatului si a caracterului distructiv al tehnicii care a dus la
distrugerea esantioanelor de analizat.

Rezultate si discutii

Toate cele trei specii evaluate tolereaza foarte bine ionii de V, Sr si Ba, fard a manifesta
semne de ofilire sau alte semne de toxicitate. Toate cele trei specii acumuleaza ionii de V,
Sr si Ba, dar nu toate si nu pentru toate metalele evaluate, indeplinesc criteriile pentru a fi
calificate ca hiperacumulatori.

NE rezista neafectata la niveluri ridicate de vanadiu, acumuleaza cantitati relativ mari
in organele subterane, dar acumularea in frunze este mult mai redusa decét in acestea. NE a
concentrat mai mult Sr in pértile aeriene decat in cele subterane si in cantititi foarte
mari, indicind ca este hiperacumulator si foarte recomandata pentru fitoremediere,
mai ales datorita faptului ca nu s-a ofilit la niciuna din concentratiile testate.

TO acumuleaza V in cantitdti mari In rizom, prezintd insa dezvantajul ca acumuleaza
putin V in frunze. A concentrat si Sr mai mult in partile subterane decat in cele supraterane,
dar acumularea Sr s-a facut in cantitdti mici, mult mai mici decat celelalte specii testate.

IG prezinta o tolerantd bund atunci cand este cultivat in prezenta vanadiului, dar a
acumulat metalul in cantitdti mari doar in interiorul radacinilor si nu in rizomi sau frunze,
fiind rezistent la V, dar nu indicat pentru fitoremedierea acestuia.

IG a acumulat cantititi mari de strontiu in frunze, superioare unor
hiperacumulatori mentionati in literatura, fiind o specie potential utild in
fitoremedierea acestui metal.

Desi toate speciile evaluate au acumulat cantitati modeste de bariu, niciuna dintre ele

nu corespunde unui hiperacumulator [26].

Capitolul 8. Teste de fitotoxicitate si de letalitate asupra naupliilor de

Artemia franciscana Kellog
Introducere
Toxicitatea acutd a unor substante ori amestecuri de substante (inclusiv extracte
vegetale sau alte produse de origine naturald) poate fi testata pe o varietate de organisme, de

la procariote la mamifere. Dintre metodele ieftine de testare, utile in special pentru evaluari



preliminare, se poate mentiona testarea pe specii vegetale, monocotiledonate precum
Triticum aestivum L. [27], sau dicotiledonate, ex. Lactuca sativa L. [28] si testarea pe
nevertebrate, de ex. Artemia franciscana Kellog. [29].

In contextul investigarii celor trei specii vegetale cultivate in mediu hidroponic, am
fost interesati de testarea toxicitatii acestora, pentru a evalua, in ce masurd aceasta modalitate
de cultivare influenteaza profilul fitochimic si, prin urmare, toxicitatea speciilor respective
(este de presupus ci diferentele sunt minimale). In plus, toxicitatea speciei NE nu a fost
evaluata anterior, astfel incit pentru aceasta, evaluarea toxicitdtii prezintd un interes
suplimentar.

Materiale si metode

Pentru toate cele trei specii s-au utilizat extracte apoase si alcoolice obtinute la cald
din: frunze, rizomi, rddacini de la plantele cultivate geoponic si, respectiv hidroponic.
Fiecare material vegetal a fost uscat, macinat fin (sita ochiurilor de 500 pm) si s-au obtinut
cate doua extracte de concentratie 5%: unul cu metanol absolut si unul cu apa distilatd. Pentru
frondele NE cultivata hidroponic s-a utilizat etanol in loc de metanol, extractele fiind
evaluate pentru fitotoxicitate la urmatoarele concentratii 10%, 5%, 1%, 0,5%, 0,1%. Pentru
toate celelalte produse vegetale s-a utilizat metanol ca alcool si urmatoarele niveluri de
concentratie In evaluarea fitotoxicitatii: 5%, 1%, 0,5%, 0,25% si 0,125% (concentratia de
10% avand efecte inhibitorii totale asupra plantelor). Testul Lactuca a fost realizat doar
pentru IG deoarece au fost intdmpinate dificultati cu germinarea semintelor.

Pentru testul de letalitate s-a utilizat micro-crustaceul Artemia franciscana Kellog,
AF (Ocean Star International) [30]. Concentratiile utilizate au fost de 0,50%, 0,25%,
0,125%, 0,0625% si 0,03125% atat pentru extractele apoase, cat si pentru cele metanolice.
Protocolul a fost similar cu testul de letalitate al crevetilor de apa sdrata Artemia salina Brine
Shrimp Lethality Assay [31].

