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Scopul acestui studiu este investigarea raspunsurilor morfologice, fiziologice si biochimice
ale plantelor crescute in vifro la excesul de metale grele. Rezultatele obtinute la diferite concentratii
ale fiecarui metal vor fi comparate pentru a releva existenta unei relatii doza-raspuns.

Obiectivele si beneficiile aduse in cadrul acestui studiu. Contaminarea solului cu metale
grele persistente si potential toxice este omniprezentd in intreaga lume. Concentratia acestor metale
grele in sol a crescut drastic in ultimele decenii, reprezenténd astfel un risc enorm pentru mediu si
sanitatea umand. Unele tehnologii s-au folosit de mult timp pentru a remedia metalele grele peri-
culoase. Avand in vedere nevoia imperativa de a reduce poluarea la scard largd, in prezent se dezvolta
alte tehnologii. In alegerea tehnologiei aplicabile, trebuie s lum in considerare factori precum com-
pozitia poluantului, eficienta tehnologiei, intervalul de timp, costul si dispozitiile legale. Obiectivele
pe care ni le-am propus au fost urmatoarele:
1.Evaluarea efectului diferitelor doze de metele asupra cresterii plantelor in vifro;
2.Studiul efectelor metalelor grele asupra proceselor metabolice asociate;
3.Cresterea plantelor pe medii nutritive suplimentate cu diferite concentratii de metale grele si urma-
rirea evolutiei unor parametri biochimici potentiali indicatori;

4. Corelarea datelor biochimice cu parametrii biometrici ai plantelor, monitorizati pe durata experi-

mentului si evidentierea unor aspecte dinamice.

Introducere

Poluarea cu metale grele cauzati de diverse activititi naturale si antropice este una dintre cele
mai importante probleme de mediu. Desi diferite metode fizice si chimice au fost propuse pentru a
elimina astfel de metale periculoase din mediul inconjurétor, acestea au cel mai putin succes din punct
de vedere al costurilor, limitarilor si generarii de substante nocive.

Ideea utilizarii plantelor ce acumuleaza metale, pentru inlaturarea selectiva si reciclarea met-
alelor aflate in exces in mediu, a fost introdusd In 1983, a castigat interes deosebit in anii 1990 sia
fost examinata tot mai mult ca o tehnologie practica, putin costisitoare comparativ cu metodele clasice
de inlocuire sau spalare a solurilor poluate.

Fitoremedierea se referd la bioremedierea botanica si implicd utilizarea plantelor verzi pentru
decontaminarea solurilor, apelor si aerului. Este o tehnologie care poate fi aplicata atat poluantilor
organici cat si poluantilor anorganici (metale mai ales) prezenti in sol, apd sau aer.

Tehnicile de fitoremediere pot oferi singura cale eficientd de refacere a sutelor de mii de km?
de sol si ape poluate in urma activitdtilor umane, constituind o alternativa ieftina si ecologica a

metodelor fizice de remediere, distructive pentru mediu, folosite curent.




Fitoremedierea este consideratd o tehnologie care protejeaza mediul perturbator, spre deose-
bire de metode de curdtire mecanice, cum ar fi excavare sol sau de pompare a apelor subterane polu-
ate. In ultimii 20 de ani, aceasta tehnologie a devenit tot mai populara si a fost folositd pentru soluri
contaminate cu plumb, uraniu, precum i arsen.

Cu toate acestea, un dezavantaj major al fitoremedierii este ca acesta necesita un angajament
pe termen lung deoarece procesul este dependent de cresterea plantelor, toleranta la toxicitate si
capacitate de bioacumulare. Cultura tesuturilor vegetale reprezinta un instrument convenabil de labo-
rator pentru studii de fitoremediere. Formele de cultura tisulara cel mai des utilizate sunt suspensiile
celulare, calususrile si organogeneza. Odata stabilite, aceste culturi in vifro pot fi propagate pe o
perioada nedeterminata si sunt disponibile la cerere. In schimb, plantele ntregi sunt cultivate fie in
sol, fie hidroponice, sistemele au o durata de viata limitata si fiecare planta individuala trebuie sd fie
inlocuitd si restabilita dupd fiecare experiment. Prin urmare, timpul necesar pentru a efectua investi-
gatii poatet fi redus substantial folosind culturile de tesut mai degraba decat plantele intregi. Asadar,
in acest studiu ne-am propus ca prin utilizarea tehnicilor de biotehnologii vegetale sa studiem in vifro

capacitatea de bioacumulare a metalelor grele, utilizand diferite specii vegetale.

I. Generalitati privind sursele de poluare cu metale grele si procedura de
fitoremediere

Contaminarea solului, o problemd importantd in UE. 3,5 milioane de site-uri din Uniunea
Europeana au fost estimate in 2012 ca potential contaminate cu 0,5 milioane de situri care sunt
intradevar contaminate si au nevoie de remediere (Raport, DG ENV B1, 2014). Acest lucru este
important de evaluat, deoarece solul este o sursa neregenerabild; actiunile trebuie intreprinse la toate
nivelurile. Cu toate acestea, la nivel european, existd o cunoastere cat mai clard a contextului de
contaminare a solului, o mare difuzare a celor mai bune practici. UE oferd, de asemenea, orientdri si
obiective, gestioneaza impacturile transfrontaliere si investeste in cercetare. Romania dispune de o
reglementare specifica a solului la nivel national, folosind metode de praguri ca tip de metodologie
(Dumitriu, 2014). Contaminarea solului cu metale grele, cum ar fi cadmiul (Cd), cuprul si mercurul,
a devenit o preocupare deosebitd, in special in instalatiile de placare a metalelor, In zonele miniere si
in zonele invecinate, precum si in zonele rezidentiale si agricole din regiunea in aval din aceste zone.
In unele cazuri, metalele grele din sol intrd in ap# rau si apoi difuzeazi pe terenurile agricole cu
irigatii, ceea ce duce la raspandirea unor valori relativ scazute de metale grele In zone mai largi, In

loc s fie localizate n concentratii ridicate.



Desi metalele grele sunt omniprezente in materialele parentale ale solurilor, principalele surse

antropice de metale grele in soluri sunt : desseurile ordsenesti, mineritul, arderea combustibililor, etc.

(fig.1.)

Fig.1 Surse de poluare a solului cu metale grele

Poluarea cu metale grele cauzata de diverse activitati naturale si antropice este una dintre cele

mai importante probleme de mediu. Desi diferite metode fizice si chimice au fost propuse pentru a

elimina astfel de metale periculoase din mediul inconjurétor, acestea au cel mai putin succes din punct

de vedere al costurilor, limitarilor si generarii de substante nocive (Wuana si Okieimen, 2011).

Tabelul 1. Valori normale ale metalelor grele in sol si plante mg kg-1 (ppm) si concentratia

critica (Boros si Micle., 2015).

Element Valori normale Concentratii Valori normale Concentratii in
in sol critice in sol in plante soluri metalifere

Cd 0,01-2,0 3-8 0.1-3 11-317

Cr total 5-1500 75-100 0.2-5 47-8.450

Cu 2-250 60-125 5-25 52-50.900

Hg 0,01-0,5 0,3-5 0.1-9.5 100-400

Ni 2-750 100 1-10 19-11260

Pb 2-300 100-400 0.1-5 3.870-49.910

Zn 1-900 70-400 2-400 109-70.480

Din punct de vedere al fitoremedierii planta poate fi considerata ca fiind un sistem de pompare

si tratare care poate preveni raspandirea contaminarii solurilor. Contaminanti, cum ar fi metale, pes-

ticide, solventi, explozibili, titei au fost diminuate in proiectele de fitoremediere din intreaga lume.
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Plantele cu potential de fitoremediere mare pot fi speciile din flora spontand ce cresc in locuri
poluate sau plantele cultivate care au trasaturi specifice, determinate de mediul poluant. Poluantii pot
fi absorbiti in plante prin cateva procese naturale biofizice si biochimice, si anume prin: absorbtie,
transport, translocare, hiperacumulare si transformare. In prezent se cunosc 45 de familii de plante
care contin specii hiperacumulatoare de metale (metalofie); ele pot acumula Cu,Co,Cd,Mn,Ni, Se
sau Zn in cantitati de 100 — 1000 de ori mai mare decét cele accumulate de plante In mod obisnuit .

Posibilitatea acumularii active a metalelor in partea aeriand a plantelor oferd o abordare
promitatoare atit pentru curatirea solurior contaminate antropic cat si pentru extragerea, in scopuri
comerciale, a metalelor din solurile natural bogate in metale.

Fitoremedierea poate fi inteleasa ca utilizarea plantelor (arbori, arbusti, ierburi si plante
acvatice) si microorganismele asociate acestora pentru a indeparta, degrada sau izola substanfele
toxice din mediul inconjurdtor. Cuvéntul ,fitoremediere”" provine din grecescul "phyton", adica
"plantd" si latina "remedium", ceea ce inseamnd "a remedia" sau "a corecta".

Substantele care pot fi supuse unei fitoremediere includ metale (Pb, Zn, Cd, Cu, Ni, Hg),
metaloizi (As, Sb), compusi anorganici (NO3-NH4 +, PO43-), hidrocarburi petroliere (BTEX),
pesticide si erbicide (atrazind, bentazona, compusi clorurati si nitroaromatici), explozivi (INT, DNT),

solventi clorurati (TCE, PCE) si deseuri organice industriale (PCPs) (Favas si colab., 2014).

