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Catre

Va facem cunoscut ci, in ziua de 17 octombrie 2013 la ora 1000, in Sala de
Consiliu a Facultatii de Inginerie Chimica si Protectia Mediului, va avea loc sustinerea

publica a tezei de doctorat intitulata:

“CONTRIBUTII PRIVIND INFLUENTA UNOR PRODUSE NATURALE
ASUPRA PRINCIPALELOR PROCESE FIZIOLOGICE DIN SISTEMELE
VEGETALE”

elaboratd de domnul CORNELIU TANASE 1in vederea conferirii titlului stiintific de
doctor in domeniul INGINERIE CHIMICA.

Comisia de doctorat este alcatuita din:

presedinte: Prof. univ. dr. ing. Teodor Malutan
conducator stiintific: Prof. univ. dr. ing. Valentin 1. Popa
membru: Prof. univ. dr. Maria Magdalena Zamfirache
membru: Conf. univ. dr. Smaranda Vantu
membru: Conf. univ. dr. ing. Irina Volf
Va trimitem rezumatul tezei de doctorat cu rugamintea de a ne comunica, in scris,
aprecierile dumneavoastra.
Cu aceastd ocazie va invitdm sa participati la sustinerea publicd a tezei de

doctorat.

RECTOR,
Prof.univ.dr.ing. [ON GIURMA Secretar universitate,
Ing.Cristina Nagit
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In rezumatul tezei de doctorat se prezintd pe scurt capitolele, concluziile generale,
activitatea stiintifica si bibliografia selectiva. La redactare, pentru capitole, subcapitole, figuri,
scheme si tabele s-au pastrat notatiile utilizate in textul tezei de doctorat.

INTRODUCERE

Lumea vegetald reprezinta temelia constructiei intregii vieti de pe pamant. in mod direct
sau indirect, toate fiintele 1si sprijind existenta pe vasta lume a speciilor vegetale, singurele care
pot "fabrica” nutrienti pe baza substantelor minerale. Pentru om, incd de la inceputurile sale,
aceastd lume deosebit de complexd a vegetalelor, a reprezentat sursa de hrana, combustibil,
adapost si remediu. Oricat de puternic si evoluat este omul epocii moderne, el a rdmas si va
ramane dependent de vegetale, deoarece fara oxigenul si compusii bio, oferite de acestea, el nu
poate supravietui.

Orice organism se afla ntr-o relatie biunivoca cu mediul, relatie mediatd chimic. Ca
organisme fixate, spre deosebire de animale care se pot sustrage prin deplasarea din zona in care
chimismul mediului este/devine defavorabil, plantele suporta un impact mai puternic din acest
punct de vedere, dar si actioneaza in tendinta de a-si ajusta mediul conform necesitatilor lor ca si
in aceea de a elimina concurenta la spatiu, implicit la sursa de energie — solara. Evident, plantele
sunt sprijinite in materializarea relatiel mediate chimic cu mediul, de independenta energetica din
cadrul ecosistemului.

Reactia plantei la semnalul chimic receptat din mediu se manifestd la diferite niveluri de
organizare, evident cu specificitatea consecutiva. In acelasi timp, primul organ care suporti
impactul chimic este raddcina. Astfel, se poate limita relatia plantd — sol la zona de prim contact,
ca nivel de organizare al lumii vii, dar si anatomic — adica diviziunea celulard — radiculara sub
influenta unor substante biologic active.

Cercetarile actuale sunt orientate spre gasirea unor noi surse de obtinere a substantelor
naturale cu activitate biologica, cu un domeniu larg de aplicabilitate. Un interes aparte revine
compusilor polifenolici, datorita raspandirii si proprietatilor pe care le poseda. Acesti compusi
sunt prezenti in fiecare organ al plantei si in functie de structura lor indeplinesc diferite roluri
pornind de la constituenti scheletici ai celulelor pana la pigmentarea anumitor organe. Distributia
compusilor polifenolici in plante la nivel tisular, celular si subcelular, nu este uniforma.
Compusii care au un caracter pronuntat insolubil sunt regasiti cu precadere la nivelul peretilor
celulari, spre deosebire de polifenolii usor solubili caracterizati si prin localizarea la nivelul
vacuolelor celulare (Beckman, 2000). Astfel, un factor important ce a stat la baza cercetarii
domeniului legat de aplicatiile biologice ale compusilor naturali polifenolici, a fost legat de
raspandirea si proprietatile specifice, acestia reprezentand una din principalele clase de
metaboliti secundari cu structurd aromaticd, din plante. Polifenolii sunt esentiali pentru
asigurarea cresterii si dezvoltarii plantelor, cat si a reproducerii lor. De asemenea ei contribuie la
stabilirea taliei, pigmentdrii, a apdrarii contra diferifilor agen{i patogeni sau agresori (Popa,
2002), sau servesc ca molecule semnal in recunoasterea simbiontilor (Naczk si Shahidi, 2006).
Considerati a fi antioxidan{i naturali acesti compusi au importante proprietdti care includ
inhibarea peroxidarii lipidelor, inhibarea carcinogenezei, activitatea antimicrobiand, actiune
nanoconstrictoare directd asupra capilarelor, fitohormoni naturali, stabilizarea acidului ascorbic
etc.

Prezenta abundentd a compusilor polifenolici la nivelul organismelor vegetale, existenta a
numeroase materii prime din care pot fi recuperati, precum si dezvoltarea unor tehnici
cromatografice moderne (cromatografia in fazd gazoasa si lichidd) ce permit separarea si
caracterizarea compusilor individuali, reprezintd avantaje Tn scopul testarii si evaluarii unor noi
proprietati bioactive ale acestor compusi (Ignat si colab., 2010). Multitudinea de beneficii ale
polifenolilor dar si dorinta Tnlocuirii antioxidangilor sintetici cu unii naturali, au intensificat
eforturile cercetatorilor de a descoperi si utiliza compusi bioactivi din surse naturale cum ar fi
fructele si legumele (Zhang si colab. 2009).



Tema abordata ,,Contributii privind influenta unor produse naturale asupra
principalelor procese fiziologice din sistemele vegetale” se incadreaza in directiile de cercetare
din domeniul biotehnologiilor. Conventia ONU pentru diversitatea biologica defineste
biotehnologia drept: "Orice aplicatie tehnologica care utilizeaza sisteme biologice, organisme
vii, sau derivate ale acestora, pentru a crea sau modifica produse sau procese in scopuri bine
determinate" (http://www.onuinfo.ro).

Relevanta temei si modul in care se incadreazad in politica si platforma tehnologica
nationald si Tn domeniul de cercetare stiintifica se explica prin urmatoarele obiective:

1. obtinerea de noi produse bioregulatoare compatibile cu mediul ambiant;

2. identificarea si analiza influentei unor produse naturale asupra proceselor fiziologice
din plante.

3. imbunatatirea produselor vegetale rezultate din agricultura;

4. orientarea cercetdrii spre o agricultura ecologica in vederea dezvoltarii durabile.

In politica european si nationald, agricultura este un sistem agricol menit si furnizeze
alimente proaspete, gustoase $i autentice si care 1n acelasi timp respecta ciclul natural de viata al
sistemelor. In mod contrar, agricultura actuald se bazeaza, in mare parte, pe utilizarea unor
produsi sintetici ce urmdresc imbunatdtirea functiilor sistemelor vegetale. Pentru a inlatura
aceasta practica, agricultura ecologica se bazeaza pe un numar de obiective si principii, la fel ca
si pe bunele practici create sa minimizeze impactul omului asupra mediului Inconjurator,
asigurandu-se in acelasi timp ca sistemul agricol opereazd pe cat de natural posibil. Astfel,
informatiile privitoare la efectele compusilor polifenolici si a apei sarace in deuteriu, asupra
cresterii si dezvoltarii plantelor sunt importante 1n stabilirea potentialelor utilizari in agricultura
ca bioregulatori naturali de crestere.

Studierea modului prin care diversi compusi polifenolici influenteaza procesele
metabolice din plante, permite reorientarea cercetarilor actuale spre o agricultura ecologica.

In cadrul acestei lucrari de doctorat au fost abordate aspecte privind testarea activitatii
biologice a extractelor polifenolice obtinute din coaja de molid si puzderii de canepad in
experimente de germinare a semintelor, cultivarea plantelor in situ si ex situ, de cultivare a
explantelor de levantica si a calusului de porumb pe diferite medii nutritive si de stabilire a unor
efecte enzimatice, citogenetice si histo - anatomice. Astfel, experimentele realizate s-au
desfasurat in labortatoarelor de fiziologie vegetald, culturi de celule si tesuturi si geneticd din
cadrul facultatii de biologie (Univ. ,,Al. I. Cuza”) cat si In laboratorul de biochimie din cadrul
facultatii de chimie (Univ. ,,Al. I. Cuza”). De asemenea experimentele in situ s-au realizat in
colaborare cu colectivul de la Gradina Botanica ,,Anastasie Fatu”, lasi.

Astfel, efectele compusilor polifenolici au fost evaluate prin metode caracteristice
fiziologiei plantelor. Rezultatele obtinute au fost valorificate prin publicare 1n 3 articole ISI si 7
articole publicate in reviste nationale, BDI/B+ cat si 14 participari la comunicari si manifestari
interne si internationale.

PARTEA I - DATE DE LITERATURA

Prima parte a tezei de doctorat, ce reprezinta capitolul I al tezei, sumarizeaza in 13
subcapitole, o sinteza a datelor de literaturd necesare cunoasterii stadiului actual al cercetarii in
domeniu si fundamentarii planului experimental si interpretarii datelor obtinute.

Astfel in aceste subcapitole sunt sintetizate date generale referitoare la compusii
polifenolici, date cum ar fi: definitie, clasificare, rol, surse, metode de extractie, separare,
caracterizare si identificare. De asemenea sunt sintetizate si numeroase date referitoare la
influenta compusilor polifenolici asupra: germindrii, intensitdtii fotosintezei, respiratiel,
transpiratiei, continutului in CO, substomatal, culturilor de celule si tesuturi si capacitatii de
diviziune celulara. In ultimile subcapitole sunt structurate informatii referitoare la influenta apei
saracite in deuteriu asupra metabolismului sistemelor vii si a unor amendamente naturale in
procese de bioremediere a solurilor poluate.



PARTEA a Il a- DATE EXPERIMENTALE

Partea a doua a tezei este destinatd prezentarii datelor experimentale si se desfasoara pe

parcursul a 10 capitole, ultimul incluzand concluziile generale rezultate in urma cercetarilor.

Capitolul 2 — Materiale si metode, include prezentarea si caracterizarea materialelor

vegetale luate 1n studiu, metodele de obtinere si caracterizare a extractelro polifenolice ce
urmeaza a fi testate, descrierea metodologiei experimentale de realizare a testelor de germinare, a
culturilor ”in situ” si “ex situ” cét si a tehnicilor experimentale utilizate in scopul evaludrii
rolului extractelor polifenolice si a apei sardcite in deuteriu asupra proceselor fiziologice din
plantele de porumb.

In vederea indeplinirii obiectivelor propuse s-a urmadrit parcurgerea urmatoarelor etape de

lucru: Obiectivul general/Scopul lucrarii: - identificarea §i analiza influentei unor produse
naturale asupra principalelor procese fiziologice din sistemele vegetale.

Obiectivele specifice sunt prezentate in tabelul 2.1. impreuna cu activitatile de cercetare propuse
pentru indeplinirea acestora.

Tabel 2.1. - Obiectivele cercetarilor

Nr. Obiective Activitati
Crt

1 Obtinerea de extracte apoase cu colectarea, uscarea, maruntirea materialului vegetal,
continut polifenolic din materiale extractia apoasd a principiilor active;
vegetale cum ar fi: ritidoma de molid si
puzderii de cinepa.

2 Caracterizarea extractelor apoase din determinarea continutului total de polifenoli prin metode
punct de vedere al continutului Tn spectrofotometrice;
compusi polifenolici. identificarea compusilor prin HPLC;

3 Evaluarea influentei extractelor efectuarea testelor de germinare;
polifenolice sau In combinatie cu apa determindri privind elongatia diferitelor organe vegetative;
sdracita 1n deuteriu asupra principalilor determindri ale biomasei acumulate in plante in diferite
indici fiziologici din sistemele vegetale. fenofaze;

extragerea, identificarea §i cuantificarea pigmentilor
fotoasimilatori;

determinarea intensitatii fotosintetice, a respiratiei si
transpiratiei in cele trei etape principale ale ciclului
vegetativ, prin metoda NDIR;

4 Evaluarea activitatii enzimatice la nivel determinarea activitdtii catalazei, peroxidazei, si superoxid
celular pentru plantele influentate dismutazei pentru plantulele din diferite variante
chimic. experimentale;

5 Monitorizarea efectului extractelor culturi de calus pe medii de culturd in compozitia carora s-
polifenolice sau a acestora 1In au adaugat extracte polifenolice §i apa saracitd in deuteriu;
combinatie cu apa sardcitd in deuteriu determindri numerice $i gravimetrice;
asupra unor culturi de calus continutul total in polifenoli.

