UNIVERSITATEA ,,ALEXANDRU IOAN CUZA” DIN IASI
FACULTATEA DE BIOLOGIE
SCOALA DOCTORALA DE BIOLOGIE

Rezumatul tezei de doctorat

Conducator de doctorat:
Profesor dr. emerit
Maria-Magdalena ZAMFIRACHE
Student-doctorand:
Stefan Mihaita OLARU

Iasi
2025



UNIVERSITATEA ,,ALEXANDRU IOAN CUZA” DIN IASI
FACULTATEA DE BIOLOGIE
SCOALA DOCTORALA DE BIOLOGIE

CERCETARI PRIVIND BIOLOGIA UNOR TAXONI DIN
FAMILIA ARACEAE CULTIVATI iIN CONDITII
EXPERIMENTALE PE MEDII CU ADAOS DE
NANOMATERIALE SINTETICE

Conducator de doctorat:
Profesor dr. emerit
Maria-Magdalena ZAMFIRACHE
Student-doctorand:
Stefan Mihaita OLARU

Iasi
2025



Cuprins

Lista de abrevieri...ccccoicieiiieirieiiiieiiiieiiiieciiiienieieniecesseressececsssesanns 5
01 oo [T Lo 7= o N 6
5TeT o] oI o] o TT=T o2 |V NN 11
Partea | - Stadiul actual al cunoasterii....ccccoceeuveruiiiininirienicncnnnas 12
Capitol | - Nanomateriale pe baza de carbon.........ccccccieieieieiannnne 12
1.1 NanOtehNOlOZIA ......ceuuveeniineiiiiieiiie ettt et ee e 12
I.1.1 Nanomaterialele pe baza de carbon si descoperirea
proprietatilor si aplicatiilor lor speciale. .....c.ccceeeueviiiiiiirennnannne. 13
I.1.2 Efecte ale nanomaterialelor pe baza de carbon (NMC)
AsUPra Plantelor oo 14

1.2 Nanotuburile de carbon multistratificate — utilizari si efecte

DIOLOGICE ettt et et e e eaa s 18
[.2.1 Nanotuburile de carbon multistratificate functionalizate...21
[.2.2 Efecte DIOlOGICE . ccuuiiuiiiiiiiiie et eeaes 22

1.3 Fulerenele si funinginea de fulerene — utilizari si efecte biologice

.................................................................................................. 26
[.3.2 Efecte DIOlOGICE . .cuuiiuiiiieiiiie et 28

Capitol Il - Subfamilia Lemnoideae ......ccccceeuvininiiinieieiececececannnes 30

1.7 FAmilia Ar@CEAE ......cuuveeniieiieeieeie ettt e e e e eens 30

11.2 Subfamilia Lemnoideae..........cc.ceuueeueeuieiiiiiiiiiiiieeieeieeenneens 30
[1.2.1 DESCIIEIE «evueeiuiiiiineeeie et et eei et e eiee et e eneere et eeneeeaeannns 30
[1.2.3 Distributia lemnaceelorin mediu........cccoeveeeiiiiiiiiineinnennns 31
11.2.5 Utilizari ale lemnaceelor pentru depoluarea apei ............. 34

[T RCR) 1= 1o [ (- SR 36
[1.3.1 Lemna minorL......coueeeeieeiieeiieieeeeee et eeeeeaes 36

11.L3.2 Lemna minuta KUNtN.....c.ovnviiiniiiiiiceeeeeeeeeeeeeae 41



Partea a ll-a — Contributii personale .......cccceecieieieiiiininiiceniccncnnnas 44

Capitol lll - Material si metode.....c.cccceeruiiiuieiieiniiiienicicecrecennenees 44
11 ) o= 1o [ = SR 44
1.2 Nanomateriale..........cc.eeueeenieiniiieeiieeiieeieeee et eeeeeeens 45
111.3 Protocol experimental...........cc..eeueeueeneiiiiiiieiieeieeieeieeeeeeneenns 46

[11.3.1 Design experimental .......coeeeeeeiiiiiiiiireiiieiieeiieeiieeieeeeeenes 46

Capitol IV — Rezultate si discutii...ccceceveireieiinieiiiniriieniiiceircenenaes 48
IV.1 Interactiuni ale plantelor apartindnd speciei Lemna minor L. cu
nanomateriale sintetice pe baza de carbon...........ccccceeeveuieneennnn.. 48

IV.1.1 Reactii morfologice si micromorfologice........ccceevueeennennns 48
IV.1.5 Reactii fiZioloGIiCe ...vvuuieeiiiiiiiiiiiieeeeei e 48
IV.1.6 Reactii bioChimiCe......ccuuiiiiriiiiiiiiiieiiieee e 52
IV.1.7 Evaluarea expresiei 8eNnelor.......cuviueeeniiireinneiineieeineennns 57

IV.2 Interactiuni ale unor plante apartindnd speciei Lemna minuta

Kunth cu nanomateriale sintetice pe baza de carbon.................... 62
IV.2.1 Dezvoltarea culturilor de Lemna minuta Kunth in conditii
experimentale de CUltivare .........cceuveiiiiiiiiiiiicecccee e 62
IV.2.2 Reactii fiZioloGIiCE ..uveunieeiiieiiiiiiiieeieee e 63
IV.2.3 Reactii bioChimiCe......covuiiiiriiiiiiiiiiiei e 67

Consideratii finale......ccccciieiiieiiiiniiiiiiiiiiiiieieiieiniiinicicecrecenenees 73



Lista de abrevieri

ABA — acid abscisic

ADN - acid dezoxiribonucleic

ARN - acid ribonucleic

B-ACT — beta-actina (utilizata ca gena de referinta)

CNP — nanoparticule de carbon (carbon nanoparticles)

CNT — nanotuburi de carbon (carbon nanotubes)

-COOH - grupa functionala carboxil

CPD — uscare la punct critic (critical point drying)

DADI1 - Defender Against Apoptotic Death (gend implicata in
reglarea apoptozei)

DPPH - 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl

MWCNT — nanotuburi de carbon multistratificate (multi-walled
carbon nanotubes)

MWCNT-COOH — nanotuburi de carbon multistratificate carboxilate
NBT - nitro blue tetrazoliu

NCED?9 - 9-cis-epoxicarotenoid dioxigenaza (gend asociata cu
metabolismul hormonal)

NMC — nanomateriale de carbon

NP - nanoparticule

-OH — grupa functionala hidroxil

PCR - reactie in lant a polimerazei (polymerase chain reaction)
POD - peroxidaza

PSII — eficienta cuantica a fotosistemului 11

RBSC — RuBisCO (gena marker pentru activitatea fotosintetica)
ROS — specii reactive de oxigen

RT-qPCR - PCR cantitativ in timp real

SEM — microscop electronic cu scanare (baleiaj)

SOD - superoxid dismutaza

SWCNT — nanotuburi de carbon unistratificate (single-walled carbon
nanotubes)



Introducere

Nanotehnologia, nou domeniu al stiintei care dezvolta
cercetari avansate pentru producerea nanomaterialelor proiectate
precum nanotuburile de carbon, ar putea deschide noi aplicatii in
domeniul biotehnologiei, agriculturii si industriei (Fang et al., 2017;
Patel et al., 2020; Mathew si Victorio, 2022). Dezvoltarea remarcabila
din ultimii ani a domeniului nanotehnologiilor a permis proiectarea de
aplicatii specifice ale nanomaterialelor pe baza de carbon in sectorul
agricol, industrial, biomedical si de mediu.

Datorita  proprietdtilor lor fizico-chimice distincte,
nanotuburile de carbon (CNT) au fost utilizate pe scard largd in
experimente de laborator ca promotor al cresterii, utilizarea acestora
constituind un posibil avantaj pentru sporirea biomasei produselor
agricole; cercetdrile efectuate in acest sens sugereaza cd CNT ajuta la
cresterea capacitatii plantelor de a absorbi apa si nutrientii esentiali,
imbunatitindu-le astfel cresterea. In acelasi timp CNT au fost testate
in vederea utilizarii lor in ingineria geneticd pentru administrarea de
gene, proteine sau medicamente, unele cercetari dezvaluind, totusi,
chiar efecte mixte ale expunerii CNT asupra plantelor, cum ar fi
inducerea stresului oxidativ prin generarea de specii reactive de oxigen
(ROS) (Tan et al., 2009; Jordan et al., 2020).

Remarcabile prin caracteristicile lor unice precum
dimensiune, structura si topologie, CNT constituie astizi unul dintre
cele mai studiate si exploatate tipuri de nanomateriale proiectate,
caracterizate prin proprietdti electrice, mecanice, optice si structurale
specifice. Utilizarea acestora include numeroase domenii aplicative,
intre care biomedicina, nanoelectronica, bioingineria si ingineria
mecanicd. Utilizarea CNT 1n prezent continud sid se extindd in
medicind si agricultura pentru Imbunatitirea calitatii  vietii,
considerandu-se astazi ca nanotuburile de carbon pot fi utilizate si in
rezolvarea problemelor de mediu precum poluarea aerului, apei si



solului, domenii in care tehnologiile de remediere deja consacrate sunt
limitate (Mittler, 2002; Ren et al., 2021).

In contextul celor prezentate anterior, cercetarile referitoare la
interactiunea CNT cu sistemele vegetale se afla, conform informatiilor
prezentate la momentul actual de literatura de specialitate, Intr-un
stadiu incipient, sugerand necesitatea realizdrii de investigatii
suplimentare pentru cunoasterea si intelegerea mecanismelor care
determina aparitia efectelor mai mult sau mai putin toxice ale acestor
particule asupra plantelor, cu repercusiuni nefavorabile / favorabile
asupra cresterii si dezvoltarii lor.

Plantele, organisme cu cea mai mare pondere Iintre
producatorii primari si-au dezvoltat, de-a lungul evolutiei, structuri ce
le-au permis adaptarea la medii acvatice si terestre, reusind astfel sa
ocupe toatd suprafata planetei.

Acestea reprezintd sursa de hrana pentru numeroase specii de
animale, o sursd importantd de fibre si uleiuri obtinute prin diferite
procedee industriale, precum s$i materia primd de extractie a
numeroase substante cu rol important in industria farmaceutica.

Datoritd impactului antropic asupra mediului natural la
momentul actual, ecosistemele terestre si acvatice sunt, din pacate,
profund afectate de diversi poluanti rezultati in procesele industriale,
in activitdtile agricole, in sistemul de trafic naval, aerian si terestru,
poluantii astfel generati avind efecte nefavorabile asupra
organismelor vii la mai multe niveluri. Intre acesti poluanti o categorie
noud de posibili poluanti ai mediului se considera a fi nanotuburile de
carbon, particule cu aplicatii In diverse domenii, a caror folosire pe
scard industriala poate conduce, in mod inevitabil, la o larga raspandire
in natura (Jackson et al., 2013).