Graul ecologic a fost procurat local, din judetul Calarasi, iar L. sativa din comert (s.c.
Agrosem Impex s.r.1.). S-a evaluat influenta solutiilor extractive asupra alungirii radicelelor
semintelor germinate, atat pentru grau (Testul Triticum), cat si pentru salata (biotestul
Lactuca), precum si impactul pe care 1-a avut asupra filmului mitotic din varful radacinilor
de grau, prin metoda Constantinescu [32,33]. Pentru biotestul Lactuca, protocolul a fost
identic cu cel al testului Triticum, cu exceptia faptului ca au fost alese doar semintele de
salatd cu o rddacina de 1 mm lungime si nu s-au efectuat colorarea cu orceina acetica si

observatii microscopice [34].



Rezultate si discutii

Efectul inhibitor scazut al frunzelor NE cultivate in mediu hidroponic, observat in
testul Triticum, precum si letalitatea scazutd observata in biotestul Artemia, sugereaza ca
planta poate fi utilizatda in sigurantd in scopuri terapeutice. Existd putine cunostinte
etnofarmacologice privind utilizarea acestei specii. Cu toate acestea, datele din Fiji si India
aratd ca este utilizata in mod traditional (rizomul) pentru tratarea tulburarilor menstruale, a
sterilitatii femeilor si facilitant al nasterii [35,36]. Datele obtinute in vitro pe liniile celulare
de cancer de prostatd LNCaP si PC-3 au indicat ca fractiunile din frunze ar putea avea
potentiale efecte antiandrogenice [37]. Astfel de date din medicina populara, impreuna cu
toxicitatea aparent scdzutd observatd in experimentele noastre, indicd faptul ca sunt
interesante si ar trebui efectuate investigatii suplimentare privind atdt compozitia chimica,
cat si proprietatile farmacologice ale extractelor preparate din rizomi si frunze.

In mod curios, datele noastre experimentale au indicat faptul ci un extract apos din
organele subterane provenit de la specimene din culturd geoponica prezinta o fitotoxicitate
mai mare fatd de Triticum aestivum In comparatie cu extractul apos din frunze (dar in unele
zile, relatia a fost inversatd intre cele doud). In schimb, in cazul extractelor obtinute din
specimene cultivate Tn mediu hidroponic, lucrurile au stat invers: extractul apos din frunza a
fost mai fitotoxic decat cel din organe subterane. In cazul extractelor metanolice, indiferent
de mediul de culturad (hidroponic sau geoponic), cele obtinute din frunza au fost mai active
decat cele obtinute din organele subterane. Datele de toxicitate asupra naupliilor de Artemia
franciscana Kellog au indicat o toxicitate ceva mai mare a extractelor obtinute din organele
subterane (fatd de cele frunze), indiferent de solventul utilizat. Ambele teste (7riticum si
Artemia) au indicat insa niveluri relativ reduse de toxicitate. La sobolan, pentru un extract
hidro-etanolic din organele subterane ale TO s-a estimat o DLso de 1100 mg/kg, acesta fiind
clasat de autorii studiului drept un amestec cu toxicitate acutd relativ redusa [38]- o
concluzie in acord si cu cele obtinute de noi in testele Triticum si Artemia. Alte studii au
estimat pentru alte extracte valori DLso In teste de toxicitate acutd mult mai mari, de 36,8 si
28,8 g/kg [39], ceea ce indica o toxicitate acuta si mai redusa.

Toate evaluarile toxicitatii realizate de noi au indicat ca extractele obtinute din IG,
atat din frunze, cat si din organele subterane, au o toxicitate acutd foarte limitatd sau sunt
lipsite de toxicitate. A existat o bund concordanta intre testele Artemia si testele de
fitotoxicitate aplicate in cadrul nostru experimental (pe speciile Lactuca si Triticum). A

existat o diferentd mica intre extractele obtinute din specimene cultivate in mediu geoponic



si hidroponic. Toxicitatea a fost ceva mai mare pentru extractele obtinute cu alcool fata de

cele obtinute cu apa, dar in ambele situatii a fost foarte redusa.

Capitolul 9. Teste de determinare a capacitatii antioxidante totale, a

polifenolilor si a flavonoidelor

Introducere

Capacitatea antioxidantda totala, CAT masoara eficienta fitoextractelor de a fi
scavengeri de radicali liberi si de a opri efectele nedorite ale SRO asupra macromoleculelor
biologice. CAT este derivata din totalitatea polifenolilor (P) si a flavonoidelor (F) [40].

