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REPERELE CONCEPTUALE ALE CERCETARII

Actualitatea si importanta temei abordate. Studiul invatarii si memoriei la diferite
niveluri de organizare, in pofida istoriei sale lungi, riméine una dintre compartimentele centrale
atat ale neurofiziologiei, ct si ale stiintei fundamentale in general. Invitarea este un proces
complex de dezvoltare a unui nou comportament, iar studiul sau multilateral este important pentru
intelegerea mecanismelor functiondrii sistemului nervos. Memoria neurologica este un proces
vital, care asigurd adaptarea organismului viu la mediul extern, modificari adaptative in
comportament, in functionarea retelelor nervoase, in structura moleculari subcelulara. Invitarea
si memoria sunt strans legate si au o importantd fundamentald pentru organismul viu [3, 8].

in conformitate cu conceptul sinitatii psihice, procesele de invitare sunt considerate
procese de formare a sistemelor psihofunctionale si evaluativ-executive [31, 33]. Potrivit
conceptului memoriei sanogene, memoria este un proces psihic de reflectare adecvata a realitatii
prin memorare (imprimare, consolidare), stocare (conservare, asigurare), recunoastere si
reproducere ulterioara a informatiei obiective, senzatiilor, emotiilor, miscdrilor, cunostintelor
experientei anterioare, care determind activitatea creativd si sanogend a activitdtii, analiza si
interpretarea obiectivdi a evenimentelor, fenomenelor, organizarea rationald a activitatilor
cotidiene, orientarea in timp, spatiu, lumea subiectiva si obiectiva in concordanta cu situatia reala
[34].

Clarificarea cauzelor imbatranirii precoce a creierului insotitd de procese cognitive
afectate, inclusiv a memoriei, si exploararea modalitatilor de prevenire a acesteia au capatat in
present actualitate deosebitd. Insuficienta calitativa a alimentelor, stresul, influentele negative ale
mediului, bolile, care activeaza procesele de formare ai radicalilor liberi, contribuie la imbatranirea
timpurie a organismului. Ca urmare a acestor procese omenirea se confruntd mult mai mult cu
patologii, care sunt insotite de procese neurodegenerative precum bolile Alzheimer, Parkinson etc.
[4, 15, 23], acestea progreseaza rapid, in special, in tarile dezvoltate [24], iar unul dintre cele mai
importante motive pentru cresterea prevalentei tulburarilor neuropsihologice cognitive reprezinta
stresul psihogen cronic, stilul de viatd stresogen si schimbarile bruste ale conditiilor de viata ale
omului modern [32, 33].

Una dintre directiile promitatoare pentru prevenirea si corectia patologiei cognitive in
stadiile initiale ale bolilor neurodegenerative reprezintd utilizarea complexa a neuroprotectorilor
cu diferite tinte, sau a preparatelor, care combind activitatea nootropa cu proprietati
neuroprotectoare. in acest sens, una dintre modalititile de rezolvare a problemei diminuarii
precoce a memoriei este identificarea unor substante cu proprietati neuroprotectoare si
antioxidante, care afecteaza diferite formatiuni neuronale ale creierului, implicate 1n procesele de
invatare si memorie [4, 11]. Abordarile sanocreatologice pentru cresterea sanogenitatii
organismului si preintampinarea degradarii timpurii a functiilor, inclusiv a celor psihice, includ si
obtinerea substantelor sanogene de origine naturald [32].

in ultimii ani au fost obtinute date care indica influenta metabolitilor din biomasa anumitor
tulpini de streptomicete si a componentelor acestora asupra capacititii de a preveni
neurodegenerarea provocata de stresul oxidativ, a fost demonstrata importanta lor ca substante
neuroprotectoare puternice in conditii de inducere a peroxidarii lipidice [6, 18]. In prezent sunt
cunoscuti o serie de metaboliti secundari, sintetizati de tulpini de streptomicete, care au proprietati
antioxidante semnificative [4, 6, 17, 18]. Mai mult, unii dintre metabolitii streptomicetelor poseda
capacitatea de a stimula neuritogeneza, influentand organizarea ultrastructurala a diferitelor
formatiuni neuronale ale creierului [13, 21] si diferentierea celulelor stem neurale [2].

in pofida numérului tot mai mare de rapoarte, privind impactul produselor activititii vitale
ale streptomicetelor asupra proceselor neuronale, efectul acestora asupra comportamentului animal
a fost inca foarte putin studiat. Anterior s-a constatat, ca consumul pe termen lung de catre
sobolanii albi de ambele sexe al lichidului de culturd si in special al biomasei tulpinilor
Streptomyces massasporeus CNMN-Ac-06 si Streptomyces fradiae CNMN-Ac-11, izolate din
solurile din zona centrald a Republicii Moldova, faciliteaza elaborarea reflexelor conditionate
defensive si contribuie la cresterea vitezei reactiilor motorii directionate [16. 35. 361. La studierea
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efectelor metabolitilor secundari ai Streptomyces avermectilis si Streptomyces lincolniensis —
avermectinelor doramectina si ivermectind asupra reactiilor comportamentale ale sobolanilor albi,
a fost dezvaluit, in particular, efectul lor anxiolitic. Folosind metodele Open Field, Elevated Plus
Maze, precum si Conflict Behavior s-a constatat cd, in doze terapeutice, metabolitii secundari ai
streptomicetelor reduc nivelul de anxietate si stres, protejeaza sobolanii de efectele convulsive ale
pentilenetetrazolului si picrotoxinei [20].

Studiul proceselor cognitive la animale, folosind teste neurocomportamentale sensibile de
incredere reprezinta o sursa de informatie deosebit de importanta despre modificarile acestora,
care apar sub influenta preparatelor nutritive sau farmacologice si are un avantaj incontestabil in
comparatie cu modelele in vitro, permitand o evaluare precisd a capacitatii lor de a invata, de a
percepe spatiul, de pastrare a vestigiului de memorie, de a identifica prezenta tulburdrilor in
activitatea anumitor compartimente ale creierului [7, 14].

Reiesind din datele din literaturd, se poate presupune in mod rezonabil prezenta in biomasa
streptomicetelor a metabolitilor secundari, care pot stimula si mentine procesele neuronale, care
stau la baza invatarii si memoriei. In special, unul dintre acesti metaboliti sunt benzastatinele, care
demonstreazi o activitate antioxidanta si neuroprotectoare puternici [9]. in acest sens, s-a decis
de a se utiliza In mediul nutritiv pentru cultivarea streptomicetelor acidul para-aminobenzoic
(PABA), care este materialul de pornire pentru sinteza benzastatinelor — alcaloizi din diferite
grupe, un sir dintre care reprezintd cei mai raspanditi i puternici antioxidanti cu proprietati
neuroprotectoare [1, 10].

Scopul lucrarii. Studierea particularitatilor de invatare si memorie ale sobolanilor albi in
conditii de consum pe termen lung a biomasei tulpinilor Streptomyces massasporeus CNMN-Ac-
06 si Streptomyces fradiae CNMN-Ac-11, izolate din solurile din partea centrala a Republicii
Moldova.

Pentru atingerea acestui scop au fost stabilite urmatoarele obiective:

— investigarea proprietatilor biosintetice ale tulpinilor Streptomyces massasporeus CNMN-Ac-06
si Streptomyces fradiae CNMN-Ac-11, cultivate pe medii cu diferite compozitii pentru a obtine
biomasd, avand cel mai mare efect probabil asupra invatarii si memoriei;

— studierea particularitatilor dinamicii masei corporale, fertilitatii sobolanilor albi si dezvoltarea
puilor de sobolan sub influenta biomasei de streptomicete;

— investigarea particularitatilor de invatare si memorie la sobolani albi in conditii de consum pe
termen lung a biomasei tulpinilor Streptomyces massasporeus CNMN-Ac-06 si Streptomyces
fradiae CNMN-Ac-11, cultivate pe mediul nutritiv complex SP-I;

— studierea particularitatilor invatarii si memoriei sobolanilor albi sub influenta biomasei tulpinii
Streptomyces massasporeus CNMN-Ac-06 crescutd pe mediul SP-I cu adaos de acid para-
aminobenzoic.

Ipoteza de cercetare: stimularea proceselor de invatare reflector-conditionata si spatiala,
activarea memoriei de lucru si cresterea duratei de stocare a vestigiilor in memorie la sobolanii
albi este posibild prin consumarea biomasei tulpinilor locale de streptomicete Streptomyces
massasporeus CNMN-Ac-06 si Streptomyces fradiae CNMN-Ac-11, iar addugarea in mediul
nutritiv pentru cultivarea streptomicetelor a acidului para-aminobenzoic poate duce la cresterea
eficientei biomasei in raport cu procesele de invatare si a memoriei.

Noutatea si originalitatea stiintifica: Pentru prima data, a fost dezvaluit efectul stimulator
al biomasei de streptomicete asupra procesului de invatare spatiald si memorie a sobolanilor albi
in labirintul radial cu opt brate si in labirintul de apa Morris. Pentru prima data, s-a depistat, ca
addugarea de PABA la mediul nutritiv imbunatateste semnificativ efectul stimulator al biomasei
asupra invatarii reflector-conditionate si spatiale si memoriei. Au fost obtinute date noi cu privire
la particularitatile influentei biomasei streptomicetelor in raport cu invatarea reflector-conditionata
si memoria la sobolani de diferite varste, indicand efectul sdu neuroprotector. Au fost obtinute noi
date privind efectul stimulator al biomasei de streptomicete cultivate pe mediul nutritiv cu adaos
de PABA in raport cu masa corporala si fertilitatea, care sunt brevetate. S-a propus un nou mediu
nutritiv pentru cultivarea tulpinii S. massasporeus CNMN-Ac-06, care Tmbunatateste proprietatile
sale biosintetice, a cdrui elaborare a fost finalizata prin brevetare.
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Problema stiintifici solutionati: constd in obtinerea cunostintelor noi fundamentate
stiintific despre particularitatile invatarii reflector-conditionate si spatiale si ale memoriei
sobolanilor albi in conditiile consumului biomasei de tulpini locale de streptomicete ca aditiv
alimentar, folosind un complex de metode fiziologice (comportamentale), biochimice si
microbiologice, care au condus la stabilirea unui efect stimulator semnificativ al biomasei asupra
proceselor cognitive studiate si au facut posibila demonstrarea prospectiunii tulpinilor S.
massasporeus CNMN-Ac-06 si S. fradiae CNMN-Ac-11 1n scopul obtinerii de noi substante
biologic active cu proprietdti neuroprotectoare si nootrope, precum si pentru a propune un nou
mediu nutritiv pentru cultivarea streptomicetelor cu adaos de PABA, a cérui utilizare poate creste
eficienta biomasei in raport cu procesele de invatare si memorie.

Rezultate principial noi pentru stiinta si practica: pe baza metodelor fiziologice
(comportamentale), microbiologice si biochimice moderne, au fost obtinute rezultate principial
noi, privind influenta biomasei de streptomicete asupra proceselor de invatare si memorie ale
sobolanilor albi, precum si asupra presupusei prezente in biomasa streptomicetilor a metabolitilor
secundari cu proprietati neuroprotectoare si antioxidante pronuntate.

Semnificatia teoretica: Rezultatele obtinute extind si aprofundeaza intelegerea stiintifica
a trasaturilor proceselor de reflexe conditionate si de invatare si memorie spatiald sub influenta
substantelor biologic active de origine microbiand cu proprietati neuroprotectoare si
neurostimulatoare.

Valoarea aplicativd: Rezultatele obtinute demonstreazd prospectiunea unor studii
ulterioare ale tulpinilor S. massasporeus CNMN-Ac-06 si S. fradiae CNMN-Ac-11 cu scopul de
a izola si identifica substante biologic active cu proprietdti neuroprotectoare si nootrope. A fost
obtinut un nou mediu nutritiv pentru cultivarea tulpinii S. massasporeus CNMN-Ac-06 cu adaos
de PABA, cu ajutorul caruia i-au fost imbunatatite proprietatile biosintetice si a fost sporit efectul
stimulator al biomasei asupra proceselor de invatare si memorie. Rezultatele obtinute
demonstreaza posibilitatea obtinerii preparatelor noi pe baza biomasei tulpinilor locale de
streptomicete pentru a stimula cresterea in greutate si fertilitatea animalelor de ferma.

Implementarea rezultatelor stiintifice: rezultatele sunt impmementate in procesul
didactic al Facultatii de Geografie si Stiinte Naturale a Universitatii de Stat din Tiraspol ,,T.G.
Sevcenco”. Au fost obtinute 2 brevete, 4 medalii la expozitii internationale de inovatie.

