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INTRODUCERE

Poluarea cu metale grele reprezintd una dintre problemele de actualitate ale omenirii,
metalele grele caracterizandu-se prin persistentd in mediu, nefiind biodegradabile. Cercetarile
realizate in acest domeniu au in vedere, pe langa influenta metalelor grele asupra vietuitoarelor si
posibilitatea de a fi acumulate si transmise de-a lungul lantului trofic. Asupra diferitelor grupe de
organisme, metalele grele genereaza o cascada de raspunsuri la nivel anatomic, morfologic,
fiziologic si biochimic etc., rdspunsuri care pot fi utile in evaluarea riscului de mediu.

Cercetarile relativ recente au prezentat importanta pteridofitelor atit ca grup relevant
pentru testele de toxicitate acutd si cronicd, cat si ca sisteme experimentale facile din punct de
vedere al materialului biologic initial, al metodelor de cultivare, al modului de conservare in
laborator etc. (Catal4 si colab., 2011).

Raspandirea biogeografica extinsa si habitatele unice in care pteridofitele sunt intalnite
au oferit acestora posibilitatea s realizeze adaptari noi la actiunea factorilor de stres; acestea
constituie modele excelente pentru cercetare, astfel cd au fost elaborate metode rapide si
eficiente prin care se testeaza fitotoxicitatea la nivelul sporilor si a gametofitului, metode care
mentin relevanta biologica a testelor pe plantele intregi (Catala si colab., 2011).

In Roménia, cercetirile in domeniul pteridologiei au vizat in principal aspecte referitoare
la: morfo-anatomie (Bercu, 1999; Dorin, 2000), embriogeneza (Soare, 2011a), conservare ex situ
si in situ (Banciu si colab., 2009; Soare, 2011b; Aldea si colab., 2013), activitate biologica a
extractelor obtinute din pteridofite (Soare si colab., 2012; Soare si Sutan, 2018), influenta unor
pesticide asupra diferentierii gametofitului, la care se adaugd numeroasele cercetari floristice si
fitocenologice care includ si reprezentanti ai acestui grup de plante.

In ceea ce priveste cercetarile in domeniul influentei metalelor grele asupra gametofitului
si a sporofitului pteridofitelor, la nivel national, acestea sunt limitate la rezultatele prezentate in
doud lucrdri de specialitate care prezinta influenta plumbului asupra germinatiei sporilor si a
diferentierii gametofitului la speciile Athyrium filix-femina, Dryopteris affinis si D. carthusiana
(Soare si colab., 2014), precum si capacitatea de bioacumulare in vitro a Pb (Soare si colab.,
2015). Astfel, Soare si colab. (2014) au evidentiat o serie de modificari in ceea ce priveste
procesul de germinatie si diferentierea gametofitului speciilor mentionate, modificari printre care
se numara: intarzierea procesului de diferentiere, necrozarea gametofitului, inhibarea formarii
sporofitului, modificari dependente de concentratia de plumb la materialul biologic a fost expus.

Modificarile induse de metalele grele la nivel morfologic, anatomic, fiziologic, biochimic
etc. sunt considerate biomarkeri utili in evaluarea starii de poluare a mediului (Gostin, 2007;

Ayeni si colab., 2010), astfel ca utilizarea ferigilor ca sisteme biologice experimentale uni - sau



pluricelulare intr-o astfel de cercetare va extinde paleta speciilor care pot fi utilizate in
ecotoxicologie.

Cercetarea de fatd evidentiaza o serie de aspecte complexe ale influentei metalelor grele
asupra ferigilor, in ambele faze ale ciclului de viata: spor si gametofit, precum si sporofit matur.

Lucrarea este structurati in 7 capitole. In primele doui capitole sunt prezentate informatii
generale despre metalele grele si poluarea produsa de acestea (la nivelul aerului, apei si solului).
Modificarile induse de metalele grele asupra plantelor la nivel histologic, fizilogic si biochimic
sunt descrise in capitolul 3, iar in capitolul 4 se evidentiaza stadiul actual al cercetarilor realizate
pe ferigi si metale grele. In capitolul 5 este descris modul de lucru abordat pentru gametofit si
sporofit. Capitolele 6 si 7 prezintd rezultatele obtinute in urma experimentelor efectuate la
nivelul gametofitului (G1, G2, G3) si sporofitului (S1, S2, S3) si discutiile care se impun pe baza
acestora. Dupa rezultatele si discutiile sustinute de bogata bibliografie sunt trase concluzii
pertinente.

Scopul acestei teze a fost de acela de a determina modificérile histologice, fiziologice si
biochimice induse de metalele grele asupra gametofitului si sporofitului unor specii de ferigi
native, modificari utile in evaluarea mediului poluat. Tn vederea Tndeplinirii acestui scop s-au

stabilit urmatoarele obiective specifice:

¢ la nivelul gametofitului s-a urmirit determinarea influentei metalelor grele asupra:
— procentului germinativ al sporilor,
— diferentierii gametofitului la speciile de ferigi luate in studiu,
— evaludrii comparative a procesului de diferentiere (din punct de vedere al metalului,
speciei, mediului de cultura),
— continutului de pigmenti asimilatori si polifenoli la materialul vegetal obtinut

(gametofit si sporofit tanar);

¢ la nivelul sporofitului, s-au urmarit modificarile induse de metalele grele:
— la nivel histologic,
— asupra proceselor fiziologice (fotosintezd si cantitate de pigmenti asimilatori,
respiratie si echilibrului hidric),

— lanivel biochimic: activitatea enzimelor, continutul de prolina si polifenoli.

Pentru realizarea cercetarilor au fost selectate specii de ferigi leptosporangiate care sunt
intalnite atat in flora Romaniei, cat si in cea europeanad, astfel incat rezultatele sa fie relevante nu

numai la nivel national.