In contextul programului de cercetare doctorald ne-am propus testarea ipotezei
conform careia plantele crescute in mediu hidroponic prezintd o fitochimie/ o compozitie
chimica similara, daca nu mai variata si mai bogatd in componente fitochimice decat cele
cultivate conventional. In acest sens, am studiat comparativ CAT, P si F din extractele hidro-
alcoolice uscate prin liofilizare preparate din organele plantelor cultivate hidroponic si
geoponic.

Materiale si metode

Materialul vegetal uscat al celor 3 specii a fost separat in patru loturi: frunzele si
organele subterane ale plantelor cultivate in mediul hidroponic si, respectiv, frunzele si
organele subterane ale plantelor cultivate in mediul geoponic. Acestea au fost macinate fin
si cantdrite, apoi tratate cu 50% metanol. Fiecare solutie extractiva finala a fost distilata la
rotavapor pana la distilarea completd a metanolului. Solutia apoasa ramasa a fost congelata
si liofilizata folosind un liofilizator marca Scanvac Coolsafe 55-4. Extractele au fost pastrate
la (-) 20 °C pana la utilizare.

Determinarea continutului total de polifenoli a probelor s-a realizat cu reactivul
Folin-Ciocalteu conform metodei descrise anterior de Singleton si colab. (1999) [41].
Determinarea continutului in flavonoide totale s-a realizat folosind metoda
spectrofotometrica descrisd de Chang si colaboratorii (2002) [42]. Determinarea activitatii
antioxidante a fost realizatd prin metoda DPPH [43], ABTS[44], CUPRAC [45].

Rezultate si discutii
Pentru toate cele trei plante medicinale valorile P, F si CAT au fost, in general, mai
mici pentru extractele din organele plantelor cultivate in mediu hidroponic decat cele

din mediul geoponic cu cateva exceptii. Astfel:



Pentru NE, valorile polifenolilor si ale capacitatii antioxidante au fost mai mici in cazul
extractelor obtinute din organele subterane de la specii cultivate iIn mediu hidroponic fata de
cele cultivate In mediu geoponic, insd in cazul frunzelor situatia a fost inversa. Nivelul
flavonoidelor a fost mai redus in extractele provenite de la specimene cultivate in mediu
hidroponic (in comparatie cu cele cultivate in mediu geoponic), atat in cazul organelor
subterane, cat si al frunzelor. Valorile capacitatii antioxidante au tins sa fie mai mici pentru
organele subterane de la specimene cultivate in mediu hidroponic, dar mai mari pentru
frunzele obtinute din specimene cultivate 1n acelasi mediu. Asadar, in privinta polifenolilor
si al capacitatii oxidante, efectul este mai pronuntat in cazul extractelor de frunze recoltate
de la specimene cultivate in mediu hidroponic si mai redus in cazul organelor subterane
provenite de la specimene cultivate in acelasi mediu. In schimb, continutul de flavonoide
este mai redus atat in organele subterane, cat si in frunzele de la specimenele cultivate in
mediu hidroponic.

Pentru TO, valorile P si CAT sunt extrem de mici, iar cele pentru F sunt mici, in cazul
tuturor extractelor obtinute de la specimene cultivate in mediu hidroponic, atat pentru
organele subterane, cat si pentru frunze.

Pentru IG, toate valorile P, F s1 CAT sunt mai mici pentru extractele obtinute de la
specimene cultivate in mediu hidroponic, atit cele derivate din organe subterane, cat si

cele obtinute din frunze.

Capitolul 10. Studii farmacologice

Introducere

TO si1 1G sunt plante medicinale cu o indelungata traditie de utilizare, in vreme ce NE,
nefiind nativa in Europa, a fost utilizata mai putin in medicina traditionala. Se cunoaste doar
utilizarea traditionala a speciei in insula Fiji pentru tratarea tulburarilor menstruale [35] si
posibilele efecte hormonale si citotoxice asupra celulelor canceroase umane [37]. Avand in
vedere datele limitate referitoare la toxicitatea celor doua specii, Intr-o cercetare cu caracter
preliminar ne-am propus evaluarea toxicitatii unor extracte vegetale din cele trei specii
cultivate in sistem geoponic si hidroponic pe specii de rozitoare. In plus, tinand cont de
faptul ca NE nu a fost aproape deloc investigata din punct de vedere farmacologic pana in
prezent, ne-am propus si realizarea unui screening farmacologic la nivelul Sistemului
Nervos Central (SNC) pentru decelarea efectelor produse de principiile active continute in

extractele hidro-metanolice (1:1) obtinute de la aceasta specie.