In efortul de cunoastere a mecanismelor de actiune a diversilor
poluanti asupra plantelor se poate realiza, ca primd etapa de
investigare, o evaluare a modificarilor suferite de acestea din punct de
vedere morfologic si anatomic, activitate ce nu necesitd un consum



mare de resurse si poate indica, In acelasi timp starea si gradul de
afectare al organismelor investigate datorat poluarii.

Fortate sa se adapteze unor conditii nefavorabile de mediu,
multe organisme vegetale reusesc azi sa supravietuiasca in natura in
conditii neprielnice. Se cunoaste astfel ca acestea manifesta, in urma
actiunii anumitor poluanti, modificiri anatomice si functionale,
realitate constatata si la specii acvatice.

Un exemplu de grup care a facut subiectul multor studii de
toxicitate acvatica este subfamilia Lemnoideae, familie ce cuprinde
plante raspandite In multe ecosisteme acvatice pe glob, care pot
asimila anumite substante poluante (Nasu si Kugimoto, 1981; Bokhari
et al., 2016; Lanthemann si van Moorsel, 2022).

In numeroase cazuri mediile acvatice sunt poluate cu diverse
categorii de poluanti: metale grele, pesticide, Ingrasaminte chimice,
coloranti textili etc., printre aceste categorii de poluanti existand
posibilitatea de a fi incluse si nanomaterialele pe baza de carbon, a
caror toxicitate a fost testatd pe microorganisme, protozoare si alge,
dar nu si pe plante superioare acvatice, motiv pentru care prin lucrarea
de fata ne propunem sa cunoastem cateva din efectele acestei categorii
de particule posibil sa apara accidental in medii acvatice asupra unor
exemplare de Lemna minor L. si Lemna minuta Kunth cultivate in
conditii experimentale de laborator.

Speciile de Lemna, in particular Lemna minor, constituie
materialul vegetal preferat in studii ce urméresc remedierea apelor
uzate, in studii fiziologie, ecologie, precum si de prefigurare a unor
biotehnologii acvatice, fiind adesea considerate organisme
standardizate indicatoare de ecotoxicitate. Atuurile acestor specii sunt
numeroase, ceea ce le conferd unicitate in studiile de ecologie
acvaticd: se inmultesc vegetativ, au o productie ridicatd de biomasa,
au dovedit capacitate extrema de a absorbi si metaboliza cantitati mari
de compusi organici toxici (fitotransformare) si de a imobiliza
metalele grele prin precipitare, reducere sau absorbtie prin intermediul
radacinilor (rizofiltrare).



In majoritatea lucrarilor de specialitate pe care am avut
posibilitatea sé le consultam si care au avut ca subiect relativ comun
reactiile posibile de raspuns ale speciilor de Lemna la interactiunea cu
microplastice gasim aproape invariabil aceleasi concluzii: cresterea
coloniilor la contactul cu microplasticele nu a fost afectata
semnificativ; in general a fost afectatd lungimea radacinii; bioaderenta
microplasticelor poate fi afectatd de microorganismele acvatice care
pot forma pe acestea un biofilm ce le atenueaza efectele asupra
organismelor vegetale superioare (exemplarele de Lemna).

Un numdr restrans de studii aratd faptul ca Lemna sp. nu
proceseazd si nu metabolizeazad poluantii, fiind de fapt specii
colectoare; deci, Inseamna ca atunci cand plantele mor, vor elibera
contaminantii inapoi In mediul acvatic. Prin urmare, pentru a fi
eficientd in tratarea apelor uzate, Lemna trebuie indepartatd si
eliminatd In mod corespunzator din aceste medii, dupa epurarea lor.

Nanomaterialele sintetice pe bazd de carbon (CNT) sunt
studiate in prezent ca sperante ce pot contribui la rezolvarea unor
probleme de mediu in domenii in care alte tehnologii si-au demonstrat
deja limitele. Aici, literatura de specialitate si rezultatele existente sunt
incd in stadii incipiente ca raspunsuri, mai cu seamd cd aceste
nanomateriale s-au dovedit a fi in acelasi timp si salvatoare, dar si noi
surse de poluare, fapt ce complica situatia.

In acest context al cunostintelor existente, prezenta teza
urmdreste sd aducd informatii noi, inedite, unele dintre ele fara
posibilitate, deocamdata, de comparatie cu informatii similare incluse
in alte studii. Si aici ne referim la studiile noastre experimentale care
au urmadrit interactiunea dintre indivizii de Lemna minor L. si Lemna
minuta Kunth. cu diverse categorii de nanomateriale prin investigarea
posibilelor reactii de raspuns ale suprafetelor lor foliare, morfologiei,
structurii si mecanismelor fiziologice, biochimice si genetice ale
acestora.

Pornind de la certitudinea ca ambele entitéti (una vie, cealalta
nevie) sunt implicate prin mecanisme particulare in reducerea



toxicitatii acvatice, modelele experimentale utilizate au urmarit
reactiile indivizilor de Lemna atunci cand se afla impreuna, in acelasi
spatiu acvatic, cu nanomateriale alese spre studiu. Si nu vorbim despre
colonii de Lemna aflate in grade diferite de dezvoltare, care au
interactionat la un moment dat cu nanomaterialele, ci vorbim despre
indivizi de Lemmna care au dezvoltat colonii In prezenta
nanomaterialelor si au interactionat deci cu acestea din faza cu unu sau
doi indivizi, acest aspect particularizand cercetarile astfel desfasurate
si conferindu-le unicitate.

O serie de intrebari la care am incercat sa rdspundem prin
experimentele astfel derulate sunt: cele doud entitdti ar lucra
impreuna? reactioneaza entitatea vie la prezenta entitatii nevii? pe cine
ar trebui sa preferdm In procesele de ecoremediere acvatica? pot fi
raspunsurile cuticulare si morfo-anatomice foliare, alaturi de reactiile
fiziologice si biochimice teste bioindicatoare?



Scop si obiective
Scop:

Evaluarea efectelor nanomaterialelor sintetice pe bazia de carbon
asupra biologiei speciilor Lemna minor L. si Lemna minuta Kunth,
cultivate 1n conditii experimentale de laborator.

Obiective

O1 - Analiza posibilelor efecte ale nanomaterialelor sintetice pe baza
de carbon asupra proceselor de crestere a exemplarelor de Lemna
minor L. s1 Lemna minuta Kunth cultivate In conditii experimentale.

02 - Cercetarea modificarilor morfologice si anatomice induse la
exemplare de Lemna minor L., de prezenta nanomaterialelor sintetice
pe baza de carbon in mediul de cultivare.

O3 - Cercetarea reactiilor morfologice la exemplare de Lemna minuta
Kunth ca efect al interactiunii lor cu nanomateriale sintetice pe baza
de carbon din mediul de cultivare.

O4 - Cercetarea influentei nanomaterialelor sintetice pe bazd de
carbon asupra functionarii aparatului fotosintetic al exemplarelor de
Lemna minor L. si Lemna minuta Kunth cultivate in conditii
experimentale.

O5 - Cercetarea influentei nanomaterialelor sintetice pe bazd de
carbon asupra biosintezei si functiondrii unor compusi ai
metabolismului secundar implicati in protectia exemplarelor de
Lemna minor L. i Lemna minuta Kunth fata de stresul abiotic indus
de prezenta respectivelor particule in mediul de cultivare.

06 - Cuantificarea expresiei unor gene implicate In procese fiziologice
si celulare esentiale la indivizii apartinand speciei Lemna minor L.
cultivati in prezenta nanomaterialelor sintetice pe baza de carbon in
conditii experimentale.



Partea I - Stadiul actual al cunoasterii
Capitol I — Nanomateriale pe baza de carbon

1.1 Nanotehnologia

Nanotehnologia implica manipularea materialelor la o scara
de 1 pand la 100 nanometri (nm) in scopul credrii de materiale
functionale, senzori si dispozitive. La o astfel de scard,
nanomaterialele pe baza de carbon (NMC = nanomateriale de carbon)
posedd noi proprietdti fizico-chimice, suprafatd de contact mare,
raportat la dimensiuni, reactivitate chimicd crescuta etc. Aceste
proprietati variaza in functie de gradul de aglomerare, de forma,
structura suprafetei si de dimensiunea nanomaterialelor (Hussain,
2020). Proprietatile speciale ale NMC se datoreaza arhitecturii lor
moleculare stabile si capacitatii de a se dispersa in mediul in care sunt
introduse.

Diferite aplicatii In nanofarmacologie si nanomedicind s-au
dezvoltat prin explorarea NMC ca sisteme inteligente de livrare de
medicamente in organismul uman (Chandra Kanth et al., 2020) NMC
pot fi incércate in mod convenabil cu o doza adecvata de medicamente
sau alte substante active, pentru livrarea la anumite locuri tintd din
celula (He et al., 2013). Desi aceleasi principii sunt aplicabile si
sistemelor vegetale, aplicatiile nanotehnologiei in stiinta plantelor si
in productia durabila a culturilor (in special in sectorul agricol) nu au
atras prea mult interes in randul comunitatii stiintifice.

Astfel, efectele NMC asupra cresterii si dezvoltérii plantelor
sunt destul de putin investigate si mai putin intelese, comparativ cu
studiile efectuate pe animale (van der Zande et al., 2011; Hassan et al.,
2020). Cu toate acestea, au inceput sd apard recent rapoarte de
cercetare cu privire la efectele NMC asupra diferitelor specii de plante.
In ciuda acestor eforturi, efectele NMC asupra proceselor
morfologice, anatomice, fiziologice, biochimice si moleculare si



mecanismele acestora In diferite sisteme vegetale nu sunt inca pe
deplin intelese si necesita investigatii detaliate.

I.1.1 Nanomaterialele pe bazd de carbon si descoperirea
proprietatilor si aplicatiilor lor speciale.

1. Nanotuburi de carbon cu pereti multipli MWCNT)

Nanotuburile de carbon cu pereti multipli sunt compuse din
mai multe foi de grafen infasurate, care formeaza cilindri concentrici.
MWCNT sunt alcétuite din multi cilindri concentrici goi, cu o distanta
intre ei de 0,34 pana la 0,39 nm (Ajayan si Ebbesen, 1997). Diametrul
peretelui interior este independent de numarul peretilor (de la 0,4 nm
pana la cativa nm), in timp ce diametrul stratului exterior variaza de la
2 la 30 nm. MWCNT in functie de pozitia atomilor de carbon sunt
clasificate in diferite modele, cum ar fi modelul pergament si modelul
papusii rusesti (Lehman et al., 2011; Eatemadi et al., 2014; European
Commission. Joint Research Centre. Institute for Health and
Consumer Protection., 2014).