Aprobarea lucrarii: Materialele tezei au fost prezentate la urmatoarele conferinte
internationale: 24th International Pushchino School-Conference of Young Scientists ,,Biology -
the Science of the 21st Century” (Pushchino, 2020); Conferinta stiintifica Microbial
Biotechnology (Chisindu, 2022). Conferinte cu participare internationald: Conferinta stiintifico-
practicd cu participare internationald ,Instruire prin cercetare pentru o societate prospera”
(Chisinau, 2021); Life sciences in the dialogue of generations: connections between universities,
academia and business community (Chisindu, 2022, 2023). Conferinte Republicane: Tendinte
contemporane ale dezvoltdrii stiintei: viziuni ale tinerilor cercetatori (Chisinau, 2019, 2020);
Metodologii contemporane de cercetare si evaluare: Stiinte biologice si chimice, Stiinte fizice i
matematice, Stiinte economice (Chiginau, 2021); Conferinta Stiintificd Nationald, consacrata
jubileului de 95 ani din ziua nasterii academicianului Boris Melnic (Chiginau, 2023).

Materialele tezei au fost aprobate la Expozitiile Internationale de Inovatie: European
exibition of creativity and innovation ,,Euroinvent” (Iasi, 2023); The 27rd international exhibition
of inventics ,,INVENTICA” (Iasi, 2023); Salonul International de Inventii si Inovatii ,,TRATAN
VUIA” (Timisoara, 2023); Salonul International al Cercetarii stiintifice, Inovarii si Inventii (Cluj-
Napoca, 2023), unde au fost obtinute 4 medalii.

Contributia personala a autorului. Teza se bazeaza pe materialele cercetarilor invatarii
si memoriei la sobolani albi sub influenta biomasei de streptomicete realizate de autor in perioada
aa 2018-2023, autorul a formulat problema stiintifica, a stabilit scopul si obiectivele, a analizat
rezultatele cercetdrilor, a formulat concluzii generale si recomandari practice.

Publicatii pe tema tezei. Au fost publicate 23 de lucriri stiintifice la tema tezei (inclusiv
3 fara coautori): articole in reviste stiintifice din baza de date Web of Science, SCOPUS — 3,
articole in reviste stiintifice din Registrul na;iogal al revistelor de specialitate — 1, publicatii in



materiale ale conferintelor stiintifice internationale — 10, in materiale ale conferintelor stiintifice
nationale cu participare internationald — 3, articole in materiale ale conferintelor stiintifice
nationale — 4, brevete — 2.

Volumul si structura lucririi. Teza este expusa pe 125 de pagini de text principal, care
include: adnotare (in romana, englezd si rusd), introducere, 6 capitole, concluzii generale,
recomandari, 5 anexe. Lucrarea contine 5 tabele, 47 de figuri si o bibliografie care cuprinde 192
de titluri.

Cuvinte-cheie: sobolani albi, invatare reflector-conditionata si spatiald, memorie de lucru
si pe termen lung, streptomicete, biomasa, acid para-aminobenzoic, aminoacizi, lipide.

CONTINUTUL TEZEI
in INTRODUCERE este elucidati actualitatea, semnificatia stiintifica si practici a
studierii proceselor de invatare si memorie, inclusiv sub influenta metabolitilor streptomicetelor,
este indicat scopul si obiectivele studiului, baza metodologica si stiintifico-teoretica a lucrarii si
noutatea sa stiintifica.

1. CONCEPTE MODERNE DESPRE MECANISMELE MEMORIEI NEUROLOGICE,
SUBSTANTE BIOLOGIC ACTIVE, SINTETIZATE DE STREPTOMICETE, SI
INFLUENTA LOR ASUPRA PROCESELOR DE iNVA'IARE SI MEMORIEI

A fost realizatd analiza publicatiilor stiintifice si sinteza cunostintelor acumulate in
domeniul mecanismelor neurochimice gi moleculare ale diferitelor tipuri de memorie din punct de
vedere neurofiziologic, precum si date stiintifice moderne, privind efectele fiziologice ale
metabolitilor streptomicetelor si, in special, a influentei acestora asupra proceselor neuronale, care
stau la baza invatarii si memoriei.

2. MATERIALE SI METODE DE CERCETARE

Obiectul studiului l-au constituit 246 de sobolani albi Wistar (144 masculi si 102 femele)
cu varsta cuprinsa intre 2 si 6,5 luni (tineri) si cu varsta cuprinsa intre 12 si 16,5 luni (senili),
intretinuti In conditii standard de vivariu cu acces liber la apd si hrand, regim 12/12 ore de
lumind/intuneric, tindnd cont de recomandérile Conventiei Europene, privind tratamentul uman al
animalelor de laborator [26].

Pentru hranirea animalelor s-a folosit biomasa a doua tulpini de streptomicete, izolate din
solurile din zona centrald a Republicii Moldova si depozitate in Colectia Nationald de
Microorganisme Nepatogene a Institutului de Microbiologie si Biotehnologie: Streptomyces
massasporeus CNMN-Ac-06 si Streptomyces fradiae CNMN-Ac-11. Animalele din loturile
experimentale, incepand de la varsta de 2 luni (tineri) sau de la 12 luni (senile), au primit biomasa
uscata din tulpinile Streptomyces massasporeus CNMN-Ac-06 sau Streptomyces fradiae CNMN-
Ac-11 cultivatd pe medii nutritive de diverse compozitii, timp de 90 de zile 1n calitate de aditiv
alimentar la dieta standard, zilnic in dozi de 250 mg/kg masa corporald. in aceeasi perioada de
timp animalele din grupurile martor au primit dieta standard fard adaos de biomasa.

Productivitatea tulpinilor de streptomicete depinde de compozitia mediului nutritiv. Pentru
a determina cea mai productiva tulpina din punct de vedere al cantitatii de biomasa necesard pentru
hranirea animalelor, precum si din punct de vedere al compozitiei lipidelor (lipide totale si fractii
lipidice), tulpinile studiate au fost cultivate pe trei medii nutritive diferite (g/l): M-I (fdind de
porumb — 20,0, drojdie — 0,5, CaCOs — 0,15, pH 7,0-7,2); SP-I (faind de porumb — 20,0, fiina de
soia — 10,0, NaCl - 0,5, CaCOs — 1,0, pH 7,0-7,2); SP-III (faind de porumb — 20,0, fiind de soia —
10,0, NaCl- 0,5, CaCOs — 1,0, K-HPO4 — 3,0, pH 7,0-7,2) [5, 30] . Extractia lipidelor intracelulare
din biomasa a fost efectuata cu utilizarea metodei Folch [28]. Compozitia calitativa si cantitativa
a lipidelor a fost determinatd prin cromatografie pe strat subtire Sorbfil gi prin metoda
densitometrica [19].

Pentru a studia aportul activitdtii antioxidante neuroprotectoare a metabolitilor
streptomicetilor — benzastatinele la efectele neurofiziologice ale biomasei, pentru cultivarea
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streptomicetelor au fost utilizate medii nutritive suplimentate cu PABA, care este materialul initial
pentru sinteza benzastatinelor [9]. Tulpina Streptomyces massasporeus CNMN-Ac-06 a fost
cultivata pe mediu nutritiv SP-1, care contine diferite cantitati de PABA (1 — 0,685; 2 — 1,37; 3 —
2,74 g/l) si s-a efectuat un studiu comparativ al cantitatii de biomasa, lipide totale, fractii lipidice
si aminoacizi, In functie de continutul de PABA din mediul nutritiv, comparativ cu martorul
(mediul standard SP-I).

Pentru a determina compozitia de aminoacizi a biomasei tulpinii Streptomyces
massasporeus CNMN-Ac-06, cultivatd pe un mediu cu adaos de PABA, a fost folositd metoda
cromatografiei de schimb ionic la analizorul de aminoacizi AAA-339 M ,Microtehna” [25].

Au fost studiate proprietatile toxicologice ale biomasei tulpinilor de streptomicete,
cultivate pe mediul nutritiv cu adaos sau farda adaos de PABA [29], precum si efectul acesteia
asupra dinamicii masei corporale, fertilitatea sobolanilor albi si dezvoltarea postnatala a puiilor de
sobolan. Masa corporald a animalelor a fost inregistratd la fiecare 7 zile, utilizdnd cantarul
electronic de laborator A-2500 Axis (Polonia). Studiile masei corporale au fost efectuate atat in
conditii fiziologice normale, cat si in conditii de stres termic. Animalele, care au fost supuse
stresului termic au fost tinute 2 saptdmani, timp de 4 ore zilnic intr-o camera In care temperatura
aerului constituia +34°C - +36°C.

Pentru a studia processul de invatare reflector-conditionatd cu intdrire aversiva sub
influenta biomasei de streptomicete, a fost utilizatd metoda de elaborare a reactiei conditionate de
evitare activi (RCEA) a unui stimul electrodermic dureros [27]. Invitarea sobolanilor a fost
realizata, folosind metoda bilaterala de evitare activa intr-o camera naveta. Pentru a studia
procesele memoriei reflector-conditionate si ,,stingerea” reflexului conditionat a fost determinata
dinamica perioadei latente a reactiei de evitare (PLRE). Dinamica PLRE a fost studiatd in a 5-a, a
10-a, a 15-a, a 20-a, a 30-a si a 45-a zi dupd realizarea experimentului, privind dezvoltarea
reflexelor conditionate de evitare activa.

Pentru a studia invatarea spatiald si memoria sub influenta biomasei de streptomicete a fost
utilizatd instalatia comportamentalda ,Labirintul radial cu opt brate” (LROB) (cu intarire
alimentard) si metoda modernd ,,Labirintul cu apa Morris” (LAM), bine afirmaté in laboratoare
din diverse tari [7, 12, 14]. Aceste tehnici fac posibila studierea proceselor de invatare spatiala si
memorie (de lucru si pe termen lung), unde memoria de lucru este consideratd ca o componenta
operationald a memoriei pe termen scurt. Un indicator important al procesului de invatare si testare
in LROB este: punctajul mediu al memoriei spatiale (PMMS) cu duratd diferita a fazei de retard
(FR) de 30 s si 10 min. In a 30-a zi a experimentului, a fost evaluati memoria spatiald pe termen
lung. Folosind LAM, a fost studiatd durata perioadei latente (PL, s) in care sobolanul a gasit
platforma si a urcat pe ea si lungimea distantei parcurse (DP, cm) de animal de la locul in care a
fost pus in apd pani la platformi, a fost determinat timpul petrecut in fiecare din sectoare (%). in
a 5-a, a 9-a si a 30-a zi ale experimentului, au fost evaluate activarea memoriei spatiale de lunga
durata si durata retinerii vestigiilor in memorie.

Datele obtinute au fost prelucrate statistic prin ANOVA, folosind testul t Student.

3. STUDIEREA SUBSTANTELOR BIOLOGIC ACTIVE, CONTINUTE
iN BIOMASA TULPINILOR STREPTOMYCES MASSASPOREUS CNMN-
AC-06 SI STREPTOMYCES FRADIAE CNMN-AC-11 UTILIZATE iN
EXPERIMENTELE DE INVESTIGARE A PROCESELOR DE iNVAIARE
SI MEMORIE

Tulpinile studiate au fost cultivate pe trei medii lichide complexe a caror compozitie este
prezentatd mai sus. Rezultatele studiilor au aratat, ca la cultivarea tulpinii S. fradiae CNMN-Ac-
11 pe mediul nutritiv SP-III acumularea biomasei este semnificativ mai mare, decat pe mediile M-
I si SP-I(de 1,61 si, respectiv, 1,52 ori). In acelasi timp, in cazul tulpinii S. massasporeus CNMN-
Ac-06, cel mai mare randament de biomasa s-a observat la cultivarea pe mediul nutritiv SP-I
(Tabelul 3.1).
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Tabelul 3.1. Formarea biomasei si a lipidelor totale a tulpinilor S. fradiae CNMN-Ac-11 si

S. massasporeus CNMN-Ac-06, cultivate pe medii complexe

Mediul nutritiv BAU, g/l Lipide totale,
% in BAU
Tulpina Streptomyces Streptomyces Streptomyces Streptomyces
fradiae massasporeus fradiae massasporeus
CNMN-Ac-11 CNMN-Ac-06 CNMN-Ac-11 | CNMN-Ac-06
M-I 5,95+1,26 10,56+1,29 8,76+1,02 11,96+0,29
SP-1 6,09+2,60 11,5340,83** 15,85+0,49%*,** | 19,52+0,45%,**
SP-1I1 9,6140,28* ** 9,86+0,49* 12,76+0,26* 13,52+0,67

Nota: * — diferente statistic veridice dintre SP-I si/sau SP-III fata de M-I (P<0,05),
** — diferente statistic veridice dintre SP-I si SP-1II (P<0,01-0,05)

La determinarea proportiei de lipide totale in biomasa absolut uscata (BAU) in functie de
mediul de culturd s-a depistat cel mai mare continut al acestora in biomasa tulpinii S. fradiae
CNMN-Ac-11, precum si S. massasporeus CNMN-Ac-06, cultivate pe mediul SP-1 (veridic fata
de M-I si SP-1), iar cel mai mic — pe mediul M-I (Tabelul 3.1).