5 MATERIALE SI METODE

Determinarea influentei metalelor grele asupra gametofitului

Pentru Tndeplinirea obiectivelor stabilite pentru gametofit, s-au realizat in timp (perioada:
2014-2016), mai multe experimente care difera din punct de vedere al metalelor si
concentratiilor folosite, al speciilor utilizate i al mediului de cultura.

Pentru cele trei experimente, materialul biologic a fost colectat de la exemplare aflate in
Valea Valsanului (Judetul Arges, Romania). Frunzele mature ale ferigilor au fost colectate de la
indivizi din situri diferite pentru a asigura diversitatea genetica, apoi invelite in hartie si
transportate Tn pungi de plastic.

In laborator, frunzele au fost mentinute la temperatura camerei cu partea inferioard pe
hartie, pentru a elibera sporii din sporangi. Dupa eliberare, a urmat colectarea si pastrarea lor in
frigider la 4°C, pentru o perioada scurta de timp, pana in momentul utilizarii.

Vasele in care au fost realizate culturile au fost pastrate intr-o camera de crestere POL
EKO 350. Valorile temperaturii au fost de 25°C in timpul zilei si 15°C noaptea, iar conditiile de
umiditate si iluminare au fost si ele controlate (fotoperioda: 16 ore de lumina si 8 ore de
intuneric).

Dupa o saptamana de la initierea studiului s-a determinat procentul de spori germinati. Se
considera ca sporii au germinat daca celula rizoidala poate fi identificata microscopic. Au fost
efectuate trei repetitii pentru fiecare varianta, din care sporii au fost selectati aleatoriu pentru a
determina procentul de germinare. Interpretarea statisticd a fost efectuatd utilizind SPSS
(versiunea 16 pentru Windows). S-au calculat valoarea medie, deviatia standard si / sau
coeficientul de corelatie simpla Pearson (r). De asemenea, s-a calculat semnificatia diferentei
dintre medii cu ajutorul testului de comparatii multiple Duncan. Diferentierea gametofitului a
fost monitorizatd periodic. Materialul biologic a fost microfotografiat la microscopul B275

OPTIKA cu camera foto A630 Canon Power Shoot si/sau la stereo-microscop OPTIKA.
Experimentul G1

Materialul biologic a fost reprezentat de spori de la exemplarele de Dryopteris filix-mas
(L.) Schott si Dryopteris affinis (Lowe) Fraser-Jenk.

Variantele experimentale testate au fost: M (martor) - solutie Knop [Ca(NO3)2:1,00 g-L
1 MgS04:0,25 g-Lt; KH2P04:0,259-LY; KNO3:0,25g-L]; V1Cd - 0,001 g Cd?* L solutie
Knop; V2Cd - 0,006 g Cd?* L solutie Knop; V3Cd - 0,01 g Cd?* L solutie Knop; ViNi - 0,01 g
Ni2* L solutie Knop; V2Ni - 0,07 g Ni?* L solutie Knop; V3Ni - 0,1 g Ni?* L solutie Knop.

Determinarile realizate: procentul germinativ, diferentierea gametofitului.



Experimentul G2

Materialul biologic utilizat a fost reprezentat de spori colectati de la speciile de
pteridofite: Asplenium scolopendrium L., Athyrium filix-femina (L.) Roth,, Dryopteris filix-
mas(L.) Schott.

Mediile de testare au fost diferite, respectiv:

- solutie Knop,

- pamant “Florisol” obtinut prin procesare din depozitul din Dersca-Dorohoi, cu pH intre
6,5-7, umiditate 60-70%, N: 410 ppm, P: 192 ppm, K: 1350 ppm; substanta organica minim
70% produs uscat.

Substantele testate au fost acetatul de Cd si Pb si sulfatul de Ni, in diferite concentratii;

raportarea a fost facutd per L pentru probele din solutia Knop si pe kg pentru variantele pe sol:

— Martor (M) =0 g Cd?*; Pb?*; Ni?* L/ kg™;

- V1Cd = 0,025 g Cd®* L/ kg?; V.Cd = 0,05 g Cd?* L/ kgt; VsCd= 0,1 g Cd** L / kg™,
V4Cd =0,15g Cd?* L/ kgt;

— V1Pb =0,25 g Pb* L/ kg?; VoPb = 0,59 Pb?* L/ kgt; VaPb = 1g Pb?* L / kgt; V4Pb =
1,59 Pb?* L1/ kgt

— ViNi = 0,259 Ni?'Lt / kg; V2Ni =0,59 Ni?* L/ kgt; VsPb = 1g Ni?* L't / kg?; VuNi =
1,59 Niz* L't / kgt

Determinarile realizate: procentul germinativ, diferentierea gametofitului.
Experimentul G3

Materialul biologic initial a fost reprezentat de sporii proveniti de la Athyrium filix-
femina, Dryopteris filix-mas si Dryopteris affinis.

Solul utilizat a fost prelevat din padure, sterilizat la 105°C la etuva timp de 2 ore si
jumatate; au fost determinate: pH-ul (6,99 -7,97), substanta organica (20-30%), umiditatea (40-
50%).

Pentru fiecare varianti s-a utilizat sol (kg™?) care a fost tratat cu solutie Knop, in care a
fost dizolvat acetatul de Cd, respectiv acetatul de Pb si sulfatul de Ni aflate in diferite cantitati
pentru obtinerea unor concentratii progresive:

- ViCd = 0,01g Cd?**kg™?; V2oCd = 0,02 g Cd?*kg™; V3Cd = 0,05 g Cd?*kg™; V4Cd = 0,1 g
Cd?*kg™:

- V1Pb =0,1g Pb?*kg™; V2Pb = 0,2 g Pb?*kg*; VsPb = 0,59 Pb?* kg*; V4Pb =1g Pb?*kg™;

— ViNi =0,1g Ni*kg; V2Ni = 0,2g Ni**kg™; V3Ni = 0,59 Ni?*kg?; VaNi =1g Ni**kg™.