2. Fulerene si funingine de fulerene

Fulerenele (cunoscute si sub denumirea de mingi Bucky) au
fost descoperite in 1985 (Kroto et al., 1985) si sunt atomi de carbon
alotropi modificati, care exista ca Cg, Cro, Cgo etc. (Ugarte, 1992;
Wang et al., 2001). Acestea sunt solubile in lichide organice (de
exemplu toluen) si fiecare tip confera o culoare speciald solutiei (de
exemplu solutia Ceo este violet, iar solutia Cyo este maroniu-roscat)
(Ramsden, 2011). Fulerenele au o larga aplicabilitate datorita structurii
si caracteristicilor lor speciale, cum ar fi versatilitatea, afinitatea
electronicd, conductivitatea electricd ridicatd si rezistenta ridicata
(Yadav si Kumar, 2008; Schwerdtfeger et al., 2015). Caracteristicile
mentionate anterior le fac potrivite pentru diverse aplicatii medicale,
electrice si industriale (Bakry et al., 2007).

Funinginea de fulerene, cunoscuta si ca funingine de carbon,
reprezintd un material carbonic complex, rezultat secundar al



proceselor de sintezd a fulerenelor, in special Ceo si Cro, utilizdnd
metode precum descarcarea In arc electric, ablatia laser sau combustia
controlatd (Krétschmer et al., 1990; Keypour et al., 2013). Aceasta
substanta se prezintd, in general, sub forma de pulbere fina, de culoare
neagra, alcatuitd dintr-un amestec eterogen de forme de carbon
nanostructurat, incluzand carbon amorf, fragmente grafitice si un
continut variabil de molecule de fulerene.

1.1.2 Efecte ale nanomaterialelor pe baza de carbon (NMC) asupra
plantelor

Expunerea plantelor la nanomateriale de carbon si interactiunile
cu acestea determind mai multe modificari fiziologice, in functie de
proprietatile NMC, inclusiv tipul, dimensiunea, forma, compozitia
chimica, reactivitatea si dozarea. Rezultatul (nul, benefic, advers) al
interactiunilor NMC-plantd variaza de la plantd la planta, fiind
intotdeauna dependent de concentratia nanomaterialului utilizata.

1.1.2.1 Impactul nanoparticulelor de carbon (CNP) asupra plantelor

Nanoparticulele de carbon (CNP) posedd conductivitate
electrica, termicd si proprietiti mecanice excelente. CNP sunt
compuse din carbon pur, prin urmare prezintd stabilitate ridicata,
toxicitate scazuta si bund conductivitate (Yan et al., 2017).

Aceste nanoparticule se utilizeazd in multe aplicatii din sectorul
biomedical, cum ar fi introducerea de medicamente la nivel celular,
transfer de gene si bio-imagistica (He et al., 2013).

Potrivit cercetarilor efectuate de catre Khodakovskaya si
colab. (2012), aplicarea CNP (concentratii variabile 0-125
mg/ghiveci) pe plantele de Nicotiana tabacum L. a dus atingerea unui
ritm de crestere sporit al acestora in diferite etape, in comparatie cu
ritmul de crestere indus de aplicarea ingragsamintelor conventionale.
Acesti autori au raportat, de asemenea, ca aplicarea CNP asupra



plantelor de Nicotiana tabacum L. a crescut continutul de azot si
potasiu din organele lor.

La randul lor, Kumar si colab. (2018) au investigat efectele
CNP asupra fotomorfogenezei si asupra timpului de inflorire la
Arabidopsis thaliana L.. S-a observat astfel cd CNP (intr-o
concentratie de 0-500 mg/l) au fost preluate de catre planta, au fost
acumulate n tesuturile frunzelor si au indus inflorirea mai rapida, prin
modificarea atat a fitocromului b (PhyB), cat si a céilor dependente de
fotoperioade, iar alte cercetari au dovedit ca CNP (de dimensiune
nespecificatd) au promovat alungirea hipocotilului sub incidenta
luminii rosii sau a luminii rosii si albastre (Kumar si colab., 2018).
Explorarea importantei CNP in plantele de cultura cultivate in conditii
in vitro sau in vivo ar putea dezvolta o strategie inovatoare non-
transgenica pentru imbunatatirea culturilor importante din punct de
vedere economic (Kumar si colab., 2018), observandu-se ca aplicarea
CNP a crescut cresterea plantelor si a promovat absorbtia si
acumularea de micro-elemente, sporind astfel eficienta
ingrasdmintelor si imbunatatind calitatea plantelor.

Recent, mai multe tipuri de NMC (fulerene, fuleroli, CNP si
CNT) au castigat importanta datorita utilizarii lor potentiale in reglarea
cresterii plantelor. In acest sens, rapoartele de cercetare au demonstrat,
in cea mai mare parte, o influentd beneficd, dar si adversa asupra
plantelor, In functie de tipurile NMC, de concentratia aplicata, de
timpul de expunere, precum si de speciile de plante suport pe care
acestea sunt aplicate si de conditiile lor de cultivare.

In cazul experimentelor efectuate pe exemplare de Phaseolus
mungo L. s-a constatat ca semintele de fasole neagra germineaza
normal la concentratii de 10, 20 si 40 mg/l MWCNT in mediu,
rezultate ce au indicat natura nepericuloasa a CNT (Ghodake et al.,
2010). In acelasi timp s-a dovedit ca CNT solubile in apa sustin
cresterea plantelor Cicer arietinum L. (naut) prin imbunattirea
capacitatii lor de a absorbi apa (Tripathi et al., 2017). Nanotuburile de
carbon au indus, de asemeni, la concentratia de 40 mg/l, efecte



benefice asupra germindrii semintelor si cresterii plantelor de
Lycopersicum esculentum M. (var. Arka Vikas) comparativ cu grupul
martor (Verma et al., 2019). In plus, germinarea semintelor de L.
esculentum M. In mediu MS (continand MWCNT functionalizate) si
plantele cultivate in acesta s-au dovedit a asimila MWCNT si a le
distribui in radacini, frunze si fructe (Alimohammadi et al., 2011). Un
efect stimulativ, predominant al MWOCNT asupra germinarii
semintelor si / sau alungirii radacinilor rasadurilor a fost observat si la
Triticum aestivum L. (Wang et al., 2012).

Activitatea genelor responsabile de reglarea canalelor de apa
[acvaporind (LeAqp1)] a fost declansata la plantele de tomate de cétre
CNT activate cu mai multe grupuri [cum ar fi COOH- si polietilen
glicol (PEG)], In comparatie cu plantele netratate (Villagarcia et al.,
2012), fiind bine cunoscut faptul ca apa ajuta la canalizarea proteinelor
pentru dezvoltarea plantelor si este direct implicatd in procesul de
germinare a semintelor si de absorbtie a apei de citre indivizii astfel
rezultati prin radacini (Maurel, 2007).

Khodakovskaya si colab. (2013) au demonstrat ca expresia
genei LeAqgp2 (acvaporind) poate fi activatd semnificativ in radacinile
de rosii prin expunerea la CNT, comparativ cu grupul martor (fara
CNT). De asemeni, generarea speciilor reactive de oxigen (ROS)
evaluata prin testul diacetat de diclorodihidro-fluoresceina (DCFH-
DA), detectarea peroxidului de hidrogen prin colorare cu diamino-
benzidind (DAB) si nitroblue tetrazolium (NBT) au confirmat
prezenta ROS generatd in frunzele spanacului rosu (Amaranthus
tricolor L.) crescut cu MWCNT (Begum et al., 2011).

In cercetarile lor asupra orezului (Oryza sativa L.), Jiang si
colab. (2014) au constatat ca CNT aplicate in concentratii de la 0 pana
la 100 mg/l au crescut lungimea tulpinii si a radacinii rasadurilor.
Stimularea generalda a cresterii plantelor in prezenta CNT a fost
atribuita cresterii absorbtiei de nutrienti printr-o livrare imbunatatita a
apei de catre MWCNT. Continuand experimentele cu concentratii mai
mari, s-a observat ca In momentul in care concentratia de CNT aplicata



experimental a crescut la 150 mg/l, lungimea radacinii si lungimea
tulpinii s-au redus, in comparatie cu concentratia de 100 mg/1 anterior
experimentatd. Astfel, rezultatele obtinute au demonstrat cd CNT ar
putea promova germinarea semintelor de O. sativa L. si cresterea
radécinilor la concentratii mai mici, dar ar putea avea efecte fitotoxice
la concentratii mari.

Miralles si colab. (2012) au efectuat cercetari referitoare la
germinarea cariopselor de Triticum aestivum L. si a semintelor de
Medicago sativa L., pentru a investiga efectele MWCNT si a
impuritatilor lor asupra procesului de germinare. Nanomaterialul a fost
activat cu ajutorul nanoparticulelor de Fe;Os4, fiind detectata adsorbtia
CNT pe suprafetele radacinii, care a dus la o alungire substantiald a
radacinii de lucerna si grau.

In schimb, Khodakovskaya si colab. (2013) au raportat o
sporire a cresterii plantelor de rosii prin utilizarea CNT. Cercetatorii
amintiti au stabilit, folosind metode analitice, ca CNT-urile (in
concentratii de 10-40 mg/l) au reusit sd patrundd in tegumentul
semintelor si sa faciliteze intrarea apei in interiorul acestora,
concluzionand cd germinarea semintelor si cresterea rasadurilor de
rosii au fost afectate de aplicarea respectivilor compusi.

S-a demonstrat astfel ca doze mici de diferite tipuri de CNT
patrund in tegumentul semintelor si activeaza germinarea acestora si
cresterea plantulelor (Lahiani et al., 2013).

Folosind analiza PCR, imuno-colorarea si microscopia
electronicd, Yan si colab. (2013) au confirmat cd penetrarea si
acumularea SWCNT in radicinile plantelor de Zea mays L. ar putea
schimba expresia genelor care controleaza radécina si cresterea perilor
absorbanti.

La randul lor, Serag si colab. (2013) au studiat efectul CNT la
nivel molecular. Acesti autori au aritat ca lungimea si diametrul
SWCNT sunt factorii limitativi pentru patrunderea lor in peretii
celulari ai plantelor. Nanotuburile mai mici pot difuza si pot patrunde
in celule, dar daca sunt prea mari, pot rdmane in afara celulei si sunt



imobilizate, chiar dacad au reusit sa patrunda in peretele celular. S-a
observat, de asemenea, cd CNT pot facilita absorbtia nutrientilor si
transportul acestora in tesuturile plantei. Cu toate acestea, substantele
nutritive care contin sodiu ar putea fi impiedicate de catre CNT sa
patrunda in celulele plantei (Taha et al., 2016).

La plantele de grau (7riticum aestivum L.) utilizarea MWCNT
a avut ca rezultat cresterea dimensiunii xilemului, celulelor
epidermice, densitatii stomatelor, a numarului de cariopse, a biomasei
si a absorbtiei apei (Joshi et al., 2018).

Investigatiile privind efectele nanotuburilor de carbon asupra
culturilor celulare de orez au relevat o inmultire a speciilor reactive de
oxigen, asociatd cu viabilitatea celulara redusa (Tan et al., 2009).
Capacitatea nanotuburilor simple de a penetra peretele celular si
membrana celulara a celulelor vegetale intacte a fost examinata de Liu
si colab. (2009).