6 Monitorizarea efectului extractelor teste de germinare;
polifenolice sau a acestora 1n obtinere de plantule;
combinatie cu apa saracita in deuteriu studii histo-anatomice;
asupra structurii histo-anatomice la interpretarea modificarilor histo-anatomice.
plantele de porumb

7 Monitorizarea  efectului  extractelor teste de germinare
polifenolice sau a acestora 1n obtinerea preparatelor microscopice
combinatie cu apa sardcitd in deuteriu determinarea indicelui mitotic
asupra diviziunii celulare la plantele de determinarea aberatiilor cromosomiale
porumb

8 Determinarea influentei unor produse caracterizarea probelor de sol

naturale in procesele de bioremediere a
solurilor poluate

determindri referitoare la cresterea si dezvoltarea plantelor
de rapita;

determinarea concentratiei de metale grele din plantele de
rapita;

Pentru indeplinirea obiectivelor propuse s-a urmarit schema din figura 2.1.
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Capitolul 3 — Caracterizarea produselor naturale utilizate sumarizeaza principalele
caracteristici ale extractelor polifenolice din cele doua tipuri de materiale vegetale si apa saracita
in deuteriu.

Extractul apos obtinut din ritidoma de molid a fost caracterizat din punct de vedere al
continutului total in polifenoli, intensitatea culorii, pH. Rezultatele obtinute sunt evidentiate
in tabelul 3.1. Extractul apos separat din ritidoma de molid contine o cantitate considerabila
de compusi aromatici bioactivi, in special catehina si acid vanilic (Fig. 3.1.). Aceasta situatie
s-a constatat in urma identificarii compusilor polifenolici prin analiza HPLC.

Tabel 3.1. - Caracteristici ale extractului obtinut din ritidoma de molid si puzderii de canepa

Extract Substanta Substanta Intensitatea pH TPC
uscata organica culorii (mg
(g/L extract) (g/L extract) GAE/100g)
Ritidoma de 0.51 0.42 0.35 4.7 52
molid
Puzderii de 0,43 0,53 0,18 5,7 164
canepa

Fig. 3.1. - Profilul cromatografic pentru extractul obtinut din ritidoma de molid: 1- acid galic (3.19+0.81) ; 2-
catehind (31+1.9); 3- acid vanilic (39.4+0.2)

Extractul apos obtinut din puzderii de canepd a fost caracterizat din punct de vedere al
continutului total in polifenoli. Astfel, s-a constatat cda valoarea continutului total de polifenoli,
raportat in mg GAE/100g este de 164+15,23.

Fig. 3.2. - Profilul cromatografic pentru extractul apos obtinut din puzderii de canepa (1 — catehina (52,17+2.3), 2 —
acid vanilic (96,88+2.5), 3 — acid p-cumaric (8,06+0.7) si 4 — acid ferulic (3,25+0.6)

Prin analiza cromatografica s-au identificat si cuantificat catehina si acizii polifenolici din
extractul apos, obtinut din puzderiile de canepa (Fig. 3.2.). Astfel, se constata prezenta catehinei
in cantitate de 52,17 mg GAE/100g material vegetal. Acidul vanilic are o concentratie ridicata
comparativ cu ceilalti acizi polifenolici identificati (96,8 mg GAE/100g). in cantitati mai reduse
se gasesc acidul p-cumaric (8,06 mg GAE/100g) si acidul ferulic (3,2 mg GAE/100g).
Cromatograma tipica a fost obtinutd pentru opt compusi polifenolici la lungimea de unda de



280nm. Cromatograma rezultata Tn urma analizei, pentru extractul apos obtinut din puzderii de
canepa este prezentata in figura 3.2.

3. 2. Apa cu continut scazut in deuteriu

Apa saraca in deuteriu sau apa usoara, ale carei caracteristici sunt prezentate in tabelul 3.2.,
este apa distilatd, microbiologic pura, cu o concentratie izotopica de 25 ppm, care se obtine prin
distilarea izotopica, sub vid, a apei naturale cu o concentratie izotopica de 145 ppm D/(D+H)
(Somlyai G., 2001). S-a demonstrat ca in vreme ce cantitdfile normale (140-150 ppm) nu au avut
efecte daunatoare, cresterea deuteriului ambiental prin diverse metode la peste 15-20%,
determind alterari structurale, metabolice si functionale in diverse grade. Odata cu descoperirea
apei sardacite in deuteriu, s-a obtinut o modalitate rapida si usoara de a se reduce deuteriul in
sistemele biologice prin simpla administrare Tn mediul de crestere sau in apa de baut a apei
saracite in deuteriu. Studiile din ultima perioadd aratd cd apa saraca in deuteriu are o mare
influentd asupra dezvoltarii si multiplicarii celulelor animale si vegetale, in transportul celular,
sinteza ADN-ului cat si o activitate antioxidanta (Somlyai si colab. 1993; Somlay si colab 1998).

Tabel 3.2. - Caracteristici ale apei sarace 1n deuteriu

Concentratia Densitatea Solubilitatea Punct de pH Punctul de
izotopica relativa (g/cm3) inghet/topire (la 25 fierbere (°C)
(ppm) C) °C)
25 1,00 Complet 0 6,0 - 8,0 100
miscibila

in capitolul 4 - Influenta unor produse naturale asupra proceselor fiziologice din
plantele de porumb s-a urmarit stabilirea influentei extractelor polifenolice si a apei sardcite in
deuteriu asupra cresterii si dezvoltarii plantelor de porumb cultivate ,,ex situ” sau ,,in situ”. De
asemenea s-a determinat influnta asupra acumuldrii de pigmenti fotoasimilatori, intensitatii
respiratiei, fotosintezei si transpiratiei cit si a compusilor polifenolici sintetizati in frunzele
plantelor tratate.

Prin determinarea ratei fotosintetice (Fig. 4.5.) la plantele supuse tratamentului cu diferite
solutii s-a constatat o usoara intensificare a acesteia 1n toate variantele experimentale. Se
evidentiaza rezultatul obtinut pentru varianta M2, unde procentajul de stimulare a intensitatii
fotosintetice este cu 8% mai ridicat comparativ cu martorul.

In urma analizelor efectuate s-a constatat o intensificare a procesului de respiratie, pentru
plantele de porumb, in cadrul tuturor variantelor experimentale cu procentaje mai ridicate in
variantele M1 si M2.

Observand rolul ASD si a extractului obtinut din ritidoma de molid asupra intensitatii
transpiratiei, prin rezultatelor obfinute, se constata ca la nivelul plantelor de porumb procentajul
de stimulare a intensitatii transpiratiei, pentru toate variantele experimentale este ridicat, in
special in cazul variantei ASD (19%) si M2 (18%).

S-a constatat ca intensitatea respiratiei este mai ridicata in plantele de porumb care au fost
tratate cu extract de molid de concentratie 191 mg GAE/L. Pentru celelalte variante s-au
inregistrat procentaje mai scazute. Putem observa cad eliminarea dioxidului de carbon prin
respiratie este corelatd cu eliminarea apei din plantd, aceste procese fiind mai accentuate la
plantele tratate cu extracte polifenolice obtinute din ritidoma de molid, de concentratii diferite.

In ceea ce priveste continutul in CO, substomatal se constati o crestere semnificativa a
acestuia, comparativ cu martorul, la plantele de porumb din varianta ASD + M1 si M2.
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Fig. 4.5. - Influenta ASD si a extractelor polifenolice in combinatie cu ASD asupra unor
indici fiziologici la plantele de porumb

4.2.3. Influenta apei cu continut redus in deuteriu si a extractului apos obtinut din
ritidoma de molid asupra acumulirii cantitatii de biomasa vegetala in etapa de recoltare

Recolta este determinata de potentialul genetic al fiecarei plante si de factorii de mediu
(radiatia solard, apa, cdldura, elemente nutritive, buruieni, agenti patogeni, daunatori etc.), care
influenteazd manifestarea potentialului genetic intr-o masurd mai mare sau mai micd. Prin
tehnologia de culturd, se urmareste crearea de conditii cat mai favorabile plantelor de cultura, sa
imbunatateasca factorii de mediu si sd-i corecteze atunci cand acestia sunt nefavorabili plantelor
de cultura, astfel incat recolta obtinuta sa fie cat mai apropiata de potentialul genetic obtinut prin
ameliorare (Axinte si colab, 2006).

Recolta se pregateste odata cu luarea deciziei de amplasare a culturii, efectuarea lucrarilor
solului si Infiintarea culturii si se formeaza de-a lungul intregii perioade de vegetatie a plantei
de culturd. Ca atare, o amplasare corectda a culturii, o bund pregatire a solului, o nfiintare in
conditii cat mai bune a culturii i parcurgerea In optimum a tuturor fazelor de vegetatie sunt
premize pentru obtinerea unei recolte cat mai mari. Orice factor de stres din perioada de
vegetatie influenteaza negativ nivelul productiei (Ion, 2010).

Prin tehnologia de culturd, se urmareste optimizarea factorilor de mediu care influenteaza
cresterea si dezvoltarea plantei de cultura, respectiv urmareste sa asigure cantitatile necesare de
apd si elemente nutritive, sd combatd buruienile si sa protejeze plantele impotriva bolilor si
daunatorilor. In experimentul de fatid s-a urmdirit imbunitatirea recoltei prin aplicarea unor
substante naturale cu efect bioregulator asupra planelor de cultura.

Elementele productivitatii urmarite sunt elementele care contribuie la formarea productiei
(formarea recoltei), acestea fiind urmatoarele:

- numirul de plante/m” ce rezultd din densitatea la semanat si facultatea germinativa (cap.
4.1.).

- numarul de flori sau inflorescente/planta (cap. 4.2.);

- biomasa acumulatd in seminte (cap. 4.2.3.);

- biomasa acumulata in fiecare organ vegetativ (cap. 4.3.3).

La nivelul plantelor de porumb sporirea acumuldrii biomasei In organele vegetative §i
seminte s-a realizat in procentaje ridicate pentru toate variantele experimentale (Fig. 4.16.).
Astfel, plantele care s-au dezvoltat sub influenta extractului polifenolic obtinut din coaja de
molid (M2 — 130 mg GAE/L) au acumulat o cantitate de biomasa considerabila in toate organele
vegetative, cu procentajul cel mai ridicat in radacina (160,33%) si tulpina (149, 21%). Biomasa
acumulata in seminte Tnregistreaza un spor de 89,52% comparativ cu martorul. La o concentratie
mai mare a extractului polifenolic (M1 - 191 mg GAE/L) procentajele de stimulare sunt
nesemnificative, apropiate de valorile martorului. In schimb la finalul ciclului ontogenetic al



plantelor, din cadrul variantei M1, nu se mai inregistreazd efectul de inhibare a cresterii in
lungime si acumularii de biomasa, observat 1n faza de Inflorire.
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Fig. 4.16. - Influenta ASD si a extractului apos din ritidoma de molid in combinatie cu
ASD asupra acumularii de biomasa la porumb

Apa cu continut scazut in deuteriu, determind cel mai ridicat grad de stimulare pentru
acumularea biomasei in radacinile de porumb (182%). La nivelul celorlalte organe vegetative si
la nivelul semintelor, procentajele de stimulare sunt ridicate, insa nu ca in cazul variantei ASD +
M1 unde gradul de stimulare a acumuldrii biomasei este evident mai ridicat.

Capitolul 5 - Stabilirea efectulului unor produse naturale asupra unor culturi de calus
de porumb. In capitolul de fatd s-a urmarit rolul apei saracite in deuteriu si al extractului
polifenolic obtinut din ritidoma de molid asupra unor parametri fiziologici caracteristici unei
culturi de calus si anume: dinamica acumuldrii biomasei proaspete, capacitatea de regenerare a
radacinilor aeriene si adventive si recalusarea radiculara. De asemenea, s-a inregistrat activitatea
unor enzime la nivelul tesutului calusogen, din cele 5 variante experimentale (M, ASD, ASD+M,
M5+2,4D, M5-2,4D).

5.1. Dinamica acumularii biomasei proaspete

Cresterea si acumularea biomasei in calusul de origine radiculara rezultat din plantule de
porumb, a fost monitorizatd intr-o perioada de opt saptdmani cu evaludri la intervale de doua
saptamani (Fig. 5.1.). Se constatd o crestere a biomasei pentru toate variantele experimentale pe
intreaga durata a experimentului, cu o crestere mai ridicata in primele doud saptamani.