Dupa omogenizare solul a fost pus in cutii Petri (50 mg/cutie) si distribuit uniform;
raportarea a fost facutd pe kg. Sporii au fost dispersati uniform pe toatd suprafata solului din
cutie. Dupa 4 luni de la initierea experimentului, materialul biologic obtinut a fost utilizat pentru
determinarea continutului de pigmenti si polifenoli.

Determinarile realizate: procentul germinativ, diferentierea gametofitului, cantitatea de

pigmenti asimilatori, continutul de polifenoli.
Determinarea influentei metalelor grele asupra sporofitului matur

In ceea ce priveste indeplinirea obiectivelor stabilite pentru sporofitul matur au fost realizate
trei experimente (S1, S2, S3). De-a lungul perioadei de studiu (2014-2016) au fost testate mai
multe metale aflate in diferite concentratii; au fost utilizate mai multe specii de ferigi si doud
tipuri de substrat: pamant de flori “Florisol” si sol din padure (S2 si S3). Ca si in cazul
gametofitului, materialul biologic utilizat in cadrul celor trei experimente a fost colectat din
Valea Valsanului, iar interpretarea statistica a fost efectuata utilizand SPSS (versiunea 16 pentru
Windows). Pentru a exclude influenta plantelor utilizate asupra rezultatelor, au fost utilizate
plante mature care aveau dimensiuni similare ale frunzelor si rizomilor, respectiv plante cu
sporangi pe frunze si un set de frunze moarte din anul precedent. Determinarile au fost realizate
la nivelul frunzelor. S-au calculat valoarea medie, deviatia standard si semnificatia diferentei
dintre medii cu ajutorul testului de comparatii multiple Duncan (literele diferite aratd cad intre

medii existd diferente semnificative, pentru pragul de semnificatie p<0,05).

Experimentul S1

Material biologic utilizat a fost reprezentat de indivizi maturi de Asplenium scolopendrium L.
Dupa aclimatizare, care a durat 2 luni, plantele au fost transferate in ghivecele cu sol
pregatit pentru experiment. Solul folosit a fost tip Florisol (S.C. Florisol Product S.R.L.) obtinut
prin prelucrarea materialului din depozitul Dersca-Dorohoi, avand urmatoarele caracteristici
fizico-chimice: substanta organica in produs uscat - minimum 70%; pH 6,5-7,0; umiditate 60-
70%; N: 410 ppm, P: 192 ppm, K: 1350 ppm. Substanta folositd pentru a incorpora Pb in sol a
fost Pb(C2H302)2-3H:0.
Variantele experimentale au fost: Martor (M) = 0g-kg™ sol; V1= 10,2 g-kg! sol; V2 =
0,75 g-sol kgt; V3 =1 g-sol kg Pb(C2H30;), si s-au obtinut concentratiile: V1= 0,07625 g kg
1ph*2: V/,=0,33220 g kg*Pb*?; V3=0,60868 g kg'Pb*2.
Determinarile realizate: cantitatea de pigmenti asimilatori, intensitatea fotosintezei si

respiratiei, activitatea catalazel.



Experimentul S2

Materialul biologic utilizat a constat in exemplare mature de Asplenium scolopendrium
L., Athyrium filix-femina (L.) Roth, Dryopteris filix-mas (L.) Schott. Dupa aclimatizare, plantele
au fost transplantate in ghivece cu sol in care s-a adaugat Pb(C2H302)2 si NiSOs in diferite
concentratii, obtinAndu-se urmitoarele variante experimentale: 0; 0,25; 0,5; 1; 1,5 g Pb?*/ Ni?*
kg™ sol. Pe parcusul a trei luni, plantele au fost mentinute in conditii de seri fiind udate periodic
cu 200 ml apa distilata. La intervale regulate ghivecele au fost mutate pentru a asigura conditii
uniforme, pentru fiecare concentratie utilizandu-se 3 exemplare cu 4 -5 frunze mature.

Determinarile realizate: cantitatea de pigmenti asimilatori, activitatea catalazei.

Experimentul S3

Materialul biologic utilizat a fost reprezentat de indivizi maturi de Asplenium
scolopendrium L. Dupa aclimatizare plantele au fost transplantate in ghivece cu diferite
concentratii de Pb(C2H302)2 si NiSO4 (0; 0,25; 0,5; 1; 1,5 g Pb?* / Ni?* kg™ sol) si Cd(C2H302)2
(0; 0,025; 0,05; 0,1; 0,15 g Cd?* kg* sol). La intervale regulate de timp ghivecele au fost mutate
pentru a asigura condifii uniforme. Dupa o perioadd de 4 luni, timp in care plantele au fost
mentinute in solul amestecat cu metale grele si udate periodic cu apa distalata, s-au efectuat
determinarile.

Determinarile realizate: pH-ul, umiditatea i cantitatea de substantd organica din sol,
modificarile histologice si formele de apa de la nivelul frunzelor, cantitatea de pigmenti
asimilatori, activitatea enzimatica, profilul izoenzimelor, continutul de polifenoli si prolind,

compozitia chimicd a frunzelor, cantitatea de metale grele din frunze.