Rezultatele studiului fractiilor lipidice (fosfolipide, steroli, trigliceride si altele) au aratat,
ca cea mai mare cantitate de fosfolipide (procent din totalul lipidelor), care joaca un rol important
in transmiterea impulsurilor nervoase si a plasticitatii sinaptice — parametri importanti ai
proceselor memoriei, a fost observata la cultivarea tulpinii S. fradiae CNMN-Ac-11 pe mediile
SP-1si SP-III (11,1141,87 si, respectiv, 11,96+1,12%), iar a tulpinii S. massasporeus CNMN- Ac-
06 — pe mediul SP-I (12,15+0,98%).

Astfel, rezultatele experimentale denotd, ca mediul nutritiv complex SP-I a contribuit cel
mai mult la cresterea cantitatii de biomasa a tulpinilor S. fradiae CNMN-Ac-11 si S. massasporeus
CNMN-Ac-06, a continutului de lipide totale din aceasta si, in special, este importanta cresterea
cantitatii unei astfel de fractiuni lipidice importante din punct de vedere fiziologic, precum
fosfolipidele. Prin urmare, mediul nutritiv complex SP-I a fost selectat pentru cercetarile
ulterioare.

in scopul studiului aportului activititii antioxidante neuroprotectoare a metabolitilor
streptomicetilor — benzastatinelor la efectele neurofiziologice ale biomasei la cultivarea tulpinii
de S. massasporeus CNMN-Ac-06, a fost folosit mediul nutritiv SP-I cu adaos de PABA 1in trei
concentratii: 0,685, 1,37 si 2,74 g/l. in urma cercetarilor realizate s-a stabilit, ca adaugarea de
PABA 1in mediul nutritiv in toate concentratiile, in special de 1,37 g/l, contribuie la cresterea
cantitatii de biomasa, iar adaugarea de PABA in doze de 1,37 si 2,74. g/l contribuie aproximativ
in mod egal la o crestere a continutului de lipide totale din biomasa (Tabelul 3.2).

Tabelul 3.2. Acumularea biomasei si lipidelor de cétre tulpina S. massasporeus CNMN-Ac-
06 la cultivarea pe mediul complex SP-I cu adiugarea de PABA

Mediul nutritiv Biomasa Lipide totale
BAU, g/l % fata de Lipide, g/l % fatd de
martor martor
1) SP-1— (martor) 7,99+1,12 - 1,48+0,19 -
2) SP-1 + PABA (0,685 g/l) 10,91+1,07* 136,54* 1,49+0,14 100,84
3) SP-I+ PABA (1,37 g/l) 24.99+1,1* 312,76* 1,96+0,08* 132,28*
4) SP-I+PABA (2,74 g/l) 15,41+0,78* 192,86* 1,85+0,12* 124,94*

Nota: * — diferente statistic veridice fata de martor (P<0,05).

in figura 3.1 este demonstrat, ci in cazul cind PABA este adiugat la mediul nutritiv SP-I
in concentratii de la 0,685 la 2,74 g/l raportul fractiilor lipidice se modifica. In acelasi timp,
proportia de fosfolipide creste la concentratia maxima de PABA, proportia de steroli si trigliceride
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creste la adaosul de PABA in oricare dintre concentratiile indicate mai sus, in cea mai mare masura
— la concentratia de PABA de 1,37 g/l.

30,00 | -

25,00

20,00

15,00

10,00
5,00
0,00

% de la lipidele totale

Martor 1 2 3
B Fosfolipide @ Steride B Trigliceride

Fig. 3.1. Cantitatea fractiilor lipidice principale din biomasa tulpinii S. massasporeus
CNMN-Ac-06 dupa cultivarea pe mediul complex SP-I cu adaugarea de PABA. Pe axa
absciselor — mediile de culturd: 1 — SP-I (martor); 2 — SP-I + PABA 0,685 g/I; 3 — SP-I+ PABA
1,37 g/l; 4 — SP-I+PABA 2,74 g/, *— diferente statistic veridice fata de martor (P<0,01-0,05)

Au fost efectuate studii ale continutului de aminoacizi din biomasa tulpinii S. massasporeus
CNMN-Ac-06 la cultivarea pe mediul nutritiv complex SP-I cu adaos de PABA. Pana in prezent,
compozitia de lipide si aminoacizi a biomasei de streptomicete si modificarea cantitatii acesteia in
cazul adaosului de PABA la mediul nutritiv nu au fost studiate.

Analiza continutului de aminoacizi (au fost identificati 16 aminoacizi) din biomasa tulpinii
S. massasporeus CNMN-Ac-06 denota, ca cantitatea de aminoacizi, in special necesari, conform
conceptelor moderne pentru procesele de invatare si memorie, a crescut comparativ cu martorul
in cazul adaosului de PABA la mediul de cultura in trei concentratii (0,685, 1,37 si 2,74 g/): acidul
aspartic (cu 32,48+2,01, 63,69+1,75 si, respectiv 64,09+1,12%), treonina (cu 48,54+1,47,
57,28+1,09 si, respectiv, 28,15+2,68%), prolina (cu 15,38+2,13, 46,39+1,78 si, respectiv,
39,17+1,42%), fenilalanina (cu 30,30+1,78, 31,06+1,32 si, respectiv 11,36+2,12%). Continutul de
arginind a crescut odatd cu adaugarea de PABA 1n doza de 1,37 si 2,74 g/l (cu 31,48+2,12 si,
respectiv, 42,59+1,68%), iar a acidului glutamic si glicinei a crescut cu addugarea de PABA — 1,37
g/l. Analiza continutului de arginina a aratat o tendintd de crestere la adaugarea de PABA 0,685
g/l, iar a cisteinei — in cazul cand s-a addugat PABA la o doza de 0,685 si 2,74 g/l. Ca urmare
putem concluziona, cd mediul nutritiv SP-I cu adaos de PABA 1,37 g/l este cel mai bun pentru
obtinerea biomasei cu o compozitie optimd de aminoacizi la cercetarea proceselor de invatare si
memorie.

Astfel, optimizarea mediului nutritiv complex SP-I prin adaugarea de PABA contribuie la
cresterea randamentului biomasei tulpinii S. massasporeus CNMN-Ac-06, a continutului de lipide
totale, fosfolipide si steroli din acesta si, de asemenea, duce la o sporire a continutului de
aminoacizi, inclusiv a celor necesari pentru procesele de invatare si memorie. Cea mai mare
eficienta in ceea ce priveste formarea biomasei, a lipidelor totale, a fractiilor acestora si a
aminoacizilor este demonstratd prin adaugarea de PABA 1n doza de 1,37 g/l.

4. IMPACTUL BIOMASEI STREPTOMICETELOR ASUPRA
CRESTERII MASEI CORPORALE, F ERTILITATII SOBOLANILOR
ALBI SI DEZVOLTARII PUILOR DE SOBOLAN

Au fost efectuate cercetari pentru a studia toxicitatea subcronica a biomasei tulpinilor S.
fradiae CNMN-Ac-11 si S. massasporeus CNMN-Ac-06, cultivate pe mediul nutritiv SP-I,
precum si tulpinii S. massasporeus CNMN-Ac-06, cultivatd pe mediul SP-I cu adaos de PABA.
Biomasa a fost administratd in forma amestecatd cu hrana in doza terapeutica (250 mg/kg masa
corporald), precum si intr-o doza de trei ori mai mare decét doza terapeutica, timp de 90 de zile.
Rezultatele cercetarii au demonstrat, ca biomasa tulpinilor studiate nu a avut un impact negativ
asupra starii clinice a sobolanilor albi, nu au fost observate modificari in comportament,
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comparativ cu grupul martor, care a primit o ratie alimentara standard. Moartea animalelor pe
parcursul experimentului, precum si abateri si particularitdti ale structurii organelor sobolanilor
albi nu au fost depistate in timpul examindrii patomorfologice. Coeficientii de masd a organelor
interne ai sobolanilor albi nu se deoseveau semnificativ de indicatorii martor, ceea ce indica
absenta oricdrui efect toxic al biomasei tulpinilor de streptomicete asupra organismului animalelor
si buna toleranta a acestora.

La studierea dinamicii masei corporale in conditiile consumului de biomasd de
streptomicete de catre sobolanii albi de ambele sexe s-a constatat, ca in conditii fiziologice normale
sobolanii masculi, care consumau biomasa tulpinilor S. massasporeus CNMN-Ac-06 (BM1) si S.
fradiae CNMN-Ac-11 (BM2) au inregistrat un adaos 1n greutate veridic mai mare, in comparatie
cu martorul in sdptdmanile 5-6 si 8 ale experimentului (Fig. 4.1). La animalele, care au consumat
biomasa tulpinii de S. massasporeus CNMN-Ac-06, cultivata pe un mediu, cu continut de 1,37 g/
PABA (BM1PABA1) cresterea in greutate a fost veridic mai mare la a 2-3-a si a 6-10-a saptamani
de experiment, comparativ cu animalele atét din grupul martor, cat si cele din BM1 (Fig. 4.1).

In timp ce la sobolanii, care au consumat biomasa tulpinii de S. massasporeus CNMN-Ac-
06, cultivatd pe mediul, care contine 2,74 g/l PABA (BM1PABA2) adaosul in greutate a fost mai
mare doar la saptaména a 4-a si a 9-10-a ale experimentului, comparativ cu grupurile martor si
BM1. Cercetdrile, privind dinamica masei corporale la femelele de sobolan, care au consumat
biomasa tulpinilor de streptomicete, cultivate atdt pe un mediu nutritiv standard, cat si cu
adaugarea de PABA au aritat rezultate similare cu cele obtinute in cazul sobolanilor masculi.
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Fig. 4.1. Dinamica adaosului in greutate a sobolanilor albi masculi la consumul de biomasa
din tulpinile S. massasporeus CNMN-Ac-06 si S. fradiae CNMN-Ac-11, cultivate pe mediul
nutritiv standard SP-I si pe mediul nutritiv cu continut de PABA, in conditii fiziologice
obisnuite, * — diferente statistic veridice fatd de martor (P<0,01-0,05), ** — diferente statistic
veridice fatd de BM1 (P<0,01-0,05)

iIn conditii de stres (a 3-4-a siptimani experimentale) greutatea animalelor, care au
consumat BM1 si BM2 a scézut intr-o méasura mai mica, decat la martor, iar la animalele care au
consumat biomasd din tulpina S. massasporeus CNMN-Ac-06, cultivatd pe medii cu continut de
PABA greutatea lor a fost veridic mai mare 1n conditii de stres, comparativ cu loturile de animale,
care au consumat biomasa tulpinilor de streptomicete fird PABA, ceea ce indica o crestere a
rezistentei organismului lor la efectele stresului termic. In perioada post-stresorica (a 5-10-a
saptamani experimentale) adaosul in greutate al animalelor, care au consumat BMIPABAI si
BMI1PABA? a fost aproximativ in mod egal mai mare, decat cel al animalelor din grupul martor
si BM1, contribuind astfel la o restabilire mai intensa a capacitatilor fiziologice dupa expunerea la
conditii nefavorabile de mediu. in acelasi timp, adaosul in greutate al animalelor grupului BM1 a
fost veridic mai mare in a 7-a si a 9-a saptdmani experimentale, comparativ cu martorul, iar la cele
din grupul BM2 — doar 1n a 6-a saptamana (Fig. 4.2).
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Fig. 4.2. Dinamica cresterii adaosului in greutate al sobolanilor albi masculi la consumul de
biomasa din tulpinile S. massasporeus CNMN-Ac-06 si S. fradiae CNMN-Ac-11, cultivate
pe mediul nutritiv standard SP-I si pe mediul nutritiv cu continut de PABA, in conditii de

stres termic, * — diferente statistic veridice fatd de martor (P<0,05), ** — diferente statistic
veridice fatd de BM1 (P<0,05)

Studiind impactul biomasei de streptomicete asupra fertilititii sobolanilor albi, a fost
constatat, cd addugarea la ratia alimentard a biomasei tulpinii S. massasporeus CNMN-Ac-06,
cultivata pe mediul nutritiv cu continut de PABA 1n doza de 1,37 g /l (BM1PABAL1) contribuie la
o crestere semnificativa a fertilitatii acestora, la o scadere a mortalitdtii postnatale a puilor de
sobolan si la o crestere a masei corporale a puilor de sobolan dupa nastere si in primele 6 saptamani
ale dezvoltarii lor postnatale (Tabelul 4.1).