Utilizdnd microscopia confocald, acesti autori au obtinut
dovezi ale absorbtiei celulare atat a conjugatilor SWCNT-ADN, cat si
a izotiocianatului SWCNT-fluoresceind, respectivele studii
demonstrand cd SWCNT au actionat ca nano-transportori celulari. Mai
mult, pe baza acestor experimente autorii citati au emis ipoteza potrivit
careia nanotuburile de carbon unistratificate ar putea livra diferite
incarcaturi in diferite organite ale celulei vegetale (Liu et al., 2009).

1.2 Nanotuburile de carbon multistratificate — utilizari si efecte
biologice

In ultimele decenii nanomaterialele au atras din ce in ce mai
mult atentia cercetdtorilor, fiind propuse numeroase proiecte de
cercetare la mnivel international, care vizeazd atat evaluarea
potentialului lor de inovare tehnologica, cat si intelegerea posibilelor
efecte adverse induse de acestea (Chen et al.,, 2018), astazi
considerandu-se a fi de interes special sa se identifice daca forma nano
a unui compus induce efecte adverse (efecte sau potente diferite)
comparativ cu formele non-nano ale acestuia.



In scopul cercetirii nanosistemelor este de dorit a cunoaste
disponibilitatea nanomaterialelor dintr-un singur lot, pentru a spori
comparabilitatea rezultatelor intre diferite laboratoare si proiecte de
cercetare si pentru a depasi intrebarea daca un nanomaterial testat intr-
un proiect este acelasi sau similar cu un nanomaterial testat in alte
proiecte.

Adresandu-se acestei necesitati si sustinand programul de
testare a unui set reprezentativ de nanomateriale fabricate de catre
Organizatia pentru Cooperare si Dezvoltare Economica (OCDE),
Centrul Comun de Cercetare al Comisiei Europene (JRC) a infiintat
un depozit cu materiale de testare reprezentative (RTM), care
gézduieste diferite tipuri de nanomateriale, rolul materialelor de
testare reprezentative fiind descris intr-o publicatie editatd recent
(Roebben et al., 2015).

Nanotuburile de carbon sunt cilindri de atomi de carbon care
apar ca niste tuburi laminate de grafit formate in pachete mari de foi
simple sau multiple de grafen, pentru a da nanotuburi de carbon
unistratificate  (SWCNT) si, respectiv, nanotuburi de carbon
multistratificate (MWCNT). Practic vorbim despre o retea de tip
fagure rulaté pe sine, cu lungimi variind de la cateva sute de nanometri
la mai multi micrometri si diametre de cativa nanometri (SWCNT),
pana la zeci de nanometri (MWCNT) (Herrero-Latorre et al., 2015).
Aceste structuri constituie un grup mare de nanomateriale pe baza de
carbon de tip tub, care nu numai ca difera in ceea ce priveste lungimea
si numarul de straturi din care sunt constituite, dar variaza si in ceea
ce priveste impuritatile incluse, continutul si modificarea suprafetei.

Nanotuburile de carbon pot fi gasite in produse finite, cum ar
fi polimerii conductori si compozite (automobile si electronice)
componente structurale aerospatiale, articole sportive si senzori.
Astfel de structuri polimerice grafitice cilindrice au proprietati noi sau
imbunatatite, ce le fac potential utile Intr-o gama larga de aplicatii in
electronicd, opticd si In alte domenii ale stiintei materialelor.
Nanotuburile de carbon se disting printr-un set remarcabil de



proprietati fizice, incluzand conductivitate electrica si termica ridicata,
precum si o rezistentd mecanica, rigiditate si duritate specificad
exceptionale (OECD, 2009).

Mai mult, nanotuburile sunt polimeri de carbon pur si pot fi
manipulati folosind chimia bogatd a carbonului, care ofera
posibilitatea de a li se modifica structura si de a li se optimiza
solubilitatea si dispersia, permitdnd aplicatii inovatoare in productia
de materiale, electronica, prelucrare chimica si gestionarea energiei,
pentru a numi doar citeva astfel de directii aplicative. In concluzie,
trei proprietdti ale acestor nanomateriale sunt interesante pentru
industrie: conductivitatea electricd, rezistenta mecanica (pana la de 15
- 20 de ori mai mare decat a otelului si conductivitatea termica (de
peste cinci ori mai mare decat cea a cuprului). O combinatie a acestor
proprietdti impresionante permite dezvoltarea unei noi varietati de
aplicatii utile si benefice ale acestui tip de compusi.

Un grup de nanomaterialele testate de catre Grupul de lucru al
OCDE privind nanomaterialele fabricate (OCDE WPMN) este
reprezentat de nanotuburile de carbon multistratificate (MWCNT), ce
constau din mai multe straturi de grafit suprapuse si laminate in ele
insele, pentru a forma o forma tubulara, utilizate pe scara larga drept
compozite structurale si, de asemenea, in aplicatii energetice cum ar fi
confectionarea bateriilor litiu-ion (Fig. 1.2, Foto I.1).

Nanotuburile de carbon multistratificate (MWCNT) sunt
utilizate in diverse produse finite, inclusiv polimeri conductori si
materiale compozite destinate industriilor auto si electronice,
componente structurale din domeniul aerospatial, echipamente
sportive si senzori. Datoritd configuratiei lor cilindrice si a structurii
polimerice, aceste materiale prezintd proprietati noi sau semnificativ
imbunatatite, care le conferd un potential aplicativ extins in domenii
precum electronica, optoelectronica si stiinta materialelor avansate
(Myojo si Ono-Ogasawara, 2018).



1.2.1 Nanotuburile de carbon multistratificate functionalizate

Functionalizarea nanotuburilor multistratificate se efectueaza
in doua etape.

In prima etapa MWCNT se trateazi cu acid clorhidric, pentru
a elimina impuritatile de pe suprafati. In acest scop se adaugi 2 g de
nanotuburi uscate multistratificate (pastrate intr-un cuptor la
temperatura de 350°C timp de 4 ore) Intr-un balon cu fund rotund cu
capacitatea de 500 ml contindnd 400 ml acid clorhidric (6M).
Amestecul de reactie se pastreaza la temperatura de 120°C, sub agitare
magnetica puternica, timp de 2 ore. Apoi, MWCNT purificate sunt
centrifugate si spalate de mai multe ori cu apa distilatd, pana la
obtinerea unui pH neutru a apei de spilare. In cele din urma, produsul
obtinut se usuca la temperatura de 90°C timp de 24 de ore si se
pastreaza in cuptor, sub vid, pentru aplicare ulterioara.
In cea de-a doua etapa se adaugd 1 g MWCNT purificate intr-un
balon cu fund rotund cu capacitatea de 500 ml continand 200 ml acid
azotic concentrat si amestec concentrat de acid sulfuric (1:3 v/v) si se
disperseaza, cu ajutorul ultrasunetelor, timp de o ora. Apoi se
mareste temperatura amestecului de reactie la 75°C cu reflux sub
agitare magnetica, timp de 12 ore. Odata ce reactia s-a terminat, se
filtreaza solutia, iar precipitatul obtinut se spald de mai multe ori cu
apa distilata. In cele din urma, produsul finit se usuca intr-un cuptor
sub vid, la temperatura de 80°C timp de 24 ore (Foto 1.2) (Gohari et
al., 2020).

HNO;

MWCNTs MWCNTs MWCNTs-COOH

Fig. 1.3 - Calea de sinteza a MWCNT-COOH (d. Gohari si colab., 2020)



1.2.2 Efecte biologice

Cunostintele referitoare la proprietétile toxicologice ale
nanomaterialelor de carbon in general si a nanotuburilor in special,
evolueaza pe masura intensificarii cercetarilor in domeniu. Informatii
privind toxicitatea nanotuburilor au aparut in literatura mondiala de la
inceputul anilor 2000, iar cercetarea in acest domeniu este in curs de
desfasurare (Gao et al., 2015). Nanotuburile de carbon sunt
considerate mai degraba toxice, datoritd proprietatilor lor mutagene,
ca urmare a cresterii formarii de specii reactive de oxigen si a
capacitatii de a provoca apoptoza (Mgller et al., 2015).

In ceea ce priveste impactul asupra plantelor, datele
experimentale din literatura de specialitate indica faptul ca utilizarea
nanotuburilor de carbon cu pereti multipli (MWCNT) sintetice a
determinat o crestere a ratei de germinare a semintelor si o stimulare a
dezvoltarii plantulelor la speciile Lupinus elegans si Eysenhardtia
polystachya, plante utilizate in programele de restaurare ecologica a
ecosistemelor forestiere afectate de incendii in regiunea Mexicului.
Cercetarea ofera dovezi care sustin posibilele functii ecologice ale
MWCNT 1n natura (Lara-Romero et al., 2017).

Mai mult, nanotuburile au fost descrise ca promotori ai cresterii
plantelor, favorizand germinarea semintelor i o crestere a masei
proaspete a plantelor de tomate (M.V. Khodakovskaya et al., 2013; L.
Yang et al., 2017). Instrumentele de nanotehnologie au dezvoltat
recent nanotuburi pentru aplicatii potentiale in agriculturd, inclusiv
protectia culturilor, controlul poludrii, managementul deseurilor,
detectarea pesticidelor, nanosensibilizare si nanofertilizatori (Gogos et
al.,2012; De La Torre-Roche et al., 2013; M.V. Khodakovskaya et al.,
2013).

In paralel cu diversificarea aplicatiilor benefice ale CNT au fost
initiate si cercetari privind  posibilele efecte negative ale
nanoparticulelor asupra plantelor comestibile (Miralles et al., 2012a)
si s-a conturat astfel, la momentul actual, ideea conform careia efectele



cunoscute ale MWCNT asupra plantelor, precum si raspunsurile
ecosistemelor naturale si agricole la prezenta acestora, introduse voit
sau scapate accidental 1n respectivele ecosisteme sunt inca limitate (J.
Yang et al., 2017).

Intr-un alt context au fost documentate efectele
nanomaterialelor, cum ar fi nanotuburile de carbon, asupra cresterii si
dezvoltarii plantelor si s-a sugerat ca efectele lor se datoreaza unor
factori precum tipul si concentratia de nanoparticule aplicate, speciile
de plante testate si conditiile experimentale utilizate, respectiv metoda
de absorbtie a nanoparticulelor (Tiwari et al., 2014), studiile raportate
sustinand ca unele nanomateriale prezinta efecte toxice asupra mai
multor modele de plante (Miralles, Church si Harris, 2012).