Fiiovelatilizare

Fitedegradare

Fltostabilizare

Fig.2. Principalele tipuri de fitoremediere



Fitoremedierea utilizeazd plantele verzi vii pentru fixarea sau adsorbtia contaminantilor,
pentru curdtarea contaminantilor sau pentru reducerea sau disparitia riscurilor. Fitostabilizarea,
fitovolatilizarea si fitoextractia sunt principalele trei tipuri ale fitoremedierii.

Conform regulilor departamentului de energie din S.U.A., plantele hiperacumulatoare trenuie
sa indeplineasca urmitoarele caracteristici: sa aiba o eficientd ridicatd acumuland sub concentratia
scazutd de contaminanti; acumulare de concentratii mari de contaminanti; sistem de rdadédcini foarte
ramificate, acumularea mai multor tipuri diferite de metale grele; crestere rapida si biomasa mare;
rezistentd la daunitori si la boli, necomestibile pentru om si animale, usor de recoltat (Yao si colab.,
2012).

Studiile care utilizeazi culturi de plante pot fi efectuate conform conditiilor impuse in laborator
care sunt mai usor de controlat decét cu instalatii de crestere a solului, in special In ceea ce priveste
mediul de culturd, compozitia, parametrii nutritionali, nivelurile fitohormonului i capacitatea de a
manipula celulele si tesuturile. Desi pot fi addugate substante efectoare solului, ele pot fi indisponibile
pentru plante datoritd adsorbtiei sau legarii cu componentele solului. Aceastd actiune este minimizata
in culturile de tesuturi, facilitdnd astfel transportul substantelor si absorbtia de catre celule (Camper

si McDonald, 1989).

1.1. Utilizarea tehnicilor in vitro, caracterizare si aplicabilitate practica in fitoremediere

In sens larg, prin cultura in vitro se infelege cresterea pe medii artificiale, in conditii de asepsie
deplini si de factori ambientali bine controlati, a unor organe, parti de organe, fesuturi sau celule
vegetale. Reusita culturii depinde de o multitudine de factori si este vizibild In momentul in care
explantul creste (Cachitd si colab., 2009).

Explantul, numit si fitoinocul, este un fragment vegetal - organ, esut, celuld sau protoplast, care
desprins fiind dintr-o plantd donor (mama), este inoculat si crescut in conditii sterile, pe un mediu
artificial de culturd. Evolutia explantului vitrocultivat este dirijatd de operator in funcfie de scopul
urmarit. Acesta poate regenera o noud plantd (sau mai multe plante - neoplantule), prin stimularea
neogenezei de organe aeriene (tulpina si frunzele) sau/si de radacini, ori poate forma calus, prin sti-
mularea inmultirii nediferentiate a celulelor, sau poate da nastere la embrioni somatici (Cachifd si
colab., 2008).

Totipotenta este insusirea celulelor - in cazul de fatd a celor vegetale - de a se prolifera, si de a
genera o planti identic# cu planta mama. Teoretic, fiecare celuld vie este totipotentd, insa In practica
s-a observat cd nu toate celulele au capacitatea de a-gi exprima acest caracter, datoritd - pe de o parte
- diferentierii si a Imbatranirii celulelor, iar - pe de altd parte — a gradului mare de specializare al

acestor celule (Cachitd si colab., 2005).




Spre deosebire de multiplicarea traditionald, unde se opereaza cu seminte sau cu porfiuni mari
de planta (marcote, butasi, altoi), la multiplicarea in vitro se folosesc explante mici, de ordinul mili-
metrilor sau chiar microscopice (celule, protoplasti), explante care in condifii normale de culturd nu
ar reusi sa creascd, fiind lipsite de capacitatea de a sintetiza sigure substanfele nutritive necesare pro-
ceselor de crestere si de morfogeneza (Gautheret, 1934).

Din acest motiv, pentru reusita culturii de celule si tesuturi vegetale, se cer respectate urma-
toarele conditii:

- prepararea unui mediu de crestere care sd asigure explantului o bund nutrifie respectiv sursa
energeticd dintr-un compus organic, glucidic accesibil metabolismului plantelor;

- asigurarea si controlarea factorilor de mediu (temperaturd, lumina, umiditate), in limitele op-
time pentru fiecare specie, soi si faza de crestere, in functie de cerintele acestora si de scopul
urmarit;

- stimularea cresterii si a diferentierii sau a dediferentierii celulelor explantelor, prin utilizarea
corespunzatoare a regulatorilor de crestere;

- asigurarea unei asepsii depline pe tot fluxul de producere a plantelor in vitro, printr-o corectd
dezinfectie a materialului vegetal, sterilizarea mediului i a vaselor de culturd, precum si efec-
tuarea corectd a tuturor operatiunilor executate in hota cu flux de aer laminar steril, folosind
instrumentar dezinfectat prin flambare.

O vitrocultura nu poate fi consideratd ca fiind reusitd atunci cand celulele sale supraviefuiesc,
se multiplica si inoculul creste, ci numai daca din cultura in vitro realizatd, dupd un timp, pot fi operate
subculturi. Altfel spus, dupa initierea vitroculturii - numitd si culturd primard — simpla mentinere in
viatd a inoculilor nu este o adevarata vitroculturd, ci doar dacd aceasta poate fi perpetuatd in timp, fie
asa cum cultura a fost infiintata (de exemplu, ca si o culturd de calus sau ca si o culturd de celule), fie
trecandu-se de la un anumit gen de culturd, respectiv de la o culturd de calus, la un alt tip de cultura,
de exemplu la suspensii celulare, sau la generarea de embrioni somatici (Cachitd si colab., 2004).

Calitatea si evolutia fitoculturilor vor depinde nu numai de conditiile ecofiziologice din in vitro
si din camera de crestere, ci si de calitatea materialului biologic inoculat, de starea fiziologicd a
plantelor mame sau a organelor donatoare de explante, ori a vitroculturilor care urmeaza sa fie sub-
cultivate (mediile de pe care provin, vdrsta si tipul culturii, conditiile de culturd etc.). Capacitatea
regenerativd, cresterea culturilor si procesele de morfogeneza, postinoculare, depind foarte mult de:
viabilitatea celulelor introduse in culturd, vdrsta acestora, gradul de diferentiere si capacitatea lor de
multiplicare si de crestere, procentul de celule vii i fotipotente, aflate in culturd, din totalul celulelor

care constituie fitoinoculul, incdrcdtura geneticd a acestora, si altele (Cachifd si colab., 2004).



II. STUDIUL EXPERIMENTAL — MATERIALE SI METODE UTILIZATE iN
IMPLEMENTAREA STUDIULUI DE CERCETARE

Dupi cum am specificat in partea introductivd, scopul acestui studiu este investigarea
raspunsurilor morfologice, fiziologice si biochimice ale plantelor crescute in vifro la excesul de
metale grele. Rezultatele obtinute la diferite concentratii ale fiecarui metal vor fi comparate pentru a
releva existenta unei relatii doza-rdspuns. Astfel, ca material biologic de studiu am ales specia Sedum
telephium ssp.maximum, o planta care creste in tara noastra spontan, dar poate fi si cultivata, in scop
ornamental, nu si alimentar. Plantele utilizate pentru fitoremediere prezintd in mod ideal
caracteristicile de a fi usor de cultivat, avind o ratd de inmultire ridicatd, rezistentd la agenti patogeni,
o adaptare buna la diferite conditii de mediu cét si meteo, capacitatea de acumulare si translocarea
metalelor grele, toleranta la efectele toxice ale poluantilor tinta. Speciile de plante care acumuleaza
cantititi mari de metale grele sunt cunoscute si denumite ca plante hiperacumulatoare. Conform
regulilor departamentului de energie din S.U.A., plantele hiperacumulatoare trebuie sd indeplineasca
urmitoarele caracteristici: crestere rapidd si biomasd mare; rezistentd la daunatori si la boli;
necomestibile pentru om si animale; usor de recoltat; sistem de radacini foarte ramificate ; acumularea
mai multor tipuri diferite de metale grele (Yao si colab., 2012). In urma rezultatelor preliminare, (in

vifro si ex vitro), am considerat cd aceastd specie Indeplineste aceste conditii.

IL. 1. Cresterea plantulelor pe medii nutritive suplimentate cu diferite concentratii de metale
grele

IL.1.1. Initierea culturilor in vitro pe medii de culturi suplimentate cu diferite tipuri de metale
grele si de diferite concentratii

IL. 1.1.1. Spatiile de lucru si aparatura utilizati pentru efectuarea experimentelor

Experimentele de obtinere a culturilor in vitro de Sedum telephium ssp. maximum si testarea
acestora la tratamente cu metale grele de diferite concentratii au fost realizate in cadrul departamen-
tului de Biotehnologii vegetale ale Institutului de Stiinfe ale Vietii, U.V.V.G din Arad care cuprinde
mai multe inciperi, grupate in doud zone, organizate in functie de lucrdrile care se executd in el si
anume:

- zona nesterild (septicd), ce cuprinde: spalatorul, camera de distilare a apei, laboratorul de
preparare a mediilor, camera pentru sterilizarea sticlariei si a mediilor de culturd, camera de crestere,
camera frigorificd, camera de aclimatizare; camera de depozitare;

- zona sterild (asepticd), care este constituitd dintr-o camera sau incintd sterild, unde se face

asepsizarea, dimensionarea si inocularea in vifro a materialului vegetal.