Comparand influenta solutiilor testate, constataim ca prin addugarea ASD in mediul de
culturd cantitatea de biomasa va fi mai ridicatd cu pana la 95% in primele 2 saptamani,
comparativ cu martorul. Prin combinarea acesteia cu extractul obtinut din ritidoma de molid de
concentratie 96 mgGAE/L (raport 1:1), stimularea acumuldrii de biomasa se pdstreaza, nsa
procentajul de stimulare va fi putin mai scdzut.

In acord cu datele din literatura (Dods si Roberts, 1985) calusul odati initiat are capacitatea
de a sintetiza singur fitohormoni de tip auxind sau citochinina. Prin concluziile unor autori
(Simionescu si colab., 1991) se constata ca actiunea bioregulatorilor de crestere, introdusi in
mediul de crestere este combinata cu capacitatea tesutului vegetal de a sintetiza hormoni. Avand
in vedere aceste observatii s-a constatat ca tesutul calusogen care s-a dezvoltat in mediul de
culturd ce continea extractul apos obtinut din ritidoma de molid, a acumulat o cantitate de
biomasa mai ridicatd (9-51%) comparativ cu martorul. Se constatd cd in primele doud saptamani
cantitatea de biomasa este mai ridicata 1n variantele unde mediul de cultura a fost suplimentat, pe
langa extractul polifenolic, cu 2,4 D. La inregistrarile efectuate ulterior s-a observat ca biomasa
umeda a fost mai mare in variantele in care lipseste 2,4D. Astfel, exista probabilitatea ca 2,4 D sa
fie metabolizat in primele zile, iar compusii polifenolici prezenti in extractul obtinut din ritidoma
de molid sa fie metabolizati ulterior, avand rolul unor fitohormoni.
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Fig. 5.1. - Influenta ASD si a extractului polifenolic obtinut din ritidoma de
molid asupra acumuldrii biomasei proaspete in calusul de porumb

5.1.2. Capacitatea de regenerare a radacinilor aeriene si adventive

Analizand procesul de formare a radacinilor adventive (Fig. 5.2.) constatdm ca situatia este
putin diferita. Pentru toate variantele experimentale se constata o crestere a numarului radacinilor
adventive direct proportional cu timpul. Astfel se observa cd adaugarea ASD in mediul de
cultura va declansa formarea unui numar mai mare de radacini adventive comparativ cu martorul
(Fig. 5.2.) dar mult mai scazut comparativ cu celelalte variante. Atunci cand in mediul de cultura
este adaugat si extractul de molid, numarul radacinilor adventive este mai ridicat (ASD+M) (Fig.
5.4.). Numarul cel mai ridicat de radacini adventive s-a inregistrat la probele din varianta
M5+2,4D (Fig. 5.5., 5.6., 5.7.). Aceasta observatie atrage atentia asupra extractului polifenolic
adaugat in mediul de cultura, care, impreuna cu 2,4 D, poate avea un rol important in rizogeneza
la porumb. Trebuie subliniatd diferenta de numar a radacinilor adventive, datd de adaugarea 2,4
D in mediul de cultura in care apa a fost substituita de extractul polifenolic.
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Fig. 5.2. - Influenta ASD si a extractului Fig. 5.3. - Influenta ASD si a extractului
polifenolic obtinut din ritidoma de molid asupra polifenolic obtinut din ritidoma de molid asupra
numarului de radacini adventive numarului de radacini adventive aeriene

Urmarind aparitia si evolutia radacinilor adventive aeriene (Fig. 5.3.) constatdm ca acestea
apar dupa primele doud saptamani de la inoculare. O buna dezvoltare a acestora s-a inregistrat la
probele din variantele ASD (Fig. 5.9.) si ASD+M (Fig. 5.4.). De asemenea un numar mai ridicat
decat la martor (Fig. 5.8.) se inregistreaza pentru radacinile aeriene din varianta M5+2,4D (Fig.
5.6. si 5.7.), procentajul de stimulare scazdnd semnificativ in varianta M5-2,4 D. Aceste
observatii pot duce la concluzia cd mediul de culturd in care se gaseste ca hormon 2,4D,
suplimentat cu ASD sau extract polifenolic, reprezinta un cadru propice pentru dediferentierea
celulara, in cazul de fatd pentru rizogeneza.



Fig. 5.4. - Formarea radacinilor adventive Fig. 5.5. - Formarea radacinilor adventive

(ASD+M la 2 saptamani de la inoculare) aeriene (M5+2,4D la 6 sdptdmani de la
inoculare)
Fig. 5.6 - Formarea radacinilor adventive Fig. 5.7 - Formarea radacinilor adventive si
aeriene (M5+2,4 D la 4 saptamani de la aeriene (M5+2,4 D la 6 saptamani de la
inoculare) inoculare)
Fig. 5.8. - Formarea radacinilor adventive Fig. 5.9. - Fenomenul de recalusare in varianta
(Martor la 4 sdptamani de la inoculare) ASD la 4 saptamani de la inoculare
Fig. 5.10. - Fenomenul de recalusare in proba 1 Fig. 5.11. - Fenomenul de recalusare in proba
din varianta ASD la 6 sdptamani de la inoculare 1 din varianta ASD la 8 saptdmani de la

inoculare



Fig. 5.12. - Fenomenul de recalusare in proba 2 Fig. 5.13. - Fenomenul de recalusare in proba 2
din varianta ASD la 6 sdptamani de la din varianta ASD la 6 sdptamani de la
inoculare inoculare

5.1.3. Recalusarea (calusogeneza) radiculara

Dupa 4 - 6 saptamani de la aparitia radacinilor adventive s-a Inregistrat fenomenul de
calusogeneza radicularad (Fig. 5.14.). Astfel, la nivelul radacinilor adventive s-a format un calus
friabil galbui, alcatuit din celule parenchimatice (Fig. 5.9., 5.10., 5.12.). Acest proces de
calusogeneza a fost observat doar in variantele experimentale ASD (Fig. 5.9., 5.10., 5.11., 5.12.,
5.13.) si ASD + M (Fig. 5.15.). In probele martor nu s-a inregistrat fenomenul de calusare nici
dupa opt saptdmani de la initierea culturii. Putem constata astfel ca apa cu continut scazut in
deuteriu si extractul polifenolic obtinut din ritidoma de molid au un rol important n procesul de
calusogenezd. De asemenea, constatam si influenta 2,4 D, deoarece in varianta unde acesta
lipseste procesul de calusogeneza este mult mai diminuat.
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Fig. 5.14. - Recalusarea radiculara la calusul de Fig. 5.15. - Fenomenul de recalusare in varianta
porumb In variantele experimentale ASD+M la 6 sdptamani de la inoculare

5.1.5. Determinarea continutului total in polifenoli din culturile de calus de porumb
influentate chimic. Deoarece numeroase cercetari au fost dedicate producerii de compusi utili
prin culturi de tesuturi vegetale, Tnregistrandu-se progrese tehnologice remarcabile, in studiul de
fatd s-a urmarit efectul solutiilor testate asupra capacitdtii de sintetizare a compusilor
polifenolici. Studiile bazate pe culturi de celule si tesuturi desfasurate la nivel fundamental pot fi
extinse si sub forma cercetarilor aplicative care utilizeaza culturi la scard largd, industriala,
pentru producerea comerciala a metabolitilor secundari.

extract polifenolic obtinut din ritidoma de molid au determinat o stimulare a sintezei de compusi
polifenolici cu peste 22%, comparativ cu martorul (Fig. 5.19.). De asemenea, s-a constatat ca



adaugarea extractului polifenolic obtinut din ritidoma de molid cu concentratia 130 mg GAE/L
produce o crestere a continutului total de polifenoli din celulele calusogene cu un procentaj de
16%, comparativ cu martorul.
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Fig. 5.19. - Variatia continutului total al polifenolilor la nivelul
celulelor calusogene 1n functie de conditiile de cultivare

5.2. Influenta unor produse naturale asupra dezvoltarii explantelor de
Lavandula angustifolia Mill.

Avand in vedere importanta lavandei in diferite domenii din viata omului, in studiul de fata
s-a urmarit influenta unor produse naturale, cu posibila actiune bioregulatoare, asupra unor
explante tulpinale de lavanda. Aceste explante au fost inoculate, in vitro, pe medii nutritive MS.
In aceste medii au fost adiugate extractele polifenolice, analizate in aceastd lucrare (ASD,
ASD+M1, M1, M2, P1, P2) si evaluatd influenta lor asupra explantelor tulpinale de lavanda.
Rezultatele obtinute au fost comparate cu cele obtinute pentru variantele control, unde s-a utilizat
mediu de culturd MS standard.

5.2.1. Influenta produselor testate asupra fenomenului de lastarire, numarului

de frunze formate si alungire

Astfel, observatiile efectuate la intervalele prestabilite, asupra explantelor tulpinale din
probele martor, au relevat absenta cresterii si dezvoltdrii (oricarei reactii) culminiand cu
necrozarea partiala a explantului la 30 de zile de la inoculare (Tabel 5.1., Fig. 5. 21.)

La varianta ASD s-a inregistrat debutul unui proces de lastarire multipla dupa 10 zile de la
inoculare, asociat cu o usoara crestere a numarului de frunze nou formate. In schimb, la varianta
ASD + M1 nu s-au inregistrat diferente semnificative In evolutia si dezvolatarea explantului
initial.

Tabel 5. 1. - Influenta extractelor utilizate asupra numarului
de frunze formate

Zile 0 5 10 20 30
Varianta
Martor 17 17 19 19 20
ASD 34 34 34 36 38
ASD+M1 30 31 31 34 36
M1 50 54 56 58 62
M2 54 59 72 81 84
P1 44 52 62 68 72
P2 35 40 46 48 52




La explantele meristematice ce s-au dezvoltat pe mediul suplimentat cu extract polifenolic
obtinut din coaja de molid (M2) s-a constatat stimularea cresterii si alungirii lastarului dupa 5
zile de la inoculare, proces care a continuat spectaculos prin alungirea tijei principale impreuna
cu formarea unor noi frunze (Fig. 5. 22., Fig. 5. 23.). De asemenea, se constatd Tn cazul acestei
variante o lastarire multipla (Fig. 5. 24.). Varianta M1 se manifesta similar probei anterioare in
ceea ce priveste alungirea tijei principale. Totusi se observa o diferenta ce consta in numarul de
frunze formate, care este mai mic in cazul variantei mentionate.
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Fig. 5. 21. - Influenta extractelor utilizate asupra numarului de
frunze formate

Fig. 5. 22. - Aspect privind capacitatea de alungire a tijei ~ Fig. 5. 23. - Aspect privind capacitatea de alungire a tijei
tulpinale (Varianta M2 — ziua 5) tulpinale (Varianta M2 — ziua 30)

Fig. 5. 24. - Aspect privind capacitatea de regenerare a Fig. 5. 25. - Aspect privind capacitatea de regenerare a
unor lastari (Varianta M2) unor lastari (Varianta P1)



Atunci cand mediul de crestere a fost suplimentat cu extract apos obtinut din puzderiile de
canepa (P1) se constata o frecventa ridicatd a numarului de frunze formate dupa 5 zile de la
inoculare, proces care cunoaste o usoarda diminuare dupd 20 de zile. Frecventa ridicatda a
frunzelor nou formate este asociata si cu aparitia de noi lastari dupa 10 zile de la inoculare (Fig.
5.25.). In cazul variantei P2 se constati o crestere progresiva a tijei principale insotitd de aparitia
de noi frunze, preponderent in intervalul 5 - 10 zile de la inoculare. Dupa 10 zile de la inoculare
se observa procesul de lastarire in cazul unei probe din varianta P2.

In capitolul 6 — “Activitatea unor sisteme enzimatice implicate in metabolismul
plantelor de porumb ce s-au dezvoltat in prezenta unor produse naturale” - s-a urmarit
rolul apei sdracite in deuteriu, al extractului polifenolic obtinut din ritidoma de molid si puzderii
de canepa, asupra activitatii unor enzime implicate in metabolismul plantei de porumb (Zea mays
L.). Astfel, s-a evaluat activitatea peroxidazei, catalazei si superoxid-dismutazei la nivelul
frunzelor si radacinilor de porumb.

Prin dozarea activitatii enzimatice a peroxidazei, Tn radacinile plantelor de porumb,
constatdm ca aceasta este redusa in prezenta apei cu continut scazut in deuteriu cu pana la 21%
comparativ cu martorul (Fig. 6.2.). O reducere a activitatii peroxidazei se inregistreaza si in
variantele unde in mediul de crestere s-a adaugat ASD 1n combinatie cu extract obtinut din
ritidoma de molid sau in cazul extractului de molid cu concentratia 191 mg GAE/L (M1).

O crestere redusda a activitatii enzimatice a peroxidazei in radacinile de porumb, s-a
inregistrat pentru varianta M2.