Astazi se cunoaste faptul ca nanotuburile produc fitotoxicitate
speciilor Arabidopsis thaliana L. si Oryza sativa L., conducand la
moartea a aproximativ 25% din culturile experimentale de protoplasti
(celule fara perete celular) Intr-un interval de aproximativ 6 ore (Shen
et al., 2010). In acelasi context alti cercetitori au raportat ci plantele
de spanac rosu (Amaranthus tricolor L.) si-au inhibat cresterea dupa
doud sdptamani de culturd hidroponica in prezentda de MWCNT si au
manifestat un fenomen de moarte celulard (Begum si Fugetsu, 2012),
nanotuburile provocand efecte negative asupra morfologiei frunzelor
si a radacinii plantelor apartindnd acestei specii, conditii in care
valorile biomarkerilor toxicitatii nanoparticulelor, speciile reactive de
oxigen (ROS) si leziunile celulare din plantele de experienta, au fost
semnificativ crescute pe parcursul celor doud siaptdmani de cultivare
in prezenta MWCNT. Aceste efecte ddundtoare au fost inversate cu
succes atunci cind MWCNT au fost suplimentate cu vitamina C, ca
factor de protectie celulard impotriva speciilor reactive de oxigen,
sugerand un rol al ROS 1n toxicitatea indusa de nanotuburi. S-a dedus
stresul oxidativ la nivel celular (Begum si Fugetsu, 2012), deteriorarea
membranei celulare si fenomenul de apoptozd la exemplarele de



Amaranthus dubius fiind atribuite patrunderii MWCNT 1in celulele
vegetale (Begum et al., 2012a).

Literatura de specialitate a descris mai multe mecanisme
moleculare care ar sta la baza manifestarii efectelor biologice ale
nanotuburilor lor. Asa de exemplu, analizele genomice la idivizi de
Lycopersicon esculentum L. au ardtat ca expunereca la MWCNT a
modificat expresia genicd a plantelor test, cu supra-activarea genelor
legate de stres (Lahiani et al., 2016, 2015), in timp ce la indivizi de
Nicotiana tabacum L. a determinat modificari totale ale expresiei
genice, cu supra-activarea genelor legate de asamblarea peretelui
celular/cresterea celularda, reglarea progresiei ciclului celular si
productia de acvaporine (Miralles et al., 2012a; Lahiani et al., 2015;
Mukherjee et al., 2016; J. Yang et al., 2017). Astfel s-a sugerat ca
marimea, compozitia si caracteristicile specifice ale suprafetei
nanomaterialelor proiectate pot juca rol important in toxicitatea lor
(Hong et al., 2013; Mukherjee et al., 2016).

La ora actuald raportarile privind fitotoxicitatea nanotuburilor
de carbon multistratificate sunt oarecum contradictorii. Astfel, unii
autori afirmd ca nanotuburile au indus efecte pozitive asupra
productiei de proteine la plantele de rosii asupra activitatii
fotosintetice a spanacului, precum si asupra cresterii radacinilor de
grau si de porumb.

In schimb, alti autori au observat o inhibare in cresterea
radacinilor plantelor test, inducerea cresterii speciilor reactive de
oxigen si aparitia de aberatii cromozomiale la expunerea plantelor de
experiment la nanotuburi de carbon. Astazi se considerd ca multi
factori pot afecta cresterea plantelor in prezenta MWCNT, inclusiv
proprietétile fizico-chimice ale nanotuburilor, speciile de plante testate
si conditiile experimentale de lucru (timpul de expunere, substratul,
conditiile de crestere)(Zhao et al., 2017).

Studiul nanotuburilor de carbon functionalizate (Fig. 1.4) are o
importanta foarte mare din punct de vedere a dispersiei acestora, a



De exemplu, materialele polimerice imbogétite cu nanotuburi
multistratificate functionalitate prezinta o mai buna rezistenta de lipire
interfatiala si o suprafatd mai find, iar cantitatea de material necesara
pentru productia de polimeri ar putea fi redusd mult daca se folosesc
nanotuburile functionalizate. Astfel, nanotuburile de carbon
functionalizate pot fi mai potrivite pentru a dezvalui proprietatile
deosebite ale nanotuburilor de carbon.

In cazul altor specii de plante (gulii - Brassica oleracea var.
Italica) nanomaterialele aplicate In concentratii scdzute au avut un
efect pozitiv asupra procesului de crestere. Aceste informatii obtinute
experimental ar putea deschide noi perspective pentru procesul de
conducere a culturilor agricole si horticole, mai ales in cazul in care
plantele sunt cultivate in conditii de stres (Martinez-Ballesta et al.,
2016).

Rapoartele altor cercetdtori au aratat ca o concentratie de 50
mg/l MWCNT ar putea avea efecte pozitive (sporirea numarului
perilor absorbanti, intensificarea fotosintezei), precum si efecte
fitotoxice (scurtarea radacinii) in cazul aplicdrii lor ca tratamente
specifice culturilor de Arabidopsis thaliana L. (Fan et al., 2018). In
acelasi timp, existenta MWCNT in mai multe organe vegetale ale
plantelor din toate culturile supuse contactului cu aceste nanoparticule
studiate de Lahiani si colab. (2018) au scos in evidentd importanta
evaludrii riscurilor aparitiei plantelor nanocontaminate in lantul
alimentar.

Alte rezultate au aratat cd MWCNT au jucat un rol negativ
asupra germindrii semintelor de Cucurbita pepo L. si au intarziat
cresterea rasadurilor (Hatami, 2017), iar la varza creatd (Brassica
oleracea 1.) Deng si colab. (2017) au constatat ca intr-un mediu
hidroponic productia de biomasd a plantelor a fost dependenta de
concentratia carbamazepinei, utilizatd in acest studiu drept co-
contaminant, in timp ce expunerea exemplarelor de Brassica oleracea



L. la MWCNT-COOH (concentratia de 50 mg/l) a imbunatatit
substantial cresterea acestora (Deng si colab., 2017).

Pentru a studia efectele absorbtiei MWCNT in plantele de
salatd, Das si colab. (2018) au folosit atat nanotuburi multistratificate
simple, cat si nanotuburi multistratificate carboxil-functionalizate, In
concentratie de 20 mg/l. Autorii mentionati au dezvoltat si au folosit
spectroscopia Raman pentru a detecta prezenta MWCNT si au
constatat ca ambele tipuri de MWCNT erau prezente in tesuturile
frunzelor, tulpinii si radacinii plantelor de salaté tratate, confirmand
absorbtia si translocarea acestora in planta.

Pentru a ajuta cresterea rasadurilor de Oryza sativa L., Zhang

si colab. (2017) au emis ipoteza unei posibile legaturi Intre hormonii
vegetali si ROS, sub tratamentul CNT.
In acelasi timp expunerea la SWCNT si MWCNT a determinat aparitia
unui efect daunator la plantele test de Arabidopsis, producand
condensarea cromatinei, agregarea celulard, sciderea greutatii celulare
uscate, acumularea de apa oxigenatd, afectand viabilitatea celulara,
activitatea superoxid dismutazei si valorile continutului de clorofila
(Zaytseva si Neumann, 2016). Acest studiu a demonstrat ca
fitotoxicitatea indusd de nanoparticulele de carbon a fost datoratd
aparitiei stresului oxidativ (Smirnova et al., 2012).

Majoritatea studiilor prezentate anterior au constatat, in cazul
folosirii de concentratii mai mici de nanotuburi imbundtatirea
germindrii semintelor, accelerarea cresterii vegetative si imbunatatirea
randamentului de formare a fructelor / semintelor, iar in cazul aplicarii
de cantitdti mai mari de nanotuburi o diminuare a acestor parametri,
subliniind importanta alegerii unei doze corecte de tratament, 1n
derularea experimentelor.

1.3 Fulerenele si funinginea de fulerene — utilizari si efecte biologice

Fulerenele sunt un alotrop al carbonului, in care atomii de
carbon sunt legati prin legaturi simple si duble, pentru a forma o



structura de tip cusca Inchisa sau partial inchisa. Ele pot fi de diferite
forme si dimensiuni, inclusiv sfere goale, elipsoide sau tuburi (Fig.
L5).

Productia de fulerene incepe in general prin producerea de

funingine bogata in fulerene. Metoda de productie presupune
generarea unui curent electric puternic intre doi electrozi de grafit,
intr-o atmosfera inerta. Arcul electric rezultat vaporizeaza carbonul
intr-o plasma care se raceste apoi in reziduul de funingine.
Fulerenele existd in doud familii majore: buckyballs inchise si
nanotuburi de carbon cilindrice deschise. Intre aceste doua clase pot
exista si structuri poliedrice (Fig. 1.6) (Schwerdtfeger et al., 2015;
Zaytseva si Neumann, 2016; Malhotra si Ali, 2018)

Fulerenele au proprietiti fizice si chimice unice. De exemplu,
comportamentul si structura lor depind de temperatura; sunt stabile,
dar nu total nereactive, iar in reactiile chimice, pot actiona ca un
electrofil cand sunt dopate sau cristalizate cu metale alcaline sau
alcalino-pamantoase prezinta proprietati de supraconductivitate.

Aceste substante au diverse utilizari, cu precadere in sfera
medicala: sunt folosite ca agenti antimicrobieni activati de lumina si
sunt de asemenea integrate in numeroase aplicatii biomedicale,
incluzand dezvoltarea de agenti de contrast pentru imagistica prin
rezonantd magnetica de Tnaltd performanta, agenti de contrast pentru
imagistica cu raze X, terapia fotodinamica, precum si pentru livrarea
de medicamente si gene (Zaytseva si Neumann, 2016).

Funinginea de fulerene, este un material carbonic complex
rezultat ca produs secundar in timpul sintezei fulerenelor, In special
Ceo si Cro, prin metode precum descarcarea in arc, ablatia cu laser sau
procese de combustie controlatd (Kritschmer et al., 1990; Keypour et
al., 2013). Acest material se prezintd sub forma unei pulberi fine, de
culoare neagrd, compusa dintr-un amestec eterogen de structuri
nanocarbonice, incluzand carbon amorf, fragmente grafitice si un
continut variabil de molecule de fulerene.



Cea mai utilizatd metodd de obtinere a funinginii este
descarcarea in arc electric, In cadrul careia electrozii de grafit sunt
vaporizati intr-o atmosfera inertd, de regula heliu. In acest proces de
inalta energie, se produce condensarea fulerenelor impreuna cu alte
forme de carbon, rezultand astfel formarea fumului (Iijima si
Ichihashi, 1993). Compozitia in fulerene a fumului brut variaza in mod
obisnuit intre 5-15% in greutate, In functie de parametrii operationali
ai sintezei (Xihuang et al., 1994).

Din punct de vedere chimic, funinginea de fulerene este un
material extrem de eterogen, continand diversi alotropi ai carbonului,
precum: fulerene simple si oxidate (de exemplu Ceo, Cr, Ceo-O),
structuri multilamelare de tip ,ceapad de carbon”, fragmente
asemanatoare grafenului, hidrocarburi aromatice policiclice si carbon
amorf rezidual. Aceasta eterogenitate structurald confera funinginii de
fulerene o suprafatd specifica ridicata si proprietdti fizico-chimice
deosebite, cum ar fi hidrofobicitatea, activitatea redox si potentialul
catalitic (Sano et al., 2001).

Desi funinginea de fulerene nu contine fulerene in forma
purificata, ea poate fi utilizatd direct in aplicatii care nu necesitd o
puritate ridicatd a materialului, precum remedierea mediului, cataliza
sau ca precursor pentru sinteza altor nanostructuri pe baza de carbon
(Ali-Boucetta et al., 2013).