Tabelul 4.1. Indicii functiei de reproducere a sobolanilor albi si a dezvoltarii puilor de
sobolan la consumul biomasei tulpinilor S. massasporeus CNMN-Ac-06 si S. fradiae
CNMN-Ac-11, cultivate pe mediul nutritiv standard SP-I si pe mediul nutritiv, care contine

PABA
Loturile de animale
Indicii studiati Martor BMI BMIPABAI BM2
Numirul de pui de sobolani nou- 10,50+1,2 | 12,2340,75 * | 13,81£0,41 * | 11,840,67 *

nascuti per femela, abs.
Indicele de fertilitate, % fata de
martor
Mortalitatea postnatala a puilor de
L T 9 5% 2% 6*
sobolani dupa 3 sdptamani, abs.
Masa corporala a puiilor de sobolani

- 116,47+1,12* | 131,52+0,68* | 107,33+0,98*

S 4,85+1,18 5,71+0,75 * 6,90+0,62 * 5,98+0,54*
nou-nascuti, g
Dinamica masei corporale a puilor de sobolan, g

1 saptamana 7,12+0,78 9,44+0,60 * 11,80+£1,2 * 8,58+0,64 *
2 saptamani 11,20+ 1,02 | 15,71+0,98* | 18,494+0,96 * | 14,81+0,76*
3 saptamani 18,51+0,93 | 26,31+1,09 * | 32,14+1,02* | 24,78+0,98 *
4 saptamani 30,53+1,53 35,40+£2,30 | 53,43+1,77 * | 37,13+1,90*
S saptamani 54,90+2,02 65,1343,02 | 78,01£3,24 * 64,21+3,13
6 saptamani 74,08+3,78 | 88,574+4,54 * | 99,10+6,18 * | 86,71+3,98 *

Nota: * — diferente statistic veridice fata de martor (P<0,05)

Astfel, consumul de cétre sobolanii albi a biomasei tulpinilor S. massasporeus CNMN-Ac-
06 si S. fradiae CNMN-Ac-11, cultivate pe mediul nutritiv SP-1, contribuie la cresterea masei
corporale si a fertilitatii. Adaugarea de PABA la mediul nutritiv favorizeaza o sporire mai
semnificativad a masei corporale atat in conditii fiziologice obisnuite, cat si in conditii de stres
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termic, comparativ cu martorul si cu biomasa obtinutd prin cultivarea tulpinilor de streptomicete
pe mediul nutritiv standard si, de asemenea, contribuie la cresterea semnificativa a fertilitatii
sobolanilor albi, scaderea mortalitétii postnatale a puilor de sobolan si la cresterea masei corporale
a puilor de sobolan dupa nastere si n primele 6 saptamani ale dezvoltarii lor postnatale.

5. INFLUENTA COMPARATIVA ASUPRA INVATARII SI PASTRARII
VESTIGIULUI iN MEMORIE A BIOMASEI TULPINILOR
STREPTOMYCES MASSASPOREUS CNMN-AC-06 SI STREPTOMYCES
FRADIAE CNMN-AC-11, CRESCUTA PE MEDIUL NUTRITIV
COMPLEX SP-I

Studiile procesului de invatare reflector-conditionata cu intérire aversiva in camera naveta
au fost efectuate pe sobolani masculi albi de diferite varste (tineri si senili). Analiza rezultatelor
elabordrii RCEA denota, ca la animalele tinere din ambele loturi experimentale, care au consumat
biomasa tulpinilor S. massasporeus CNMN-Ac-06 (BM1) sau S. fradiae CNMN-Ac-11 (BM2) a
fost observata o stimulare a activitatii reflector-conditionate, ceea ce, n general, confirma datele
obtinute anterior in Institutul de Fiziologie si Sanocreatologie cu privire la efectul pozitiv al
metabolitilor tulpinilor de streptomicete studiate asupra procesului de elaborare a RCEA la
sobolanii albi [35, 36].

Administrarea BM1 duce la o crestere a numarului de RCEA la sobolanii tineri in zilele 4-
6 si 8-10 ale experimentului, comparativ cu lotul martor, in timp ce la consumul de cétre sobolani
a BM2 proportia reflexelor conditionate a fost veridic mai mare incepand cu ziua a 3-a pana la a
10-a, precum si a 12-a si a 14-a zile ale experimentului (Fig. 5.1). Trebuie remarcat, in special, ca
utilizarea BM2 1in calitate de aditiv alimentar contribuie la atingerea unui nivel de 100% al
elaborarii RCEA in zilele a 12-a si a 14-a ale experimentului.
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Fig. 5.1. Dinamica invatirii reflector-conditionate cu intarire aversivi la sobolanii tineri la
consumul pe termen lung a biomasei tulpinilor S. massasporeus CNMN-Ac-06 (BM1) si S.
fradiae CNMN-Ac-11 (BM2), * — diferente statistic veridice fatd de martor (P<0,05)

Conform rezultatelor obtinute, RCEA sunt elaborate la animalele senile mult mai lent,
decat la animalele tinere (Fig. 5.2). Astfel, in a 5-a zi a experimentului ponderea alergérilor
reflector-conditionate in numarul lor total a fost de 36% la sobolanii tineri din lotul martor, in timp
ce la sobolanii senili a fost de 5%, in a 10-a zi animalele tinere au ajuns la nivelul de 80% de
elaborare a reflexelor conditionate, iar la cei senili — putin mai mare de 32%. Datele obtinute pot
marturisi despre dezvoltarea proceselor neurodegenerative la sobolanii senili 1n aceasta perioada.

Analiza comparativa a efectului consumului de catre animale a biomasei S. massasporeus
CNMN-Ac-06 si S. fradiae CNMN-Ac-11 la animalele tinere si senile arata, ca eficacitatea
ambelor BM1 si BM2 este semnificativ mai mare la sobolanii senili, comparativ cu cei tineri (Fig.
5.1i5.2). Astfel, adaugarea BM1 la hrana sobolanilor albi duce la un efect mai pronuntat asupra
procesului de invatare reflector-conditionata la animalele senile, comparativ cu cele tinere in zilele
4-9 ale experimentului (de peste 2 ori).
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Fig. 5.2. Dinamica invatarii reflector-conditionate cu intirire aversiva la sobolanii senili la
consumul biomasei tulpinilor S. massasporeus CNMN-Ac-06 (BM1) si S. fradiae CNMN-
Ac-11 (BM2), * — diferente statistic veridice fata de martor (P<0,05)

Analiza comparativa a rezultatelor eficacitatii BM2, obtinute pe animale tinere si senilie,
denotd, cd la sobolanii senili efectul BM2 in raport cu procesul de invatare este vizibil mai
pronuntat: in a 5-a zi BM2 creste proportia reactiilor reflector-conditionate in numarul total de
alergdri la sobolanii tineri de mai putin de 2 ori, iar la animalele senile —de 4 ori, In a 10-a zi — la
animalele tinere — de 15,6%, iar la cele batrane — de aproape 3 ori. Trebuie remarcat faptul, ca la
animalele senile BM1 afecteaza procesul de invatare doar in prima etapa a experimentului, in timp
ce efectul BM2 persistd pe tot parcursul experimentului. Aceasta poate reflecta specificul
compozitiei biomasei fiecareia dintre tulpinile de streptomicete studiate si anume — compozitia
metabolitilor, care poseda efecte neurofiziologice.

Pastrarea vestigiului in memorie la sobolanii albi a fost studiat prin determinarea dinamicii
PLRE timp de 45 de zile dupa dezvoltarea RCEA. Adaugarea biomasei ambelor tulpini de
streptomicete la hrana animalelor tinere contribuie aproximativ in mod egal la reducerea PLRE in
a 40-a si a 45-a zi de studiu. Deci, metabolitii continuti in biomasa streptomicetelor contribuie la
prevenirea proceselor de uitare, la imbundtatirea proceselor de memorare si la stocarea vestigiilor
in memorie (Fig. 5.3).

Valorile de fond ale PLRE la sobolanii senili din toate grupurile nu au prezentat diferente
statistic veridice. PLRE la sobolanii senili a crescut progresiv, incepand cu a 15-a zi dupa
elaborarea RCEA mult mai intens, decat la animalele tinere, ceea ce indicd un proces mai pronuntat
de ,stingere” a vestigiilor in memorie (Fig. 5.4). La sobolanii senili odata cu consumul de BM1,
s-au observat valori statistic veridice mai mici ale PLRE 1n a 30-a si a 45-a zi de studiu, comparativ
cu martorul, iar la animalele care au primit BM2 — pe tot parcursul experimentului, incepand cu a
15-a zi. Pe baza acestor date se poate presupune, ca metabolitii inclusi in componenta tulpinilor
locale de streptomicete contribuie la prevenirea ,,stingerii” precoce a memoriei la animalele senile
si la mentinerea proceselor de memorie in limite sanogenice.
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Fig. 5.3. Dinamica PLRE la sobolanii tineri in decurs de 45 de zile dupi elaborarea RCEA
la consumul biomasei tulpinilor S. massasporeus CNMN-Ac-06 (BM1) si S. fradiae CNMN-
Ac-11 (BM2), * — diferente statistic veridice fata de martor (P <0,05)
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Fig. 5.4. Dinamica PLRE la sobolanii senili in decurs de 45 de zile de la elaborarea RCEA
la consumul biomasei tulpinilor S. massasporeus CNMN-Ac-06 (BM1) si S. fradiae CNMN-
Ac-11 (BM2), * — diferente statistic veridice fata de martor (P <0,05)

Astfel, consumul de biomasa a tulpinilor de streptomicete conduce la o facilitare vizibild a
procesului de invatare, a deprinderii de evitare activa si la o Imbunatatire a memoriei reflector-
conditionate a animalelor tinere si, mai ales, a celor senilie. Dupad cum s-a mentionat mai sus, au
fost izolati din diferite tulpini de streptomicete un numar de inhibitori ,,noi” ai peroxidarii lipidelor
si a fost demonstratd importanta lor in calitate de substante neuroprotectoare puternice in conditiile
inducerii peroxidarii lipidelor [6, 18]. Pe baza acestui fapt, se poate presupune, ca efectul de
facilitare a elaborarii reflexelor conditionate defensive sub influenta biomasei de streptomicete,
inregistrat in lucrare, se datoreaza efectului neuroprotector al antioxidantilor sii constituenti in
raport cu activarea oxiddrii liber-radicale, indusa in conditiile stresului provocat de durere, care
insoteste elaborarea RCEA cu intdrirea electrocutanatd in camera naveta. Aceastd presupunere
este, intr-o oarecare masurd, confirmata de rezultatele experimentelor asupra animalelor senile.
Faptul, ca eficacitatea utilizarii biomasei de streptomicete la animalele senile este semnificativ mai
mare, decat la animalele tinere, tinind cont de rolul stresului oxidativ in dezvoltarea modificarilor
neurodegenerative legate de varsta pe fondalul scaderii activitatii sistemului antioxidant pe mai
multe niveluri al celulelor nervoase, mdrturiseste in favoarea presupunerii prezentei unui
mecanism neuroprotector al efectelor metabolitilor biomasei tulpinilor de streptomicete in raport
cu procesele de activitate reflector-conditionata si memorie. Reiesind din prezenta metabolitilor
streptomicetelor, care au capacitatea de a stimula neuritogeneza si diferentierea celulelor stem
neuronale [2, 13, 21], nu poate fi exclus faptul, ca efectul depistat al biomasei tulpinilor de
streptomicete studiate si se datoreze si influentei acesteia asupra proceselor neuronale, care stau
la baza invatarii $i memoriei.

Rezultatele studiului invatarii spatiale si memoriei sub influenta biomasei tulpinilor S.
massasporeus CNMN-Ac-06 (BM1) si S. fradiae CNMN-Ac-11 (BM2), folosind LROB cu
utilizarea intaririi alimentare au aratat, cd consumul pe termen lung al biomasei de streptomicete
de catre sobolanii albi de ambele sexe contribuie la o crestere vizibild a numarului de intrari corecte
in brate cu extragerea recompenselor alimentare si o reducere a numarului de erori, adica orice
intrari incorecte in brate, ceea ce duce la o crestere vizibilda a PMMS, cu alte cuvinte, ajuta la
facilitarea procesului de invitare si la activarea memoriei de lucru. S-a constatat, cd consumul de
BMI de catre animale creste PMMS intr-o masura mai mare, comparativ cu BM2 (Fig. 5.5-5.7),
in special la a doua etapd de testare dupd o pauza in zilele 8 si 9 (Fig. 5.5 si 5.6), ceea ce contribuie
la activarea memoriei pe termen lung in a 10-a zi a experimentului.