1 00 O Radacini

90 B Frunze
80 e

70 1 B
60 1+
50 +
40 1
30 1
20 1
10 1+

H

10 ¢ uM o-dianisidin:

T

Martor ASD ASD+Ml1 M2 M1

Fig. 6.2. - Variatia activitatii peroxidazei la nivelul radacinilor
si frunzelor de porumb 1n functie de conditiile de crestere

In ceea ce priveste activitatea enzimatica a peroxidazei in frunzele de porumb, se constati o
reducere a acesteia comparativ cu raddcinile in toate variantele analizate. Comparativ cu
martorul se inregistreaza o crestere a activitdtii peroxidazei (peste 10%) in frunzele plantelor de
porumb ce s-au dezvoltat Tn prezenta apei cu continut scdzut in deuteriu in amestec cu extractul
polifenolic obtinut din ritidoma de molid. Pentru celelalte variante nu s-au Inregistrat diferente
semnificative, comparativ cu martorul.

Capitolul 7 — ”Aspecte histo — anatomice ale plantulelor de porumb (Zea mays L.)
dezvoltate sub actiunea unor produse naturale”. Pentru a evidentia efectul extractelor
polifenolice si a apei sdracite in deuteriu s-au urmadrit unele aspecte histo - anatomice din
structura interna a plantulelor de porumb. In acest capitol sunt prezentate elementele histo -
anatomice pentru fiecare varianta experimentala, urmarind structura internd pentru raddcina
principald, radacinile adventive, mezocotil, epicotil si frunza. In cele ce urmeaza vor fi
prezentate elementele histo - anatomice pentru variantele in care s-a addugat extract polifenolic
obtinut din coaja de molid si puzderii de canepa.



7.4. Aspecte histo-anatomice la nivelul plantelor de porumb dezvoltate in prezenta
extractului apos obtinut din coaja de molid

La nivelul radacinii (varianta M2 — 130 mg/L) perii absorbanti sunt mai mari si mai scurti
comparativ cu martorul (Fig. 7.19.a). Exoderma este deja schitatd, formata din celule mult mai
mari decat cele rizodermice, dar cu peretii abia in curs de suberificare. Cavitdtile aerifere din
parenchimul cortical ori lipsesc, ori sunt in curs de edificare. Endoderma are cele mai multe
celule in stadiul primar (cu ingrosarile Caspary) putine din ele prezentind si peretele intern
ingrosat (Fig. 7.19.b). Numarul de fascicule conducatoare este mai mare, comparativ cu martorul
(17 de lemn, 17 de liber), ca si numarul vaselor centrale de metaxilem (6). Parenchimul din jurul
vaselor centrale de metaxilem este moderat sclerificat si lignificat.

La o concentratie mai mare a extractului (varianta M1 — 195 mg/L) s-a observat ca perii
absorbanti sunt foarte rari, exoderma are celule cu peretii slab suberificati, iar parenchimul
cortical prezintd cavitdti aerifere. Endoderma este de tip tertiar, celulele prezinta atat peretii
radiari, cat mai ales cei interni mai ingrosati decat ceilalti si partial lignificati. Numarul
fasciculelor de lemn, ca si cel al fasciculelor de liber este 15 ca si in cazul martorului, iar
numadrul vaselor centrale de metaxilem este egal cu cel observat la varianta M2. Procesul de
lignificare este mai intens, att la nivelul vaselor de lemn cat si la nivelul parenchimului dintre
vasele centrale de metaxilem. Pe unele sectiuni s-a observat si formarea de radacini laterale pe
cale endogena.

Raddcinile adventive (Fig. 7.20.a) prezintd peri absorbanti, care sunt foarte rari. Cavitatile
aerifere din parenchimul cortical sunt mari si numeroase adesea unele langa altele ori separate
doar de un sir radiar de celule parenchimatice. Numadrul fasciculelor conducatoare este mai mic
(10). Endoderma se afld in stadiul primar iar periciclu are celulele cu peretii putin Ingrosati (Fig.
7.20.b).

La o concentratie mai ridicata a extractului aplicat (195 mg/L) perii absorbanti sunt foarte
rari sau lipsesc. Exoderma este moderat suberificata iar cavitdtile aerifere din parenchimul
cortical sunt mai rare, mai mici si de orientare diferitd. Numadrul fasciculelor conducatoare este
constant. Vasele centrale de metaxilem nu mai sunt dispuse pe un cerc, ci trei sunt grupate si
unul este separat, cu parenchimul dintre ele moderat lignificat.

La nivelul mezocotilului (Fig. 7.21.) parenchimul cortical este lipsit de cavitdti aerifere.
Vasele de xilem caracteristice raddcinii au o dispozitie foarte neregulata iar numarul fasciculelor
libero-lemnoase caracteristice tulpinii este mai mic. La o concentratie mai ridicatd a extractului
(195 mg/L) in parenchimul cortical se schiteazd cateva cavitati aerifere iar fasciculele
conducatoare libero-lemnoase au o dispozitie mai regulata si sunt de marime diferita, ca si cele
caracteristice raddcinii.

Partile laterale ale coleoptilului (Fig. 7.22.a si b) sunt mult mai subtiri (uneori reduse la
cele doud epiderme si un strat de celule clorenchimatice). Cele doua fascicule conducatoare sunt
tipic colateral inchise (liberul fiind inconjurat doar partial de vasele lemnoase). Cavitatile
aerifere din mezofil sunt 1n curs de formare. La concentratia de 195 mg/L grosimea coleoptilului
la cei 2 poli ai sectiunii este cu putin mai mare decét pe partile laterale. Cavitatile aerifere din
mezofil lipsesc, iar cele doua fascicule conducatoare au structurd asemanatoare cu cele de la
varianta M2, totdeauna liberul fiind mai abundent decét lemnul.
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Fig. 7.19. — Structura internd a radacinii principale (M2) a — aspect general, b — detaliu (maduva, cilindrul central,
scoarta, rizoderma)
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Fig. 7.20. — Structura interna a radacinii adventive (M2), a — aspect general, b — cilindrul central si scoarta cu
cavitatile aerifere.
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Fig. 7.21. — Structura interna a mezocotilului (M2), a — aspect general, b — cilindrul central
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Fig. 7.22. — Structura interna a coleoptilului (M2), a — aspect general, b — fascicul conducétor
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Fig. 7.23. — Structura internd a limbului (M2), a — aspect general, b — fascicule conducétoare

La nivelul frunzei numarul fasciculelor conducdtoare este mult mai mare comparativ cu
martorul, fasciculele cele mai groase sprijinindu-se de cele doud epiderme prin intermediul unor
stalpi de sclerenchim formati din celule cu peretii moderat Ingrosati, dar nelignificati inca (Fig.
7.23.a si b). La aceastd variantd se distinge clar nervura mediand ce proemind usor la fata
inferioard a limbului, are mai mult mezofil cu parenchim incolor la fata superioard si parenchim
usor sclerificat la fata inferioara. Fasciculul conducator al nervurii mediane este mai mare (mai
gros) dar fard o teacd perifasciculara completd; in structura sa vasele lemnoase au peretii vizibil
ingrosati si lignificati. Fatd de martor la aceastd variantd se observd deja grupe de celule
buliforme la nivelul epidermei superioare. La o concentratie mai ridicata a extractului aplicat nu
se Inregistreazd diferente majore.

7.5. Aspecte histo-anatomice la nivelul plantelor de porumb dezvoltate in prezenta
extractului apos obtinut din puzderiile de canepa

Rizoderma, de la nivelul radacinii principale (Fig. 7.24.), prezintd numerosi peri
absorbanti lungi si flexuosi. Exoderma este abia schitatd, avand celule mai mari decat cele
endodermice. In parenchimul cortical sunt numeroase cavititi aerifere, de marime diferita si
vizibil alungite radiar, endoderma fiind de tip primar. Numarul vaselor centrale este mai mare
(8), toate fiind inconjurate de un parenchim nesclerificat si nelignificat. Parenchimul medular
este vizibil mai redus decat la martor si varianta M 1.

La o concentratie mai ridicatd (233 mg /L) se observa (Fig. 7.25.) cd endoderma este in
stadiul de tranzitie de la tipul primar la cel tertiar, numarul fasciculelor conducatoare fiind mai



mic (14 lemn, 14 liber), iar cel al vaselor centrale de metaxilem este de 6, toate Tnconjurate de
cate un strat de celule parenchimatice lignificate.

Raiddcinile adventive (Fig. 7.26.) prezintd peri absorbanti frecventi si lungi cu exoderma
abia schitatd, celulele ei avand peretii celulozici si endoderma este de tip primar. Cavitatile
aerifere din parenchimul cortical sunt numeroase, multe alaturate, altele separate de catre un sir
radiar de celule parenchimatice cu un periciclu moderat sclerificat. Numarul fasciculelor
conducatoare este mai mare (14), iar vasele centrale de metaxilem (5) sunt dispuse pe un cerc. La
o concentratie mai ridicatd (233 mg/L) perii absorbanti sunt mai putin frecventi iar exoderma
este nesuberificata. Parenchimul cortical cuprinde multe cavitdti aerifere iar endoderma este de
tip primar. Numarul fasciculelor conducatoare este mai mare, comparativ cu martorul (13 de
lemn, 13 de liber) ca si cel al vaselor centrale de metaxilem (6) inconjurate fiecare de un strat de
celule parenchimatic lignificate.

Mezocotilul prezinta celule epidermice cu peretele vizibil ingrosat si acoperit de cuticuld,
iar stratul hipodermic este moderat colenchimatizat (Fig. 7.27.). Endoderma este de tip primar iar
vasele lemnoase au diametrul mai mic decat la martor (Fig. 7.28.). De regula, alterneaza
fascicule sau grupe de fascicule libero-lemnoase cu siruri radiare de vase xilemice de tip
radicular (Fig. 7.29.). La o concentratie mai ridicata In parenchimul cortical sunt vizibile cavitati
aerifere in curs de edificare iar endoderma este de tip tertiar. Cele mai multe vase de metaxilem
radicular se afla adanc infipte in parenchimul medular fatd de fasciculele libero-lemnoase aflate
in contact direct cu periciclul. Toate vasele de xilem au peretii intens lignificati.

Coleoptilul (Fig. 7.30.) are mezofilul de la cei doi poli mult mai gros decat pe partile
laterale, unde este redus adesea doar la cele doua epiderme. Cavitatile aerifere din mezofil
lipsesc iar fasciculele conducatoare au mai mult o forma de semilund, lemnul inconjurand in
buni parte liberul. in ambele fascicule lemnul este mai putin dezvoltat comparativ cu martorul
(Fig. 7.31.). La o concentratie mai ridicata, conturul sectiunii transversale este eliptic circular,
mezofilul de la cei doi poli fiind putin mai gros decat cel de pe flancuri. Celulele epidermei
exterioare sunt vizibil alungite radiar si sunt mult mai mari decat cele ale epidermei interioare.
Cavitatile aerifere din mezofil lipsesc. Cele doud fascicule libero-lemnoase au liberul Tnconjurat
in cea mai mare parte de vase lemnoase.

Frunza (Fig. 7.32. si Fig. 7.33.) are stomate cu camere suprastomatice mai putin adanci,
celulele buliforme fiind deja edificate in epiderma superioard. Celulele din mezofilul hipodermic
sunt usor alungite radiar pe ambele fete ale limbului foliar. Spre marginea limbului mezofilul se
reduce la 2-3 straturi de celule, iar la margine sunt vizibile doar cele 2 epiderme. La o
concentratie mai ridicatd mezofilul hipodermic are doar celule usor alungite radiar.
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Fig. 7.24. — Structura interna a radacinii principale Fig. 7.25. — Structura interna a radacinii principale
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Fig. 7.26. — Structura internd a radacinii adventive
(P2)

Fig. 7.28. — Cilindrul central din structura interna a
mezocotilului (P2)

Fig. 7.30. — Structura internd a coleoptilului (P2)
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Fig. 7.32. — Structura interna a limbului (P2)
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Fig. 7.27. — Structura interna a mezocotilului (P2)

Fig. 7.29. — Vase conducatoare din structura
interna a mezocotilului (P2)

Fig. 7.31. — Fascicul conducator din structura
internd a coleoptilului (P2)
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Fig. 7.33. — Fascicule conducatoare din structura
interna a limbului (P2)



In capitolul 8 - Efectele citogenetice ale tratamentului cu compusi polifenolici naturali
cu structura aromatica la plantele de porumb (Zea mays 1.) - avand in vedere efectele
pozitive al extractelor obtinute din plante, s-au urmarit efectele citogenetice ale tratamentului cu
compusi polifenolici naturali cu structurd aromatica la plantele de porumb (Zea mays L.),
prezenti in extractele apoase utilizate.