1.3.2 Efecte biologice

Testarea efectelor fulerenelor asupra plantelor reprezintd un
domeniu relativ nou de cercetare, care implica studierea impactului
acestor compusi si al altor nanomateriale de carbon asupra dezvoltarii
plantelor, 1n ideea conceperii de noi aplicatii agricole si de protectie a
mediului.

Pentru a intelege impactul diferitelor nanomateriale de carbon,
inclusiv a fulerenelor, asupra dezvoltarii plantelor au fost efectuate
diferite cercetari. De exemplu, unele studii au testat activitatea



antifungica a fulerenelor si a altor nanomateriale de carbon impotriva
ciupercilor fitopatogene, demonstrand cea mai puternica activitate
antifungicd pentru nanotuburile de carbon cu un singur perete
(SWCNT) si ineficienta, in mare parte, a fulerenelor si a carbunelui
activ, (Zaytseva si Neumann, 2016).

Cu toate acestea, funinginea de fulerene ridica preocupari
privind impactul lor ecotoxicologic si asupra sanatatii, ca urmare a
dimensiunii nanometrice a particulelor, persistentei in mediu si
reactivitatii suprafetei. Cercetarile existente indica potentialul acestui
material de a interactiona cu sistemele biologice, inducand stres
oxidativ si efecte citotoxice, care pot varia in functie de compozitia
chimica si gradul de functionalizare al suprafetei (Sayes et al., 2004;
Lyon et al., 2006).



Capitol II — Subfamilia Lemnoideae

II.1 Familia Araceae

Familia Araceae, grup mare si divers de plante cu flori, bine
cunoscut pentru structura unicd a inflorescentelor (de obicei un
spadice inconjurat de o spatd) include o varietate de plante precum
Philodendron, Anthurium, Spathiphyllum, Colocasia si Lemna
(Lintita).

11.2 Subfamilia Lemnoideae
I1.2.1 Descriere

Subfamilia Lemnoideae este o subfamilie de plante cu flori
cunoscute sub numele comun de /intita. Aceste plante sunt adesea
gasite plutind pe sau imediat sub suprafata apei in corpuri de apa
stagnante sau cu miscare lentd, in special in zonele de apa dulce si
mlastinoasa. In clasificirile anterioare, care dateaza in principal
dinaintea sfarsitului secolului al XX-lea, aceste plante erau considerate
a forma o familie separata, denumitd Lemnaceae (Mcllraith et al.,
1989; THE ANGIOSPERM PHYLOGENY GROUP*, 2003).

Plantele prezinta o structurd anatomica simpla, lipsita de tulpini
sau frunze distincte. Fiecare plantd din aceastd subfamilie este
alcatuita dintr-o mica structurd numita ,.tal” sau ,,fronda”, care consta
adesea doar din cateva straturi de celule si este prevazutd cu pungi de
aer (aerenchim) ce permit flotabilitatea pe sau imediat sub suprafata
apei. In functie de specie, plantele individuale pot fi lipsite de radacini
sau pot avea una sau mai multe raddcini simple (Blodgett, 1915;
Bowker et al., 1980).

Medii propice dezvoltarii:

O varietate de factori de mediu precum temperatura apei, pH-ul
si concentratia nutrientilor au o influentd mare asupra cresterii si



supravietuirii lintitei. Alti factori de mediu care influenteaza rata de
crestere a coloniilor de lintitd sunt prezenta toxinelor in apa,
aglomerarea prin cresterea exageratd a coloniei si concurenta cu alte
plante pentru lumina si nutrienti. Cu toate acestea, rata de crestere a
lintitei este favorizata de poluanti organici, precum si de substante
nutritive anorganice (Guha, 1997).

Temperatura optima pentru o crestere maximd a majoritatii
grupurilor de indivizi se situeaza intre 17,5 si 30°C (Culley et al., 1981;
Gaigher et al., 1986). Cu toate cad unele specii pot tolera temperaturi
apropiate de Inghet, rata lor de crestere scade la temperaturi sub 17°C
(Culley si colab., 1981), iar cele mai multe specii risca s moara daca
temperatura apei creste peste 35°C. Efectul temperaturii asupra
cresterii este amplificat si de intensitatea luminii, in sensul ca, pe
masurd ce intensitatea sa creste, se intensifica si rata de crestere a
plantelor.

Lemnaceele au o tolerantd mare pentru pH-ul mediului. Acestea
pot supravietui bine la un pH cu valori de 5 pana la 9, cu toate ca unii
autori pun limitele pH-ului intre 3 si 10. In general lintita creste cel
mai bine la un pH de 6,5 - 7, o dublare a biomasei sale in 2 pana la 4
zile fiind observata la un nivel de pH cuprins intre 7 si 8 unitati (Culley
sicolab., 1981).

I1.2.3 Distributia lemnaceelor in mediu

Disponibilitatea nutrientilor joaca un rol crucial in determinarea
distributiei plantelor in mediile umede, cu o importantd deosebita
pentru speciile de plante acvatice, cum ar fi lintita. Aceste plante sunt
de obicei prezente in medii eutrofice sau bogate in nutrienti. Ele se
raspandesc in mod activ prin diverse mecanisme, fiind transportate de
catre curentii de apd sau prin atasarea la corpul unor pasari sau
mamifere acvatice. Totusi, in zonele caracterizate prin curenti de apa
puternici sau revarsari frecvente, extinderea lor este limitata deoarece
plantele sunt adesea transportate in aval. Existd anumite locatii cu
modele ciclice de crestere influentate de conditiile meteorologice,



unde lintita se dezvolta in perioadele cu niveluri scazute de apa, dar
este afectatd si eliminata in perioadele de ploi abundente.

Pe langé importanta lor ecologica, lemnaceele reprezinta o sursa
esentiala de hrana bogata in proteine pentru pasarile acvatice si ofera
refugiu pentru alevinii multor specii de pesti. Aceste specii sunt
folosite ca habitat de diverse organisme din iazuri, precum broastele si
pestii, oferind umbra si reducand cresterea algelor fotoautotrofe
cauzata de lumina.

Distributia geografica a lemnaceelor reflectd adaptabilitatea
acestora la o gama largd de climate, conditii de umiditate si nise
ecologice. In continuare prezentam distributia lor globald, conform
,.GBIF” cu accent pe regiuni, specii si preferinte fata de conditiile de
mediu (Fig. II.1) (Les et al., 2002; Sree et al., 2016; Lee et al., 2020;
“GBIF”):

Fig. I.1 — Distributia subfamiliei lemnoideae pe glob. (GBIF - Global
Biodiversity Information Facility, https://www.gbif.org — Accesat
25.01.2024)

Lemnaceele au, de asemenea, mai multe caracteristici care le fac in
mod unic utile pentru testele de toxicitate:

* reproducerea lor vegetativa si populatiile omogene din punct


https://www.gbif.org/

de vedere genetic permit coloniilor clonale sa fie utilizate pentru toate
experimentele, astfel fiind eliminate variatiile genetice (Bishop si
Perry, 1981; Hillman, 1961);

» indivizii pot fi dezinfectati si crescuti intr-un mediu lichid sau
pe agar (Hillman, 1961);

* cultura de Lemna poate creste n laborator pe termen nelimitat,
iar conditiile controlate de temperatura, lumina si de nutritie sunt mult
mai usor de mentinut decat pentru alte angiosperme (Hillman, 1961;
Wang, 1987);

* exemplarele de Lemna au o suprafatd mare pentru raportul de
volum, iar cuticula de pe suprafata inferioara a frondei lipseste sau este
redusa, inlesnind astfel absorbtia substantelor ce se testeaza (Bishop si
Perry, 1981);

* plantele sunt acumulatoare excelente ale unui numar mare de
elemente metalice, caracteristici ce le face candidati buni pentru
utilizarea In monitorizarea calitatii apei si in testele de laborator pentru
studiile de toxicitate si de absorbtie (Jenner si Janssen-Mommen,
1993);

» exemplarele de lintitd sunt deosebit de sensibile la substantele
active de suprafatd, compusi hidrofobi si substante similare, care se
concentreaza la interfata aer-apd (Taraldsen si Norberg-King, 1990;
A.S.T.M., 1991);

* spre deosebire de testele de toxicitate utilizate pentru alge,
solutiile de testare pentru Lemna pot fi reinnoite, proces util pentru
completarea acestora cu substantele ce se pierd rapid din solutii ca
urmare a volatilizarii, fotodegradarii, precipitarii sau biodegradarii.
(Taraldsen si Norberg-King, 1990).



I1.2.5 Utilizari ale lemnaceelor pentru depoluarea apei

Subfamilia Lemnoideae include plante acvatice mici ce plutesc
liber, cunoscute in mod obisnuit sub numele de [lintitd, care au
demonstrat un potential considerabil de utilizare in depoluarea apei, in
special in activitatile de tratare a apelor uzate si de eliminare a
poluantilor din mediile acvatice. Diferite specii din Lemnoideae
precum Lemna minor, Lemna minuta $i Lemna trisulca au fost studiate
pentru capacitatile lor de a absorbi si acumula nutrienti si contaminanti
din mediile acvatice, proprietdti ce au permis cercetdtorilor sa le
considere agenti eficienti pentru fitoremediere (Ansari et al., 2020;
Ceschin et al., 2020).

1. inliturarea excesului de nutrienti:

Lintita este foarte eficienta in absorbtia si asimilarea azotului
si fosforului din apa, poluanti obisnuiti in scurgerile agricole, in apele
uzate urbane si in efluentii de la statiile de epurare. Concentratiile mari
ale acestor nutrienti in corpurile de apad pot duce la eutrofizarea lor,
proces care are ca rezultat cresterea excesiva a algelor si epuizarea
nivelului de oxigen, afectand negativ viata acvatica.

Prin preluarea rapidd a acestor nutrienti si incorporarea in
biomasa lor, plantele de lintita ajutd la atenuarea eutrofizarii
respectivelor ape cu grade diferite de poluare (Sudiarto et al., 2019;
Devlamynck et al., 2020).

In acest sens, demonstrand o capacitate puternici de a reduce
concentratiile ionilor de amoniu (NH4") si nitrati (NOs™) in apa
poluata, mai multe specii de lemnacee sunt considerate a fi deosebit
de utile in tratarea scurgerilor agricole si a efluentilor industriali cu
niveluri ridicate de compusi cu azot (Devlamynck et al., 2020;
Sudiarto et al., 2019).

2. Inlaturarea metalelor grele:
Lemnaceele pot acumula metale grele din apele contaminate
in corpul lor precum cadmiu, plumb, crom, mercur, arsen si cupru



prin procese de bioacumulare, procese in care ionii metalici sunt fie
adsorbiti pe suprafata organelor plantelor, fie incorporate prin
absorbtie in tesuturile lor. In acest sens, studiile intreprinse au
demonstrat ca specii precum Lemna minor $i Lemna gibba sunt
deosebit de eficiente in indepartarea metalelor grele din corpurile de
apa in care vegeteaza, tolerand si acumuland adesea aceste substante
toxice in tesuturile lor (Bokhari et al., 2016; Pang et al., 2023).