Este interesant de remarcat, cd analiza dinamicii PMMS la sobolanii din loturile martor si
experimentale denotd, cé durata fazei de retard (FR) are un impact semnificativ asupra procesului
de invatare, in special in zilele 1-4 ale experimentului. La sobolanii albi de ambele sexe, practic in
toate cazurile, PMMS la FR de 10 min este vizibil mai mare, decat la FR de 30 s. Este cunoscut
faptul, ca utilizarea usilor-ghilotind induce un raspuns de oprire brusca pe termen scurt —
comportament manifestat de obicei de sobolani in situatii stresante [22]. Deschiderea si inchiderea
usilor LROB la inceputul fazei de testare ar fi putut reprezenta un factor de stres incontrolabil, care
a perturbat atentia sobolanilor. Timp de 10 min acesti factori de stres au fost dispersati in timp,
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permitand animalelor si se recupereze dupd stimulii stresanti din timpul testarii. in schimb,
stimulii potential stresanti au fost prezenti pentru o perioada scurtd de timp in conditia duratei FR
de 30 de s si, posibil, sobolanii nu au putut sa se recupereze complet de la primul factor de stres
inainte de aparitia factorului de stres ulterior. A fost afectata atentia, s-a inrautatit invatarea la
sobolani in conditiile duratei FR de 30 s, dar nu si de10 min.

De mentionat, ca eficienta biomasei de streptomicete este mai mare la durata FR de 30 s
fata de 10 min si, in special, in stadiul initial al experimentelor. Se poate presupune, ca acest lucru
se datoreaza rolului lor antioxidant, care a contribuit la reducerea efectelor negative ale stresului
asupra celulelor nervoase. Cu toate acestea, eficienta biomasei streptomicetelor ramane
semnificativa chiar si la FR de 10 minute, precum si in a doua etapa de invatare dupa ce animalele
se obisnuiesc si nivelul de stres este redus. Aceasta sugereaza prezenta in biomasa
streptomicetelor, de rand cu metaboliti cu efecte antioxidante cu efect neuroprotector, a
metabolitilor, care au capacitatea de a stimula neurogeneza si sinaptogeneza.
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Fig. 5.5. Dinamica PMMS a sobolanilor masculi in LROB cu un retard de 30 s sub
influenta biomasei tulpinilor S. massasporeus CNMN-Ac-06 (BM1) si S. fradiae CNMN-Ac-
11 (BM2), * — diferente statistic veridice fatd de martor (P<0,05), **— diferente statistic veridice

intre BM1 si BM2 (P<0,05)
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Fig. 5.6. Dinamica PMMS a sobolanilor masculi in LROB la un retard de 10 min sub
influenta biomasei tulpinilor S. massasporeus CNMN-Ac-06 (BM1) si S. fradiae CNMN-Ac-
11 (BM2), * — diferente statistic veridice fatd de martor (P<0,05), **— diferente statistic veridice

intre BM1 si BM2 (P<0,05)

La etapa de studiu a pastrarii vestigiilor memoriei spatiale pe termen lung la 20 de zile dupa
finalizarea testarii (in a 30-a zi a experimentului) s-a constatat, cda PMMS la sobolanii de ambele
sexe care au primit BM1 si BM2 a fost vizibil mai inalt, comparativ cu martorul (Fig. 5.7). Astfel,
biomasa tulpinilor S. massasporeus CNMN-Ac-06 si S. fradiae CNMN-Ac-11 contribuie nu
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numai la facilitarea procesului de invatare si la activarea memoriei spatiale, dar si la cresterea
duratei pastrarii vestigiilor iIn memorie.
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Fig. 5.7. Dinamica PMMS in LROB la sobolani masculi albi sub influenta biomasei
tulpinilor S. massasporeus CNMN-Ac-06 (BM1) si S. fradiae CNMN-Ac-11 (BM2) in a 30-a
zi a experimentului, * - diferente statistic veridice fata de martor (P<0,01-0,05)

Astfel, cercetdrile invatarii spatiale si memoriei in LROB au aratat, ca consumul biomasei
de streptomicete de catre sobolanii albi de ambele sexe contribuie la facilitarea elaborarii memoriei
de lucru, activarii memoriei spatiale pe termen lung si scaderii vitezei de ,,stingere” a vestigiului
in memorie.

Una dintre tehnicile raspandite si bine afirmate pentru evaluarea invitarii spatiale si
memoriei, unde, spre deosebire de Invétarea asociativa, reperele locale nu sunt necesare este LAM.
Aceastd metoda permite studierea proceselor de invatare spatiald si memorie (de lucru si pe termen
lung), unde memoria de lucru este considerata o componentd operationald a memoriei pe termen
scurt. Folosind acest test a fost cercetatd durata PL, timp in care sobolanul a gésit platforma si s-a
urcat pe ea si lungimea DP, pe care animalul a parcurs-o de la locul in care a fost plasat in apd la
platforma, a fost determinat timpul petrecut in fiecare sector (%). Analiza dinamicii obtinute a
indicilor invatarii spatiale si a memoriei de lucru in LROB — PL si DP indica modificarile
semnificative ale acestora sub influenta biomasei de streptomicete.
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Fig. 5.8. Dinamica PL a sobolanilor masculi in LROB sub influenta biomasei tulpinilor
S. massasporeus CNMN-Ac-06 (BM1) si S. fradiae CNMN-Ac-11 (BM2). * — diferente
statistic veridice fata de martor (P<0,01-0,05), ** — diferente statistic veridice BM1 fatd de BM2
(P<0,01-0,05)

S-a constatat, cd consumul pe termen lung al biomasei contribuie la o facilitare
semnificativd a procesului de invatare spatiald, in acelasi timp s-a demonstrat, cd biomasa
tulpinilor S. massasporeus CNMN-Ac-06 si S. fradiae CNMN-Ac-11 contribuie in diferita masura
la facilitarea Invatarii in LAM. Spre deosebire de BM2, BM1 deja in prima zi de invatare provoaca
o scadere veridica a PL (cu 20,2+6,2%), in a 2-a zi de invitare la sobolanii care au consumat BM2,
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PL era cu 29,944,6% mai micd decat martorul, iar la sobolani care au consumat BM1 — cu
45,245,9%, in a 3-a zi, respectiv, cu 16,0+6,3% si 38,2+4,9%, 1n a 4-a zi, respectiv, cu 27,2+5,4%
si 46,7+4,6% (Fig. 5.8). O imagine similard a fost inregistratd si in cazul cercetdrii unui alt
indicator al invatarii spatiale — in DP (Fig. 5.9).
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Fig. 5.9. Dinamica DP a sobolanilor masculi in LAM sub influenta biomasei tulpinilor S.
massasporeus CNMN-Ac-06 (BM1) si S. fradiae CNMN-Ac-11 (BM2), * — diferente statistic
veridice fata de martor (P<0,05), ** — diferente statistic veridice intre BM1 si BM2 (P<0,01-
0,05)

Conform metodologiei, pentru a studia activarea memoriei spatiale pe termen lung a fost
identificat un criteriu clasic de memorare — timpul petrecut de sobolani 1n sectorul tintd dupa
incheierea Invatdrii (In a 5-a zi), cand platforma a fost indepértatd din bazin. S-a constatat, cd
animalele, care au consumat biomasa de streptomicete si-au petrecut cea mai mare parte a timpului
in sectorul tintd in comparatie cu cele din lotul martor, ceea ce indicéa stimularea la ele a procesului
de activare a memoriei spatiale pe termen lung, procesului de consolidare a engramei. In acelasi
timp, animalele, care au consumat BM1 si BM2 s-au aflat In sectorul tintd aproximativ aceeasi
parte a timpului (37,2+3,5 si, respectiv, 40,1+4,2%) (Fig. 5.10).
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Fig. 5.10. Durata aflirii sobolanilor masculi in sectoarele LAM in a 5-a zi de testare sub
influenta biomasei tulpinilor S. massasporeus CNMN-Ac-06 (BM1) si S. fradiae CNMN-Ac-
11 (BM2), * — diferente statistic veridice fatd de martor (P<0,01-0,05)

Pentru a evalua pastrarea vestigiului In memorie si, respectiv, a memoriei spatiale pe
termen lung, conform metodei a fost determinat timpul petrecut de sobolani in sectoarele tinta si
netinta ale labirintului in a 9-a si apoi la a 30-a zi dupa inceputul invatarii. Rezultatele obtinute au
ardtat, ca in a 9-a zi a experimentului si, deci, la 5 zile dupa incheierea Invatarii, sobolanii, care au
primit cu hrana BM1 si BM2 au petrecut relativ mai mult timp n sectorul tintd in comparatie cu
cei din lotul martor si chiar nesemnificativ mai mult in comparatie cu a 5-a zi de experiment
(45,3£3,3% si, respectiv 40,1+2,8%), ceea ce indica pastrarea vestigilor in memorie si eficacitatea
metabolitilor streptomicetilor in raport cu pastrarea vestigiului in memorie (Fig. 5.11).
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Fig. 5.11. Durata aflirii sobolanilor masculi in sectoarele LAM in a 9-a zi de testare sub
influenta biomasei tulpinilor S. massasporeus CNMN-Ac-06 (BM1) si S. fradiae CNMN-Ac-
11 (BM2), * — diferente statistic veridice fata de martor (P<0,05)

Rezultatele testarii la a 30-a zi a experimentului au aratat cé, chiar si dupd o perioada
indelungata sobolanii, care au consumat biomasa de streptomicete, spre deosebire de cei din lotul
martor, pastreaza vestigii in memorie despre locatia platformei si se afld mai des in sectorul tinta
al LAM. (Fig. 5.12), in acelasi timp, eficienta BM1 este mai mare in comparatie cu BM2. Astfel,
biomasa tulpinilor S. massasporeus CNMN-Ac-06 (intr-o masura mai mare) si S. fradiae CNMN-
Ac-11 contribuie la mérirea termenului de pastrare a vestigiilor in memorie.
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Fig. 5.12. Durata aflirii sobolanilor masculi in sectoarele LAM in a 30-a zi sub influenta
biomasei tulpinilor S. massasporeus CNMN-Ac-06 (BM1) si S. fradiae CNMN-Ac-11 (BM2),
* — diferente statistic veridice fatd de martor (P<0,05)

Trebuie remarcat faptul, cd cercetarea procesului de invitare spatiala si memorie a
animalelor Tn LAM, precum si in LROB, sub influenta biomasei tulpinilor S. massasporeus
CNMN-Ac-06 si S. fradiae CNMN- Ac-11 au fost efectuate pentru prima data. Datele obtinute pot
demonstra indirect influenta metabolitilor secundari ai biomasei tulpinilor studiate asupra
anumitor mecanisme de invatare, a memoriei de lucru si memoriei pe termen lung la sobolanii
albi, ceea ce, probabil, este determinatd de compozitia neuniforma a biomasei acestor tulpini.

Astfel, biomasa tulpinilor S. massasporeus CNMN-Ac-06 si, intr-o masurd mai mica S.
fradiae CNMN-Ac-11, contribuie la o facilitare semnificativa a procesului de invatare spatiala a
sobolanilor masculi albi din LAM, activarea memoriei de lucru si memoriei spatiale pe termen
lung, cresterea duratei de stocare a vestigiului in memorie. Eficacitatea biomasei tulpinilor studiate
in raport cu procesele de invatare si memorie ete conditionata, evident, de efectul neuroprotector
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al antioxidantilor sai constituenti (este bine cunoscut faptul, ca inotul in modelul LAM reprezinta
un factor de stres destul de puternic pentru sobolani in stadiul initial de invatare [12, 14]), precum
si ai metabolitilor, care pot stimula si mentine procesele neuronale, care stau la baza invatarii si
memoriei, dupa cum reiese din rezultatele obtinute anterior la Institutul de Fiziologie si
Sanocreatologie impreuna cu cercetatorii Institutului de Microbiologie si Biotehnologie [35, 36].

