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Scopul proiectului este realizarea unui grup interdisciplinar capabil sd evalueze
capacitatea anumitor plante de a asigura remedierea unor soluri Tncércate cu compusi toxici
de tipul pesticidelor si/sau metalelor grele. in aceste conditii, proiectul isi propune realizare la
nivel de laborator a unor culturi adecvate pentru fitoremediere si evaluarea continutului de
substante toxice la nivelul plantelor in functie de timpul de expunere, umiditatea solurilor,
pH. Plantele propuse se vor selecta din gama plantelor cu viteza mare de crestere, eventual
plante care sd poate fi cultivate de 2-3ori pe an, bioacumularea toxinelor trebuie sd se
realizeze la nivelul partilor supraterane astfel Incit acestea sa poata fi adunate si procesate
adecvat in scopul recuperarii (de exemplu, in cazul metalelor grele, prin peletizare urmatd de
incinerare si valorificare sau inertizare cenusd) sau distrugerii (in special in cazul pesticidelor
sau a derivatilor acestora).

Scopul acestui studiu este investigarea raspunsurilor morfologice, fiziologice si bio-
chimice ale plantelor crescute in vitro la excesul de metale grele. Rezultatele obtinute la dife-
rite 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 omniprezenta in Intreaga lume. Concentratia
acestor metale grele in sol a crescut drastic in ultimele decenii, reprezentand astfel un risc
enorm pentru mediu si sdnatatea umand. Unele tehnologii s-au folosit de mult timp pentru a
remedia metalele grele periculoase. Avand 1n vedere nevoia imperativa de a reduce poluarea
la scard larga, in prezent se dezvolti alte tehnologii. in alegerea tehnologiei aplicabile, trebuie
sd luam 1n considerare factori precum compozitia poluantului, eficienta tehnologiei, intervalul

de timp, costul si dispozitiile legale. Obiectivele pe care ni le-am propus sunt urmatoarele:

1.Evaluarea efectului diferitelor doze de metele asupra cresterii plantelor in vitro;

2.Studiul efectelor metalelor grele asupra proceselor metabolice asociate;

3.Cresterea plantelor pe medii nutritive suplimentate cu diferite concentratii de metale grele
si urmarirea evolutiei unor parametri biochimici potentiali indicatori;

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

experimentului si evidentierea unor aspecte dinamice.



Introducere

Poluarea cu metale grele cauzatd 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 inconjurator, acestea au cel
mai putin succes din punct de vedere al costurilor, limitarilor si generdrii de substante nocive.

Ideea utilizarii plantelor ce acumuleaza metale, pentru inlaturarea selectiva si recicla-
rea metalelor aflate in exces in mediu, a fost introdusa in 1983, a castigat interes deosebit 1n
anii 1990 si a fost examinatd tot mai mult ca o tehnologie practica, putin costisitoare compa-
rativ cu metodele clasice de inlocuire sau spélare a solurilor poluate.

Fitoremedierea se refera la bioremedierea botanica si implica 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, apa sau aer.

Tehnicile de fitoremediere pot oferi singura cale eficienta de refacere a sutelor de mii
de km? de sol si ape poluate in urma activititilor umane, constituind o alternativa ieftind si
ecologica a metodelor fizice de remediere, distructive pentru mediu, folosite curent.

Fitoremedierea este consideratd o tehnologie care protejeaza mediul perturbator, spre
deosebire de metode de curitire mecanice, cum ar fi excavare sol sau de pompare a apelor
subterane poluate. In ultimii 20 de ani, aceasta tehnologie a devenit tot mai popular si a fost
folositd pentru soluri contaminate cu plumb, uraniu, precum si arsen.

Cu toate acestea, un dezavantaj major al fitoremedierii este ca acesta necesita un an-
gajament pe termen lung deoarece procesul este dependent de cresterea plantelor, toleranta la
toxicitate si capacitate de bioacumulare. Cultura tesuturilor vegetale reprezintd un instrument
convenabil de laborator pentru studii de fitoremediere. Formele de cultura tisulara cel mai des
utilizate sunt suspensiile celulare, calususrile si organogeneza. Odata stabilite, aceste culturi
in vitro pot fi propagate pe o perioadd nedeterminatd si sunt disponibile la cerere. In schimb,
plantele intregi sunt cultivate fie 1n sol, fie hidroponice, sistemele au o durata de viata limitata
si fiecare plantd individuala trebuie sa fie inlocuita si restabilitd dupa fiecare experiment. Prin
urmare, timpul necesar pentru a efectua investigatii poatet fi redus substantial folosind cultu-
rile de tesut mai degraba decat plantele intregi. Asadar, Tn acest studiu ne-am propus ca prin
utilizarea tehnicilor de biotehnologii vegetale sa studiem in vitro capacitatea de bioacumulare

a metalelor grele, utilizand diferite specii vegetale.