10.1. Testarea toxicitatii acute Nephrolepis exaltata (L.) Schott, Iris germanica L.
si Taraxacum officinale (L..) Webb

Ghidul OECD 420 (1992) [46] recomanda testarea toxicitatii acute prin observarea
semnelor clare ale toxicitdtii, aparute in urma administrarii unor doze fixe (se evita astfel
moartea animalelor de experientd). Metoda permite repartizarea substantelor, conform
Sistemului Global Armonizat (GHS) de clasificare a substantelor chimice care produc
toxicitate acutd, in 5 categorii [ENV/IM/MONO(2001)6, 2001] [47]. Ne-am propus
evaluarea toxicitatii acute pentru extractele liofilizate ale speciilor Nephrolepis exaltata (L.)
Schott., Iris germanica L. si Taraxacum officinale (L.) Webb cultivate in mediu geoponic si
hidroponic.

Principiul metodei

Metoda constd in administrarea unor grupuri de animale de acelasi sex, administrarea
,in trepte" a unor doze fixe de 5, 50, 300 si 2000 mg/kg (in mod exceptional, o doza
suplimentara de 5000 mg/kg).

Se administreaza o dozd de 2000 mg/kg (sau, in mod exceptional, o doza de 5000
mg/kg) unui singur animal, urmatd de administrarea ulterioara la alte 4 animale, daca nu este
inregistrat niciun deces [OECD 420] [46].

Materiale si metoda

S-a utilizat o colectivitate de 60 soareci albi, susa NMRI, masculi, cu greutatea initiala
de 36,97 + 2.67, achizitionati de la INCDMI ,,Cantacuzino” (Institutul National de
Cercetare-Dezvoltare Medico-Militard ,,Cantacuzino”, Bucuresti, Roménia). Animalele au
fost cazate in custi din plexiglas, cu pereti transparenti si cu acces la hrana si apa ad libitum
(conditii de testare constante: temperatura de 21-23°C, umiditatea 45-60%).

S-au respectat normele de bioetica 1n cercetarea pe animale de experientd n scop
stiintific, conform Legii 43/2014 modificata si completatd prin Legea nr. 199/2018, privind
protectia animalelor utilizate n scopuri stiintifice.

Animalele au fost tinute la post, cu apa ad /ibitum inaintea admnisitrarii dozei unice.
Soarecii au fost cantariti si apoi li s-a administrat extractul testat (mancarea a fost pusd la 1-
2 ore post administrare.

Extractele vegetale hidro-metanolice (1:1) liofilizate au fost obtinute din frunzele si
partile subterane ale speciilor Nephrolepis exaltata (L.) Schott., Iris germanica L. si
Taraxacum officinale (L.) Webb cultivate in mediu geoponic si hidroponic.

Studiul preliminar



S-au alcatuit 12 loturi (un soarece/lot), care au primit in doza unica, p.o., extractele
uscate, dispersate 1n apa distilata, sub forma de suspensie apoasa de concentratie 20%.

Studiul principal

La 48 ore dupa prima administrare, s-au alcatuit 12 alte loturi (4 soareci/lot), care au
primit, in doza unica, p.o., aceleasi extracte, in aceeasi doza. Animalele au fost observate
individual dupa administrare, cel putin o datd in primele 30 de minute si apoi periodic pe
parcursul a 24 de ore. Greutatea a fost determinata initial, Tnainte de administrare, la 7 zile,
la 10 zile si la 14 zile de la inceperea experimentului.

S-a urmarit semnele de toxicitate: modificari patologice la nivelul tegumentului si a
mucoaselor, ale aspectului exterior, afectari la nivelul altor aparate si sisteme (aparat
respirator, sistem nervos central) sau modificari de comportament. S-a urmarit in special
aparitia semnelor precum tremor, convulsii, hipersalivatie, diaree, letargie, somn si coma.

Rezultate si discutii

Studiul preliminar

Dupa administrarea a 2000 mg/kg corp de extract, nu s-a inregistrat letalitate si nu s-
au produs modificari ale parametrilor urmariti.

Studiul principal

La 48 de ore dupa primele testari, s-a administrat din nou 2000 mg/kg corp de extract.
Nu s-a inregistrat letalitate si nu s-au produs modificari ale parametrilor urmariti.

10.2. Screening farmacologic la nivelul Sistemului Nervos Central pentru decelarea
efectelor produse de principiile active continute in extractele de Nephrolepis exaltata
(L.) Schott.

Deoarece aceasta specie de feriga a fost putin studiata din punct de vedere terapeutic,
datele din literatura de specialitate privitoare la compozitia chimica a acesteia si posibilele
utilizari terapeutice fiind aproape inexistente, am investigat posibilele efecte ale speciei
asupra SNC printr-un screening farmacologic in teste comportamentale, pentru patru
extracte liofilizate din Nephrolepis exaltata (L.) Schott. frunze si rizomi, recoltate de la
plante cultivate in mediul hidroponic ori geoponic.