REZULTATE OBTINUTE SI DISCUTII

6 EXPERIMENTELE REALIZATE PE GAMETOFITUL SI SPOROFITUL
TANAR
6.1 Experiment G1

6.1.1 Germinarea sporilor

Conform datelor obtinute, dupa o saptamana de la initierea experimentului, germinarea
sporilor a fost influentata de prezenta compusilor cu metale grele in mediul de cultura. Au existat
diferente semificative intre procentul de spori germinati la martor si cel determinat la celelalte
variante experimentale (Tab. 6.1). La speciile Dryopteris affinis si Dryopteris filix-mas cel mai

mic procent de germinatie (6% respectiv 15%), Tn cazul expunerii la Cd, s-a Tnregistrat pentru



cea mai mare concentratie de Cd utilizata. In cazul expunerii la Ni, cea mai scizutd valoare a
procentului de germinatie pentru Dryopteris affinis s-a inregistrat la varianta V3 (19%), iar
pentru Dryopteris filix-mas la varianta V2 (15%). Prin aplicarea testului Duncan de comparatii
multiple s-a constatat ca intre varianta martor si varianta cu cea mai mica concentratie de Cd
testatd nu existd diferente semnificative (p<0,05) ale procentului de germinatie a sporilor de
Dryopteris affinis. Pentru specia Dryopteris filix-mas, intre variantele V:Cd si V2Cd nu s-au
evidentiat diferente semnificative (p>0,05). De asemenea, Tn cazul influentarii cu Ni, cresterea
concentratiei peste valoarea din V2Ni nu a mai produs modificari semnificative ale procentului
de germinatie (p<0,05). Pentru toate celelalte variante, diferentele dintre mediile procentului de
germinatie au fost semnificative (p<0,05). La ambele specii, coeficientul de corelatie Pearson a
aratat o corelatie negativa intre procentul de spori germinati si concentratia de metale grele in
mediul de cultura.

In literatura de specialitate se mentioneaza faptul ci gametofitul este etapa cea mai
sensibila din ciclul de viata al pteridofitelor (Gupta si colab., 1992), deoarece numerosi factori
exogeni pot influenta germinarea sporilor. Printre acestia se numara poluanti precum pesticidele
(Keary si colab., 2000; Sheffield, 2002; Luo si Ikeda 2007; Cassanego si colab., 2010; Droste si
colab., 2010), metalele (Nishizono si colab., 1987; Gupta si Devi, 1992; Gupta si colab., 1992;
Ma si colab., 2001; Kamachi si colab., 2005; Muccifora, 2008; Kieling-Rubio si colab., 2012;
Soare si colab., 2013b). Din cercetari anterioare, se cunoaste faptul cd germinarea sporilor la
Regnellidium diphyllum a fost afectatd de concentratii de 0,05 pani la 100 mg Ni L (Kieling-
Rubio si colab., 2012). Germinarea sporilor de Ceratopteris thalictroides, Drynaria quercifolia,
Cristella parasitica, Pteris ensiformis, Amelopters prolifera si Adiantum lunulatum a fost
afectata de diferite concentratii de cadmiu (Gupta si Devi, 1992).

Acetatul de plumb (10 mg / 100 ml, respectiv 50 mg / 100 ml solutie Knop) a afectat
germinarea sporilor si diferentierea gametofitului la speciile Athyrium filix-femina, Dryopteris

affinis si D. carthusiana (Soare si colab., 2014).

Tab. 6.1. Influenta metalelor grele asupra germinatiei sporilor (%)

Variante V:Cd V,Cd V3Cd ViNi V,Ni V3Ni
Martor
Specie (0,001g Cd*) = (0,006gCd?*) = (0,01gCd?*) = (0,01gNi*) (0,07 g Niz) (0,1 g Niz")

PUOPIS  gas36r 7143 5081050 6:26° 6664250 454510  19+65
Dfmgp;fgf 69+1,7° 556+4,7b = 483+55° 153+35° 423+920  15+2° | 18+10,1°

Legenda: Valorile reprezinta media calculata pentru 3 repetitii; Literele reprezinta interpretarea testului Duncan, analizdndu-se
diferentele dintre varianta martor si variantele influentate cu metal: literele diferite aratd ca intre medii existd diferente
semnificative, pentru pragul de semnificatie p<0,05.



6.1.2 Diferentierea gametofitului sub influenta Cd si Ni

De-a lungul perioadei de monitorizare a diferentierii gametofitului s-au observat diferente
atat intre cele doua specii, cat si intre variantele experimentale ale aceleiasi specii. Astfel, la o
luna dupa initierea experimentului, la ambele specii, martorul a fost in stadiul de lama protaliana,
iar la celelalte variante au fost stadii mai putin avansate (Tab. 6.2). S-a constatat ca a existat o
tendintd de ramificare a filamentelor protaliene la Dryopteris affinis -V1Cd si ViNi. De
asemenea, la unele variante, s-a observat tendinta gametofitului de a forma mase celulare
tridimensionale (Dryopteris affinis: V1Cd, V2Cd, V1Ni; Dryopteris filix-mas: V.Cd si V1Ni), asa
cum se poate observa in figura 6.2; fenomen raportat de Soare si colab. (2013a) si la gametofitul
speciilor Athyrium filix-femina si Polypodium vulgare tratat cu bifentrin. La varianta V3Cd la
Dryopteris affinis si la variantele V2oNi si V3Ni ale ambelor specii s-a observat stadiul de spori
germinati. O alta diferenta constatata la gametofitul speciei Dryopteris affinis, la varianta V1Ni -
rizoizii au fost mai putini si mai scurti Tn comparatie cu celelalte variante (Fig. 6.1).

Dupa doua luni de la inceperea experimentului, diferentele ntre stadiile de dezvoltare ale
gametofitului s-au mentinut la ambele specii (Tab. 6.3). Tn ceea ce priveste diferentierea
gametofitului la Dryopteris affinis, la Martor, V1Cd si V2Cd s-a observat stadiul de protal cordat,
in timp ce la ViNi gametofitul era in stadiu de filament si lama protaliand; celelalte variante
aflandu-se n stadiul de spori germinati. La Dryopteris filix-mas, stadiile de diferentiere au fost:
lame protaliene la Martor, V1Cd, V2Cd, V3Cd, filamente pentru ViNi si spori germinati pentru
V2Ni si VaNi.