I1.1.1.2. Materialul vegetal, compozitia mediului de culturi si regimul de vitrocultura
Substratul de culturd utilizat in cadrul tuturor experimentelor de vitroculturd a fost constituit
din mediu de baza (MB) Murashige - Skoog (1962) (MS) agarizat, care a constat din macroelemente,
Fe EDTA si microelemente, amestec mineral conform cu reteta originald, compozitie la care s-a ada-
ugat m— inozitol 100 mg/l, zaharoza 30 g/l si agar - agar 10 g/l; la acest mediu de baza (MB) nu s-au
addugat regulatori de crestere (citochinine sau auxine). Au fost adaugate metale grele, respectiv Cd
S04 si Pb Cla. Variantele de mediu constituite in cadrul experimentelor, prezentate in ordinea in care
acestea au fost efectuate, precum si concentratia metalelelor grele adaugate In mediul de culturd, au
fost inserate in tabelul 1. Prealabil asepsizarii mediului de cultura, pH-ul acestuia a fost reglat la

valoarea de 5.5, cu acid clorhidric sau cu NaOH, in functie de bazicitatea sau de aciditatea mediului

final.
Tabelul 2. Schemi generala privind organizarea experimentelor de vitrocultura
Nr.
Crt. TIP EXPERIMENT COD COMPOZITIA MEDII— CONCENTRATIA | DURATA DE
VARIANTE EXPE- LOR DE CULTURA METALULUI VITROCUL-
RIMENTALE MURASHIGE - SKOOG GREU TURA
(1962)
SI DENUMIREA ME-
1. Germinarea semintelor - Mediu de baza Mu- -
de Sedum telephium ssp. rashige — Skoog (1962)
maximum L. Tn conditii lipsit de regulatori de 30 de zile
aseptice pe mediul de cul- crestere

turd Murashige - Skoog
(1962) lipsit de regulatori
_de crestere.

— = = ———=

Initierea vitroculturilor Vo (varianta con- Mediu de bazd Mu- -
2 de Sedum telephium ssp. trol) rashige — Skoog (1962)
maximum L. din minibu- lipsit de metale grele
tasi apicali din plantule Vi Mediu de baza Mu- 50 ppm
regenerate din embrionii rashige — Skoog (1962) 30 de zile
zigotici ai semintelor in cu Cd SOq4
cea de-a 30-a zi de vitro- Va2 Mediu de baza Mu- 50 ppm
germinatie pe mediul de rashige - Skoog (1962)
cultura ~ Murashige - cu Pb Ch
Skoog (1962). Vi Mediu de bazad Mu- 25 ppm
rashige- Skoog (1962)
cu Cd SO4
\Z Mediu de baza Mu- 25 ppm
rashige Skoog (1962)
cu Pb Ch

Cate 15 ml de mediu au fost introdusi in recipientele de cultura din sticla incolord, termore-
zistentd care a avut Tndltimea de 8 cm si diametrul de 4 cm; pentru autoclavare, recipientele, in cazul
tuturor experimentelor, dupd portionarea mediului de culturd, au fost obturate cu folie de aluminiu.
Sterilizarea recipientelor cu medii de cultura s-a realizat prin autoclavare, la temperatura de 121°C,
timp de 30 de minute, presiunea de 1 atm.. Materialul vegetal utilizat pentru initierea vitroculturilor

a fost reprezentat de lastari laterali cu 1-2 noduri plus mugure apical (minibutagi apicali) cu lungimea
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de aproximativ 2 cm recoltati de la plantule de Sedum telephium ssp. maximum L, regenerate din
embrionii zigotici ai semintelor germinate timp de 30 de zile pe mediul de cultura Murashige - Skoog
(1962) lipsit de regulatori de crestere. Semintele din care au provenit explantele, au fost asepsizate,
intr-o solutie de hipoclorit de sodiu in concentratie 0,1%, diluatd cu apa sterild in raport de 1:2, la
care s-a adaugat Tween 20, cate 2 - 3 picaturi la 150 ml solutie dezinfectanta.

Recipientele cu inoculi au fost trecute in camera de crestere si au fost amplasate pe rafturi,
expuse la o temperaturd care a variat intre 23°C + 2°C, in perioada de lumina si de 20°C + 2°C,
in perioada de intuneric si o fotoperioadd de 16 ore lumind/24h, intensitatea luminoasa fiind de
1700 de lucsi, lumina emisa de tuburi fluorescente de culoare alba cu lungimea de unda de 590 nm,
dimensiuni: Lx590 mm @x26 mm, procurate de la firma Osram.

I1.1.2. Urmairirea evolutiei unor parametri morfologici, fiziologici si biochimici ca potentiali
indicatori

IL. 1.2.1. Biometrizarea vitroculturilor
I1.1.2.2. Examinarea morfo-fiziologica a vitroplantulelor obtinute pe medii cu metale
I1.1.2. 2. 1. Analiza materialului vegetal la microscopul electronic cu baleiaj (SEM)

Probele pentru examinarea in SEM au fost montate pe suporturi conductive din cupru sau
aluminiu cu ajutorul unor discuri de carbon adezive pe ambele fete. Orientarea probei pe suport in
aceastd faza este foarte importanta, tindnd cont de posibilitatea limitatd de Inclinare a probei in mi-
croscop, aga incat zona de interes sa fie expusd direct fasciculului de electroni ce baleazd proba.
Astfel, montarea probelor s-a realizat sub lupa microscopului binocular, abia apoi realizdndu-se aco-
perirea cu metale a acestora (Ardelean si colab., 2015).

Probele astfel pregitite s-au introdus in microscop si s-au examinat la diferite mériri, imaginile
fiind preluate in format digital sau clasic pe film.

O anexd importantd a SEM este sistemul de microanaliza elementard cu raze X (EDX). De-
tectorul special al EDX identifica, pe baza radiatiei X (specifica fiecdrei specii chimice) generate de
probd, compozitia chimica a probei analizate atat calitativ cat si cantitativ, putdndu-se realiza chiar
harti cu distributia fiecarui element chimic in zona luata in studiu (Ardelean si colab., 2015).

In vederea observirii materialului vegetal la microscopul electronic cu baleiaj, dupa 28 de
zile de crestere in vitro in mediul de culturd suplimentat cu metale grele, probele proaspete de Sedum
telephium ssp. maximum L., reprezentate de: radécina, tulpind si frunza recoltate de la toate variantele
incluse in experiment, au fost supuse urmatoarelor procese:

a). indepartarea particulelor de praf prin spalarea materialului vegetal cu apd distilata;
b). indepartarea surplusului de apd;
c). sectionarea unor fragmente si fixarea lor pe banda carbonica.

De asemenea, probele au fost analizate cu sistemul de microanalizd elementard cu raze X
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(EDX), care a generat compozitia chimicé a probei analizate atat calitativ cat si cantitativ, deci si a
Cd-ului si Pb-ului.
Materialul vegetal astfel prelucrat a fost observat si fotografiat la microscopul electronic cu

baleiaj Quanta 250.

I1.1.2. 2. 2. Examinarea fiziologica a vitroplantulelor obtinute pe medii cu metale grele

Determinarile fiziologice efectuate cu aparatele L.Ci pentru fotosinteza si aparatul pentru fluores-
centd clorofiliand au drept scop stabilirea starii fiziologice ale culturilor in vitro ca urmare a tratamen-
tului cu metale gele. Acest lucru s-a realizat prin mésurarea fotosintezei cu ajutorul aparatului LCi si a
fluorescentei clorofiliene cu aparatul pentru fluorescentd ACD biosceintific. Aparatul LCi médsoard can-
titatea de dioxid de carbon utilizatd de plante pentru realizarea fotozintezei exprimatd in mgCO2/m2/s.

Cu cét valoarea lui A este mai mare, plantele fac mai multa fotosinteza si starea lor fiziologicd este mai
buna (Muneer si colab., 2014)

Aparatul ACD bioscientific pentru fluorescentd clorofiliand méasoara fluorescenta frunzelor, adicd
cantitatea de lumini refractatd de catre frunze. Aparatul emite un puls de lumina pe suprafata frunzei, prin
intermediul unei fibre optice, si inregistreaza cantitatea de lumina care este refractatd. Daca plantele ad-
sorb multd lumini inseamna ci sunt eficiente in utilizarea luminii, fotosistemul II care este responsabil de
transferul de electroni din timpul procesului de fotosinteza functioneaza. Dacé adsorb putind lumind sau
excesiv de multd lumina atunci planta suferd un stres fiziologic, cum ar fi cel cauzat de metalele grele
(Muneer si colab., 2014).

Metodele de lucru au fost urmatoarele:

- Pentru determinarea fluorescentei s-a folosit aparatul portabil Fluorescence Monitoring System 2
de la Hansatech care arati eficienta fotosistemului II pe parametri: FO, FM, FV, FV si FV/FM. S-
au efectuat cate 3 citiri la fiecare probd, utilizand-se frunzulite si vitrofrunzulite de acceasi varsta si
aproximativ aceeasi dimensiune.