Dezvoltand mecanisme de detoxifiere specifice, unele specii
de lintitd au reusit sa tolereze si sd stocheze metalele grele in structurile
proprii, reducand disponibilitatea acestora in coloana de apa si
impiedicandu-le sa intre 1n lantul trofic (Devlamynck et al., 2020; Liu
et al., 2021).

3. Degradarea poluantilor organici:

Lemnaceele sunt eficiente in indepartarea diferitilor poluanti
organici din apa, inclusiv pesticide, erbicide, produse farmaceutice si
alte substante chimice organice sintetice, pe care le pot degrada fie
prin rizodegradare, in care comunititile microbiene asociate cu
radacinile plantelor ajuta la degradarea contaminantilor organici, fie
prin fitodegradare, in care procesele metabolice ale respectivelor
plante descompun poluantii (Lobiuc et al., 2018; Ekperusi et al., 2019;
Prakash et al., 2021).

4. Reducerea agentilor patogeni:

In sistemele de tratare a apelor uzate s-a constatat ci plantele
de lintitd contribuie la reducerea bacteriilor patogene si a altor
microorganisme daundtoare, covoarele dense de lintitd crednd o
barierd fizicd ce limiteazd patrunderea luminii si inhiband astfel
cresterea agentilor patogeni. In plus, productia ridicati de oxigen in
timpul fotosintezei si eliberarea sa ulterioara din corpul plantelor in
apa poate spori activitatea microbiand aeroba in acest mediu, fenomen
ce ajuta la degradarea materiei organice si la reducerea nivelurilor de
agenti patogeni (Ishizawa et al., 2019, 2020).



5. Productia de biomasa pentru utilizari secundare:

Productia de biocombustibili: biomasa generatd din
cresterea lintitei in ape bogate in nutrienti poate fi recoltata si utilizata
ca materie prima pentru productia de biocombustibili, inclusiv
bioetanol si biogaz. Continutul ridicat de amidon din lintita o face o
sursa eficienta pentru productia de etanol, in timp ce digestia anaeroba
a biomasei de lintita poate produce biogaz bogat in metan (Sudiarto et
al., 2019).

Hrana pentru animale si ingrasiminte: Biomasa de lintita
recoltata poate fi folosita si ca supliment alimentar bogat in proteine
pentru animale si pesti in acvacultura. In plus, lintita uscata poate servi
ca ingrdsdmant organic, oferind o modalitate durabild de a recicla
nutrientii absorbiti in timpul procesului de depoluare a apei (Hasan si
Chakrabarti, 2010; Pagliuso et al., 2022; Demann et al., 2022).

11.3 Specii test

11.3.1 Lemna minor L.

Lemna minor L. (lintita) este o specie acvatica de dimensiuni
reduse, care formeaza populatii extinse pe suprafata apelor stagnante
(lacuri, mlastini), dar se intalneste si pe albiile raurilor lent curgatoare
(Foto 11.1).

Foto II.1 — Indivizi de Lemna minor L. (original)



Planta prezinta fronde ovate sau lanceolate, pe fata inferioara
cu o singura radacind filiforma si cu doua brazde laterale posterioare
din care iTnmuguresc noi fronde, antere biloculare si ovar uniovulat.
Frondele au ambele fete plane, dintre care cea superioara + carenata
(Landolt, 1998; Bog et al., 2020).

O planta de lintita consta dintr-o singura frunza cu una sau mai
multe radacini. Cele mai multe specii de lintita se multiplica in
principal prin Inmultire vegetativa, prin formarea de fronde fiice din
doua ,,buzunare” aflate pe fiecare parte a capatului ingust al frondei.
In timpul fazei initiale de crestere frondele nou formate raman
atasate plantei mama si, prin urmare, plantele par sa fie alcatuite
din mai multe fronde.

Specii din genul Spirodela au cele mai mari fronde, ce
masoara 20 mm in diametru, in timp ce specii de Wolffia masoara 2
mm sau mai putin in diametru. Speciile genului Lemna sunt specii de
dimensiuni intermediare, de aproximativ 6-8 mm. In timpul vietii sale,
care dureazd o perioada de 10 zile, pana la cateva sdptdmani, un
individ poate produce aproximativ 20 de fronde fiice. Frondele fiice
se vor separa de planta mama si vor produce, la randul lor, alte fronde
noi (Foto I1.2) (Blodgett, 1915; Acosta et al., 2021).
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Foto I1.2 - Lemna minor L. — fata inferioara — microfotografie SEM
(original)

Deoarece este o specie natantd, stomatele lintitei se gasesc pe
epiderma superioara (Foto II.3). Fronda este platd, de culoare verde,
verde-deschis si prezintd o nervatiune centrala. La baza frondei, pe fata
inferioara se gaseste radacina, cu lungimi cuprinse intre 0,2 si 10 cm.
La nivelul radécinii se gaseste o structurd asemanatoare scufiei de la
radacinile plantelor terestre, cu rol in protectie, dar care poarta numele
de rizomitra (Foto 11.4).



Stomate

Foto I1.3 — Lemna minor L. - Epiderma superioara cu stomate — microscop
optic - 10x (original)

Foto I1.4 — Lemna minor L.- Rizomitra — microscop optic 10x (original)

Observata prin transparenta fatd de o sursa de lumina, fronda
prezintd 3 vase conducatoare principale, situate astfel: douad pe
marginea frondei si unul situat central. Toate aceste vase conducatoare
pornesc de la baza plantei, din punctul de prindere al radacinii. in
structura frondei se pot identifica si spatiile aerifere, reprezentate de
celule mari, cu pereti usor ingrosati (Foto I1.5).



Fronda lintitei se caracterizeaza printr-un invelis sau pungéa pe
fiecare parte a bazei. In cadrul fiecireia dintre aceste pungi va apirea
o frondda a urmatoarei generatii vegetative, care nu se dezvoltd in
acelasi timp. Atunci cand se formeaza flori, fiecare creste in pozitia in
care fronda creste in mod obisnuit, desi o tandrd fronda se poate
dezvolta mai tarziu in acelasi buzunar (Tippery et al., 2021).
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Foto I1.5 — Lemna minor L. — Elemente de morfologie (d. Armstrong, 2011)

In spatele frondei sau florii in crestere existd un mugur. in mod
normal rudimentele acestui mugur apar foarte devreme in dezvoltarea
frondei, in axila in care este amplasat. In aproape acelasi timp cand
radacina se dezvolta, se formeaza pe suprafata dorsald a mugurelui o
usoara denivelare sau grupare de celule. Pana in momentul in care
fronda fiica va fi destul de mare si rezistenta, buzunarul in care aceasta
se afla este Inchis de 0 membrana subtire, ce se va rupe in momentul

in care tesuturile frondei fiice vor apasa asupra acesteia (Baek et al.,
2021).



Legatura plantei fiice cu planta mama se pastreaza printr-un
ligament, un manunchi de vase conducatoare, pentru a se putea
finaliza dezvoltarea radacinii plantei fiice deoarece, datorita spatiului
redus din buzunar, celulele ce formeaza radacina nu s-au putut
multiplica. Ligamentul intre cele doud plante se poate péstra si dupa
finalizarea dezvoltarii (Foto 11.6).
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Foto I1.6 — Lemna minor L. — indivizi atasati prin intermediul unui ligament;
vedere fata superioara — foto stereomicroscop - 4x (original)

11.3.2 Lemna minuta Kunth

Lemna minuta Kunth, cunoscuta in mod obisnuit sub numele de
lintita sau lintita pitica, este o specie de plantd acvatica, originara din
America, care, fiind introdusa in diferite parti ale Europei, Asiei si
Australiei, este adesea consideratd invaziva, datoritd cresterii sale
rapide si capacitatii de a depasi vegetatia acvaticd nativa (Hussner et
al., 2017; Ceschin et al., 2018).



Lemna minuta Kunth se caracterizeaza prin dimensiunea sa
mica si o structura simpla, tipica lintitei. Planta consta dintr-o fronda
cu o structura aplatizata care pluteste liber, aseméanatoare unei frunze,
ce indeplineste atat functiile frunzei, cat si ale tulpinii (Foto 11.9).
Fronda este foarte mica (aproximativ 1,5 - 4 mm lungime si 1 - 2 mm
latime) de forma ovala pana la eliptica, cu varful rotunjit si baza usor
conicd, de culoare verde deschis, cu cateva pungi de aer sau
aerenchim, care ajutd la flotabilitate; suprafata superioard a acesteia
este de obicei neteda, dar poate prezenta, uneori, papile (Ceschin et al.,
2016).

Foto I1.9 — Lemna minuta Kunth (original)

Fiecare fronda produce de obicei o singura radacina subtire,
neramificatd, situatd pe fata sa inferioard, asemandtoare unui fir cu
dimensiuni ce variaza de la 5 pana la 15 mm lungime (Foto I1.10),
servind 1n primul rand ca organ de stabilizare, dar care poate ajuta si
la absorbtia nutrientilor din coloana de apa (Landolt, 1998; Ceschin et
al., 2016).
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Foto I1.10 — Lemna minuta Kunth —Apect micromorfologic al radacinii —
microfotografie SEM (original)

Lemna minuta se reproduce de obicei asexuat prin iInmugurire
vegetativa. La baza frondei mama se formeaza noi fronde fiice, care
in cele din urma se separa si devin independente. Desi reproducerea
sexuatd este rara la aceastd specie, planta produce flori foarte mici,
care sunt Tn mare parte neobservate, deoarece sunt incorporate in
structura frondei si constau dintr-o singurd stamina si un pistil.

Lemna minuta este cunoscutd pentru reproducerea sa
vegetativa rapida. Planta produce noi indivizi intr-un ritm ridicat in
conditii favorabile, fapt ce conduce la o crestere exponentiala.

In mediile bogate in nutrienti, cum ar fi iazurile, paraiele cu
miscare lentd sau santurile cu niveluri ridicate de azot si fosfor, Lemna
minuta poate forma rapid colonii dense, care acopera suprafata apei
(Landolt, 1998; Ceschin et al., 2018; Chen et al., 2022).



Partea a II-a — Contributii personale

Capitol III — Material si metode
1I1.1 Specii test

Materialul vegetal utilizat in cercetarile din prezenta teza este
reprezentat de exemplare de plante apartindnd la doud specii din
subfamilia Lemnoideae: Lemna minor L. si Lemna minuta Kunth.

Indivizii de Lemna minor L. au fost recoltati la data de
26.08.2018 de pe raza municipiului lasi (cursul raului Nicolina, la
confluenta cu raul Bahlui, coordonate GPS aferente locatiei:
47.157632 lat. N, 27.569232 long. E). Desi specia se dezvolta pe
suprafata apelor stitatoare, vegetatia abundenta si continutul mare de
nutrienti din aceste rauri au permis formarea de colonii de lintita ce
sunt purtate de curenti de fiecare data cand creste nivelul apei.