Tab. 6.2 Stadiile de diferentiere ale gametofitului dupa o luna de la initierea experimentului G1

) Specie
Variante _ __ __
Dryopteris affinis (Da) Dryopteris filix-mas (Dfm)
Martor formarea lamei si lama protaliana lama protaliana
ViCd filamente protaliene, stadiu de formare a lamei,
! .. . | tendintd de ramificare si formare de mase celulare formarea lamei
(0,001 g Cd?* LY - -
tridimensionale
V2Cd filamente scurte cu tendintd de a forma mase filamente protaliene cu tendinte de
(0,006 g Cd? LY celulare tridimensionale formare a unor mase tridimensionale
VsCd foarte putini spori germinati formarea filamentelor, unele sunt
(0,01 gCd* LY deteriorate
V:1Ni filamente cu ramificatii, cu rizoizi scurti cu tendinta formarea filamentului si tendinta de
(0,01 g Ni** L?) de a forma mase celulare tridimensionale formare a unor mase tridimensionale
© 07\52I\|'\ilzl+ LY spori germinati necrozati spori germinati necrozati
© 1\;,3\:?2 L spori germinati spori germinati

De asemenea, pigmentii clorofilieni de la Dryopteris affinis au fost afectati, la V1iNi
filamentele si lamele protaliene au fost decolorate (Fig. 6.3). Variantele care au avut o

concentratie mare de compus metalic (V2Ni, V3Ni) au dus la necroza sporilor germinati.



Tab. 6.3 Stadiile de diferentiere ale gametofitului dup 2 luni de la initierea experimentului G1

Variante —— Specie —
Dryopteris affinis (Da) Dryopteris filix-mas (Dfm)
Martor lama protaliana, protal cordat, anteridii lama, protal cordat
(00 OY;%32+ Ly protal cordat lama protaliana si protal cordat tanar
(00 Of\sls(éc?“ Ly protal cordat lama si protal cordat tanar
VsCd . . g . . s
(0,01 g C” L) spori necrozati lama protaliana, protal cordat si anteridii
0.0 1\;1,\2]2[ L) filament si lama decolorate filament si lama protaliana necrozate
© 07\;2,\"?21 L spori germinati necrozati spori germinati necrozati
© 1};?\":! LY spori germinati necrozati spori germinati necrozati

Wahid si colab. (2008) au aratat ca stresul produs de Cd duce la cloroza, necroza si
pierderea pigmentilor in frunzele de la Vigna radiata. Cloroza frunzelor a fost raportata de
Perveen si colab. (2011) ca simptom de toxicitate a Cd la Zea mays. De asemenea, scaderea
pigmentilor fotosintetici in frunzele de Pisum sativum a fost observata de Singh (2014) ca
raspuns la toxicitatea Cd.

La ultima monitorizare a diferentierii gametofitului, care a fost efectuatd dupa patru luni
de la expunere (Tab. 6.4), la ambele specii, variantele cu Ni au avut o influenta negativa mai
puternica asupra gametofitului: lamele si filamentele erau decolorate, iar sporii germinati
devenisera necrotici stopand astfel ciclul de diferentiere. O situatie similara a fost observata si la
V3Cd la Dryopteris affinis. La martor, la cele doud specii, s-a observat stadiul protal cordat

cu/fara anteridii.

Tab. 6.4 Stadiile de diferentiere ale gametofitului dupa 4 luni de la initierea experimentului G1

Variante - — Specie —
Dryopteris affinis (Da) Dryopteris filix-mas (Dfm)
lama protaliana, protale cordate ramificate
Martor foarte mult, anteridii protal cordat
V1Cd . . .
(0,001 g Ce* LY protal cordat cu ramificatii protal cordat partial necrozat
(00 o;/gjcczgﬂ L1 protal cordat protal cordat
© 01\2‘38; L1 spori necrozati lama protaliana si protal cordat
( V1N2i Y lame decolorate filamente si lame decolorate
0,01 g Ni* L°
© 07\52,\1'?21 L spori germinati necrozati Spori germinati necrozati
© l\g/?\m! L spori germinati necrozati spori germinati necrozati

Dupa doua luni de la inceputul experimentului, s-a observat o acumulare de metal pe
suprafata gametofitului la unele variante cu Cd (Dryopteris affinis V1Cd - Fig. 6.4, 6.5;
Dryopteris filix-mas V3Cd - Fig 6.7, 6.8), iar dupa patru luni s-a observat precipitarea metalelor




(Fig. 6.6, Fig 6.9). Aceasta din urma s-a datorat biosorbtiei peretilor celulari sau precipitarii
compusilor metalici (Gadd, 2010). Consideram ca, in cazul particular al gametofitului
pteridofitelor leptosporangiate, depozitul ar putea fi favorizat in mare parte de dimensiunile mici
si de structura unistratificatad, deoarece aproape toate celulele sunt expuse direct mediului.
Precipitarea structurilor cristaline a fost evidentiatd in ultimii ani si la alte specii de ferigi: in
jurul rizoizilor protalieni de Athyrium filix-femina a fost observata la gametofitul tratat cu un
fungicid de cupru (Soare si colab., 2013a), precum si la varful papilelor gametofitului speciei
Asplenium scolopendrium, tratat cu un fungicid care contine 20% cupru metalic (Soare si colab.,
2013c). Aceasta proprietate poate avea o importantd deosebitd in bioremedierea mediilor

contaminate cu metale.