8.1.1. Indicele mitotic si frecventa fazelor diviziunii mitotice

Unul dintre cele mai importante elemente de estimare a supravietuirii celulare, precum si a
citotoxicitatii exercitate de unii agenti xenobiotici, il constituie stabilirea indicelui mitotic, definit
ca procentul dintre numarul celulelor aflate in diviziune si numarul total de celule analizate.

In cazul folosirii extractului din coaja de molid si puzderii de cAnepa frecventa celulelor in
mitoza este superioard celei de la control, maximul acestui parametru semnalandu-se la varianta
M2 (18, 25%), evidentiindu-se un usor efect mitogen (Figura 8.1., Tabelul 8.1.).

Yang-Yan si colab., 2010, au studiat actiunea unor extracte apoase de Trifolium repens
asupra celulelor radiculare de Vicia faba si au observat cresteri ale indicelui mitotic la
concentratii mici si scaderi ale acestui parametru la concentratii mari ale extractului, date

conforme cu cele obtinute de noi.
Tabel 8.1. - Frecventa celulelor in interfaza si diviziune din apexul radicular de Zea mays L., sub
influenta extractului apos din coaja de molid si puzderii de canepa

Total celule analizate Total celule in diviziune Total celule in interfazi
Varianta
Nr. Nr. % Nr. %
(
Control 2150 1955 10.94 235 89,06
ASD 2033 1782 12.35 251 87,65
ASD+M1 1908 1665 12.74 243 87,26
M1 2133 1928 9.62 205 90,38
M2 2329 1904 18.25 425 81,75
P1 2329 2054 11.81 275 88,19
P2 2083 1712 17.82 355 82,18

La variantele experimentale, repartizarea procentuald a celor patru faze ale diviziunii
mitotice este asemandtoare cu cea de la control, n sensul cd, ponderea majoritard o au celulele
aflate in profaza, iar metafazele, anafazele si telofazele realizeaza un pattern asemanator (Fig. 8.
2., Tabel 8.2.). La variantele M2 si P2, unde indicele mitotic are valoarea cea mai mare,
concomitent cresterii frecventei celulelor aflate in profaza, se inregistreaza o acumulare a
anafazelor si telofazelor, fenomen ce poate fi atribuit intarzierii clivajului longitudinal al
cromozomilor si a migrarii acestora spre cei doi poli.
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Fig. 8.1. - Variatia indicelui mitotic 1n celulele din apexul radicular de porumb
sub influenta solutiilor testate



Tabel 8.2. - Frecventa celulelor in diviziunea mitotica din apexul radicular de Zea mays L., sub
influenta extractului apos din coaja de molid si puzderii de canepa

. Total celule in Total celule in Total celule in Total celule Total celule in
Varianta e . . < < A < <
diviziune profaza metafaza in anafaza telofaza
Nr. % Nr. % Nr. % Nr. % Nr. %

Control 235 112 56 27 40

10,94 5,21 2,6 1,25 1,86
251 12 1 4 4

ASD > 12,35 3 6,05 > 2,5 3 1,67 3 2,11

ASD+M1 243 128 44 32 39
12,74 6,71 2,3 1,67 2,04

M1 205 89 32 33 49
9,62 4,17 1,5 1,54 2,29

M2 425 228 65 55 79
18,25 9,79 2,8 2,36 3,39

P1 275 102 59 47 67
11,81 4,38 2,5 2,01 2,87

P2 355 202 56 42 55
17,82 10,13 2,8 2,11 2,76
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Fig. 8.2. - Frecventa fazelor diviziunii mitotice in celulele din apexul radicular de porumb
sub influenta solutiilor testate

In imaginile ce urmeaza (Fig. 8.3. — 8.11.) sunt evidentiate aspecte ale celulelor aflate in
diferiite faze ale diviziunii. Imaginile sunt prezentate selectiv pentru variantele experimentale
luate in studiu.



Fig. 8.3. - Metafaza Fig. 8.4. - Profaza (martor) Fig. 8.5. - Anafaza cu fragmente

(ASD + M1) M1)
Fig. 8.6. - Celule in interfaza (M2) Fig. 8.7. - Telofaza (P2) Fig. 8.8. - Metafaza (ASD)
Fig.8.9. - Aspect al cormozomilor in Fig. 8.10. - Ana-telofaza (M2) Fig. 8.11. - Ana-telofaza cu
pro-metafaza (martor) cromozomi expulzati (M1)

8.1.2. Frecventa celulelor cu aberatii

Pentru stabilirea modului de afectare a desfasurarii procesului de diviziune, determinarea
principalelor tipuri de aberatii si a frecvenfei acestora constituie un alt obiectiv al studiului
nostru, stiut fiind faptul ca orice agent, fizic sau chimic, poate exercita un efect clastogen (este
capabil sa produca rupturi cromozomiale) sau turbagen (termen propus de Brggger - citat de
Grant, 1978), adica are capacitatea de a induce dereglari mitotice sau meiotice, fara afectarea
directda a ADN-ului.



Tabel 8.3. - Frecventa celulelor cu aberatii in interfaza si diviziune din apexul radicular de Zea mays L.,
sub influenta extractului apos din coaja de molid si puzderii de cinepa
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Fig. 8.12. - Frecventa celulelor cu aberatii ana-telofazice din apexul radicular de porumb
sub influenta solutiilor testate

In cazul aberatiilor ana - telofazice la variantele M1 si P1 se inregistreaza un maximum al
acestora (Fig. 8.12., Tabel 8.3.). Prezenta aberatiilor din diviziune se coreleaza cu acumularea
unui numdr mare de celule aflate Tn anafaza si telofaza. Cresterea procentajului de celule cu
aberatii este acompaniatad de largirea gamei acestora. Astfel, la control predomina puntile simple
si multiple si cromozomii intirziati sau expulzati. In cazul variantelor de tratament o pondere
insemnatd o au ana-telofazele (A-T) cu punti, cu cromozomi intarziati, precum si aberatiilor
complexe de tipul: A-T+punti+cromozomi intarziati si/sau expulzati, A-T multipolare + punti

(Fig. 8.13., Tabel 8.4.).

Tabel 8.4. - Frecventa tipurilor de aberatii ana-telofazice din apexul radicular de Zea mays L.,
sub influenta extractului apos din coaja de molid si puzderii de cAnepa

Total celule in Celule normale in Total celule in Aberatii in ana -
Varianta interfaza interfaza diviziune telofaze
Nr. Nr. % Nr. % Nr. %
Control 1955 1955 100 235 10,94 3 0,14
ASD 1782 1782 100 251 12,35 9 0,44
ASD+M1 1665 1665 100 243 12,74 8 0,42
M1 1928 1928 100 205 9,62 29 1,36
M2 1904 1904 100 425 18,25 14 0,61
P1 2054 2054 100 275 11,81 25 1,07
P2 1712 1712 100 355 17,82 18 0,91
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Punti Frag- Crs. Crs. A-T Acu T cu Aberatii
unti & . multi- micro- micro-
mente Intarziati | Expulzati . . complexe
1 n polare nuclei nuclei
% % % % % % % % %
Control 0,013 0,023 0,0000 0,0552 0,0412 0,0000 0,0000 0,0000 0,0116
ASD 0,1780 0,1898 0,0000 0,0237 0,0319 0,0000 0,0000 0,0117 0,0137
ASD+M1 0,1023 0,1016 0,0000 0,0574 0,0000 0,0000 0,0575 0,0000 0,1021
M1 0,1754 0,0287 0,0000 0,1387 0,1315 0,0000 0,0153 0,0247 0,0901
M2 0,4870 0,2551 0,0000 0,2493 0,1435 0,0000 0,0000 0,0000 0,1739
P1 0,1932 0,0687 0,0000 0,2187 0,2041 0,0000 0,0000 0,1217 0,1101
P2 0,3223 0,4146 0,0000 0,1874 0,0000 0,0000 0,0575 0,0598 0,0321
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Fig. 8.13. - Principalele tipuri de aberatii in diviziunea mitotica din apexul radicular de porumb
sub influenta solutiilor testate

Intrucat la variantele M2 si P2 indicele mitotic atinge valori mari, frecventa aberatiilor
este apropiata controlului, deci se poate spune cd, in concentratii mici extractul apos din coaja de
molid/puzderii de canepa are efecte pozitive, care pot fi puse pe seama proprietatilor
antioxidante ale acestuia.

Studiile efectuate ,,in vitro” au dovedit actiunea antioxidanta a unor izoflavone prezente
in extractele de trifoi rosu, si anume, genisteina care inhiba formarea peroxidului de hidrogen si a
anionilor superoxid (Knight si Eden, 1996). In cazul daidzeinei, o altd izoflavond, rezultatele
sunt contradictorii: o serie de studii au indicat proprietdti antioxidante, insd, Tn alte experimente
daidzeina a cauzat un stres oxidativ la nivel celular (R6hrdanz si colab., 2002).

Rezultate asemandtoare au fost obtinute de catre Yang-Yan si colab., 2010, care,
utilizand extracte apoase de trifoi rosu, au constatat intensificari ale ratei aberatiilor in apexul
radicular de Vicia faba, proportional cu cresterea concentratiei extractului. Aberatiile
cromozomiale observate au fost reprezentate de micronuclei, fragmente cromozomiale, punti,
precum si cromozomi Intarziati.

Astfel, aceste observatii au fost inregistrate si In studiul de fatd. La concentratii mai
ridicate ale extractelor utilizate, s-a Tnregistrat un numar mai ridicat al celulelor cu aberatii
cromozomiale comparativ cu cel Tnregistrat la concentratii mai scdzute ale solutiilor testate.

8.2. Determinarea deteriorarii ADN-ului

Pentru a identifica modificarile survenite, la nivelul ADN-ului, in urma tratamentului cu
extracte polifenolice si apa sdracitd in deuteriu, s-a folosit metoda RAPD, obtindndu-se profiluri
caracteristice.

Astfel, s-a realizat amplificarea ADN-ului extras din apexul radicular al plantulelor de
porumb dezvoltate in medii de crestere suplimentate cu extracte apoase polifenolice de
concentratii diferite cat si cu apa saracita in deuteriu. Pentru aceasta s-au folosit doi primeri si
anume: primerul OPB 10 Marker — 100 pb si primerul OPA 2 Marker — 100pb.
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Fig. 8.14. — Electroforegrama amplificatelor prin RAPD, ce arata influenta extractelor polifenolice si
a apei saracite 1n deuteriu, asupra ADN-ului extras din celulele apexului radicular de la porumb
(Primer OPB 10 Marker - 100pb)

Din fig. 8.14 se poate observa ca profilurile sunt modificate, fapt ce ne indicd o interactiune
directd sau indirectd, a polifenolilor cu ADN-ul. Efectul cel mai nociv asupra celulelor din
apexul radicular il reprezinta extractul de molid de concentratie 191 mg/L (M1). Aceste profiluri
prezinta cateva benzi de intensitate slaba si de o lungime maxima de 600 perechi de baze.

Se poate constata, in cazul extractului obtinut din coaja de molid, ca intensitatea benzilor
scade la o concentratie mai ridicata a extractului aplicat plantei. Aceastd observatie poate fi pusa
pe seama aparitiei sau disparitiei locurilor de Tmbinare a primerilor. Daca profilul M2, cand
concentratia compusilor polifenolici este de 130mg/L, nu pare a fi modificat drastic, la cresterea
acesteia (M1 — 191 mg/L) profilul apare mult mai slab, datoritd numarului mare de modificari
survenite in secventa nucleotidica (Fig. 8.15.).
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Fig. 8.15. - Electroforegrama amplificatelor prin RAPD, ce arata influenta extractelor polifenolice si
a apei sardcite in deuteriu, asupra ADN-ului extras din celulele apexului radicular de la porumb
(Primer OPA 2 Marker - 100pb)
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mari modificari in raport cu martorul. Singura diferentd, in cazul amplificarii cu primerul OPB
10 marker — 100 pb (Fig. 8.14.), este cd benzile dintre 300 si 400 pb sunt mai bine identificate
decat la martor. In cazul amplificarii cu primerul OPA 2 Marker — 100 pb (Fig. 8.15), banda
principald din zona 800 pb lipseste la varianta ASD, la martor fiind bine identificata.



In ceea ce priveste influenta extractului obtinut din puzderiile de cinepa, din analiza
electroforegramelor din fig 8.14. si 8.15., se constata ca benzile din P1 au o intensitate mai slaba,
fiind si intr-un numir mai mic, comparativ cu martorul. In schimb benzile din P2 (unde
concentratia extractului aplicat este mai micd) sunt mai numeroase $i au o intensitate mai
ridicata, comparativ cu benzile din C (martor).