- Pentru determinarea fotosintezei s-a folosit aparatul portabil LCI Bioscientific LDL bazat pe detec-
tia CO2 cu senzori cu infrarosu. Plantele intregi au fost introduse In camera aparatului efectuandu-
se cate 3 citiri/proba.

I1.1.3. Determinirile biochimice a vitroplantulelor obtinute pe medii cu metale grele
Extractele au fost preparate prin macerarea a 5 g de plante proaspat mécinate in 95 ml de apa

distilata sau 30% in greutate / volum etanol timp de 24 ore. S-au determinat:

- Pigmentii clorofilieni, xantofila, carotenoizii au fost determinate la spectrofotometrul UV-
1700 Pharma Spec, Shimadzu dupd metoda descrisd de Lichtenthaler si Wellburn in anul

1983.
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- Fenolii si flavonoidele au fost determinate spectrofotometric dupd metoda Folin-Ciocalteu descrisa

de Singleton si Rossi in anul 1965.

- Determinarea activitatii antioxidante utilizind DPPH (metoda spectrofotometricd)

- Enzimele de stres oxidativ: catalaza (CAT) a fost determinatd dupa metoda Sinha, peroxidaza
(POD) a fost determinatd dupa metoda Gutkova si Degtiari, guaiacol peroxidaza (GPOX) si prote-
inele solubile au fost determinate dupa metoda Bradford, superoxidismutaza (SOD) a fost determi-
natd dupd metoda Winterbourn Hawkins, Brian si Carrell (Artenie si colab., 2008).

I11. Metoda ICP-MS. Evaluarea nivelului de metale grele s-a realziat utilizand un echipament ICPMS
Agilent 8800, triplu cuadrupol. Evaluarea continutului de metale grele s-a facut dupa digestia acid in camp
de microunde a plantelor in prezenta de HNO3 (ICP grade). cuantificaea s-a putut realiza pe baza curbei de
calibrare utilizand 5 solutii etalon multielemnet de concentratii adecvate.

IV. Metode statistice aplicate in interpretarea rezultatelor obtinute

Rezultatele au fost exprimate in medii + eroarea standard. Pentru a evalua diferentele
semnificative statistic intre tratamente, mediile au fost comparate prin analize ale variantelor
(ANOVA). Datele au fost testate pentru normalitatea si omogenitatea variantelor cu testul Levene.
Cand rezultatele au fost semnificative din punct de vedere statistic, a fost utilizat un test de comparatie

multipla post hoc Tukey (p <0,05). Software-ul folosit pentru analizele statistice a fost IBM SPSS
v20.
V. REZULTATE SI DISCUTII
V.1.2. Urmirirea evolutiei unor parametri morfologici, fiziologici si biochimici ca potentiali
indicatori
V. 1.2.1. Biometrizarea vitroculturilor

Vitroplantulele cultivate au fost monitorizate periodic din 7 in 7 zile, timp de 4 sdptdméani.
Biometrizarea caracterelor calitative si cantitative ale vitroplantulelor luate in studiu a constat in
efectuarea urméatoarelor observatii:

» masuritori asupra sistemului aerian (vegetativ) al plantelor efectuate cu ruleta (in cm):

- lungimea medie a tulpinitelor;
- numarul de ramificatii de la baz;
- lungimea medie a ramificatiilor;
- numarul de frunzulite;
- lungimea medie a frunzulitelor;
- latimea medie a frunzulitelor
 masuritori asupra sistemului radicular al plantelor efectuate cu ruleta (in cm):

- numarul radécinitelor ;
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- lungimea totala a radacinitelor.

Observatiile efectuate pe parcursul celor 4 saptamani de cultivare in vitro pe mediul de cultura
MB-MS ne-au permis sa afirmam faptul cd dezvoltarea plantulelor de Sedum a fost pozitiv influentata
de suplimentarea mediului de culturd cu metale grele, atit Pb Cly cat si Cd SOu, lungimea medie a
tulpinifei 1a 28 de zile a Inregistrat valori semnificativ mai mari fatd de varianta control, in special la

plantulele crescute pe mediul de culturda MB-MS suplimentat cu Pb, varianta V4 (fig.3).
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Fig.3. Reprezentarea graficd a valorilor medii corespunzatoare lungimii medii a tulpinitei la nivelul
vitroculturilor de Sedum telephium ssp. maximum L., crescute timp de 7 -28 zile pe mediu de baza
Murashige — Skoog (1962) lipsit de regulatori de crestere (Vo - varianta control ) si a celor crescute
pe mediu de bazd Murashige — Skoog (1962) suplimentat cu Cd SO4 si Pb Cl 2. Nota: valorile
reprezintd media + eroarea standard (n=10). Literele diferite reprezintd diferenfe semnificative
(p<0,05).
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Fig.4. Aspecte morfologice dupd 28 de zile de culturd in vitro ale plantulelor cultivate pe
mediile de culturd lipsite de metale grele (VO-varianta control) si a celor cultivate pe medii cu metale

grele (V1-Vy).
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In ceea ce priveste cresterea plantelor prin formarea de ramificatii tulpinale laterale, plantele
cultivate pe varianta V4- PbCly, concentratia de 25 ppm a inregistrat valori mai mari fata de varianta
V3-Cd SO4 de concentratie de 25 ppm, insd ambele variante prezinta ramificatii semnificativ mai
mici fati de varianta control. In schimb, dupa 28 de zile, vitroplantulele crescute pe mediul de culturd
MB-Ms suplimentat cu 25 ppm Cd SOy (V3 ) au prezentat numdr de frunzulite crescut comparativ cu

varianta V4- PbCly, dar semnificativ mai mic fatd de Vo (fig.7).
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Fig.5. Reprezentarea graficd a valorilor medii corespunzitoare numdr de ramificatii la nivelul
vitroculturilor de Sedum telephium ssp. maximum L., crescute timp de 7 -28 zile pe mediu de baza
Murashige — Skoog (1962) lipsit de regulatori de crestere (Vo - varianta control ) si a celor crescute
pe mediu de bazd Murashige — Skoog (1962) suplimentat cu Cd SOs4 si Pb Clz . Nota: valorile
reprezintd media + eroarea standard (n=10). Literele diferite reprezintd diferente semnificative

(p<0,05).
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Insa, lungimea medie a frunzulifelor la varianta V4 a atins valorile cele mai mari, comparativ
cu restul variantelor experimentale, urmatd de varianta Va, putdndu-se observa faptul cd Pb Cl,
addugat in mediul de culturd in concentratie de 25 ppm, a stimulat formarea si dezvoltarea frunzelor.
Astfel, putem observa ci odatd cu acumularea metalului, are loc stimularea cresterii in lungime a

plantulelor, a lungimii si 14timii frunzelor dar mai ales a rizogenezei (fig.4; fig.6; fig.8;fig.10).

Lungimea medie a ramificatiilor- 7 zile Lungimea medie a ramificatiilor-14
1.8 - zile
1.6 - ¢ 2.5 4 C
1.4 b
2 4 b
1.2 1 bc abc + b
1 - & 1.5 1
ab
Y 0.8 - = 1 -
0.6 - a
0.5 -
0.4 a I_I_l
0.2 I_:[_l 0 == T T T z)
0 T T | T 1 VO V1-CdV2-PbV3-CdV4-Pb
VO V1-Cd V2-Pb V3-Cd V4-Pb 50 50 25 25
50 ppm 50 ppm 25 ppm 25 ppm ppm ppm ppm ppm
Lungimea medie a ramificatiilor-21 zile Lungimea medie a ramificatiilor-28 zile
25 - a 3 4 b
2.5 A
24 4 a
a | e b
2 -
1.5 - {_ ‘} a kd
a
B ‘I‘ €15 - i}
1 -
1 .
0.5 - 05 -
0 T T T T 1 0 T T T T 1
VO V1-CdV2-PbV3-CdV4-Pb VO V1-CdV2-PbV3-CdV4-Pb
50 ppm 50 ppm25 ppm 25 ppm 50 ppm50 ppm25 ppm25 ppm

Fig.6. Reprezentarea graficd a valorilor medii corespunzitoare lungimii medii a ramificatiilor la
nivelul vitroculturilor de Sedum telephium ssp. maximum L., crescute timp de 7 -28 zile pe mediu de
bazd Murashige — Skoog (1962) lipsit de regulatori de crestere (Vo - varianta control ) si a celor
crescute pe mediu de bazad Murashige — Skoog (1962) suplimentat cu Cd SO4 si Pb Cl. Nota:
valorile reprezinti media + eroarea standard (n=10). Literele diferite reprezinta diferente

semnificative (p<0,05).
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Fig.7. Reprezentarea grafici a valorilor medii corespunzitoare numarului de fiunzulite neoformate
la nivelul vitroculturilor de Sedum telephium ssp. maximum L., crescute timp de 7 -28 zile pe mediu
de bazd Murashige — Skoog (1962) lipsit de regulatori de crestere (Vo - varianta control ) si a celor
crescute pe mediu de bazi Murashige — Skoog (1962) suplimentat cu Cd SO4 si Pb Ch. Nota:

valorile reprezinti media + eroarea standard (n=10). Literele diferite reprezintd diferente

semnificative

(p<0,05).
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Fig.8. Reprezentarea grafici a valorilor medii corespunzitoare a lungimii medii a frunzulitei la
nivelul vitroculturilor de Sedum telephium ssp. maximum L., crescute timp de 7 -28 zile pe mediu de
bazid Murashige — Skoog (1962) lipsit de regulatori de crestere (Vo - varianta control ) si a celor
crescute pe mediu de bazd Murashige — Skoog (1962) suplimentat cu Cd SO4 si Pb Cl. Nota:
valorile reprezinti media + eroarea standard (n=10). Literele diferite reprezintd diferente

semnificative (p<0,05).
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Fig.9. Reprezentarea graficd a valorilor medii corespunzitoare dfimii medii a frunzulifei la nivelul
vitroculturilor de Sedum telephium ssp. maximum L., crescute timp de 7 -28 zile pe mediu de bazd
Murashige — Skoog (1962) lipsit de regulatori de crestere (Vo - varianta control ) si a celor crescute
pe mediu de bazd Murashige — Skoog (1962) suplimentat cu Cd SO4 si Pb Cla. Nota: valorile

reprezintd media + eroarea standard (n=10). Literele diferite reprezintd diferente semnificative