1. Generalitati privind sursele de poluare cu metale grele si procedura de
fitoremediere
Contaminarea solului, o problemad importantd Tn 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 B,
2014). Acest lucru este important de evaluat, deoarece solul este o sursd neregenerabila;
actiunile trebuie Intreprinse la toate nivelurile. Cu toate acestea, la nivel european, exista o
cunoastere cat mai clard a contextului de contaminare a solului, o mare difuzare a celor mai
bune practici. UE ofera, de asemenea, orientdri si obiective, gestioneaza impacturile
transfrontaliere si investeste in cercetare. Roméania dispune de o reglementare specificd 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 deosebita, in special in instalatiile de placare a metalelor, in zonele miniere si 1n
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 apd rdu si apoi difuzeazi pe terenurile
agricole cu irigatii, ceea ce duce la raspandirea unor valori relativ scdzute de metale grele in
zone mai largi, in loc sa fie localizate in concentratii ridicate.
Desi metalele grele sunt omniprezente in materialele parentale ale solurilor,
principalele surse antropice de metale grele in soluri sunt : desseurile ordasenesti, mineritul,

arderea combustibililor, etc. (fig.1.)

Fig.1 Surse de poluare a solului cu metale grele



Poluarea cu metale grele cauzatd 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 inconjurdtor, acestea au cel
mai putin succes din punct de vedere al costurilor, limitarilor si generdrii de substante nocive

(Wuana si Okieimen, 2011).

Element Valori normale Concentratii Valori mnormale 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 5-1300 75-100 0.2-5 47-8.450

Cu 2-250 60-125 5-23 52-50.900

Hg 0.01-0,5 0.3-5 0.1-95 100-400

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

Tabelul 1. Valori normale ale metalelor grele 1n sol si plante mg kg-1 (ppm) si concentratia
criticd (Boros si Micle., 2015).

Din punct de vedere al fitoremedierii planta poate fi considerata ca fiind un sistem de
pompare si tratare care poate preveni rdspandirea contamindrii solurilor. Contaminanti, cum
ar fi metale, pesticide, solventi, explozibili, titei au fost diminuate in proiectele de
fitoremediere din intreaga lume.

Plantele cu potential de fitoremediere mare pot fi speciile din flora spontana ce cresc
in locuri poluate sau plantele cultivate care au trasaturi specifice, determinate de mediul po-
luant. 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 decit
cele accumulate de plante in mod obisnuit .

Posibilitatea acumularii active a metalelor 1n partea aeriana a plantelor oferda o abor-
dare promitatoare atit pentru curatirea solurior contaminate antropic cit 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
substantele toxice din mediul inconjurator. Cuvantul ,fitoremediere" provine din grecescul

"phyton", adica "plantd" si latind "remedium", ceea ce inseamna "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 (TNT, DNT), solventi clorurati (TCE, PCE) si deseuri organice industriale (PCPs)
(Favas si colab., 2014).

Fitovolatilizare

S

Fltosntraciie
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Fitoremedierea utilizeazd plantele verzi vii pentru fixarea sau adsorbtia
contaminantilor, pentru curatarea 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 urmatoarele caracteristici: sa aiba o eficienta ridicatd acumuland sub
concentratia scazutd de contaminanti; acumulare de concentratii mari de contaminanti; sistem
de radécini foarte ramificate, acumularea mai multor tipuri diferite de metale grele; crestere
rapida si biomasd mare; rezistentd la daunatori si la boli, necomestibile pentru om si animale,
usor de recoltat (Yao si colab., 2012).

Studiile care utilizeaza culturi de plante pot fi efectuate conform conditiilor impuse 1n
laborator care sunt mai usor de controlat decit cu instalatii de crestere a solului, In special in
ceea ce priveste mediul de culturd, compozitia, parametrii nutritionali, nivelurile
fitohormonului si capacitatea de a manipula celulele si tesuturile. Desi pot fi addugate

substante efectoare solului, ele pot fi indisponibile pentru plante datoritd adsorbtiei sau legarii
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cu componentele solului. Aceastd actiune este minimizatd in culturile de tesuturi, facilitind

astfel transportul substantelor si absorbtia de catre celule (Camper si McDonald, 1989).