Materiale si metode

Extractele s-au administrat oral in doza zilincd de 500 mg/kg corp. Evaluarea s-a
efectuat dupd doza unica si dupa o sd@ptamana de tratament.

S-au utilizat un numar de 57 soareci de sex masculin susa NMRI achizitionati de la
INCDMI ,,Cantacuzino” (Institutul National de Cercetare-Dezvoltare Medico-Militara

»Cantacuzino”, Bucuresti, Roméania). Animalele au fost cazate in custi din plexiglas, cu



pereti transparenti si cu acces la hrana si la apa ad libitum, respectand conditiile de testare
mentionate la capitolul toxicitate acuta.

S-au respectat normele de bioeticd in cercetarea pe animale de experientd in scop
stiintific, conform Legii 43/2014 modificata si completatd prin Legea nr. 199/2018, privind
protectia animalelor utilizate in scopuri.

Animalele au fost Tmpartite in 7 loturi (8 animale/lot) si timp de 7 zile 1i s-au
administrat substantele de testat. Loturile au fost tratate cu: apa distilatd 0,1 mL/10g
(martor/control, M); diazepam 1,5 mg/kg corp (referintd negativa DZ); cafeind 20 mg/kg
corp (referinta pozitiva CF); Nephrolepsis exaltata rizomi extract hidroponic 500 mg/kg corp
(NERH) si extract geoponic 500 mg/kg corp (NERG); Nephrolepsis exaltata frunze extract
hidroponic 500 mg/kg corp (NEFH) si extract geoponic 500 mg/kg corp (NEFG);

Teste farmacologice comportamentale

Am evaluat activitatea locomotorie spontani, coordonarea motorie precum si
efectele anxiogene sau anxiolitice.

Rezultate si discutii privind parametrii si indicele de anxietate in testul labirintului
suspendat in formd de plus

A fost evidentiat un efect anxiogen, semnificativ statistic fatd de lotul martor, dupa 7
zile de tratament, pentru loturile tratate cu extract de Nephrolepsis exaltata obtinut din rizom
crescut in mediu hidroponic si geoponic si pentru extractul obtinut din frunzd, crescut in
mediu hidroponic. Extractele testate nu au modificat semnificativ timpul petrecut in zona
centrald si nici indicele de anxietate.

Rezultate si discutii privind activitatea locomotorie spontana (Activity Cage, Ugo
Basile)

Activitatea motorie verticala a scazut semnificativ statistic dupa administrarea a 7
doze consecutive la loturile de animale tratate cu extractele obtinute din frunze de
Nephrolepsis exaltata crescuta in mediu hidroponic si geoponic. Se poate concluziona ca
extractele obtinute din frunzele de Nephrolepsis exaltata crescutd in mediu hidroponic si
geoponic prezintd un efect deprimant asupra SNC.

Rezultate si discutii privind activitatea motorie coordonatdi (testul Rotarod)

Rezultatele cercetdrii au evidentiat urmdtoarele: stimularea performantelor motorii
pentru animalele tratate cu cafeina, atdt dupa doza unica, cét si dupd doze repetate. De
asemenea, extractele obtinute din rizom si frunze de Nephrolepsis exaltata crescutd in

mediu hidroponic, au stimulat performantele motorii ale animalelor testate.



Capitolul 11. Evaluarea potentialului de inhibare a HMG-CoA

reductazei al speciilor studiate, utilizaind metoda QSAR

Introducere

QSAR este o abordare computationala care se bazeaza pe construirea de modele care
descriu relatia dintre activitatea biologica si anumite proprietati structurale (descriptori) ale
liganzilor care se leaga de o tinta biologica specifica (sau care au un anumit efect biologic)
[48].

Igbal Choudhary et al. (2005) au raportat ca un extract etanolic de IG (rizomi) a redus
semnificativ toate componentele lipidice, inclusiv LDL- colesterolul [49]. Autorii nu au
identificat si nici nu au discutat compusii chimici responsabili sau mecanismul de actiune
implicat, iar noi nu am putut identifica alte cercetari publicate pentru a clarifica acest aspect.
Prin urmare, am fost interesati sa evaludm daca compusii biosintetizati de IG au capacitatea
de a inhiba HMG-CoA-reductaza, utilizdnd o serie de modele QSAR pe baza de regresie
pentru inhibitorii acestei ezime.

Materiale si metode

S-a utilizat un set de 1170 de inhibitori ai HMG-CoA reductazei umane, a caror
activitate a fost evaluata pe baza valorilor concentratiilor inhibitoare semimaximale (IC50),
care au fost descdrcati din baza de date ChEMBL (ID tinta CHEMBL402) [50]. Ca
descriptori s-au utilizat amprentele digitale MACCS calculate cu ajutorul pachetului “Rcpi”
[51], iar cu software-ul AlvaDesc [52] s-au calculat 3874 descriptori moleculari 2D, grupati
in 18 blocuri (indici constitutionali, descriptori inelari, indici topologici etc).