(p<0,05).
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Fig.10. Reprezentarea graficd a valorilor medii corespunzitoare a numarului de rdddcinife la nivelul
vitroculturilor de Sedum telephium ssp. maximum L., crescute timp de 7 -28 zile pe mediu de baza
Murashige — Skoog (1962) lipsit de regulatori de crestere (Vo - varianta control ) si a celor crescute
pe mediu de bazd Murashige — Skoog (1962) suplimentat cu Cd SO4 si Pb Cl. Nota: valorile

reprezintd media + eroarea standard (n=10). Literele diferite reprezintd diferente semnificative

(p<0,05).
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Consideram ca rezultatele noastre sunt in concordanta cu datele prezentate de literatura de
specialitate (Lipiec si colab., 2003) conform carora metalele grele pot induce reducerea anumitor
trasaturi morfologice specifice la plantele cultivate, in cazul nostru: reducerea numdrului de
frunzulite, a numarului de ramificatii, dar nu s-a produs incetinirea cresterii ci din contrd mediul de
culturd suplimentat cu concentratia cea mai mare de Pb Cla(V4) a stimulat biomasa vegetala iar
vitroplantulele nu au fost afectate morfologic (fig.4) ceea ce semnifica faptul ci acestea au capacitatea

de a tolera concentratiile de metal adiugate mediului de culturd si de asemenea de a le acumula.

V.1.2.2. Examinarea morfologici a vitroplantulelor obtinute pe medii cu metale

V.1.2. 2. 1. Analiza materialului vegetal la microscopul electronic cu baleiaj (SEM)

La varsta de 28 de zile plantulele apartinand celor 4 variante experimentale, au fost examinate
din punct de vedere morfologic la microscopul cu baleiaj Quata 250, dupd metoda de lucru mentionata
in partea de ,Material si metode de lucru’’. Au fost examinate organele vegetative (rddécina, tulpina
si limbul foliar) al plantulelor apartinind variantei control si a celor crescute pe medii de cultura
suplimentat cu metale grele, putdndu-se constata c&, la acest nivel, nu au existat diferente din punct
de vedere morfologic (anexa 1).

La toate variantele experimentale, ridicina, prezinta la exterior o peridermi formatd din
mult suber cu celule cu pereti tabulari. Scoarta este amiliferd, groasa, formata din celule cu pereti
subtiri, celulozici. La varianta V4, s-a putut observa mineralizarea rdddcinii care a constat in
impregnarea peretilor celulari cu cristale de oxalat de calciu, prin mineralizare, peretele celular a
cipiatat o rezistentd mecanica sporitd la metalul greu addugat substratului de cultura.

Tulpina, prezintid un contur circular, epiderma cuprinde celule inalte, cu peretele extern
bombat. Limbul foliar cu epiderma vazuti de fati: epiderma superioara prezintd celule cu pereti
ondulati, intre care se observd numeroase stomate de tip anizocitic (stomate inconjurate de 3 celule,
de dimensiuni diferite); epiderma inferioari prezinta si ea celule cu pereti ondulati, dar ondulatiile
au o amplitudine mai mare decat in epiderma superioard; si aici sunt prezente stomate de tip
anizocitic, deci limbul este amfistomatic. In ambele epiderme se pot observa chiar celule in diviziune,
urmarindu-se astfel formarea stomatelor (anexa 1). Astfel, analizele morfo-anatomice nu releva
prezenta unui stres la acest nivel, indus de elementelor chimice investigate si prezente in mediul de
crestere.

Plantulele au prezentat valori similare Intre variantele tratate si cele martor, in ceea ce priveste
analiza morfologicd. Acest lucru sugereazi ci influenta asupra ciclului celular e minima, posibilele

efecte fiind manifestate la alte nivele. In ceea ce priveste acumularea de metale, s-a observat preluarea
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si translocarea Pb si Cd la diferite nivele morfo-anatomice. Astfel, in cadrul analizei elementale
EDAX, s-a observat acumularea Pb- ului in ridacina la varianta V- PbClz in concentratie de 50 ppm
dar nu si a Cd-ului (anexa 2).

In cazul Cd, acesta se acumuleazi predominant in tesuturile parenchimatice
si nu in epidermd, fapt sugerat de prezenta metalului greu in analizele ICP-MS (tabelul 3) efectuate

pe intreg materialul vegetal si absenta lui in analizele elementale de suprafatda EDAX.

¥F5 : 4305 Lsec : 21 19-Eap-2018 1B:55:01

Blomoenl Wi % AL %8 K-Ratlo 2 A F
[ 53,37 6G2.35 0.265§ 1.011% 0. 4%:2 1.00043
0K A0.84 34,94 0.0620 0.994:2 D,1h861 1.00a0
Hak .62 0.386 0.0014 0,934% 0,249 1.0003
Mgk . W0 0n.2% 0.0a17 0.95R7 0.3%80 1.0004
CIK .61 .24 (.0054 n,9001 ,9833 1.0072
KK 3.39 1.21 0.0321 0.9040 1.0520 1.0052
Cak 1.67 0.4%% a.015%% 0.9277 1.0227 1.0000
Total 100.03 100,00
Blement Neb Inte. Bkgd Inte, Inte. Errore [543
C K 813.02 .36 0.76 128.61
a K 510.76 in.20 0.98 50.10
NaK 22,36 27,450 .51 .51
MgKE 2a.940 AL 41 7.04 .72
ClK 64,28 55,14 3,58 1.53
K K 4h2.62 H2.71 1.13 §.58
Cak 206 .9 L7 .80 1,04 3.92

Fig.11. Spectrul masurdtorilor realizate prin analiza EDAX si elementele chimice identificate la
nivelul radacinii de Sedum telephium ssp. maximum L.cultivat pe mediul de culturd MB-MS fard

metale grele (Vo-varianta control).
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F8 : 6553 Lsec : 22 5-0ct=-2018 13:27:25

C K

0 K

caK
K K
CaK PbL
PbL
K PbL PbL

PbL

2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00 kev

Elemenl WL % AL $ K-Ratio 2 A P
C K 59.57 67.52 0.3343 1.0097 0.555b6 1.0003
0 K 37.44 31.86 0.0584 0.9944 0.1568 1.0000
ALK 0.21 0.11 0.0010 0.9295 0.5169 1.0001
K K 0.82 0.29 0.0077 0.9025 1.0371 1.0012
CaK 0.36 0.12 0.0035 0.9261 1.0433 1.0000
PbL 1.59 0.10 0.0112 0.6362 1.1054 1.0000
Total 100.00 100.00
Rlement Net TInte. Bkgd TInte. Inte. Error P/B
CK 1309.88 9.37 0.58 139.73
0K 614.78 15.43 0.86 39.83
AlK 23.20 65.62 11.19 0.35
K K 139.39 58.08 2.39 2.40
CakK 59.47 59.17 4.68 1.01
PbL 15.35 16.48 9.46 0.93

Fig.12. Spectrul masuritorilor realizate prin analiza EDAX si elementele chimice identificate la
nivelul radacinii de Sedum telephium ssp. maximum L.cultivat pe mediul de culturd MB-MS cu Pb

Cl, in concentratie de 50 ppm (V2).
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lFs : 4387 Lsec : 95 1B-Sep-201B 18:50:40

C, Ea

QO Ka

Llcemenk Wi % AL % K-Ratlo F4 Iy 3

CK ofh. 14 GD,13 0.259% 1.0161 05087 1.0004
[ 4 41.61 37.43 0.06%9 0.99%3 0.1680 1.0000

Hak 0.35 0,22 0. 0003 0,9354 0.287%0 1.0001
PEM 2.13 D.1b 0.0221 0.G4Ed 1.5964 1.000%
K K 1.09 0,40 a.0101 00,9064 1.00%6 1.0121
CakK 1.65% 1.67 0.0438 0.92E1 1.0145 1.0000
Total 100.00 100.0D0
Elemenl  Nol Tnla. Bkygd Tntae. Tnle. Error ByE
(S0 4 209 .60 1.38 0,71 152,313
a K 135.10 .03 0.9 Bh.17
Nak 2.03 5.59 13.30 0.5%1
PloM 1%.73 T.BE 3.64 2.00
EEK 22.30 .21 2.70 3.57
Cak 68,04 £,05 1.16 14.5%

Fig.13. Spectrul masuritorilor realizate prin analiza EDAX si elementele chimice identificate la
nivelul radicinii de Sedum telephium ssp. maximum L.cultivat pe mediul de culturd MB-MS cu Pb

Cl; in concentratie de 25 ppm (V4).
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Tabelul 3. Rezultate privind determinarea concentratiei de Cd si a altor elemente chimice prezente
in plantulele de Sedum crescute timp de 28 zile pe mediul de cultura suplimentat cu Cd So4 in

concentratie de 50 ppm si 25 ppm, prin metoda ICP-MS.