2. Utilizarea tehnicilor in vitro, caracterizare si aplicabilitate practicd in

fitoremediere

In sens larg, prin cultura in vitro se intelege cresterea pe medii artificiale, in conditii de
asepsie deplina si de factori ambientali bine controlati, a unor organe, parti de organe, tesuturi
sau celule vegetale. Reusita culturii depinde de o multitudine de factori si este vizibila in
momentul Tn care explantul creste (Cachita si colab., 2009).

Explantul, numit s§i fitoinocul, este un fragment vegetal - organ, tesut, celula sau proto-
plast, care desprins fiind dintr-o plantd donor (mama), este inoculat si crescut 1n conditii steri-
le, pe un mediu artificial de culturd. Evolutia explantului vitrocultivat este dirijatd de operator
in functie de scopul urmadrit. Acesta poate regenera o noud planta (sau mai multe plante -
neoplantule), prin stimularea neogenezei de organe aeriene (tulpina si frunzele) sau/si de ra-
dacini, ori poate forma calus, prin stimularea Tnmultirii nediferentiate a celulelor, sau poate da
nastere la embrioni somatici (Cachita si colab., 2008).

Totipotenta este nsusirea celulelor - in cazul de fata a celor vegetale - de a se prolifera,
si de a genera o plantd identicd cu planta mama. Teoretic, fiecare celula vie este totipotenta,
insa in practica s-a observat ca nu toate celulele au capacitatea de a-si exprima acest caracter,
datorita - pe de o parte - diferentierii i a Timbatranirii celulelor, iar - pe de alta parte — a gra-
dului mare de specializare al acestor celule (Cachita si colab., 2005).

Spre deosebire de multiplicarea traditionald, unde se opereaza cu seminte sau cu porfi-
uni mari de plantd (marcote, butasi, altoi), la multiplicarea in vitro se folosesc explante mici,
de ordinul milimetrilor sau chiar microscopice (celule, protoplasti), explante care in conditii
normale de culturd nu ar reusi sa creasca, fiind lipsite de capacitatea de a sintetiza sigure sub-
stantele nutritive necesare proceselor de crestere si de morfogeneza (Gautheret, 1934).

Din acest motiv, pentru reusita culturii de celule si tesuturi vegetale, se cer respectate
urmatoarele conditii:
- prepararea unui mediu de crestere care sd asigure explantului o buna nutritie respectiv
sursa energetica dintr-un compus organic, glucidic accesibil metabolismului plantelor;
- asigurarea si controlarea factorilor de mediu (temperatura, lumind, umiditate), in limi-
tele optime 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 uti-
lizarea 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 si a vaselor de cultura,
precum si efectuarea corectd a tuturor operatiunilor executate in hota cu flux de aer
laminar steril, folosind instrumentar dezinfectat prin flambare.

O vitrocultura nu poate fi considerata ca fiind reusitd atunci cand celulele sale supravie-
tuiesc, se multiplica si inoculul creste, ci numai dacad din cultura in vitro realizatd, dupa un
timp, pot fi operate subculturi. Altfel spus, dupa initierea vitroculturii - numita si cultura
primara — simpla mentinere Tn viata a inoculilor nu este o adevarata vitrocultura, ci doar daca
aceasta poate fi perpetuata in timp, fie asa cum cultura a fost infiintata (de exemplu, ca si o
cultura de calus sau ca si o culturd de celule), fie trecindu-se de la un anumit gen de cultura,
respectiv de la o culturd de calus, la un alt tip de culturd, de exemplu la suspensii celulare, sau
la generarea de embrioni somatici (Cachifa si colab., 2004).

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

ra genetica a acestora, si altele (Cachita si colab., 2004).

3. Plan de lucru in implementarea studiului

- Initerea culturilor in vitro pe medii de culturd suplimentate cu diferite tipuri de metale
grele si de diferite concentratii;

- Monitorizarea la 7, 14, 21, 28 zile a vitroculturilor initiate;

- Biometrizarea vitroculturilor;

- Examinarea morfologica a vitroplantulelor obtinute;

-Corelarea parametrilor biometrici cu datelor morfologice, fiziologice si biochimice ale

vitroplantulelor, monitorizate pe durata experimentului.
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