De asemenea, prin analiza fig. 8.14. (amplificare cu Primer OPB 10 Marker - 100pb) se
poate observa cd benzile din P1 si din P2, ce depasesc 400 perechi de baze, sunt mai intense si
mai bine delimitate comparativ cu ale martorului. Aceasta observatie s-a constatat si prin
amplificare cu primerul OPA 2 Marker — 100 pb (Fig. 8.15.).

Prin metoda RAPD s-a observat cd efectul generat de extractul din coaja de molid si
puzderii de cinepa in concentratii ridicate este unul de inactivare a ADN-ului. In schimb la
concentratii mai scazute cantitatea de ADN este mai ridicatd, fiind manifestata in
electroforegrame prin benzi mai intense si mai numeroase, comparativ cu ale martorului.

Capitolul 9 - Influenta puzderiilor de cinepa in procese de bioremediere a solurilor
poluate — include rezultate referitoare la influenta puzderiilor de cadnepa in procese de
bioremediere a unor soluri poluate, prelevate din apropierea termocentralei C.E.T. lasi.

9.2.5. Deteminarea concentratiei ionilor metalici

Determinarea concentratiilor ionilor de cupru acumulafi la nivelul diferitelor parti
componente ale plantelor de rapita au evidentiat faptul ca, suplimentarea mediului de crestere cu
puzderii de canepa determind o imbundtatire a procesului de bioacumulare a ionilor metalici
(Fig. 9.12.). Prezenta amendamentelor naturale intr-un mediu poluat induce o stimulare a
procesului de bioacumulare a ionilor metalici in toate variantele experimentale (S11, S22, S33).

Prin determinarea concentratiilor ionilor de plumb acumulati la nivelul diferitelor parti
componente ale plantelor de rapita s-a evidentiat faptul ca, suplimentarea mediului de crestere cu
puzderii de canepa determind o imbunatatire a procesului de bioacumulare a ionilor metalici
pentru variantele S;; st Sy (Fig. 9.13.). In cazul variantei Ss; concentratia ionilor de plumb
acumulati in plantele ce s-au dezvoltat in mediul cu amendamente este mai scdzutd comparartiv
cu Ss.
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Fig. 9.12. - Variatia concentratiei ionilor de cupru la nivelul diferitelor organe vegetative ale plantelor de rapita
cultivate in prezenta amendamentelor naturale
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Fig. 9.13. - Variatia concentratiei ionilor de plumb la nivelul diferitelor organe vegetative ale plantelor de rapita
cultivate in prezenta amendamentelor naturale

In urma determinarii concentratiei ionilor de fier acumulati la nivelul diferitelor parti
componente ale plantelor de rapita s-a evidentiat faptul ca, suplimentarea mediului de crestere cu
puzderii de canepa determind o reducere a procesului de bioacumulare a ionilor metalici pentru
variantele Sy si S33 (Fig. 9.14.). In cazul variantei Sy, concentratia ionilor de fier acumulati in
plantele ce s-au dezvoltat In mediul cu amendamente este mai ridicatd comparartiv cu S;.
Analizand rezultatele obtinute se constata cd in prezenta puzderiilor capacitatea de bioacumulare
in special pentru ionii de cupru si plumb, creste. De asemenea, la nivelul plantelor unde
concentratia de ioni metalici este mai ridicatd se observd o diminuare a proceselor de crestere si
dezvoltare exprimate printr-o scadere a lungimii radacinii si tulpinii sau prin scaderea cantitatii
de biomasa acumulate la nivelul diferitelor elemente ale plantei.
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Fig. 9.14. - Variatia concentratiei ionilor de fier la nivelul diferitelor organe vegetative
ale plantelor de rapita cultivate in prezenta amendamentelor naturale

Prin calcularea factorului de translocare ce reprezintd concentratia ionilor metalici
acumulatd la nivelul partilor superioare ale plantei / concentratia ionilor metalici acumulata la
nivelul radacinei (Sun si colab., 2008) s-a evidentiat faptul ca, prezenta puzderiilor in medii de
crestere contaminate cu ioni de cupru, plumb si fier, determind o reducere a transportului ionilor
metalici cdtre partile superioare ale plantelor pentru variantele S;; si Sy si 0 crestere a acesteia in
cazul variantei S33 (Fig. 9.15.).
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Fig. 9.15. - Variatia factorului de translocare pentru ionii de cupru,
plumb si fier In prezenta amendamentelor naturale

Prin calcularea valorii gradului de recuperare (%) adica a concentratiei ionilor metalici
(Pb, Cu, Fe) in radacini, tulpinite, protofile raportat la concentratia ionilor metalici in mediul de
crestere (Hajiboland, 2005) se constata cd amendamentele, reprezentate de puzderiile de canepa,
determind o Tmbunatatire a recuperarii ionilor metalici din mediul de crestere in cazul variantelor
Si1 st Soo.

O situatie aparte se inregistreazd in cazul variantei S33, unde valoarea gradului de
recuperare a ionilor metalici (Pb, Fe) este mai scazuta comparativ cu valoarea inregistrata pentru
plantele ce s-au dezvoltat in absenta puzderiilor. De asemenea, din graficele prezentate se
constatd ca o recuperare importantd a ionilor metalici se realizeaza la nivelul radacinii (Fig.
9.16.,9.17., 9.18.). In cazul variantei S3; constatim o crestere a valorii de recuperare a ionilor de
Pb si Cu 1n frunze si tulpina.
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Fig. 9.16. - Variatia gradului de recuperare a ionilor de plumb la nivelul
diferitelor organe vegetative ale plantelor de rapita cultivate in prezenta
amendamentelor naturale
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Fig. 9.18. - Variatia gradului de recuperare a ionilor de fier la nivelul diferitelor
organe vegetative ale plantelor de rapita cultivate in prezenta amendamentelor naturale

Capitolul 10 cuprinde discutii asupra unui posibil mecanism de actiune a compusilor
polifenolici in sistemele vegetale

Astfel, testarea polifenolilor in diferite sisteme vegetale a evidentiat capacitatea acestora
de a influenta o serie de procese cum ar fi capacitatea de germinare, diviziunea celulara,
cresterea si dezvoltarea plantelor, asemenea fitohormonilor. De aceea, informatiile obtinute au
condus la ideea propunerii unui mecanism bazat pe elementele dovedite pina in prezent si pentru
a identifica noi directii de investigatie care sa permitd precizari privind functionarea produselor
si pentru a dezvolta aplicatii practice bazate pe elemente fundamentale.

Pana in prezent se cunoaste ca prin intermediul bioregulatorilor se poate actiona in balanta
hormonala, favorizdnd unul dintre procesele metabolice in functie de scopul urmarit. Aceasta
interventie se poate realiza prin fie prin adaosul de bioregulator cu actiune analoagd, fie prin
interventia 1n reactiile biochimice ce duc la formarea sau degradarea unui fitohormon (Fig.
10.1.). De asemenea, prin intermediul bioregulatorilor poate aparea o modificare a mecanismelor
de transport al fitohormonilor de la locul unde se sintetizeaza la locul unde actioneaza.



Rolul si modul de actiune a acestor compusi nu este pe deplin cunoscut. In urma unor studii
s-a constatat cd reducerea procesului de crestere a plantelor graminee (Zea mays, Oryza sativa,
Echinochloa oryzicola), de catre unele flavone este atribuita inhibitiei ligazei 4 — cumarate CoA
(Deng si colab., 2004). Flavonoidele sunt localizate de obicei strategic, in locuri speciale, acolo
unde pot juca un rol important, de semnal sau de protectie. Indiferent de locul in care se gasesc,
acestea prezintd functii benefice, defensive in acea zond. Ca de exemplu, legatura dintre
localizarea acumularii flavonoidelor si activitatea lor este aparent data de flavonoidele
asimilatoare de UV 1n tesuturile de la nivelul epidermei (Treutter, 2006). De asemenea, efectele
inregistrate asupra cresterii plantelor de porumb, ratei fotosintetice, respiratorii si a transpiratiel
cat si asupra biosintezei de pigmenti clorofilieni si carotenoidici totali (Cap. 4) pot fi datorate
prezentei unui anume tip de compus polifenolic din extractul apos testat. De asemenea, aceste
efecte pot fi datorate actiunii sinergice ce se manifesta intre anumiti compusi caracteristici
extractului polifenolic. Dupd cum s-a precizat in capitolul 3, fiecare dintre extractele polifenolice
se caracterizeaza printr-un profil compozitional caracteristic si concentratii specifice. Pentru
elucidarea rolului lor s-a studiat separat actiunea unor compusi individuali semnificativi.
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Fig. 10.1. - Influenta bioregulatorilor asupra principalelor
procese fiziologice din plante (Popa si Volf, 2006)

10.2. Acidul vanilic — stimulator si catehina - inhibitor in cresterea si dezvoltarea
plantelor de porumb (Zea mays L.)

Din datele inregistrate de Stingu (2011), s-a constatat ca acidul vanilic stimuleaza cresterea
plantulelor de porumb cu pana la 45% raportat la nivelul intregii plante analizate. Cele mai
evidente efecte de stimulare au fost observate la nivel radicular. De asemenea, s-a constatat ca
acidul vanilic determind o crestere a cantitatii de biomasa acumulatd cu pana la 15% comparativ
cu martorul.

In ceea ce priveste catehina, se constati cd aceasta are un efect de inhibare asupra cresterii
plantulelor de porumb si acumulirii de biomasi cu pani la 100%. In schimb s-a constatat ci



catehina prezentd in mediul de crestere duce la o crestere a cantitdtii de pigmenti carotenoidici
sintetizati cu peste 100%.

Astfel In ceea ce priveste extractele utilizate (Cap. 3), atat cel obtinut din puzderii de
canepa cat si din coaja de molid, se constata ca au un continut ridicat 1n acid vanilic (96,88 mg
GAE/100g — pentru extractul obtinut din puzderii de canepa si 39,4 mg GAE/100g — pentru
extractul obtinut din coaja de molid) si catehina (52,17 mg GAE/100g — pentru extractul obtinut
din puzderii de canepa si 31 mg GAE/100g — pentru extractul obtinut din coaja de molid).

Atat in extractul obtinut din coaja de molid cat si in cel obtinut din puzderiile de canepa, se
observa ca exista o cantitate ridicata de acid vanilic. Avand in vedere rezultatele obtinute asupra
testarii individuale a unor compusi polifenolici (Stingu, 2011), se poate spune ca efectul de
stimulare asupra cresterii si dezvoltarii plantelor utilizate 1in studiile noastre, poate fi atribuit
acidului vanilic, ce se gaseste intr-o concentratie ridicatd. Astfel, se suplimenteaza continutul in
metaboliti secundari din celuld, ceea ce determind in cele din urma la o mai bund crestere si o
dezvoltare a plantei.

In urma experimentelor efectuate s-a constatat ci extractele cu o concentratie ridicata
induce un efect de inhibare a cresterii si dezvoltdrii plantelor. Avand in vedere studiile realizate
anterior, privind efectul individual al unor compusi polifenolici asupra plantelor (Stingu, 2011),
se poate presupune ca acest efect de inhibare se datoreaza catehinei. Catehina a fost identificata
ca fiind o alelochimicala fitotoxica. In extractele concentrate, cantitatea de catehind este mai
ridicatd, efectul ei de inhibare a cresterii fiind dominant fata de cel al acidului vanilic.

10.3. Cai posibile de actiune a compusilor polifenolici in plante

Tinand seama de rezultatele obtinute din experimentele realizate, privind efectul extractelor
polifenolice in sistemele vegetale, cat si studiul de literatura din acest domeniu, s-a incercat
propunerea unor cii de actiune a compusilor polifenolici in plante, la nivel de celula. In schema
prezentata in figura 10.2., sunt propuse trei cai de actiune a polifenolilor 1n sistemele vegetale:

10.3.1. Influenta compusilor polifenolici asupra aparatului fotosintetic (A)

Procesul de fotosinteza este puternic influentat de factorii externi. Studii recente arata ca
compusii polifenolici au o actiune importantd asupra ratei de asimilare din plante (Barkosky si
colab., 1999). Astfel exista posibilitatea ca unii compusi polifenolici din extractele utilizate sa
actioneze asupra transportului de ioni din celuld, inhiband absorbtia acestora. Inhibarea
absorbtiei de ioni este strins legatd de degradarea membranei celulare, fiind totodata intr-o
stransa corelare cu continutul apei din plantd. (Barkosky si colab., 1999, 2000). Astfel, exista
posibilitatea ca unul din compusii polifenolici din extractele utilizate (posibil catehina) sa inhibe
activitatea ATP- azei din plasmalema, ce are un rol important in mentinerea turgescentei
celulelor (Yu si colab., 2003). Scaderea turgescentei celulare va avea ca efect indirect inhibarea
unor procese metabolice importante din plantd cum ar fi fotosinteza sau respiratia (Cap. 4).
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De asemenea, scaderea ratei de asimilare se poate datora si scaderii conductantei stomatale.
Datorita scaderii turgescentei la nivelul stomatelor, scade conductanta stomatala si implicit se
reduce cantitatea de CO, asimilata. in final scade rata de asimilare, manifestata prin incetinirea
cresterii si acumularii de biomasa.