Fig. 6.1 Da ViNi 1 lund (x100)  Fig. 6.2 Dfm ViNi 1 lunii (x100)  Fig. 6.3 Da V:iNi 2 luni (x100)

Fig. 6.4 Da V1Cd 2 luni (x400) Fig. 6.5 Da V1Cd 2 luni (x100) Fig. 6.6 Da V1Cd 4 luni (x400)

Fig. 6.7 DfmVsCd 2 luni (x100) Fig. 6.8 Dfm VzCd 2 luni (x400) Fig. 6.9 Dfm VCd 4 luni (x100)




7 EXPERIMENTELE REALIZATE PE SPOROFITUL MATUR

7.1 Experiment S1

7.1.1 Influenta Pb asupra cantititii de pigmenti asimilatori

Dupa 1 luna de expunere, pentru clorofila a a fost inregistratd o singurd diferenta
semnificativd intre variantele cu Pb V1 (1,136 mg g*s.p.) si Vs (1,054 mg g?s.p.). In cazul
clorofilei b valorile obtinute s-au incadrat in intervalul 0,688-0,708 mg g*s.p., iar pentru
carotenoizi 0,334-0,377 mg g's.p. La variantele cu Pb s-a observat o tendintd ascendenti a

cantitatii de carotenoizi maximul fiind atins la V3 (0,377 mg gs.p.) (Fig. 7.1).

m clorofila a
3 m clorofila b
T sy
i | carotenoizi
Vi V2 V3
0g/kgPb; 0,076 g/kg Pb; 0,332 g/kg Pb; 0,608 g/kg Pb;

Variante

Fig. 7.1 Cantitatea de pigmenti asimilatori la A. scolopendrium dupi 1 luni de expunere la Pb

In cea de-a doua luni de expunere, s-a mentinut tendinta de crestere a cantitatii de
clorofila a la variantele cu concentratii mici de Pb (V1-2), cea mai mare crestere fiind cu 7%, in
timp ce la V3 s-a determinat o reducere cu 3%, comparativ cu martorul. Diferente semnificative
au fost evidentiate numai Tntre variantele V1 (1,12 mg g s.p) si V3 (1,024 mg gts.p.). O situatie
similara a fost inregistrata si in cazul clorofilei b, cantitatea de pigmenti crescand la variantele cu
concentratii mici si scazand la variantele cu concentratii mari. La clorofila b cresterile si
descresterile au avut o amplitudine mai mica, astfel incat diferentele dintre variante nu au fost
semnificative. Cantitatea de carotenoizi a Tnregistrat cresteri cu 3% si 5% la variantele V2 si V3
comparativ cu martorul (0,328 mg g*s.p) (Fig. 7.2).

Dupa trei luni de expunere la Pb, la V1, cresterea concentratiei de clorofila a a fost cu
6%, comparativ cu martorul. La varianta Vs cantitatea de clorofili a a fost de 0,984 mg g s.p.,
ceea ce inseamna o reducere cu aproximativ 7% comparativ cu martorul, situatic existenta atat

pentru clorofila a céat si pentru clorofila b la Vs.
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Variante

Fig. 7.2 Cantitatea de pigmenti asimilatori la A. scolopendrium dupa 2 luni de expunere la Pb

La variantele cu concentratii mici de Pb (V1-2) s-a obtinut cea mai mare concentratie de
clorofili b (0,709 mg g* s.p). Cantitatea de pigmenti carotenoizi a variat intre 0,353 - 0,381 mg

gls.p., cu cea mai mare concentratie determinati pentru varianta Vs (Fig. 7.3).
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Fig. 7.3 Cantitatea de pigmenti asimilatori la A. scolopendrium dupi 3 luni de expunere la Pb

Dupi 4 luni de expunere, cantitatea de clorofila a a variat intre 1,05 mg g s.p. (V2) si
1,17 mg gt s.p. (V1), cu o valoare de 1,08 mg g* s.p. la martor. Cantitatea de clorofila b a fost
cuprinsi intre 0,621 mg g's.p.(Vs) si 0,687 mg g*s.p (V1), martorul avand o cantitate de 0,69 mg
gls.p. (Fig. 7.4). Tn ceea ce priveste cantitatea de carotenoizi, la varianta cu cea mai mica
concentratie de Pb in sol (V1) cresterea a fost mult mai pronuntata fatd de martor (cu 36%).
Cresterea concentratiei carotenoizilor reduce stresul determinat de Pb, acesti pigmenti avand rol
antioxidant (Michalak, 2006; Patra si colab., 2011; Shu si colab., 2012).

Pigmentii asimilatori constituie indicatori ce pot fi luati Tn calcul pentru a determina



toxicitatea Pb asupra plantelor superioare (Krupa si colab., 1996). Cercetarile mentioneaza
situatii Tn care Pb nu influenteaza semnificativ concentratia de clorofila (Olivares, 2003; Rossato
si colab., 2012), situatie Intalnita in cazul de fata la variantele cu concentratii mari de Pb in sol
(Fig. 7.4). La cea mai mica concentratie, Vi, s-a observat 0 usoard crestere a cantitatii de
clorofila a, respectiv b. Acelasi efect a fost semnalat si de Kaznina si colab. (2005), Shu si colab.
(2012), Wiszniewska si colab. (2015). Cantitatea de clorofila a si b nu a fost influentata
semnificativ de tratamentul cu Pb la variantele V> si V3, comparativ cu martorul.
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Fig. 7.4 Cantitatea de pigmenti asimilatori la A. scolopendrium dupa 4 luni de expunere la Pb

Dupa cinci luni de expunere diferentele dintre variante s-au redus treptat, valorile
obtinute pentru clorofila a incadrandu-se n intervalul 1,049-1,116 mg g s.p., pentru clorofila b
ntre 0,680- 0,696 mg g*s.p., iar pentru carotenoizi intre 0,307-0,344 mg g's.p. (Fig.7.5).
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Fig. 7.5 Cantitatea de pigmenti asimilatori la A. scolopendrium dupi 5 luni de expunere la Pb



7.1.2 Influenta Pb asupra intensititii fotosintezei

Kalaji si Loboda (2007) considera cd, desi exista numeroase lucrari in care este mentionat
efectul negativ al metalelor grele asupra fotosintezei, nu existd o regula clara prin care sa se
stabileasca raspunsul plantelor la acest tip de stres. Fotosinteza este unul dintre cele mai sensibile
procese fiziologice, iar efectul Pb asupra ei este unul variat (Singh si colab., 1997).