6. PARTICULARITATILE INVATARII ST MEMORIEI LA SOBOLANII
ALBI SUB INFLUENTA BIOMASEI TULPINII STREPTOMYCES
MASSASPOREUS CNMN-AC-06, CRESCUTA PE MEDIUL SP-I1 CU
ADAOS DE ACID PARA-AMINOBENZOIC

Rezultatele cecetarii, obtinute la studierea invatarii spatiale si memoriei sobolanilor albi in
LROB si LAM au aratat, ca biomasa tulpinii S. massasporeus CNMN-Ac-06, cultivata pe mediul
nutritiv SP-I, contribuie Intr-o masurd mai mare la facilitarea procesului de invatare spatiala,
activarea memoriei de lucru si memoriei pe termen lung si marirea termenului de pastrare a
vestigiilor in memorie. In ultimele decenii s-a stabilit, ¢4 tulpinile de streptomicete sintetizeazi o
serie de metaboliti cu proprietdti neuroprotectoare pronuntate, conditionate, in primul, rand de
activitatea lor antioxidantd. Unii dintre cei mai puternici neuroprotectori sunt benzastatinele [9].
Pentru a identifica rolul benzastatinelor, efectele neurofiziologice ale biomasei, care au fost
identificate, la mediul nutritiv pentru cultivarea tulpinii de S. massasporeus CNMN-Ac-06 s-a
adaugat PABA, care este materialul initial pentru sinteza benzastatinelor. Prin urmare, pentru
studiile ulterioare ale invatarii si memoriei in camera navetd, LROB si LAM, a fost utilizata
biomasa tulpinii S. massasporeus CNMN-Ac-06, cultivatd pe mediu SP-1 cu adaos de PABA.

La studierea proceselor de invatare reflector-conditionata cu intarire aversiva in camera
naveta s-a constatat, ca biomasa tulpinii S. massasporeus CNMN-Ac-06, cultivatd pe mediul SP-
I, care contine 1,37 g/l PABA (BM1PABAL1), determind o crestere vizibild a productiei de RCEA
la sobolanii de ambele sexe, atat in comparatie cu martorul (in zilele 3-4 si 6-15 ale
experimentului), cat si in comparatie cu animalele, care au primit biomasa tulpinii S. massasporeus
CNMN -Ac-06, cultivata pe mediul nutritiv standard SP-I (BM1) (in zilele a 3-a si a 6-15-a ale
experimentului) (Fig. 6.1).

Cresterea continutului de PABA in mediul pentru cultivarea tulpinii S. massasporeus
CNMN-Ac-06 pana la 2,74 g/l (BM1PABA?2) duce la o slabire a eficacitatii biomasei in raport cu
elaborarea reflexelor conditionate. Conform rezultatelor obtinute, la animalele care au primit
BMI1PABA2, RCEA s-au elaborat mai lent, decait BM1PABA1, dar mai rapid decat la martor.
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Fig. 6.1. Dinamica invitirii reflector-conditionate cu intérire aversiva la masculi la
consumul pe termen lung a biomasei tulpinii S. massasporeus CNMN-Ac-06, crescuta pe
mediul SP-I cu adaos de PABA, * - diferente statistic veridice fata de martor (P < 0,05), ** -

diferente statistic veridice fata de BM1 (P<0,05)
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La studierea proceselor memoriei reflector-conditionate s-a constatat, ca adaugarea in
mediul pentru cultivarea tulpinii S. massasporeus CNMN-Ac-06 PABA in doza de 1,37 g/l si, intr-
o masura mai mica, 2,74 g/l contribuie la reducerea valorii PLRE la sobolani masculi, att in
comparatie cu martorul, cat si, in unele cazuri, in comparatie cu BM1 (Fig. 6.2). O dinamica
similara a fost observata si la femelele de sobolan.
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Fig. 6.2. Dinamica PLRE la sobolani masculi in decurs de 45 de zile dupa elaborarea
RCEA la consumul pe termen lung a biomasei tulpinii S. massasporeus CNMN-Ac-06,
crescutd pe mediul SP-I cu adaos de PABA, * - diferente statistic veridice fata de control P <
0,05, ** — diferente statistic veridice fatd de BM1 (P<0,05)

Astfel, adaugarea de PABA in doza de 2,74 g/l si, mai ales, 1,37 g/l in mediul nutritiv
pentru cultivarea tulpinii S. massasporeus CNMN-Ac-06, determina o intensificare vizibila a
elaborarii reflexelor conditionate defensive de evitare activa si contribuie la cresterea eficientei
biomasei in raport cu procesele memoriei reflector-conditionate si pastrarea vestigiilor iIn memorie
pe termen lung la sobolanii albi de ambele sexe.

Rezultatele experimentelor, privind studiul invétarii spatiale si memoriei sobolanilor albi
de ambele sexe au ardtat, ca adaugarea de PABA in doza de 1,37 g/l (BM1PABA1) la mediul
pentru cultivarea tulpinii S. massasporeus CNMN-Ac-06 (BM1PABA1) conduce la o crestere
vizibild a PMMS in comparatie cu martorul, precum si in comparatie cu animalele, care au primit
biomasa tulpinii S. massasporeus CNMN-Ac-06 farda PABA (BM1) cu durata FR de 30 s, precum
si de 10 min. Prezintd interes faptul, cd in cazul cand se adauga 2,74 g/l PABA (BMI1PABA2) in
mediul nutritiv eficacitatea biomasei in raport cu invatarea spatiala si memoria veridic practic nu
difera de BM1 (Fig. 6.3 si 6.4, pe exemplul masculilor).
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Fig. 6.3. Dinamica PMMS la sobolanii masculi in LROB cu o durati a FR de 30 s sub
influenta biomasei tulpinii S. massasporeus CNMN-Ac-06, cultivati pe mediul SP-I cu
adaos de PABA, * — diferente statistic veridice comparativ cu controlul (P <0,05), **— diferente
statistic veridice fata de BM1 (P<0,05)
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Fig. 6.4. Dinamica PMMS la sobolanii masculi in labirintul radial cu opt brate cu o durata
a FR de 10 min sub influenta biomasei tulpinii S. massasporeus CNMN-Ac-06, cultivata pe
mediul SP-I cu adaos de PABA, * — diferente statistic veridice comparativ cu controlul (P
<0,05), **— diferente statistic veridice fatd de BM1 (P<0,05)

Este important de mentionat, ca cresterea continutului de PABA 1n mediul pentru cultivarea
tulpinii S. massasporeus CNMN-Ac-06 pana la 2,74 g/l duce la o scadere a eficientei biomasei si
in raport cu invatarea reflector-conditionata in camera naveta. Eficacitatea BM1PABAI a fost, de
asemenea, semnificativ mai mare in a 10-a zi a experimentului (dupa o pauza in zilele 8 si 9), In
comparatie cu martorul, precum si cu BM1 si BM1PABA2 ceea ce indica efectul sau stimulator
asupra activarii memoriei spatiale pe termen lung la sobolanii albi.

Rezultatele studiului termenului de pastrare a vestigiilor iIn memorie pe termen lung la a
30-a zi a experimentului au aratat, ca adaugarea de BM1PABAL la hrana sobolanilor duce la o
crestere a PMMS in raport cu martorul atat la FR cu durata de 30 s, cat si de 10 min — cu 0,67 +
0,22 si respectiv 0,63 + 0,35 puncte, iar la animalele care primesc BMIPABA2 — cu 0,51+ 0,45 si
respectiv, 0,35 + 0,49 puncte, in acelasi timp, adaugand biomasa fara PABA la hrana animalelor
— cu 0,454+0,31 si respectiv, 0,29+0,53 puncte. Astfel, animalele carora le-a fost administrata
biomasa tulpinii S. massasporeus CNMN-Ac-06 cu adaos de PABA in doza de 1,37 g/l si, intr-o
masurd mai micd, 2,74 g/1, au demonstrat o reproducere semnificativ mai buni a memoriei spatiale
pe termen lung, in comparatie cu martorul, precum si cu BM1 fard PABA.

Astfel, biomasa tulpinii S. massasporeus CNMN-Ac-06, cultivata pe mediul SP-I cu adaos
de PABA, stimuleaza semnificativ procesul de invatare al sobolanilor albi de ambele sexe in
LROB si contribuie la facilitarea procesului elaborarii memoriei de lucru, activarea si marirea
termenului de p[strare a memoriei spatiale pe termen lung in comparatie cu martorul, precum si cu
biomasa tulpinii S. massasporeus CNMN-Ac-06, cultivata pe mediul nutritiv standard SP-1.

Rezultatele studiului indicatorilor PL si DP, obtinute la studierea invatarii spatiale in LAM,
aratd ca biomasa tulpinii S. massasporeus CNMN-Ac-06, cultivata pe mediul SP-I cu adaos de
PABA 1n doza de 1,37 g/l (BM1PABAL), contribuie intr-o masurd mai mare la facilitarea
procesului de Invatare spatiald decat in doza de 2,74 g/l (BM1PABA?2), precum si fira adaugarea
de PABA (BM1) (Fig. 6.5 si 6.6). La compararea loturilor de animale, care au consumat BM1 si
BMIPABA?2 nu au fost elucidate diferente veridice dintre PL si DP, desi a existat o tendinta ca
acestea sa creascd sub influenta BM1PABA2, in comparatie cu BM1.

-22-



1]
] ................i.,””
g 50 * e =5
3 2o * - T Peeeereeeeaa, ceed
K] * L i — - = & *
2 30 i%?" )
=} L\' — — — *
=) ok e ——— —
g 20 ¥ —
a Lo
10
1 2 zile 3 4
<+ martor BMl =——BMIPABAl —®—=BMIPABA2

Fig. 6.5. Dinamica PL la sobolani masculi din LAM sub influenta biomasei tulpinii S.
massasporeus CNMN-Ac-06, cultivati pe mediul SP-1 cu adaos de PABA, *— diferente
statistic veridice fatd de martor (P< 0,05), **— diferente statistic veridice
fata de BM1 (P<0,05)
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Fig. 6.6. Dinamica DP a sobolanilor masculi in LAM sub influenta biomasei tulpinii S.
massasporeus CNMN-Ac-06, cultivati pe mediul SP-1 cu adaos de PABA, *— diferente
statistic veridice fatd de martor (P< 0,05), **— diferente statistic veridice
fatd de BM1 (P<0,01-0,05)

Pentru a evalua termenul de pastrare a vestigiului in memorie si, respectiv, a memoriei
spatiale pe termen lung, conform metodei a fost determinat timpul petrecut de sobolani in
sectoarele tintd si netinta ale labirintului in a 9-a si a 30-a zi a experimentului. Rezultatele au aratat,
cé in a 9-a zi, sobolanii din lotul martor s-au aflat in sectorul tinta 30,3£2,2%, iar sobolanii care
au primit BM1 — 39,24+1,8%. S-a depistat, cd la sobolanii, care au primit BM1PABAI si
BMI1PABA? timpul petrecut in sectorul tintd a fost de 49,1+1,1% si respectiv, 42,0+£1,5%. Astfel,
animalele, care au primit cu hrana BMIPABALI s-au aflat cel mai mult timp in sectorul tinta, ceea
ce a contribuit la activarea memoriei spatiale pe termen lung la sobolanii albi.

Rezultatele studiului la a 30-a zi a experimentului au ardtat, cd consumul de BM1PABAI1
de catre sobolani masculi are un efect pozitiv mai mare asupra procesului de retinere a vestigiilor
in memoria spatiald pe termen lung atdt in comparatie cu martorul, cat si cu BMI1 (Fig. 6.7).
Reprezintd interes faptul, ca la compararea loturilor, care au primit BM1 si BM1PABA2 nu s-au
evidentiat diferente veridice in timpul aflérii in sectorul tintd, in timp ce s-a observat o tendinta de
crestere ale acestora in comparatie cu martorul.
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Fig. 6.7. Durata aflirii in sectoarele LAM a sobolanilor masculi la a 30-a zi de testare sub
influenta biomasei tulpinii S. massasporeus CNMN-Ac-06, cultivata pe mediul SP-I cu
adaos de PABA, * — diferente statistic veridice comparativ cu martorul (P<0,05), **— diferente
statistic veridice fatda de BM1 (P<0,05)

Astfel, biomasa tulpinii S. massasporeus CNMN-Ac-06, cultivatd pe mediu nutritiv SP-I
cu adaos de PABA (intr-o masurda mai mare in dozd de 1,37 g/l), contribuie la o facilitare
semnificativa a procesului de invatare spatiald, dezvoltarea memoriei de lucru, activarea si marirea
termenului de pastrare a vestigiilor in memoria spatiala pe termen lung la sobolanii albi in LAM
atat in comparatie cu martorul, cat si cu biomasa tulpinii S. massasporeus CNMN-Ac- 06, cultivata
pe mediul nutritiv standard SP-1.