1 23 Na 2 Mg B Si 9K 43 Ca 4 (a 111 ¢d

2 |masa de proba in grame Conc. [ug/g ] [Conc. [ug/g] |Conc. [ug/g] |Conc. [ug/g] |Conc. [ug/g] |Conc. [ug/g] |Conc.[uglg]
3 0.3641|V2 28zile 303 41 169 2,750 1,165 1,741 15
B 0.3847|V2 21zile 491 157 178 1839 398 353 11
3 0.4102|V2 14zile 410 1n 162 1913 356 823 11
b 0.5147|V2 07zile 480 146 131 1,648 EY)| a3 11
1 0.4669(V1 28zile 926 1) 137 2,680 3 1,090 26
8 0.2536(V1 21zile 694 153 21 2,093 381 817 il
9 0.3548(V1 14zile 898 168 191 2302 326 402 il
10 04757|V1 07zile 438 166 132 2,126 401 Y/ 19
1 0.336/V0 28zile 623 204 199 2,909 638 986 0
12 0.2174)V0 21zile 285 182 33 2,286 185 374 0.0
13 0.2586|V0 14zile 3 166 265 1,852 476 666 0
14 0.391|V0 07zile m n 189 2,163 486 646 0
13

Tabelul 4. Rezultate privind determinarea concentratiei de Pb si a altor elemente chimice prezente in
plantulele de Sedum crescute timp de 28 zile pe mediul de culturd suplimentat cu Pb CI2 in

concentratie de 50 ppm si 25 ppm, prin metoda ICP-MS.
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V.1.3. Examinarea fiziologici a vitroplantulelor obtinute pe medii cu metale grele

Intensitatea procesului de fotosintezi (A) a inregistrat valori mai scdzute la plantulele
cultivate pe medii cu metale grele fatd de varianta control (fig.14). Plantele cultivate pe metale grele,
in special pe Pb Cl , au inregistrat cel mai mic continut de clorofild totald, precum si de fractii
clorofiliene (clorofila a, b) comparativ cu varianta control, diferentele fiind semnificative din punct
de vedere statistic (p<0,05) (fig.15.). Concomitent, aceleasi plantule au inregistrat un continut de
pigmenti carotenoizi mai crescut, comparativ cu plantele apartinand variantei control. Varianta de
cultivare pe mediu de culturd cu Cd Sosa inregistrat valori mai mari atat fatd de varianta de cultivare
pe Pb Clo. In acelasi timp, in mod surprinzitor, plantulele cultivate pe V3-Cd Sos4 25 ppm au
inregistrat continutul cel mai mare de clorofild b fatd de toate variantele experimentale.

Asa dupd cum specificd i literatura de specialitate (Manios si colab., 2003), la plantele test
continutul crescut de clorofild apartindnd variantei martor, poate fi influentat de concentratia mare de
elemente esentiale (N, P, K Mg, Mn, Fe, Zn etc.) utilizate in biosinteza clorofilei. Interpretdrile
noastre nu trebuie insa sa facd abstractie si de alte informatii comunicate de literatura de specialitate
(Singh si Agrawal, 2007), conform c#rora continutul ridicat de metale grele poate conduce, totusi, la
reducerea continutului de clorofild la unele specii. In aceasta situatie, considerdm cd, cercetérile
viitoare ne vor permite conturarea unui rdspuns clar sustinut, prin rezultate practice, referitor la

variatia acestui parametru biochimic la plantulele de Sedum cultivate pe substraturi cu metale grele.

0.35

0.131

0.30 1L

0.25 +—

0.20

0.15 0.4

0.10

Fotosinteza (micromoli CO2/m2/s

0.05

0.00 . ,
VO V1-Cd 50 ppm V2-Pb 50 ppm V3-Cd 25 ppm V4-Pb 25 ppm

Fig 14. Reprezentarea graficd a activitdiii fotosintetice 1a nivelul vitroculturilor de Sedum telephium
ssp. maximum L., crescute timp 28 zile pe mediu de baza Murashige — Skoog (1962) lipsit de
regulatori de crestere (Vo - varianta control ) si a celor crescute pe mediu de bazd Murashige —Skoog
(1962) suplimentat cu Cd SO4 si Pb Cl..
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Fig.15. Reprezentarea graficd a pigmentilor asimilatori la nivelul vitroculturilor de Sedum telephium
ssp. maximum L., crescute timp 28 zile pe mediu de bazd Murashige — Skoog (1962) lipsit de
regulatori de crestere (Vo - varianta control ) si a celor crescute pe mediu de bazd Murashige —Skoog
(1962) suplimentat cu Cd SO4 si Pb Cl.
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Fig 16. Reprezentarea graficd a fluorescentei clorofiliene la nivelul vitroculturilor de Sedum
telephium ssp. maximum L., crescute timp 28 zile pe mediu de bazd Murashige —Skoog (1962) lipsit
de regulatori de crestere (Vo - varianta control ) si a celor crescute pe mediu de bazd Murashige —
Skoog (1962) suplimentat cu Cd SO4 si Pb Cla.
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Considerdm in aceasti situatie c#, in conformitate cu datele prezentate de literaturd, scaderea
indicatorilor mai sus mentionati semnaleazi prezenta unui stres foto-oxidativ asupra aparatului
fotosintetic la plantule (Murchie si Lawson 2013).

Din punct de vedere al eficientei cuantice a PSII, observam, in experimentele practice
organizate, o scidere a parametrului ®PSII la plantulele cultivate pe mediul de culturda MB-MS
suplimentat cu Pb Cl,, in concentratie de 50 ppm fatd de varianta control, in timp ce restul variantelor
au prezentat valori apropiate de cele ale variantei control (fig.16). In experimentul nostru am constatat
cé tipul de metal greu utilizat nu a indus modificdri semnificative statistic asupra eficientei cuantice
maxime a PSII (Fv/Fm) comparativ cu varianta control.

V.1.4. Determinirile biochimice a vitroplantulelor obtinute pe medii cu metale grele
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Fig.17. Reprezentarea graficd a confinutului de fenoli la nivelul vitroculturilor de Sedum telephium
ssp. maximum L., crescute timp 28 zile pe mediu de bazd Murashige — Skoog (1962) lipsit de
regulatori de crestere (Vo - varianta control ) si a celor crescute pe mediu de bazd Murashige —Skoog
(1962) suplimentat cu Cd SO4 si Pb Cl.

In experimentele realizate, confinutul total de polifenoli si flavonoide a crescut la plantele
cultivate pe medii cu metale grele, in special pe varianta V2 cu Pb Cl 2, precum si pe cel cu Cd Soq

(V1) , comparativ cu plantele din varianta control (fig.17).
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Rezultatele noastre sustin aceste ipoteze, prin prisma faptului ca plantele cultivate pe substrat cu
un continut ridicat de metale grele au inregistrat o ratd mai scazutd a fotosintezei fad de varianta
control, concomitent cu o crestere a continutului de fenoli totali. In acelasi timp, dintr-o perspectiva
fiziologicd, plantele cultivate pe substrat cu metale grele au folosit produsul de fotosinteza (seva
elaborati) cu preciadere pentru metabolismul secundar, astfel incat continutul de compusi fenolici a

crescut, in timp ce unii indicatori de productie au scazut.
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Fig.18. Reprezentarea grafici a confinutului de flavonoide la nivelul vitroculturilor de Sedum
telephium ssp. maximum L., crescute timp 28 zile pe mediu de baza Murashige — Skoog (1962)
lipsit de regulatori de crestere (Vo - varianta control ) si a celor crescute pe mediu de baza

Murashige — Skoog (1962) suplimentat cu Cd SO4 si Pb Ch.

Activitatea antioxidantd (fig.19) a extractelor din frunze de Sedum cultivat pe mediu cu metale
grele de concentratie de 50 i 25 ppm a crescut, in timp ce plantele cultivate pe mediul control (Vo)au
inregistrat o scidere a acestui parametru biochimic, fata de toate variantele experimentale. Rezultatele
noastre confirma, practic, datele din literaturd, potrivit carora activitatea antioxidanta se coreleaza, in
general, cu continutul de compusi fenolici, cu toate cd aceast relatie nu este tot timpul una pozitiva,
puténd apirea variatii, ca urmare a unor factori interni sau externi (Flanigan and Niemeyer, 2014). in
acelasi timp, aceste rezultate ne permit sa considerdm ca metalele grele adaugate substratului poate

influenta activitatea antioxidanta.
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Fig.19. Reprezentarea graficd a activitdtii antioxidante la nivelul vitroculturilor de Sedum
telephium ssp. maximum L., crescute timp 28 zile pe mediu de bazd Murashige — Skoog (1962)
lipsit de regulatori de crestere (Vo - varianta control ) si a celor crescute pe mediu de bazd

Murashige — Skoog (1962) suplimentat cu Cd SO4 si Pb Cla.