In prima luni, la cea mai mica concentratie de Pb s-a constatat o stimulare a fotosintezei
(Fig. 7.6). Tn cea de-a doua luni, cea mai mare valoare pentru fotosinteza a fost determinati la Vi
(1,330 pmol CO2 m?s™), iar cea mica a fost obtinuti la Vs, aceasta fiind de 1,309 umol CO, m?s”
! Valorile determinate pentru fotosintezi la variantele cu Pb in a treia lund, s-au Tncadrat n
intervalul 1,241-1,267 umol CO, m?s™?, cea mai mare valoare a fotosintezei fiind obtinuti la
martor (1,272 pmol CO, m?™). In a patra luna, determinirile realizate pentru intensitatea
fotosintezei au dus la obtinerea unor valori cuprinse in intervalul 1,27-1,30 umol CO, m?s?,
astfel Tncat nu s-au inregistrat diferente semnificative intre cele patru variante cu Pb in sol si
varianta martor. in ultima luna, la Vi si V2 s-au obtinut valori consecutive (1,236 CO2 m?s™ si
1,237 CO2 m?s), iar la varianta cu cea mai mare concentratie de Pb valorea obtinuti a fost cu
3% mai mica decat valoarea determinata la martor (Fig. 7.6).

Schwarzauer-Rockettet si colab. (2013) au constatat ca la concentratiile de 100 si 200 mg
Lt Pb(NOs),, la specia Pueraria montana var. lobata rata fotosintezei si concentratia de clorofila
a si b nu au fost influentate. Nici la concentratii de 10 ori mai mari (1000 si 2000 mg L) Pb nu a
influentat semnificativ cantitatea de clorofila a si b la Robinia pseudoacacia, iar influenta asupra

fotosintezei a fost redusa (Dezhban si colab., 2015b).
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Fig. 7.6 Variatia fotosintezei la exemplarele de Asplenium scolopendrium expuse la Pb



7.1.3 Influenta Pb asupra intensitatii respiratiei

Daca in cazul fotosintezei nu au fost obtinute diferente semnificative intre variante,
pentru respiratie situatia a fost total opusa. In prima luni valorile obtinute pentru V1 (0,424 pmol
CO, m? s1) si V4 (0,425 pmol CO, m? s1) au fost cu aproximativ 19% mai mari fata de martor.
O situatie similara a fost constatata si in lunile urmatoare, martorul avand cea mai scazuta rata a
respiratiei. Tn a doua si a cincea luni, cele mai mari valori pentru respiratie au fost determinate la
V3, cresterile fiind cu 27% respectiv 33% mai mari decat valoarea obtinuta la martor. n a treia
luna s-au obtinut cele mai mari valori pentru respiratie (0,456 umol CO, m? s si 0,461 umol
CO, m? s1) din cele 5 luni in care s-au ficut determinirile, acestea fiind inregistrate la variantele
cu concentratii mici de Pb (V1 si V2). In a patra luna valorile ratei respiratiei au fost mai mari cu
18% pentru V1, respectiv cu 26% pentru Vs, fata de valoarea inregistrata la martor (Fig.7.7).

Cresterea respiratiei la Pisum sativum expusa actiunii Pb a fost observata de Parys si
colab. (1998). Sharma si Dubey (2005) sustin ca la concentratii scazute, Pb stimuleaza respiratia,
insd mecanismul de stimulare Tnca nu este cunoscut. O posibila explicatie ar fi nevoia crescuta de
ATP rezultat in urma fosforilarii oxidative care se acumuleaza in interiorul membranei
mitocondriale. Respiratia are un potential mare in ceea ce priveste capacitatea de compensare a
stresului la care sunt supuse plantele, prin consolidarea sistemului respirator si a potentialului

energetic al celulelor (Vodnik si colab., 1999a; Ratushnyak si colab., 2014).
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Fig. 7.7 Variatia respiratiei la exemplarele de Asplenium scolopendrium expuse la Pb

1n habitatele de origine, pentru specia Asplenium scolopendrium, intensitatea fotosintezei
a variat de la 1,22 la 3,66 pmoli CO2/m?/s (Soare, 2011b), iar intensitatea respiratiei de la 0,305-

0,915 pumoli CO2/m?/s. Pentru aceeasi specie, cantitatea de clorofila a a fost de 5,65 mg g™ s.p,



cea de clorofila b a fost de 3,93 mg g s.p., iar pentru pigmentii carotenoizi s-a determinat o
cantitate de 1,75 mg g* s.p.

7.1.4 Influenta Pb asupra activitatii catalazei

Pb produce stres oxidativ la nivelul plantelor, iar pentru combaterea acestuia se
sintetizeaza enzime antioxidante care pot elimina radicalii liberi. Din aceasta categorie face parte
si catalaza, prima enzima descoperita si caracterizata (Mhamdi si colab., 2010), care descopune
H202 in H20 si O2. La V1 dupa prima si a treia luna de expunere, s-au obtinut valori apropiate:
14,244 si 14,340 ml KMnO4 g's.p., diferite semnificativ de martor si de celelalte variante (Fig.
7.8). O situatie similard a fost observata si la V2 in prima si a doua luna, valorile fiind de
aproximativ 16 ml KMnO4 gs.p. Tot in a doua luni, cea mai mare valoare obtinutd pentru
catalazi a fost la varianta cu cel mai mare continut de Pb (17,55 ml KMnO4 g s.p.), aceasta
fiind cu 20% mai mare decét valoarea obtinuta la martor. Masuratorile dupa trei si cinci luni de
expunere la Pb, au obtinut cele mai mari valori pentru catalaza, cu aproximativ 30% mai mari
fata de martor. Si Tn luna a 4-a se poate observa o tendinta ascendenta a catalazei, cea mai mare
crestere fiind cu 2,96 unitati la V3 fata de martor; de asemenea au existat diferente semnificative
ntre martor si V..