CONCLUZII GENERALE

Cercetarea si analiza rezultatelor obtinute a permis formularea urmatoarelor concluzii:
1. Biomasa tulpinilor de streptomicete Streptomyces massasporeus CNMN-Ac-06 si Streptomyces
fradiae CNMN-Ac-11, crescute pe anumite medii nutritive, se caracterizeaza printr-un nivel
ridicat de substante biologic active (aminoacizi neesentiali si esentiali, diverse fractii lipidice)
implicate nemijlocit in reglarea metabolismului plastic si a activitdtii psihogene a organismului.
2. Sub influenta biomasei tulpinii Streptomyces massasporeus CNMN-Ac-06, cultivatd pe un
mediu nutritiv care contine acid para-aminobenzoic cu o concentratie de 1,37 g/, se constatd o
sporire semnificativd a cresterii masei corporale, a rezistentei la stresul termic, fertilitatii, precum
si o imbunatatire a proceselor de dezvoltare a puilor de sobolani albi intr-o masurd mai mare, decat
sub influenta biomasei tulpinilor de streptomicete Streptomyces massasporeus CNMN-Ac-06 si
Streptomyces fradiae CNMN-Ac-11, cultivate pe mediul complex standard SP-I.
3. Studiul comparativ al efectelor neurofiziologice ale biomasei tulpinilor de streptomicete
Streptomyces massasporeus CNMN-Ac-06 si Streptomyces fradiae CNMN-Ac-11, cultivate pe
mediul complex SP-1, denotd, cd acestea influenteaza in masura diferitd procesele de invatare,
activarea memoriei de scurtd duratd si mentinerea vestigiului in memorie; un efect mai pronuntat
asupra Invatarii reflector-conditionate si memoriei este exercitat de biomasa tulpinii Streptomyces
fradiae CNMN-Ac-11, iar asupra Invatarii spatiale si memoriei — de Streptomyces massasporeus
CNMN-Ac-06.
4. Consumul pe termen lung al biomasei de streptomicete manifesta un efect mai pronuntat asupra
proceselor de formare a unui comportament nou, stimuldrii invatarii reflector-conditionate si a
duratei de pastrare a vestigiului Tn memoria pe termen lung la animalele senile, comparativ cu cele
tinere.
5. Intensificarea proceselor de invatare reflector-conditionata si spatiald, activarea memoriei de
lucru, prelungirea pastrarii vestigiilor iIn memorie pe termen lung sunt mai exprimate in cazul
consumului de citre gobolanii albi a biomasei tulpinii Streptomyces massasporeus CNMN-Ac-06,
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cultivata pe un mediul nutritiv cu adaos de acid para-aminobenzoic cu o concentratie de 1,37 g/l,
comparativ cu biomasa obtinutd prin cultivarea acestei tulpini pe mediul nutritiv standard.

6. Biomasa streptomicetelor Streptomyces massasporeus CNMN-Ac-06 si Streptomyces fradiae
CNMN-Ac-11 are un efect multifunctional asupra activitdtii organismului: imbundtiteste nu
numai procesele de invatare si memorie, dar contribuie si la cresterea adaosului masei corporale,
fertilitatii sobolanilor albi, cresterea si dezvoltarea descendentilor, ceea ce necesitd cercetari
suplimentare ulterioare, privind identificarea substantelor biologic active din biomasd pentru
utilizarea lor in practica.

RECOMANDARI PRACTICE
1. Biomasa tulpinilor de streptomicete Streptomyces massasporeus CNMN-Ac-06 si Streptomyces
fradiae CNMN-Ac-11, izolate din solurile din zona centrala a Republicii Moldova, poate fi
recomandatd pentru obtinerea In baza acesteia a noi preparate eficiente cu proprietati
neuroprotectoare si nootrope pronuntate.
2. Preparatele bazate pe biomasa tulpinilor Streptomyces massasporeus CNMN-Ac-06 si
Streptomyces fradiae CNMN-Ac-11 pot fi utilizate in zootehnie pentru cresterea masei corporale
si fertilitatii animalelor de ferma.
3. Pentru a creste eficienta biomasei streptomicetelor in raport cu procesele de invitare si memorie,
precum si pentru a spori adaosul masei corporale si fertilitatea animalelor se recomanda includerea
acidului para-aminobenzoic in compozitia mediilor nutritive pentru cultivarea streptomicetelor la
o concentratie de 1,37 g/l
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cultivarii pe medii complexe dupa pastrare indelungata. In: Tendinte contemporane ale dezvoltarii
stiintei: viziuni ale tinerilor cercetatori, Editia 1X, Chisindu, Republica Moldova: Tipogr.
,.Biotehdesign”, 2020, vol. 1, p- 187-191. ISBN 978-9975-108-66-9.
https://ibn.idsi.md/vizualizare articol/112764
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ADNOTARE
Anastasia Garbuzneac ,,invitarea si memoria sobolanilor in consumul biomasei de streptomicete”,
teza de doctor in stiinte biologice, Chisinau, 2024.

Structura tezei: Lucrarea este prezentata pe 125 de pagini de text principal, consta din introducere,
6 capitole, concluzii generale si recomandari, contine 7 tabele, 48 figuri, bibliografie din 192 titluri, 5 anexe.
Rezultatele obtinute sunt prezentate in 23 lucrari stiintifice si 2 brevete.

Cuvinte-cheie: sobolani albi, invatare reflector-conditionata si spatiald, memorie de lucru si pe
termen lung, streptomicete, biomasa, acid para-aminobenzoic, aminoacizi, lipide.

Scopul lucrarii: Studierea particularitatilor de invatare si memorie la sobolani albi sub influenta
consumului pe termen lung de biomasd a tulpinilor Streptomyces massasporeus CNMN-Ac-06 si
Streptomyces fradiae CNMN-Ac-11, izolate din solul din partea centrald a Republicii Moldova.

Obiectivele cercetirii: Studiul proprietatilor de biosinteza ale tulpinilor S. massasporeus CNMN-
Ac-06 si S. fradiae CNMN-Ac-11, cultivate pe medii cu diferite compozitii pentru a obtine biomasa,
ipotetic avand cel mai mare impact asupra invatarii si memoriei; studiul particularitatilor dinamicii masei
corporale, fertilitatii sobolanilor albi si dezvoltarii puilor de sobolan sub influenta biomasei de
streptomicete; studiul particularitatilor de invatare si memorie ale sobolanilor albi in conditiile consumului
pe termen lung a biomasei tulpinilor S. massasporeus CNMN-Ac-06 si S. fradiae CNMN-Ac-11, cultivate
pe mediul nutritiv complex SP-I, precum si pe mediul SP-I cu addugarea acidului para-aminobenzoic.

Noutatea si originalitatea stiintificd: Pentru prima data, a fost dezvaluit efectul stimulator al
biomasei de streptomicete asupra procesului de invatare spatiala si memorie a sobolanilor albi in labirintul
radial cu opt brate si in labirintul cu apa Morris. Pentru prima data, s-a depistat, ca adaugarea acidului para-
aminobenzoic (PABA) la mediul nutritiv imbunatateste semnificativ efectul stimulator al biomasei asupra
invatarii reflector-conditionate si spatiale si a memoriei. Au fost obtinute date noi cu referire la
particularitatile influentei biomasei streptomicetelor in raport cu invatarea reflector-conditionata si
memoria la sobolani de diferite varste. Au fost obtinute noi date, privind efectul stimulator al biomasei de
streptomicete cultivate pe mediu nutritiv cu adaos de PABA 1in raport cu masa corporala si fertilitatea, care
sunt brevetate. A fost propus un nou mediu nutritiv pentru cultivarea tulpinii S. massasporeus CNMN-Ac-
06, care imbunatateste proprietatile ei biosintetice, a carui elaborare a fost finalizata prin brevetare.

Problema stiintifici solutionati: consta de obtinerea de noi cunostinte argumentate stiintific
despre particularitatile invatarii si memoriei reflector-conditionate si spatiale la sobolanii albi in conditiile
consumului de biomasa a tulpinilor autohtone de streptomicete ca aditiv alimentar, folosind un complex de
metode fiziologice (comportamentale), biochimice si microbiologice, ceea ce a condus la stabilirea
efectului stimulator semnificativ al biomasei asupra proceselor cognitive studiate si a permis demonstrarea
perspicacitatii tulpinilor S. massasporeus CNMN-Ac-06 si S. fradiae CNMN-Ac-11 in scopul izolarii si
identificarii substantelor biologic active cu proprietati neuroprotectoare si nootrope, precum si de a propune
un mediu nutritiv nou pentru cultivarea streptomicetelor cu adaos de PABA, utilizarea caruia
permite cresterea eficientii biomasei asupra proceselor de invatare si memorie.

Rezultatele fundamental noi pentru stiinta si practica: in baza metodelor moderne fiziologic
(comportamentale), microbiologice si biochimice, s-au obtinut rezultate principial noi, privind impactul
biomasei de streptomicete asupra proceselor de invatare si memorie, care pot fi utilizate in obtinerea
substantelor cu efect nootrop si neuroprotector.

Semnificatia teoretica: Rezultatele obtinute extind si aprofundeaza abordarile stiintifice ale
particularitatilor proceselor invatarii reflector-conditionate si spatiale si ale memoriei sub influenta
substantelor biologic active de origine microbiana cu proprietati neuroprotectoare si neurostimulatoare.

Valoarea aplicativa: Rezultatele obtinute demonstreaza perspicacitatea cercetarilor ulterioare
asupra tulpinilor S. massasporeus CNMN-Ac-06 si S. fradiae CNMN-Ac-11 cu scopul de a izola si
identifica substante biologic active cu proprietati neuroprotectoare si nootrope. A fost obtinut un nou mediu
nutritiv prin cultivarea tulpinii de S. massasporeus CNMN-Ac-06 cu adaos de PABA, au fost imbunatatite
proprietatile sale biosintetice si efectul stimulator asupra proceselor de invatare si memorie. Rezultatele
obtinute demonstreazd posibilitatea obtinerii preparatelor in baza biomasei tulpinilor locale de
streptomicete in zootehnie pentru a stimula cresterea in greutate si fertilitatea animalelor.

Implementarea rezultatelor stiintifice: rezultatele sunt implementate in procesul didactic al
Facultatii de Geografie si Stiinte Naturale a Universitatii de Stat din Tiraspol ,,T.G. Sevcenco”. Au fost
primite 2 brevete, 4 medalii la expozitii internationale de inovatie.
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ANNOTATION
Garbuzneac Anastasia ,,Learning and memory of rats when consumpting streptomycetes biomass”,
PhD thesis in biological sciences, Chisinau, 2024.

Thesis structure: The dissertation is presented on 125 pages, consists of an introduction, 6
chapters, general conclusions and recommendations, contains 5 tables, 48 figures, a bibliography of 192
titles, 5 appendices. The results obtained were presented in 23 scientific papers and 2 patents.

Keywords: white rats, conditioned reflex and spatial learning, working and long-term memory,
streptomycetes, biomass, para-aminobenzoic acid, amino acids, lipids.

Purpose: Studying the characteristics of learning and memory of white rats under the influence of
long-term consumption of biomass of the strains Streptomyces massasporeus CNMN-Ac-06 and
Streptomyces fradiae CNMN-Ac-11, isolated from the soil of the central part of the Republic of Moldova.

Objectives: To study the biosynthetic properties of the strains S. massasporeus CNMN-Ac-06 and
S. fradiae CNMN-Ac-11, cultivated in media of different compositions to obtain biomass, presumably
having the greatest effect on learning and memory; to study the characteristics of the dynamics of body
weight, fertility of white rats and the development of rat pups under the influence of streptomycete biomass;
to study the features of learning and memory of white rats under conditions of long-term consumption of
biomass of the strains S. massasporeus CNMN-Ac-06 and S. fradiae CNMN-Ac-11, cultivated on a
complex nutrient medium SP-I, as well as on SP-I medium with the addition of para-aminobenzoic acid
acids.

Scientific novelty and originality: The stimulating effect of streptomycete biomass on spatial
learning and memory processes in white rats was revealed for the first time using an eight-arm radial maze
and a Morris water maze. For the first time, it was discovered that the addition of PABA to the nutrient
medium significantly enhances the stimulating effect of biomass on conditioned reflex and spatial learning
and memory. New data have been obtained on the peculiarities of the influence of streptomycete biomass
in relation to conditioned reflex learning and memory in rats of different ages. New data have been obtained
on the stimulating effect of the biomass of streptomycetes cultivated on a nutrient medium with the addition
of PABA in relation to body weight and fertility, which are patented. A novel nutrient medium for
cultivating the strain S. massasporeus CNMN-Ac-06 has been proposed, improving its biosynthetic
properties, the development of which has been completed by patenting.