Radicalii liberi sunt specifici atdt plantelor, cat si animalelor si se produc prin reducerea
incompletid sau excitarea moleculelor de oxigen in timpul metabolismului aerob. Radicalii liberi au
un rol dubluy, in functie de reactiile de oxidare pe care le produc; astfel, in cantitati mici constituie
mesageri secundari in transmiterea informatiilor la nivel celular si participa la desfasurarea reactiilor
biochimice ale metabolismului, influentdnd procesul de dezvoltare, fagocitoza, stimuland sinteza
enzimelor antioxidante.

Este bine cunoscut faptul ci in plantele expuse la stres (metale grele, temperaturi scdzute,
salinitate, radiatii UV, metale grele, secetd), formarea speciilor reactive de oxigen (SRO) si generarea
stresului oxidativ sunt principalii factori care afecteaza planta la nivel celular (Gill si Tuteja, 2010).
Pentru diminuarea efectelor negative ale SRO, plantele au dezvoltat atdt mecanisme de aparare non—
enzimatice (producere de acid ascorbic, glutationul redus, tocoferoli etc.), cit si mecanisme

enzimatice (activarea enzimelor superoxid dismutaza - SOD, catalazd - CATsi peroxidaza - POD).
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Fig.20. Reprezentarea grafica a activitdfii catalazei la nivelul vitroculturilor de Sedum telephium
ssp. maximum L., crescute timp 28 zile pe mediu de baza Murashige — Skoog (1962) lipsit de
regulatori de crestere (Vo - varianta control ) si a celor crescute pe mediu de bazd Murashige —
Skoog (1962) suplimentat cu Cd SO4 si Pb ChL.
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Fig.21. Reprezentarea graficd a activitdfii peroxidazei la nivelul vitroculturilor de Sedum
telephium ssp. maximum L., crescute timp 28 zile pe mediu de bazd Murashige — Skoog (1962)
lipsit de regulatori de crestere (Vo - varianta control ) si a celor crescute pe mediu de baza

Murashige — Skoog (1962) suplimentat cu Cd SO4 si Pb Cl.
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Fig.22. Reprezentarea graficd a activitdfii superoxiddismutazei la nivelul vitroculturilor de Sedum
telephium ssp. maximum L., crescute timp 28 zile pe mediu de bazd Murashige — Skoog (1962)
lipsit de regulatori de crestere (Vo - varianta control ) si a celor crescute pe mediu de bazd

Murashige — Skoog (1962) suplimentat cu Cd SO4 si Pb ClL.

Superoxid dismutaza reprezintd principala enzima cu rol in detoxifierea radicalilor superoxid, prin
catalizarea H,O> si Oz la o viteza foarte mare. In urma activitatii SOD, concentratia celulard de H2O,
creste dar, printr-un mecanism cascadd, enzimele CAT si POD intervin si metabolizeaza excesul de
H2O1n apa si Ox.

In experimentul nostru, activitatea enzimelor antioxidante, in special SOD a crescut semnificativ
statistic la plantulele cultivate pe mediul de culturd suplimentat cu metale grele in special la nivelul
celor crescute pe V2Pb Clo- 50 ppm, urmata de cea Inregistrata la plantele cultivate Vi- Cd 50 ppm
fata de varianta control (fig.22). Activitatea catalazei, de asemenea a crescut foarte mult la plantele
cultivate pe medii cu Pb Cl fatd de varianta control. Diferentele semnificativ statistice obtinute la
variantele de cultivare pe metale grele ne aratd implicarea acestei enzime in catalizarea speciilor
reactive de oxigen ce apar ca urmare a unui continut ridicat de metale in substrat. De asemenea,

activitatea peroxidazei a crescut semnificativ, comparativ cu plantele din varianta control (fig.21).
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Concluzii

Plantulele de Sedum telephium ssp maximum cultivate in vitro pe medii suplimentate cu Cd
SOy4 si Pb Cl, de diferite concentratii, prezintd o crestere rapidd, odatd cu acumularea
metalului, avind loc si stimularea cresterii in lungime a plantulelor, a lungimii si latimii
frunzelor a lungimii ramificatiilor, fata de plantulele cultivate pe mediul lipsit de metale grele
(varianta Vo-control).

Pb Clz, in concentratie de 50 ppm stimuleaza rizogeneza, comparativ cu restul variantelor
experimentale, dar mai ales comparativ cu varianta martor.

Plantulele cultivate in vitro pe medii suplimentate cu Cd SOy si PbCly de diferite concentratii
nu au fost afectate morfologic, ceea ce semnifica faptul cd acestea au capacitatea de a tolera
concentratiile de metal adaugate mediului de cultura.

In ceea ce priveste acumularea de metale, s-a observat preluarea si translocarea Pb-ului si Cd-
ului la diferite nivele. In cadrul analizei elementale EDAX, s-a observat acumularea Pb- ului
in radicini la varianta V- PbCl, in concentratie de 50 ppm dar nu si a Cd-ului.

In cazul Cd, acesta se acumuleazi predominant in tesuturile parenchimatice
si nu in epidermd, fapt sugerat de prezenta metalului greu in analizele ICP-MS efectuate pe
Intreg materialul vegetal si absenta lui in analizele elementale de suprafatda EDAX.
Continutul ridicat de metale grele a condus la reducerea continutului de clorofild, semnaland
prezenta unui stres foto-oxidativ asupra aparatului fotosintetic la plantule, dar fard afectarea
indicatorilor de productie.

Plantele cultivate pe substrat cu metale grele au folosit produsul de fotosintezd (seva
elaboratd) cu precidere pentru metabolismul secundar, astfel incat continutul de compusi
fenolici si flavoinoide a crescut.

Activitatea antioxidantd a fost corelatd cu continutul de compusi fenolici, metalele grele
adaugate substratului au influentat activitatea antioxidanta.

Activitatea enzimelor antioxidante, in special SOD a crescut semnificativ la plantulele
cultivate pe mediul de culturd suplimentat cu metale grele, ceea ce indicd implicarea acestei
enzime 1n catalizarea speciilor reactive de oxigen ce apar ca urmare a unui confinut ridicat de

metale 1n substrat.
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ANEXE

ANEXA 1 a. ANALIZA MATERIALULUI VEGETAL CULTIVAT PE MEDIUL DE CULTURA
MB-MS SUPLIMENTAT CU CdSO4 (V- 50 ppm, V3-25 ppm) ST A VARIANTEI CONTROL (Vo)
LA MICROSCOPUL ELECTRONIC CU BALEAIAJ (SEM)

L. VARIANTA CONTROL (Vo)
- RADACINA

W L
HV  |spot tilt\
500x |597 pm |95 mm|25.00kV| 5.0 |0

[ 141 {
‘ ‘ WD HV spot'i tilt
100 x 1298 mm|9.5 mm |25.00 kV| 6.0 (0

mag O | HFW
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- LIMB FOLIAR- EPIDERMA SUPERIOARA

mag O| HFW ‘
500 x | 597 .5 mm 7500kV 6.0 |0

- LIMB FOLIAR— EPIDERMA INFERIOARA

‘mag El HFW VVD spot tl|t\
398 x | 750 pm \100mm 2500 kV 60 O
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1. VARIANTA Vi

- RADACINA

RN

b

. oMt T SRR SPNEY, - SCPCLNNE WAL o o
mag O | HFW | WD HV spot | tilt
500 x |597 ym (10.0 mm(25.00 kV| 6.0 |10~

WD HV  [spot]| tilt
.0mm|25.00 kV| 6.0 |0
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- LIMB FOLIAR- EPIDERMA SUPERIOARA

WD | RV

mag O | HFW |
500 x | 597 pym |9.7 mm |25.00 kV

- LIMB FOLIAR- EPIDERMA INFERIOARA

x S

=

s 58 e
YA P 7,7,,{:i T

= e —— = ==

‘mag 00| HFW W’D'f " HV spot {ilt ——— 1 mm— = |
100x |2.98 mm|9.4 mm [25.00 kV| 6.0 |0 © SEM
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III.