Am descdrcat structurile chimice ale tuturor compusilor chimici raportati ca fiind
identificati in specia Iris germanica L. in baza de date Lotus [53], s-au calculat descriptorii
moleculari si apoi s-a cernut virtual fiecare compus utilizand modelele QSAR cu cea mai
bund performanta.

Rezultate si discutii

S-au construit si evaluat prin validare incrucisata imbricatd un numar de 300 de modele
(cu diferiti algoritmi de regresie de Invatare automata, metode de selectie a caracteristicilor
si seturi de date privind amprentele digitale sau descriptorii). Dintre acestea, un numar de 21
de modele au avut o performanta rezonabil de buna 1n cadrul validarii incrucisate imbricate
(fieR2 > 0,70, fie CCC > 0,85), iar dintre acestea, doar sase au indeplinit ambele conditii de

performantd (R2 > 0,70 si CCC > 0,85) (Tabelul S11.1s1 Fig. S11.1).



S-au descarcat toti compusii chimici raportati pana in prezent ca fiind identificati in

specia IG din baza de date Lotus [53] a compusilor naturali, obtindnd un set de date de 129

de compusi care au fost supusi screening-ului virtual folosind modelele selectate. Sapte

compusi din acest set de date s-au aflat in afara DA al tuturor celor sase modele si 12 compusi

s-au aflat in DA al unui singur model dintre cele sase. 60 (46,5%) de compusi s-au aflat in

DA al tuturor celor sase modele si 38 (29,5%) s-au aflat n DA al cinci din cele sase modele.

Niciun compus din acest set de date nu a avut o ICso prezisa mai mica de 10 nM (Fig. 11.1)

si numai doi compusi au fost prezisi de modele ca avand o ICso mai mica de 100 nM, ambii

fiind stereoizomeri ai aceleiasi structuri de baza a izoflavonei acetilate (Fig. 11.2).
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Fig. 11.1. Histograma a valorilor pICs
prezise pentru compusii chimici
raportati in Iris germanica L.

Fig. 11.2. Doua izoflavonoide
acetilate din rizomul de Iris
germanica prezise a fi foarte active
impotriva HMGCoA-reductazei.

Concluzii si contributii personale

1. Examenele macroscopic si microscopic al celor trei specii analizate au confirmat

identitatea acestora, au evidentiat caractere histo-anatomice specifice fiecareia si au

demonstrat cd in toate cele trei cazuri nu existd diferente morfo-anatomice

remarcabile Intre specimenele cultivate in mediu hidroponic si, respectiv, geoponic

(Cap. 4).



Diferentele dintre parametrii analizati pentru exemplarele cultivate Tn mediu
hidroponic si geoponic nu sunt semnificative, iar eventualele diferente care nu au
putut fi detectate din cauza puterii statistice insuficiente sunt in general mici, astfel
incat este putin probabil ca orice diferente nedetectate s fie relevante din punct de
vedere practic, cel putin pentru variabilele de interes analizate. Acestea fac din
cultivarea hidroponicd a NE, TO si IG o alternativa viabila si rezonabila la cultivarea
traditionala, geoponica (Cap. 5).

Nu am obtinut insa in experimentele noastre dovezi ale unei superioritati clare ale
uneia din metodele de cultivare asupra celeilalte (dar este posibil ca prin optimizari
ulterioare s se evidentieze o asemenea superioritate, literatura indicand adesea — dar
nu intotdeauna - superioritatea metodei hidroponice) (5.4, paragrafele 1-2).

In experimentele noastre nu am observat niciun fel de efect semnificativ al GA3
(asupra niciuneia dintre cele trei specii) si presupunem ca acest fenomen este
consecinta concentratiilor prea reduse utilizate de noi (maximum 0,5 mg/L).
(Sectiunea 6.3.1, par. 1, 6.3.2, par. 1, 6.3.3., par. 1)

Nu am observat efecte semnificative ale acidului salicilic asupra frunzelor,
conductantei stomatelor sau masei foliare, a organelor subterane ori a masei totale
uscate, pentru speciile evaluate. La nivelurile de concentratie mai mari testate de noi
(100 si 150 uM), s-au observat tendintele unor efecte inhibitoare in privinta
numadrului de frunze, al suprafetei foliare si un efect inhibitor semnificativ asupra
conductantei stomatelor. (Sectiunea 6.3.1, par. 2, 6.3.2, par. 2, 6.3.3., par. 2)

Nict in privinta acidului acetilsalicilic nu s-au observat efecte semnificative asupra
dezvoltarii celor trei specii evaluate (Sectiunea 6.3.1, par. 3, 6.3.2, par. 3, 6.3.3., par.
3).