The solved scientific problem: new scientific knowledge about the characteristics of conditioned
reflex and spatial learning and memory in white rats when they consume biomass of local strains of
streptomycetes as a dietary supplement was obtained, using a complex of physiological (behavioural),
biochemical and microbiological methods, which led to the establishment of a significant stimulating effect
of biomass on the studied cognitive processes and made it possible to demonstrate the promise of the strains
S. massasporeus CNMN-Ac-06 and S. fradiae CNMN-Ac-11 in order to obtain new biologically active
substances with neuroprotective and nootropic properties, as well as propose a new nutrient medium for
the cultivation of streptomycetes with the addition of PABA, the use of which can increase the efficiency
of biomass on learning and memory processes.

Main results: Based on modern physiological (behavioral), microbiological and biochemical
methods, fundamentally new results were obtained on the effect of streptomycete biomass on learning and
memory processes, which can be used in the production of substances with nootropic and neuroprotective
effects.

Theoretical significance: The results obtained expand and deepen scientific understanding of the
peculiarities of the processes of conditioned reflex and spatial learning and memory under the influence of
biologically active substances of microbial origin with neuroprotective and neurostimulating properties.

Applicative value: The results obtained demonstrate the promise of further research on the strains
S. massasporeus CNMN-Ac-06 and S. fradiae CNMN-Ac-11 with the aim of isolating and identifying
biologically active substances with neuroprotective and nootropic properties. A new nutrient medium was
obtained by cultivating the S. massasporeus strain CNMN-Ac-06 with the addition of PABA, its
biosynthetic properties and stimulating effect on learning and memory processes were improved. The
results obtained demonstrate the possibility of obtaining drugs based on the biomass of local strains of
streptomycetes in animal husbandry to stimulate weight gain and fertility.

Implementation of scientific results: The results were introduced into the educational process of
the Faculty of Geography and Natural Sciences of T.G. Shevchenko Tiraspol State University. 2 patents
and 4 medals at international innovation exhibitions were received.
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AHHOTAIMUSA
IapOy3nsik Anactacus «O0yueHne U NamMsiTh KPbIC PH NOTPedIeHHH 6HOMACCHI CTPENITOMHIIETOB »,
JHCCepPTALUS HA COUCKAHME YYeHOl cTeneHH J0KTopa Ononornyeckux Hayk, Kuumnsy, 2024 r.

CrtpykTypa auccepranun: JluccepTanys npejcTaieHa Ha 125 cTpaHMIIaX OCHOBHOT'O TEKCTa, COCTOMT U3
BBEJICHHS, 6 IU1aB, OOLINX BEIBOAOB M PEKOMEH AN, COACPKUT 5 Tabnui, 48 pHCYHKOB, CIIUCOK JIUTEPATyphl U3 192
HaMMEHOBaHMH, 5 npunoxkenuit. [ToydeHHbIe pe3ybTaThl ObUIN NPEACTABIICHBI B 23 HayYHBIX paboTax, 2 MaTeHTax.

KiroueBbie cjioBa: Gesbie KPhICHI, YCIOBHO-pe(IEKTOPHOE M MPOCTPAHCTBEHHOE 00ydeHue, pabodas u
JIOJITOBPEMEHHaAsI TIaMsITh, CTPEIITOMHLIETHI, OHoMacca, apaaMHHOOCH30HAs KHCITOTA, aMUHOKHCIIOTBI, JIMITHIBL.

Lean padorsi: M3yueHne ocobeHHOCTeH 00ydeHNs H HaMATH OEIbIX KPBIC IO BIHSHHEM MTHTEIBHOTO
notrpebieHns: Guomaccsl mTaMMmoB Streptomyces massasporeus CNMN-Ac-06 u Streptomyces fradiae CNMN-Ac-
11, BBIIETICHHBIX U3 TIOYBBI IIEHTPaIbHOM yacTu Pecrybnuku Monmosa.

3agaun uccaenoBanusi: M3yunts GuocunTeTHYECKHE CBOMcTBA mTaMMOB S. massasporeus CNMN-Ac-06
u S. fradiae CNMN-Ac-11, KyJIbTHBHPOBaHHBIX Ha Cpelax pa3HOro COCTaBa /Ui MOMY4eHHs OHMOMAcCHhI,
HPEIOI0KHUTEIbHO, OKa3bIBAIOIICH Haubosblee BIUSHHC Ha OOY4EHHME U NAMATB; HCCIECNOBAaTh OCOOCHHOCTH
JIMHAMUKI MacChl TeJa, INI0JJIOBUTOCTH OIBIX KPBIC M PA3BUTHS KPBICAT MO IeHCTBHEM OGHOMACCHI CTPEITOMHULIETOB;
U3Y4HTh OCOOEHHOCTH 00YYEHHs M ITaMsTH OEJBIX KPBIC B YCIOBUSX JUIMTEIBHOIO MOTPeOIIeHNs: OHOMacChI IITaMMOB
S. massasporeus CNMN-Ac-06 u S. fradiae CNMN-Ac-11, KyTbTHBHPOBaHHBIX Ha KOMIUICKCHOW MHTATEIbHOMN
cpene SP-1, a Taxoke Ha cpene SP-1 ¢ nobaBienreM napaaMHHOOCH30MHOIN KUCTOTHI.

Hay4yHasi HOBHM3HA W OPHUI'MHAJILHOCTBH: BrepBble BBIBICHO CTHUMYIMpYIOLIEE BIIHSHHE OHOMACChI
CTPENTOMULETOB Ha IIPOLECC IIPOCTPAHCTBEHHOTrO 00YYCHHUS U NaMSTH GEJIBIX KPbIC B BOCBMHUPYKaBHOM PaiHaIbHOM
nabupuHTE U BOIHOM J1abuprHTe Moppuca. BriepBbie oOHapykeHo, 4To jo0aBieHHe B nuTaTenbHyo cpeay [TABK
CYLIECTBEHHO YCWJIMBA€T CTHMYIUPYIOIHi 3(¢exr 6HomMacchl B OTHOILICHHH YCIOBHO-PedIeKTOporo u
MPOCTPAHCTBEHHOrO0 OOYuYeHHMs W HaMsTH. [loiydeHbl HOBbIC JaHHbIE 00 OCOOCHHOCTSX BIHMSHHUS OHOMAcChI
CTPENTOMHULICTOB B OTHOIICHUH YCIOBHO-PE(ICKTOPHOr0 00YUECHHS U IIaMSITH Y KPBIC pa3HOro Bo3pacta. IlomydeHst
HOBbIC J@HHBIC O CTHMYJIMPYIOIIEM BIIMSHHM OHOMACChl CTPENTOMHULETOB, Ky/IbTHBUPOBAHHBIX Ha IMUTATEIbHOMN
cpeze ¢ nobasnennem ITABK, B OTHOIICHHH MAacChl Tea U IUIOZOBHTOCTH, KOTOPBIC 3amaTeHToBaHbl. [Ipeiokena
HOBasl NMUTATENbHAs cpefa s KyIbTHBHpoBaHMS mramma S. massasporeus CNMN-Ac-06, ynydmaionas ero
OGUOCHHTETHYECKHE CBOMCTBA, pa3paboTKa KOTOPOH 3aBepIlICHA TATCHTOBAHHEM.

PeuleHHasi Hay4Hasi mpo0JeMa: COCTOMT B IOJYYCHHHM HOBBIX HAy4HO OOOCHOBAaHHBIX 3HAHHH 00
0COOCHHOCTSX YCIOBHO-PE(ICKTOPHOTO M MPOCTPAHCTBEHHOTO OOYYCHHs! M MaMsTH y O€bIX KPbIC B YCIOBHSX
MOTPEOIICHHST MU B Ka4eCTBE IHILEBOM JJ0OaBKH OGHOMACChl MECTHBIX IITAMMOB CTPEHTOMHIIETOB C MPUMEHEHHEM
KoMIuIeKca (Gu3noIornyeckux (IOBEACHUECKNX ), ONOXUMHYECKHX H MUKPOOHOIOrHYECKNX METOIOB, YTO MPUBEIIO K
YCTaHOBIICHUIO CYIIECTBEHHOTO CTHMYJIHPYIOIIErO BIMSHHS OHOMACCHI Ha MCCIEAyeMble KOTHUTHBHBIC TPOLIECCHI H
MO3BOJTHJIO IPOAEMOHCTPUPOBATH MEPCIEKTUBHOCTD ITaMMOB S. massasporeus CNMN-Ac-06 u S. fradiae CNMN-
Ac-11 st HONyYeHHS HOBBIX OMOJOTMYECKM AKTHBHBIX BEILECTB C HEHPONPOTEKTOPHBIMM M HOOTPOITHBIMH
CBOWCTBAMH, @ TaKXKe MNPEIJIOKHTh HOBYIO NUTATENBHYIO CpPEAy JUlsl KyJIbTHBHPOBAHMS CTPEHNTOMHULIETOB C
nobasnennem ITABK, mpumeHeHHe KOTOpOH MO3BOMSAET MOBBICHTH A()(PEKTHBHOCT OHOMACCHI B OTHOLICHHH
MPOLIECCOB O0YYCHHUS U TAMSITH.

IMosy4eHHbIe NPUHIMITHAIBLHO HOBbIE Pe3yJILTATHI ISl HAYKH M MPAKTHKH: HA OCHOBE COBPEMEHHBIX
(usHonornYeckux (MOBEICHYECKHX ), MUKPOOHOIOTHYECKHX i OMOXUMUYECKHX METOOB MOTY4EHBI IPUHIUITHATHHO
HOBBIC PE3yJIBTATHI O BIMSIHHI GHOMACChl CTPENTOMHIIETOB Ha MPOLECCH! 00YUCHHs U MAaMSTH, KOTOPBIE MOTYT HalTH
MPUMEHEHHE MPU MOJIYYCHUH BELECTB C HOOTPOIHBIM M HEHPOIPOTEKTOPHBIM JIeiiCTBHEM.

Teopernueckoe 3Hayenne: [ToaydeHHbIC Pe3yabTATH PACIIUPSIOT U YIIIYOISIIOT HaydHBIEC TPEICTABICHUS
00 0COGEHHOCTSX MPOLIECCOB YCIOBHO-PE(IEKTOPHOrO U MPOCTPAHCTBEHHOr0 OOYUEHHS M MTAMSTH O] BIUSHHEM
OHONOTMYECKH ~ AKTHBHBIX  BEIIECTB ~ MHUKPOOHOTO  MPOUCXOXKACHHS  C  HEHPOMPOTCKTOPHBIMH M
HEHPOCTUMYIHPYIOLIMMH CBOHCTBAMU.

Tpukiaanoe 3Havenue: IlomydeHHbIC pPe3yAbTAaThl JEMOHCTPUPYIOT MEPCHEKTUBHOCTH JalbHEHIINX
nccnenoBanuii mrammoB S. massasporeus CNMN-Ac-06 u S. fradiae CNMN-Ac-11 st BblIeneHus u
naeHTHGUKAIMH OHONOTMYECKH AKTHBHBIX BEIECTB C HEHPONPOTEKTOPHBIMH M HOOTPOIHBIMH CBOHCTBaMH.
IMony4yena HOBas IUTATENbHAS CPE/a ISl KyIbTHBUPOBaHUS mTamMa S. massasporeus CNMN-Ac-06 ¢ noGaBneHneM
ITABK, yiydnieHs! ero OHOCHHTETHYECKHE CBOMCTBA M CTHMYIMPYIOIHii 3 dext Grnomaccs! Ha mpoueccs! 00y4eHHs
1 namsTH. T1oydeHHbIe pe3ylIbTaThl JEMOHCTPUPYIOT BO3MOXKHOCTD IIOJNYYEHHs HAa OCHOBE OMOMAcChl MECTHBIX
IITAMMOB CTPENTOMHIIETOB MPEIApPaToOB JUIs )KHUBOTHOBOACTBA C LIEIbI0 CTUMYJISALIMK IPHBECOB U IIOAOBHTOCTH.

BHeapeHHe Hay4HBIX pe3yJbTATOB: DPE3yIbTaThl BHEJPEHbI B Y4eOHBIH INIPOLECC ECTECTBEHHOIO-
reorpadpuueckoro ¢akyiaprera III'Y um. T.I. IlleBuenko. Iomydens 2 nateHTa, 4 Meand Ha MEKIyHapPOIHBIX
BBICTABKAaX MHHOBALHIL.
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