In studiile noastre s-a constatat ci o concentratie ridicati a extractelor polifenolice va declansa o
scadere a intensitdtii fotosintetice si implicit a acumularii de biomasa (Cap. 4). Aceste efecte pot
fi atribuite actiunii unor compusi polifenolici din extractele utilizate, asupra aparatului
fotosintetic. Deocamdata nu exista suficiente argumente cd@ acesti compusi influenteaza
deschiderea stomatelor. O posibilitate de actiune ar fi aceea ca extractele utilizate ar
puteainfluenta indirect deschiderea stomatelor prin modificarea regimului hidric (Rai si colab.,
2003, Barkosky si colab., 1999)

In concluzie, este incd greu de precizat mecanismul de actiune a compusilor polifenolici din
extractele utilizate, in sistemele vegetale la nivelul aparatului fotosintetic. In general,
alelochimicale pot modifica realtia planta-apa prin distrugerea peretelui celular, inducand stresul
hidric, determinind in final o rata redusa de asimilare a CO,.

10.3.2. Influenta asupra balantei hormonale (B)

In urma rezultatelor obtinute (Cap. 4, 5, 7, 8) s-a constatat faptul ca extractele polifenolice
se comporta ca bioregulatori naturali, putand fi implicati In balanta hormonala. Astfel, privind
rezultatele inregistrate asupra sistemelor vegetale (acumulare de biomsa, alungirea organelor
vegetative, rata de asimilare fotosintetica si de sinteza a pigmentilor fotoasimilatori, dezvoltarea
sistemului radicular, activitatea unor sisteme enzimatice, biosinteza de metaboliti secundari,
indicele mitotic, modificari ale ADN-ului) influentate chimic, se constata o stimulare a cresterii
si dezvoltarii acestora la o concentratie redusa a polifenolilor (91 — 130 mg GAE/L) in extractele
utilizate.

Acest efect poate fi atribuit fie actiunii individuale a unui compus prezent in extracte, fie
sinergismului stabilit intre mai multi compusi polifenolici.

Studiile realizate in decursul timpului de colectivul condus de prof. dr. ing. Valentin I.
Popa, au evidentiat rolul unor compusi naturali cu structura aromatica, de tipul polifenolilor, Tn
procesele fiziologice ale plantelor. Astfel, in urma acestor studii s-a emis ipoteza cd compusii
polifenolici, aplicati plantelor sub forma de extracte apoase, au un efect auxinic. In concentratii
scazute se manifesta prin stimularea cresterii si dezvoltdrii plantei, iar in concentratii ridicate
inhiba cresterea si dezvoltarea plantei.

Se pare ca cele mai eficiente si accesibile cdi de a actiona in balanta hormonala a plantelor
prin intermediul bioregulatorilor sunt cele legate de biosinteza hormonilor si adaosul de
bioregulatori naturali sau sintetici, care pot avea actiuni analoage, sinergice sau de antagonism cu
cele ale bioregulatorilor naturali (Haddock, 2000).

In figura 10.3. este reprezentat un posibil model de actiune a polifenolilor la nivel celular.
Existad posibilitatea ca unii dintre compusi aromatici ce ajung la nivelul membranei celulare sa
patrunda la nivel intracelular unde pot declansa un semnal de producere a metabolitilor secundari
la nivel intracelular. Acest proces poate fi urmat de activarea pompei de electroni prin scaderea
concentratiei de ATP, ce va permite alungirea peretelui celular.

Un alt semnal poate fi cel de stimulare a aparatului Golgi pentru formarea de vezicule
Golgi cu rol in alungirea si mentinerea grosimii peretelui celular. Aceasta ipoteza este sustinuta
de rezultatele obtinute in cadrul aceseti teze de doctorat. Astfel, s-a constatat o alungire a tijei
caulinare la lavanda (Cap. 5) si a radacinilor adventive si aeriene la porumb pentru variantele
unde s-a adaugat Tn mediul de crestere extracte polifenolice de concetratii scazute (90 — 130 mg
GAE/L) (Cap. 4 si 5). Aceste observatii sunt sustinute si de faptul ca la nivelul apexului radicular
din plantele de porumb, s-a constatat o crestere a numadrului celulelor aflate in diviziune,
comparativ cu martorul (Cap. 8).
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Fig. 10.3. — Modelul de actiune a compusilor polifenolici in interiorul celulei (1 — receptare, 2 — producerea
mesagerului secundar, 3 — actiune asupra ATP-ului, 4- stimularea aparatului Golgi, 5 — reglare genetica, 6 —
producerea proteinelor necesare cresterii)

Mecanismul complet de actiune a polifenolilor in interiorul celulei raméne necunoscut, insa
rezultatele obtinute permit sustinerea ipotezei cd acesti compusi pot fi implicati in balanta
hormonala a plantei, avand un efect de tip auxina.

10.3.3. Compusii polifenolici si reglarea la nivel genetic (C)

Este cunoscut faptul ci intreaga activitate a celulei este coordonata la nivelul ADN-ului. In
urma analizei deteriorarii ADN-ului, prin tehnica RAPD, s-a observat ca profilurile obtinute sunt

modificate (Cap. 8). Acest rezultat indicd o interactiune directd sau indirectd a polifenolilor cu
ADN-ul. Astfel, o cantitate ridicatd de compusi polifenolici ajunsi la nivel intracelular poate
declansa modificari majore la nivelul secventelor nucleotidice. Aceastd afirmatie este sustinuta
de elecroforegramele amplificatelor prin RAPD, unde profilul apare mult mai slab comparativ cu
martorul, evidentiind influenta extractelor polifenolice asupra ADN-ului extras din celulele
apexului radicular de la porumb. Acest rezultat poate fi corelat si cu scaderea indicelui mitotic
din celulele apexului radicular de la porumb si cresterea numarului de celule ce prezintd aberatii
cromosomiale.

Avand in vedere cele discutate se poate emite ipoteza ca compusii polifenolici, in
concentratii ridicate, pot interveni direct sau indirect in reglarea la nivel genetic, declansand
modificari la nivelul ADN-ului exprimate prin scaderea numarului de celule aflate in diviziune,
cresterea numadrului de celule cu aberatii cromosomiale si implicit inhibarea cresterii si
dezvoltarii plantei.



Fig. 10.4. — Implicarea posibilda a compusilor polifenolici in
activarea raspunsului celular

La concentratii scazute ale polifenolilor din extractele utilizate situatia este opusa celei
prezentate anterior. Astfel, profilul din electroforegrama RAPD apare mai intens comparativ cu
martorul. De asemenea, indicele mitotic din celulele apexului radicular la porumb este mai
ridicat comparativ cu martorul. Aceste observatii sugereaza un efect auxinic al compusilor
aplicati, exprimat prin intensificarea sintezei de ARN, ca de altfel si a proteinelor. Aceste
manifestari fiind urmate de cresterea numarului de celule aflate in diviziune si implicit alungirea
radacinii. Astfel, interventia bioregulatorilor la nivel genetic, poate fi exprimata prin activarea
semnalului de transductie (Fig. 10.4.) ce va fi exprimat prin activarea proteinelor de legare si
transcriptia genelor specifce cresterii. De asemenea, in urma modificarilor ce apar la nivelul
secventelor nucleotidice se poate declansa o stimulare sau o inhibare a diviziunii mitotice, in
functie de concentratia extractului aplicat in mediul de crestere a plantei.

Un alt efect al extractelor apoase cu o concentratie ridicatd Tn compusi polifenolici,
evidentiat prin studiile histo-anatomice (Cap. 7), este cel de ingrosare intensa a peretilor celulari,
prin depunere de lignind. Rezultatele din mai multe studii sugereaza ca prooxidarea polifenolilor
din peretele celular cat si acumularea si depunerea in /si pe peretii celulari, este consideratd de
obicei ca o crestere a rezistentei la enzime hidrolitice, fiind deci o bariera fizicd Tmpotriva
infectiilor (Chérif, 1991; Chérif, 1992).

Din studiile anterioare (Fernandez, 1998; Chérif, 2007) se stie cd acest raspuns al plantei
apare ca o modalitate de aparare Tmpotriva unor daunatori. Astfel, Tn aceste situatii, concentratia
de metaboliti secundari din celula creste. Raspunsul plantei fiind ingrosarea peretelui celular
sau/si ocluzia vaselor conducatoare. Astfel aceste reactii sunt Tnsotite de sinteza si depunerea de
lignind, un polimer rezultat din intermediari polifenolici aromatici (Chérif, 2007).

Tinind seama de rezultatele Tnregistrate pina in prezent, pot fi emise douad ipoteze:

1. in celulda patrunde o cantitate ridicatd de metaboliti secundari din extractele
polifenolice. Astfel, in prezenta acestora celula rdspunde ca si cum ar fi prezent un
daunator. Astfel apare o intensificare a procesului de lignificare prin prooxidarea
polifenolilor. Acest efect declanseaza blocarea vaselor conducatoare, ce va duce
in final la dificultdti in circulatia sevei in planta, si prin urmare la inhibarea
cresterii si dezvoltdrii acesteia (aspecte evidentiate 1n studiile histo-anatomice).



2. extractele polifenolice cu o concentratie ridicata ce au ajuns la nivelul primului
strat de celule va declansa in celuld un semnal asemanator cu cel al unui daunétor.
Astfel planta va rdspunde prin cresterea cantitdtii de metaboliti secundari din
celula ce se vor prooxida. Efectul va fi Ingrosarea peretelui celular (scade
plasticitatea acestuia) si ocluzia vaselor conducitoare. In cele din urma fiind
influentate cresterea si dezvoltarea plantei. Presupunem ca in acest mecanism de
actiune sunt implicate si unele sisteme enzimatice ce catalizeaza reactiile ce apar
in celuld. Astfel, s-a constatat o activitate enzimatica ridicata a peroxidazei si
superoxid dismutazei in plantulele de porumb ce s-au dezvoltat intr-un mediu
imbogatit cu extracte polifenolice concentrate (Cap. 6). Activitatea ridicatd a
acestor enzime subliniazd starea de alertd in care intra planta, datorate prezentei
unor factori de stres, reprezentati in cazul nostru de compusii polifenolici in
concentratii ridicate.

In concluzie, putem afirma ci mecanismul de actiune a compusilor polifenolici la nivelul
celulei, in pofida rezultatelor obtinute ramane 1nca a fi elucidat. Rezultatele inregistrate confirma
doar unele din ipotezele enuntate anterior si deschid noi cai de cercetare in domeniu. Primele
investigatii de biologie celulard si moleculard demonstreazd cd acestea sunt absolut necesare
pentru o intelegere de ansamblu a modului de actiune a compusilor polifenolici in plante. in
acest fel se deschide calea pentru a utiliza sistematic acesti compusi naturali In cultivarea
plantelor cu efecte economice si de mediu.

-CAPITOLUL 11-
CONCLUZII GENERALE

Datele obtinute in cadrul tezei de doctorat intitulata, Contributii privind influenta unor produse
naturale asupra principalelor procese fiziologice din sistemele vegetale, au evidentiat influenta unor
produse cum ar fi apa saraca in deuteriu, extractele separate din ritidoma de molid si puzderiile de canepa,
asupra dezvoltdrii plantelor. Informatiile Inregistrate au confirmat rezultatele anterioare, referitoare la
rolul de bioregulator de crestere a compusilor polifenolici si au permis completarea acestora cu noi
concluzii importante din punct de vedere fundamental si aplicativ sistematizate in cele ce urmeaza:

e Apa cu continut redus in deuteriu, atat in forma simpla cat si in combinatie cu extractul
apos obtinut din coaja de molid, stimuleaza cresterea si dezvoltarea plantelor de porumb,
cultivate “in situ”, in toate etapele vegetative.

e Extractul apos obtinut din coaja de molid stimuleaza cresterea si dezvoltarea plantelor de
porumb, cultivate “in situ”, in toate etapele vegetative. Acest efect de stimulare este mai
accentuat in cazul aplicarii extractului polifenolic cu o concentratie mai scazuta.

e La recoltarea plantelor de porumb cultivate “in situ”, s-a constatat ca extractul obtinut din
coaja de molid de concentratie 130 mg/L sau apa saracd in deuteriu Tn combinatie cu
extractul polifenolic (96 mg/L) determina o crestere a biomasei acumulatd in toate organele
vegetative dar si la nivelul semintelor. Astfel aceste produse naturale pot fi recomandate ca
stimulatori ai cresterii in scopul sporirii productiei de seminte de porumb.