VARIANTA V3

- RADACINA

HFW WD HV spot | tilt
746 pm |10.0 mm |25.00 kV| 5.0 |0 *

38

300 pm
SEM




—

ﬁ;ag (| W WD HV spo tilt
479 x 623 uym {9.1 mm [20.00 kV| 4.5 [0 °
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ANEXA 1b. ANALIZA MATERIALULUI VEGETAL CULTIVAT PE MEDIUL DE CULTURA
MB-MS SUPLIMENTAT CU Pb Cl (V2- 50 ppm, V4-25 ppm) SI A VARIANTEI CONTROL (Vo)
LA MICROSCOPUL ELECTRONIC CU BALEIAJ (SEM)

I. VARIANTA CONTROL (Vo)

- RADACINA

mag O HFW WD HV ‘spot tilt
1 000 x | 298 um |10.1 mm|[25.00 kV| 6.0 |O

- TULPINA

-/'

; y ‘t' Y/ 7"‘ = i’}
WD HV spot | tilt 500 ym ——
200 x |1.49 mm|10.6 mm|25.00 kV| 6.0 |0 * SEM

/.
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LIMB FOLIAR- EPIDERMA SUPERIOARA

s R

e gl k 2 v—r""'-
1.49 mm|[10.3 mm|25.00 kV| 6.0
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II. VARIANTA V;

- KADACINA

/
mag O HFVV WD HV spo t|| 100 pm
1 000 x [298 um | 9.6 mm |25.00 kV| 6.0 SEM

- TULPINA

550|597 im 100 = e
500 x | 597 uym |10.0 mm|25.00 kV| 6.0 (O ° SEM
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LIMB FOLIAR- EPIDERMA SUPERIOARA

S HEW [ WD HV i S—TT)
o] 99mmsép8 o'
LIMB FOLIAR- EPIDERMA INFERIOARA

mag O HFVV' spot] tilt 00 pm
1000 x | 298 um |10.0 mm|25.00 kv| 6.0 |0 SEM
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IV.  VARIANTA V4

mag O | HFW WD HV spot
1 000 x [ 298 pum | 8.6 mm [20.00 kV| 4.5

- TULPINA

i .
500 x |597 ym | 7.7 mm |20.00 kV| 4.5 |0 ° Quanta
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ANEXA 2 a. DETERMINAREA ELEMENTELOR CHIMICE LA NIVELUL ORGANELOR VE-
GETATIVE APARTINAND VARIANTELOR CRESCUTE PE MEDIUL DE CULTURA SUPLI-
MENTAT CU Cd SO4 PRIN SISTEMUL DE MICROANALIZA ELEMENTALA (EDAX)

1. Vo

F8 : 20334 I=ac : 5% 1B-Sap-2018 13:3%:19

CKk

4.90 5.6D0 £ 30 e

Elapamt.  WE & AL &% E-Ratlo h & F
CHE =4, SR.ET  0.273T L.ODGG D.49%4  1.0004
0 H 41.02 &L 44 Q.0SEX  0.9042 D.LE20 1.0000
Hak 0. 64 O0.3% 0.001% D.9327  D.3EO4  1.0001
K a. 0.31 0.0042  Q.9R0Y  DL¥lRE 10027
C1E i 0.14  0.0030  D.EDED  0.9A04  1.003%
E K L. 62 0.57 0.0L54  0.%000  1.0B33 1. 0034
Cak 1.11 0.3 0.040&  D.92%Y 1.04Fd  1.0O00
Tokal 100000 100,00
Elapamt Kat Imba. Brgd Inta. Inba. Error PyE
CK 128213 T.08 0. ik 174,62
o 95, L 11.97 .44 74,75
Had 8.2 36,61 3. hi 1.04
5K I1z.04 £h. 38 1. 80 1.71
CIE TH.54 5054 2. a 1.4%
KR 3R4. 3% £1.27 0.7 B.01
Cak 230,09 48.07 1.02 4.7%
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2. Vi

lF,B : 4013 Lsac @ 5 5-Cct-I018 13:53:08

CKE

O

Elamamk WL & &L &% E-Batio £ & E
CH 49,33 HT.AT QL3445 L.O0MY  D.GO008  1.D0D4
oH £7.47  41.48  0.0@3a: 0.9044 DLOTER 10000
S1K . 1 D.ogy 0.001F  O.957T3  D.E2474 1.000T
C1E 0. 2% 0.1 @.002e ©.&DE2 0BT 1.00aT
EE L. 0 0.3 od.0igd  D.B021 1.0kx%  1.Dd0hd
Cal 1l.82 O0.hg D.0EE2 D525 1.0BR4 1.0O000
Total 100udd 100,00
Elapant Kt Imba. Eegd Inta. Imba. Errar BJYE
. E 1737.70 1. de 0. 77 129, 0%
o 1550 .53 0. 06 0.az 7.4
SIX 401 30 96.07 11.797 0.4%
CIX gl.01 TH. BB L.hl 1.1&
KR 23E.91 5H. 11 2.04 L.EE
Caifl 4TT.E] b4, 38 1.81 i. 79
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3.V3

F§ : Z70D Lsac : 1B

18-Sap-2018 19:23:%6

CE

070 a1.40 2.0 2.80 3.50 4.20 4.90 560 £.30 P
Elopamt Wt % AL % BE-Ratlo X 2
CE  %0.7% E7.4T 0.3¥T2  L.0DEl  0.%864  1.0003
OK 5660 .02 O0.055% 0.5939 OD.UEYT  1.0000
Mk 0,74 D.4%  0.00l& 0.931d D260  1.0001
Mgt 0.4 0.2 0.0017 C.54%5  DLATRZ  1.000L
EE 0,85 O0.90 O0.008% ©0.900h 1.068E  1.00%3
cak 155 D.5F  0.005F  0L9R43  1.06%4  1.0000
Total 10000 100.00
Elapant Wat Imba.  Eegd Inte.  Inba. Error BB
CE  594.42 2.5 0. 96 233, 48
DK 26596 2.0l 1.6 BE. 38
Haf 15.57 14,80 9. B6 1. 0%
M 15,37 19,87 L0, 95 0. B0
KK g5 T4 20, 54 364 3,25
Cal 115. 36 20. 86 2.5 5 53
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ANEXA 2 b. DETERMINAREA ELEMENTELOR CHIMICE LA NIVELUL ORGANELOR VE-
GETATIVE APARTINAND VARIANTELOR CRESCUTE PE MEDIUL DE CULTURA SUPLI-
MENTAT CU PbCl (Vo- Pb 50 ppm, Va- Pb 50 ppm) PRIN SISTEMUL DE MICROANALIZA
ELEMENTALA (EDAX)

1. Vo

[F8 : 4305 Lsaz : 21 15-¥Snp-zull! 18:5E:01

CE

oK

100 2.00 3.0 4.00 5.0D 6.DD T.00 g0 .00 W

Elamamt W % At % HE-Ratdo I A F
CH 5137 £2.% 0.2658% 1.011% 0 4922 1.0003
OK S84  34.94 0.0630 0.9962 0.1561  1.0000
Bk 0.6z  0.38 0.0014 O.334hF  0.34%5  1.D003
Mgk B.ED 030 0.0017  0.95E7  0.3580 10004
CIK 0.6 0.4 O.00R4  0.9001  D.SE33 10072
B 2.3%  1.21  0.0834 0.%04D 10530 1.D0O%2
Cakl 1.67 0.5 0.0LE% O.%3T7  L.02ET  1.0000
Total 100.00 100.00
Elapant et Imba.  Bkgd Inka.  Inta. Error BB
CK B1E.02 £. 46 0. 76 Th. 6l
oK 21076 10,30 0. 0@ 0. 10
Hak 3. %6 27.50 B4l 0.8l
BigE 2E.90 40,41 7. 84 0. 72
CIK i4. 28 55,14 3. b 1.h%
KK 45363 52,71 1.13 8. 5%
Cak 20695 3. B0 1. B5 3.92
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2. 'V,

[F5 : 6553 Lsac : 22 S-Dct-2008 13:37:25
i
0 E
Cak
EE
ML
FEL
Fol
FEL ELL

ety

200 400 E.00 G.00 1000 iB.00 14.00 3600 1800 20.00 lew

Liamamt  WE & 4k % E-Ratlao X & F
CE LG, 5T S7.hF  fuakd®  L.0D%Y  D.BRRE 10003
adK 5T.44  31.88  D.o%E4 D.9044  D.LGEE 1. 0000
H1E 0. 20 0,11 f.@oio 00939k D.518%  1.0001
EK . 82 0,30 0.0077 0.3 1.0371 1.0002
Cak 10 13 0.12  p.o0as D 9@l 1.0433 1. 0DOO
Fel 1.5% 0,10 o.0dl:  D.Esed  1.00&4 1.0000
Tatal 100000 100,00
Elapamt FKak Imba. Eogd Inmkg. Imba. Ermac BB
C E 1%0%. 24 AT 0. 58 159, 7%
oK 214.7A 1h. 43 0. ig 39 B%
AIX b B 1] gL, &2 il.1% 0. 3%
EEK 39, 59 Lh. 0 3.39 2,40
Ca¥ . 4T 5917 .68 1.08
il 15,35 16. 48 0.4k 0.9%
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3. V4

IEE : 4387 Lsar : 55 1B-Eap~-D0LB 1&:50:40

0§l 120 180 .40 3.00 360 430 480 540 v

Elamant WL & &k % E-Ratia z & F
CHE gL le  &0.13 0. 359% I.01gl O0.50&T  1.0004
(1l 41.861 30,43 1 1 O o B 1 O.0e&sd 1. 0000
Bak . 3% 0. 32 (O 1 1 O A B K -1 O0.2870F 1.D0001
i o 2. 1% O.15  G.0a3l 0. Ed=h 1.54024 1. 000k
EK 1. 0% .40 Q. OHEOd 0. S0Ed 1.00%8 1.0831
Cak 4. 8% 1.67 d.odas  0.93El 1.0145 1. D000
Takal 1000 @0 100,00
Elamamt Kak Imba. Eggd Inka. Inba. Ernar BYE
CK ol 1 1 1. 34 0. 71 153, 3%
oK as Ll 2.03 0. B EE. 47
Haf 2,88 L. hd i3, 30 0.5l
P 15.73 1. 8@ 3,64 2.0a
EEK 250 6.4 3.7 3.57
iCal fgE. 04 &. 0% 1. 18 id.h&
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