La concentratiile utilizate in studii experimentale (40 mg/L), substantele humice nu
au avut efecte benefice semnificative asupra dezvoltarii celor trei specii in sistem
hidroponic. Date experimentale limitate au sugerat cd niveluri mai ridicate ale
acestora ar putea fi benefice (in acord cu recomandarea producatorului), dar acest
lucru necesita confirmare experimentala. (Sectiunea 6.3.1, par. 4, 6.3.2, par. 4, 6.3.3.,
par. 4).

Toate cele trei specii evaluate tolereazd foarte bine ionii de V, Sr si Ba, fard a

manifesta semne de ofilire sau alte semne de toxicitate (Cap. 7).
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Toate cele trei specii acumuleaza ionii de V, Sr si Ba, dar nu toate si nu pentru toate
metalele evaluate, Indeplinesc criteriile pentru a fi calificate ca hiperacumulatori
(Cap. 7).

NE rezistd neafectatd la niveluri ridicate de vanadiu, acumuleaza cantitati relativ mari
in organele subterane, dar acumularea in frunze este mult mai redusa decat 1n acestea.
NE a concentrat mai mult Sr 1n partile aeriene decat 1n cele subterane si in cantitati
foarte mari, indicdind ca este hiperacumulator si foarte recomandatd pentru
fitoremediere, mai ales datorita faptului cd nu s-a ofilit la niciuna din concentratiile
testate (Sect. 7.3.1, par. 1-4).

TO acumuleaza V in cantitati mari n rizom, prezinta insa dezvantajul ca acumuleaza
putin V in frunze. A concentrat si Sr mai mult in partile subterane decét in cele
supraterane, dar acumularea Sr s-a ficut in cantitati mici, mult mai mici decét
celelalte specii testate (Sect. 7.3.2, par. 1-4).

IG prezinta o tolerantd bund atunci cand este cultivat in prezenta vanadiului, dar a
acumulat metalul in cantitati mari doar 1n interiorul radacinilor si nu in rizomi sau
frunze, fiind rezistent la V, dar nu indicat pentru fitoremedierea acestuia (Sect. 7.3.1,
par. 1-7).

IG a acumulat cantitati mari de strontiu in frunze, superioare unor hiperacumulatori
mentionati In literaturd, fiind o specie potential utila in fitoremedierea acestui metal
(Sect. 7.3.1, par. 8-9).

Desi speciile evaluate au acumulat cantitati modeste de bariu, niciuna dintre ele nu
corespunde unui hiperacumulator (Sect. 7.3.1, par. 5-6; par. 5; Sect. 7.3.3., par. 10-
11).

Efectul inhibitor redus al frunzelor de NE cultivate in mediu hidroponic (ca si in
mediu geoponic), observat in testul Triticum, precum si letalitatea scazutd observata
in biotestul Artemia, sugereaza ca planta poate fi utilizatd in siguranta in scopuri
terapeutice (Sect. 8.3.1, par. 1-7; sect. 8.3.3., par. 1-2).

Ambele teste (Triticum si Artemia) au indicat niveluri relativ reduse de toxicitate ale
frunzelor si organelor subterane de TO, constatdri concordante cu evaluarile de
toxicitate acuta la sobolan ale unor extracte obtinute din aceasta specie (Sect. 8.3.1,
par. 8-14; sect. 8.3.3., par. 3).

Toate evaludrile toxicitatii realizate de noi au indicat ca extractele obtinute din IG,
atat din frunze, cat si din organele subterane, au o toxicitate acuta foarte limitatd sau

sunt lipsite de toxicitate. Acestea sunt in acord cu datele disponibile 1n spatiul public
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care sugereazd ca IG este o specie putin toxicd pentru om (dar cu toxicitate
remarcabild pentru animalele de companie si bovine; nu este clar care este
mecanismul acestei diferente) (Sect. 8.3.1, par. 15-18; sect. 8.3.2.; sect. 8.3.3., par.
4-6).

Cel mai abundent continut de polifenoli, flavonoide si cea mai mare capacitate
antioxidanta au fost Inregistrate la specia IG, in vreme ce valorile cele mai reduse ale
acelorasi variabile au fost inregistrate la specie TO (IG>NE> TO) (Sect. 9.3).

In general, valorile pentru polifenoli, flavonoide si capacitatea antioxidanti, au fost
mai mari pentru organele subterane decat pentru frunze cu exceptia extractelor
obtinute de la NE cultivata in mediu hidroponic (Sect. 9.3).