Influenta unor produse naturale asupra dezvoltarii explantelor de Lavandula angustifolia Mill
¢ Introducerea extractului apos obtinut din coaja de molid de concentratie 130 mg GAE/L, in
mediul de crestere a explantelor de Lavandula angustifolia Mill, determina o crestere in
alungirea tijei principale, a numarului de frunze formate, a cantititii de pigmenti
fotoasimilatori sintetizati i determina aparitia fenomenului de l3starire. La o concentratie

mai ridicatd a extractului (191 mg GAE/L) valorile sunt mai scazute.
e Extractul apos obtinut din puzderiile de cinepd stimuleazd evolutia explantelor de
Lavandula angustifolia Mill, in special, fenomenul de lastdrire, cantitatea de pigmenti



fotoasimilatori sintetizati si numarul de frunze formate. De asemenea, la o concentratie mai
ridicata, valorile indicilor urmariti, scad.

Efecte citogenetice la plantele de porumb (Zea mays L.) determinate de tratamentul cu
compusi naturali cu structura aromatica

Extractele obtinute din coaja de molid sau din puzderii de cinepd determind o frecventa
superioara a celulelor Tn mitozd comparativ cu proba martor, maximul acestui parametru
semnalandu-se la varianta cu cea mai mica concentratie in compusi polifenolici (M2 — 130
mg/L), evidentiindu-se un usor efect mitogen.

Concomitent cresterii frecventei celulelor aflate in profazd, se Inregistreaza o acumulare a
anafazelor si telofazelor, fenomen ce poate fi atribuit Intarzierii clivajului longitudinal al
cromozomilor §i a migrarii acestora spre cei doi poli.

Folosirea extractelor cu concentratii mai ridicate, determind un numar mai ridicat al
celulelor cu aberatii cromosomiale comparativ cu cel inregistrat la concentratii mai scazute
ale solutiilor testate.

In cazul variantelor de tratament o pondere insemnati a aberatiilor cromosomiale o au ana-
telofazele (A - T) cu punti, cu cromozomi intarziati, precum si aberatiilor complexe de
tipul: A — T + punti + cromozomi 1ntrziati si/sau expulzati, A - T multipolare + punti.

Aspecte histo-anatomice ale plantulelor de porumb (Zea mays l.), dezvoltate sub actiunea
unor produse naturale

Adaugarea apei sardcite In deuteriu Tn mediul de crestere al plantulelor de porumb,
determind aparitia In structura interna a raddcinii a unor cavitati aerifere, iar endoderma
este deja de tip tertiar, numarul fasciculelor conducétoare fiind mai mare comparativ cu
martorul. La nivelul radacinii adventive perii absorbanti sunt mai numerosi comparativ cu
martorul ca si cel al fasciculelor conducitoare. In structura internd a frunzei s-au
individualizat celulele buliforme ce nu au fost intlnite la plantele martor.

Apa saraca 1n deuteriu in amestec cu extractul apos obtinut din coaja de molid determind ca
numarul fasciculelor conducéatoare sa fie mai ridicat comparativ cu martorul, atét la nivelul
radacinii principale cat si a celor adventive.

Extractul din coaja de molid determind o bund dezvoltare a perilor absorbanti, numarul
fasciculelor conducatoare si a vaselor centrale de metaxilem fiind mai mare in comparatie
cu martorul. La o concentratie mai ridicata a extractului aplicat, perii absorbanti sunt intr-
un numdr foarte redus, iar procesul de lignificare este mai intens, comparativ cu martorul.
La nivelul frunzelor se constatd cd numadrul fasciculelor conducdtoare este mult mai mare
decat la martor, distingdndu-se clar nervura mediand. In structura internd a frunzei s-au
individualizat celulele buliforme ce nu s-au regasit la plantele martor.

Adaugarea extractului din puzderii de cinepd in mediul de cultivare al plantulelor de
porumb, determind o crestere a numarului de fascicule conducatoare ce scade odata cu
cresterea concentratiei extractului. La nivelul radacinilor adventive perii absorbanti sunt
mai putin frecventi, iar exoderma este nesuberificatd. Mezocotilul are vase lemnoase mai
mici comparativ cu cel al martorului, iar la o concentratie mai ridicatd endoderma este de
tip tertiar. In structura intern a frunzelor apar grupuri de celule buliforme ce lipsesc la
probele martor.

Stabilirea efectulului unor produse naturale asupra unor culturi de calus de porumb

Introducerea ASD 1n mediul de culturd determina cresterea cantitatii de biomasa cu pana la
95% 1in primele 2 sdptamani, comparativ cu martorul.

Tesutul calusogen care s-a dezvoltat Tn mediul de cultura ce continea extractul din ritidoma
de molid, a acumulat o cantitate de biomasa mai ridicatd comparativ cu martorul.

In primele doua siptaméni cantitatea de biomasi acumulati este mai ridicatd in variantele
unde mediul de culturd a fost suplimentat, pe 1angd extractul polifenolic, cu 2,4 D.



¢ Introducere ASD in mediul de cultura va declansa formarea unui numar mai mare de
radacini adventive comparativ cu martorul dar mult mai scazut compartiv cu celelalte
variante.

e Prezenta fitohormonului 2,4D in mediul de culturd, suplimentat cu ASD sau extract
polifenolic, reprezintd un cadru propice pentru dediferentierea celulara, in cazul de fatd
pentru rizogeneza.

e Apa cu continut scazut in deuteriu si extractul polifenolic din ritidoma de molid au un rol
important Tn procesul de calusogeneza.

e Activitate enzimaticad cea mai ridicatd a peroxidazei a fost Tnregistratd in prezenta ASD si a
extractului polifenolic (M5+2,4 D).

® Modificdrile de activitate a SOD 1n prezenta ASD si a extractului polifenolic obtinut din
ritidoma de molid denota implicarea acestora 1n reglarea proceselor metabolice din celule si
rolul Tn mentinerea echilibrului intre radicalii liberi formati si cei Tnlaturati.

¢ Intensificare usoard a activitdtii enzimatice a catalazei, Tn comparatie cu martorul, s-a
observat in probele in care mediul de cultura a fost preparat cu apa sdraca in deuteriu.

e Amestecul de apa sardcitd in deuteriu si extract polifenolic din ritidoma de molid au
determinat o stimulare a sintezei de compusi polifenolici comparativ cu martorul.

Activitatea unor sisteme enzimatice implicate in metabolismul plantelor de porumb ce s-au
dezvoltat in prezenta unor produse naturale

e Activitatea enzimaticd a peroxidazei, In radacinile plantelor de porumb, este redusd in
prezenta apei cu continut scazut in deuteriu si a extractului din coaja de molid.

e Comparativ cu martorul se constatd o crestere a activitatii peroxidazei in frunzele plantelor
de porumb ce s-au dezvoltat in prezenta apei cu continut scdzut in deuteriu in amestec cu
extractul polifenolic obtinut din ritidoma de molid.

e In ceea ce priveste activitatea enzimatici a SOD in plantele din variantele experimentale nu
se constatd mari diferente comparativ cu martorul.

e La nivelul plantelor de porumb activitatea catalazei se modificd sub actiunea solutiilor
adaugate in mediul de crestere. Activitatea catalazei se intensifica in frunze, comparativ cu
martorul in prezenta apei sdracite Tn deuteriu si a extractului din coaja de molid. La nivelul
radacinilor se constatd o scadere a activitatii enzimatice a catalazei la variantele ASD si
ASD + M si o usoarad intensificare a acesteia la plantele din variantele M5 si M10.

e (Cea mai intensd activitatea enzimaticd a peroxidazei a fost Inregistratd in prezenta
extractului apos din puzderii de cinepa. La nivel foliar activitatea enzimaticd a peroxidazei
este mai scazutd decit la nivelul radacinii. Comparativ cu martorul se observa o crestere
direct propotionala a activitdtii peroxidazei cu concentratia extractului aplicat.

e Activitatea superoxid dismutazei este mai intensa la nivelul plantelor de porumb dezvoltate
intr-un mediu reprezentat de extractul apos obtinut din puzderii de canepd, in diferite
concentratii, comparativ cu cele dezvoltate in prezenta apei.

e In cazul plantelor de porumb dezvoltate in prezenta extractului obtinut din puzderiile de
canepa cu o concentratie de 130 mg GAE/L respectiv 191 mg GAE/L se observa o usoara
intensificare a activitatii enzimatice a catalazei comparativ cu martorul

Influenta puzderiilor de canepa in procese de bioremediere a solurilor poluate

¢ FEnergia si capacitatea germinativad al plantelor de rapitd in solul fara amendamente naturale
comparat cu solul in care au fost addugate amendamentele este stimulata in variantele S; si S,.
Pentru varianta S; se observa ca procentajul de stimulare este mult mai scazut decit in cazul
celorlalte variante. De asemenea, s-a observat ca alungirea tulpinii si rddacinii plantelor de
rapitd care s-au dezvoltat In prezenta amendamentelor este mai scdzutd in comparatie cu
variantele in care lipsesc aceste amendamente.

e Prin cultivarea succesivd a porumbului, in aceleasi variante experimentale se constata ca
alungirea rddacinii este stimulatd la toate variantele experimentale, unde au fost adaugate
puzderiile de canepd. Valorile referitoare la cresterea Tn lungime a tulpinii sunt apropiate de
cele ale variantelor in care lipsesc amendamentele naturale.



Rezultatele privind acumularea biomasei vegetale in plantele de porumb diferd de cele
obtinute la plantele de rapitd, deoarece biomasa (verde si uscatd) acumulatd la nivelul
plantelor dezvoltate Tn prezenta amendamentelor naturale este mai ridicatd comparativ cu cea
acumulatd in plantele care s-au dezvoltat In acelasi sol dar in absenta amendamentelor
naturale.

® Analizand variatia concentratiei pigmentilor asimilatori, caracteristica plantelor de rapita, se
constatd prin aplicarea amendamentelor, reprezentate de puzderiile de canepd, in solurile
poluate, ce determind o scidere a continutului in clorofila a si b. In ceea ce priveste
acumularea carotenoizilor situatia este opusa de cea inregistrata pentru clorofila a si b, astfel
prin aplicarea amendamentelor se inregistreaza o cantitate mai ridicata de carotenoizi fata de
valorile inregistrate pentru plantele ce s-au dezvoltat Tn absenta puzderiilor.

¢ Prin cultivarea succesivd a porumbului In aceleasi variante experimentale se constatd ca
acumularea clorofilei ,,a” suporta o usoara descrestere la plantele ce se dezvolta in prezenta
amendamentelor naturale, iar Tn ceea ce priveste clorofila ,,b” diferentele intre valorile
obtinute nu sunt semnificative. Continutul in carotenoizi inregistreazd o crestere in plantele
de porumb care se dezvolta in prezenta puzderiilor.

e In urma determindrii concentratiei ionilor metalici, se constati ci in prezenta puzderiilor
capacitatea de bioacumulare creste, Tn special pentru ionii de cupru si plumb. De asemenea, la
nivelul plantelor unde concentratia de ioni metalici este mai ridicatd se observa o diminuare a
proceselor de crestere si dezvoltare exprimate printr-o scadere a lungimii rddacinii si tulpinii
sau prin scaderea cantitatii de biomasd acumulate la nivelul diferitelor parti ale plantei.

e Determinarea concentratiei ionilor de fier acumulati la nivelul diferitelor parti componente ale
plantelor de rapita au evidentiat faptul ca, suplimentarea mediului de crestere cu puzderii de
canepd determind o reducere a procesului de bioacumulare a ionilor metalici pentru variantele
Sy si Ssa. In cazul variantei S 11 concentratia ionilor de fier acumulati in plantele ce s-au
dezvoltat in mediul cu amendamente este mai ridicatd comaprartiv cu S;.

e Prin calcularea factorului de translocare, se evidentiaza faptul cd, prezenta puzderiilor in
medii de crestere contaminate cu ioni de cupru, plumb si fier, determind o reducere a
transportului ionilor metalici cdtre partile superioare ale plantelor pentru variantele S;; si Sx
si o crestere a acesteia in cazul variantei S;; .

® Prin calcularea valorii gradului de recuperare, se constata cd amendamentele, reprezentate de
puzderiile de cinepa, determind o imbundtatire a recuperdrii ionilor metalici din mediul de
crestere comparativ cu valoarea inregistratd pentru plantele ce s-au dezvoltat in absenta
puzderiilor. Pentru toate variantele de sol, o recuperare importantd a ionilor metalici se
realizeaza la nivelul radacinii. Exceptie este cazul variantei S;; unde se constatd o crestere a
valorii de recuperare a ionilor de Pb si Cu in frunze si tulpina.

e S-a propus un mecanism de actiune a compusilor polifenolici la nivel molecular si celular.
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