Tn ultima luna, la variantele cu concentratii mici de Pb s-au obtinut valori apropiate
pentru catalazi 12,426 ml KMnO4 gs.p. (V1) si 12,638 ml KMnO4 gs.p. (V2), acestea fiind
cu aproximativ 13% mai mari decét valoarea obtinutd la martor si cu 17% mai mici decat

valoarea determinata la V3 (Fig. 7.8).
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Fig. 7.8 Variatia activitatii catalazei la exemplarele de Asplenium scolopendrium expuse la Pb



Cresterea activitatii catalazei ca urmare a stresului determinat de Pb a fost semnalata si
de Verna si Dubey (2003), Keser si Saygiderger (2010), Shu si colab., (2012), Naghavi (2014),
Ravikumar si Thamizhiniyzn (2014). La specia Hibiscus esculentus activitatea catalazei s-a
intensificat ca urmare a expunerii la concentratii de 5, 10, 20, 40 mM Pb?* pe o perioadi de 4
saptamani (Youssef si Azooz, 2013). Zhu si colab. (2012) au studiat efectul Pb asupra speciei
Pteris vittata. Studiile lor au aratat ca odata cu cresterea concentratiei de Pb (0, 500, 1000, 1500,
2000, 2500 mg L) activitatea catalazei a crescut atingand maximul la concentratia de 1000 mg
L%, Tn frunzele de Polygonum pubescens activitatea catalazei a atins maximul la concentratia de
2 nmol L (Li si colab., 2011). De asemenea au fost observate activitati ridicate ale catalazei la

variantele cu Pb comparativ cu martorul (Saha si Bhattacharjee, 2014).



CONCLUZII

Concluzii referitoare la influenta metalelor grele asupra gametofitului
ferigilor

v' Metalele grele au influentat in sens negativ germinarea sporilor: astfel, cresterea
concentratiei de metal in mediu a dus la scaderea procentului de spori germinati, iar
procesul de germinatie a fost decalat in timp. In general, cel mai mic procent germinativ a

fost determinat la specia Asplenium scolopendrium.

v' Diferentierea gametofitului a suferit modificari sub influenta metalelor grele: sporii
germinati au devenit necrotici, protalele, filamentele si lamele protaliene s-au decolorat
din cauza afectarii pigmentilor clorofilieni; de asemenea, au aparut mase celulare

protaliene tridimensionale.

v" Influenta metalelor grele asupra gametofitului a variat in functie de mediul de culturd
(fiind mult mai accentuatd la variantele crescute pe solutie Knop, comparativ cu cele

crescute pe sol), de specia de planta si de metal.

v' La variantele de culturi realizate pe solutie Knop, in prezenta Ni (0,25 - 1,5 g Ni** L) nu
a fost Inregistratd germinatie; situatia a fost similard si pentru variantele care au avut

concentratii mari de Pb (1-1,5 Pb?* LY).

v" Continutul de pigmenti a fost stimulat la concentratii scazute de metale grele in mediul de
cultura, rezultat explicat prin fenomenul denumit hormeza in toxicologie, respectiv un
efect de stimulare la concentratii scdzute de substante toxice sau alti factori de stres si un

efect de inhibare la concentratii mari.

v" Cresterea continutului de carotenoizi si polifenoli in gametofit reprezintd un mecanism de

protectie fatd de stresul cronic produs de metalele grele.

v Modificarile constatate la nivelul gametofitului pot sta la baza standardizarii unor teste de
toxicitate cronica utile in evaluarea riscului de mediu, reprezentand in acelasi timp

biomarkeri nespecifici.



Concluzii referitoare la influenta metalelor grele asupra sporofitului
ferigilor

v" Metalele grele au afectat caracteristicile biometrice ale frunzelor, mai ales in ceea ce
priveste grosimea laminei, mezofilului si dimensiunea stomatelor; dupa expunerea la

metale grele in frunzeau fost evidentiate depozite de tanin si acumulari de polifenoli.

v Metale grele au influentat echilibrul hidric al plantelor: s-a observat o tendinta de
reducere a continutului de apa (apa libera, legata si totald) odata cu cresterea timpului de

expunere.

v" La nivelul sporofitului continutul antioxidantilor non enzimatici din frunze a fost stimulat
de concentratiile scizute de metale grele: de exemplu concentratiile 0,025g kg Cd?*; 0,5
g kg Pb?* si 0,5 g kg Ni?* au stimulat cantitatea de prolin, iar continutul total de

polifenoli a crescut la concentratiile 0,25 g kg™ Pb?* si 0,5 g kg* Ni?*.

v n ceea ce priveste analiza compozitiei chimice a frunzelor, expunerea plantelor la stresul
produs de metalele grele determind separea componentelor principale, deplasari de benzi

clare si scaderi ale absorbantei.

v’ Stresul determinat de expunerea la metale grele a fost compensat de mecanismele
antioxidante: cresterea continutului de carotenoizi, cresterea activitatii enzimatice (SOD,

CAT, POX), a continutului total de polifenoli si prolina.

v Sporofitul speciei Asplenium scolopendrium constituie un model excelent pentru
experimentele efectuate ex situ, plantele aclimatinzandu-se foarte usor si, in plus, datorita
frunzelor holociclice biomonitorizarea se poate realiza pe termen mai lung, comparativ

cu speciile care au frunze monociclice.

v Modificarile parametrilor histologici, fiziologici si biochimici determinate la nivelul
frunzei speciei Asplenium scolopendrium constituie un punct important de plecare pentru
standardizarea unor teste de toxicitate cronica utile pentru evaluarea mediului poluat cu

metale grele.
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