Continutul de polifenoli, flavonoide si capacitatea antioxidanta au fost mai mari la
specimenele cultivate in sistem geoponic decat in sistem hidroponic, cu exceptia
frunzelor de NE cultivate 1n sistem hidroponic, la care continutul de flavonoide si
capacitatea antioxidanta au fost mai mari (Sect. 9.3).

Rezultatele obtinute sugereazd ca pentru TO cultura hidroponicda nu ar fi
recomandabild, cel putin cu parametrii de cultivare utilizati de noi (Sect. 9.3).

Sunt necesare studii de optimizare care pot avea ca rezultat continuturi mai
abundente de polifenoli si flavonoide in toate organele celor trei specii vegetale
investigate (Sect. 9.4).

Evaluarea toxicitatii acute in conformitate cu ghidul OECD 420, adoptat in iulie
1992, a evidentiat faptul ca nu a aparut efect letal in urma administrarii extractelor
testate la doza de 2000 mg/kg corp, administrate p.o. De aceea, conform ghidului
OECD 420 extractele NERG, NERH, NEFG, NEFH, IGRG, IGRH, IGFG, IGFH,
TORG, TORH, TOFG si TOFH s-au incadrat in categoria 5 (DL50 > 5000 mg/kg,
p.o), in conformitate cu datele incluse in Sistemul Global de Armonizare (Global
Harmonised System-GHS) - ENV/JIM/MONO(2001)6, 2001] (Sect. 10.1)

Am evaluat efectului anxiolitic pentru extractele obtinute din rizomi si frunze de
Nephrolepsis exaltata crescuta in mediu hidroponic si geoponic, utilizdnd testul
labirintului in forma de plus. Actiunea anxiolitica exprimatd prin cresterea timpului
petrecut 1n bratele deschise nu a fost evidentiata pentru niciuna dintre substantele de
testat. De asemenea, numadrul de intrdri ale animalelor in bratele deschise ale
labirintului nu s-a modificat semnificativ statistic pentru niciuna dintre substantele

testate (Sect. 10.2, par. 24-29).
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25. A fost evidentiat un efect anxiogen, semnificativ statistic fata de lotul martor, dupa
7 zile de tratament, pentru loturile tratate cu extract de Nephrolepsis exaltata obtinut
din rizom crescut Tn mediu hidroponic si geoponic si pentru extractul obtinut din
frunza, crescut in mediu hidroponic. Acelasi efect este evidentiat si la cafeina,
substanta anxiogena de referinta (Sect. 10.2, par. 24-29).

26. Extractele testate nu au modificat semnificativ timpul petrecut in zona centrala si nici
indicele de anxietate si se poate concluziona ca niciunul dintre cele 4 extracte nu
prezinta activitate anxiolitica (Sect. 10.2, par. 24-29).

27. Evaluarea activitatii motorii a animalelor tratate cu extractele de testat au demonstrat
scaderea activitatii motorii verticale si orizontale pentru animalele tratate cu extracte
obtinute din frunze si rizom de Nephrolepsis exaltata crescutd in mediu hidroponic
si geoponic. Se poate concluziona cd extractele obtinute din frunzele de Nephrolepsis
exaltata crescuta n mediu hidroponic si geoponic prezintd un efect deprimant asupra
SNC, cuantificat prin scaderea semnificativd a activitdtii motorii orizontale si
verticale a animalelor tratate (Sect. 10.2, par. 30-34).

28. Evaluarea activitatii motorii coordonate in testul rotarod pentru extractele obtinute
din rizom si frunze de Nephrolepsis exaltata crescutd in mediu hidroponic si
geoponic a demonstrat stimularea performantei motorii si cresterea vitezei de rotatie
la care se mentine coordonarea pentru extractul obtinut din rizom de Nephrolepsis
exaltata crescuta in mediu hidroponic. Acelasi efect s-a obtinut si asupra parametrilor
timp de rezistenta vitezei de rotatie la care se mentine coordonarea dupa
administrarea a 7 doze consecutive (Sect. 10.2, par. 35-37).

29. S-au dezvoltat o serie de modele QSAR, validate adecvat, cu o buna performanta,
care au fost utilizate pentru screening-ul virtual al compusilor chimici din IG si s-au
identificat compusii cu activitate moderata de inhibare a HMG-CoA reductazei, care
ar putea explica actiunea de hipocolesterolemianta a extractelor din rizom. Dintre
acestia, cei mai potenti sunt doi stereoizomeri ai unei izoflavone acetilate si un
derivat  sesquiterpenic  (4-metil-2-[(1S,5R)-2,5,6,6-tetrametilciclohex-2-en-1-
il]furan) (Cap. 11).
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