Cateva exemplare apartindnd acestei specii au fost depuse la
Herbarul Facultatii de Biologie a Universitatii “Alexandru loan Cuza”
din Iasi, primind numarul de inregistrare 207024.
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Foto III 1- Locat1e decolectare a plantelor apartlnand spec1e1 Lemna minor
L. la data de 26.08.2018
(d. Google Maps, 2023)



Indivizii de Lemna minuta Kunth au fost recoltati la data de
01.07.2022 din iazul Staw Poludniowy, zona Huby Moraskie situata
la periferia orasului Poznan, Polonia. Coordonatele GPS ale locatiei
sunt: 52.466094 lat. N, 16.933088 long. E.

Cateva exemplare apartindnd acestei specii au fost depuse la
Herbarul Facultatii de Biologie a Universitatii “Alexandru loan Cuza”
din lasi, primind urmatorul numar de inregistrare: Lemna minuta
Kunth — 207026.
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Foto II.2 - Locatie de colectare a plantelor apartinand speciilor Lemna
minuta Kunth si Lemna trisulca L. la data de 01.07.2022 (d. Google Maps,
2023)

II1.2 Nanomateriale

In prezenta tezi s-au utilizat trei tipuri de nanomateriale sintetice pe
baza de carbon:

e nanotuburi de carbon multistratificate cu un diametru exterior
de 8 nm, puritate > 96%, Producator Nanografi, Ankara,
Turcia — Cod produs: NGOIMWO0101;



nanotuburi de carbon multistratificate carboxilate cu un
diametru exterior cuprins intre 8 si 18 nm, puritate > 96%,
Producdtor Nanografi, Ankara, Turcia — Cod produs:
NG01MWO0303;

funingine de fulerene — o combinatie de fulerene C60, C70 si
negru de fum, care pot fi utilizate intr-o varietate de aplicatii,
cum ar fi purificarea apei, stocarea hidrogenului, obtinerea de
supercondensatori si in nanoelectronica - Producator Sigma-
Aldrich — Cod produs: 572497-5G,

1I1.3 Protocol experimental

I11.3.1 Design experimental

In vederea unei bune desfasurdri a procesului de testare, am

urmat prevederile ghidului de testare nr. 221 al Organizatiei pentru

Cooperare si Dezvoltare Economica (OCDE), care ofera proceduri

detaliate pentru cultivarea speciilor genului Lemna L., in special
Lemna gibba L. si Lemna minor L.

Prezentdm in continuare principalele etape ale procedurii de

cultivare a speciilor test de lintita:

Crearea si mentinerea culturii stoc de Lemna in conditii
optime, pentru o crestere sandtoasd, exponentiald, activitate
care a implicat transferul regulat al acesteia pe mediu
proaspadt, pentru a preveni epuizarea nutrientilor si acumularea
de deseuri. Culturile obtinute astfel au fost pastrate in conditii
controlate, cu o temperaturd de 24 + 2°C si iluminare timp de
17 ore pe zi, la o intensitate de aproximativ 115 - 118
umol/s/m?.

Crearea de culturi stoc secundare, pornind de la un singur
individ pentru fiecare specie testatd, pentru a evita
variabilitatea fenotipicd a indivizilor de Lemna.



e Selectarea din aceste culturi secundare a indivizilor necesari
efectudrii testelor: plantele au fost cultivate pe parcursul
experimentelor in tavi cu 10 godeuri cu un volum de céte 10
ml fiecare, acoperite pe exterior cu vopsea de culoare neagra,
pentru a impiedica dezvoltarea algelor contaminante.

e Mentinerea culturilor in termostat la o temperatura constanta
de 25 °C si iluminare timp de 17 ore pe zi, si monitorizarea
cresterii indivizilor la intervale de cate 2-3 zile.

*Pentru a asigura o crestere si reproductibilitate adecvate in timpul
perioadei de testare fiecare godeu a primit un numar definit de fronde
(1 individ = 3 fronde)(Foto IIL.3).
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Foto II1.3 — Tava de cultivare a indivizilor de Lemna (original)

Design-ul experimental care a vizat raspunsul plantelor test la
prezenta nanomaterialelor sintetice pe bazd de carbon incluse
experimental in mediul de cultura a fost particularizat pentru cele doua
specii ale genului Lemna L. astfel:

e incazul speciei Lemna minor L., recunoscuta ca specie model
in cercetarile de ecotoxicologie acvatica, cercetirile au
cuprins determindri morfo-anatomice, fiziologice, biochimice
si de biologie moleculara (subcap. IV.1 al capitolului IV din
Partea personald);



e in cazul speciei Lemna minuta Kunth, larg raspandita, dar
putin studiatd sub aspectul reactivitatii complexe morfo-
functionale la modificarea conditiilor de viata, cercetarile au
cuprins determindri morfologice, biochimice si fiziologice
(subcap. I'V.2 al capitolului IV din Partea personald).

Capitol IV — Rezultate si discutii

1V.1 Interactiuni ale plantelor apartinind speciei Lemna minor L.
cu nanomateriale sintetice pe baza de carbon

IV.1.1 Reactii morfologice si micromorfologice

Pentru observarea si interpretarea eventualelor modificari
morfologice induse de tratamentele cu nanomateriale aplicate
plantelor de lintita (Lemna minor) materialul vegetal a fost analizat
prin transparentd la stereomicroscop in preparate microscopice
proaspete.

IV.1.5 Reactii fiziologice
IV.1.5.1 Fluorescenta clorofiliand

La momentul initial al experimentului, valorile parametrului
®PSII au fost relativ ridicate si uniforme intre toate tratamentele
aplicate, sugerand ca expunerea initiala a plantelor test la
nanomaterialele testate nu a exercitat un efect imediat asupra eficientei
fotosistemului II al acestora. In ultima zi a experimentului, se observa
o tendintd clard de reducere a valorilor ®PSII, mai ales in cazul
variantelor tratate cu nanotuburi. Aceste modificari indicd o posibila
toxicitate cumulativd a nanomaterialelor, manifestatd progresiv, in
timp, asupra aparatului fotosintetic.
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Fig. IV.5 — Evolutia fluorescentei clorofiliene a indivizilor de Lemna minor
L.din ziua 0 pana in ziua 14 a experimentului. Variante experimentale:
Control, 50 - 50 mg/l MWCNT, 200 — 200 mg/l MWCNT, 50-C — 50 mg/1
MWCNT-COOH, 200-C - 200 mg/l MWCNT-COOH, 50 F — 50 mg/1
Funingine de fulerene, 200 F — 200 mg/l Funingine de fulerene.

1V.1.5.2 Continutul de pigmenti asimilatori

Pentru toate categoriile de pigmenti fotoasimilatori analizati
(clorofila a, clorofila b si pigmenti carotenoidici) tratamentul cu
nanotuburi de carbon multistratificate a condus la niveluri cantitative
mai reduse, comparativ cu varianta control, indicand un efect fitotoxic
al acestora, dependent de doza (Fig. IV.7, Anexa 5). Aceste rezultate
sugereaza ca expunerea la MWCNT accentueaza stresul oxidativ si
fotoinhibitor, aspect documentat anterior in cazul plantelor acvatice
expuse prezentei nanomaterialelor (Meften et al., 2023).
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Fig. IV.7 —Continutul de pigmenti asimilatori al plantelor de Lemna minor
L. 1n ziua 14 a experimentului. Variante experimentale: Control, 50 - 50
mg/l MWCNT, 200 — 200 mg/l MWCNT, 50-C — 50 mg/l MWCNT-
COOH, 200-C - 200 mg/l MWCNT-COOH, 50 F — 50 mg/1 Funingine de

fulerene, 200 F — 200 mg/l Funingine de fulerene.

1V.1.5.3 Continutul de flavonoide

Tratamentul cu nanotuburi de carbon multistratificate
functionalizate cu grupari carboxil (MWCNT-COOH) a determinat o
crestere semnificativa a continutului de flavonoide, ca un raspuns clar
al metabolismului plantelor test dependent de doza aplicata, cea mai
mare acumulare a acestor compusi fiind observata la concentratia de
200 mg/l MWCNT-COOH, indicand o activare intensa a cailor
antioxidante, cel mai probabil ca rdspuns la un stres oxidativ
amplificat (Fig. IV.11, Anexa 6). Acest efect poate fi atribuit
reactivitatii chimice sporite si biodisponibilitdtii crescute a
nanotuburilor functionalizate, care sunt favorizate in patrunderea lor



in tesuturile vegetale si in interactiunea cu celulele vegetale (Chen et
al., 2018; Jiang et al., 2020).
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Fig. IV.11 — Continutul de flavonoide al plantelor de Lemna minor L.
cultivate 1n conditii experimentale. Variante experimentale: Control, 50 - 50
mg/l MWCNT, 200 — 200 mg/l MWCNT, 50-C — 50 mg/l MWCNT-
COOH, 200-C - 200 mg/l MWCNT-COOH, 50 F — 50 mg/l Funingine de
fulerene, 200 F — 200 mg/1 Funingine de fulerene. Diferentele semnificative
statistic sunt marcate cu * (* - p = 0.0150; **** - p <0.0001)

1V.1.5.4 Continutul de polifenoli

Expunerea lintitei la MWCNT a condus la o crestere moderata
a polifenolilor la concentratia de 50 mg/l, comparativ cu grupul
martor. La 200 mg/l, acumularea de polifenoli a fost usor mai ridicata
decat la 50 mg/l, sugerdnd un raspuns dependent de doza la stresul
oxidativ. Aceastd tendintad este corelatd cu literatura de specialitate
care indica acumularea de compusi fenolici ca mecanism adaptativ de
protectie 1mpotriva ROS generate in prezenta nanomaterialelor
(Gonzalez-Garcia et al., 2019).
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Fig. IV.12 — Continutul de polifenoli al plantelor de Lemna minor L.
cultivate in conditii experimentale. Variante experimentale: Control, 50 - 50
mg/l MWCNT, 200 — 200 mg/l MWCNT, 50-C — 50 mg/l MWCNT-
COOH, 200-C - 200 mg/l MWCNT-COOH, 50 F — 50 mg/1 Funingine de
fulerene, 200 F — 200 mg/1 Funingine de fulerene. Diferentele semnificative
statistic sunt marcate cu * (**** - p <0.0001)

IV.1.6 Reactii biochimice

1V.1.6.1 Activitatea peroxidazei (POD)

In urma expunerii la nanotuburi de carbon multistratificate
(MWCNT) si la nanotuburi functionalizate cu grupéri carboxil
(MWCNT-COOR), plantele de Lemna minor au manifestat o reducere
semnificativa a activitatii POD, mai ales la concentratia de 200 mg/1.
Cea mai accentuatd reducere a fost inregistrata in cazul tratamentului
cu MWCNT-COOH. Aceasta inhibare enzimatica ar putea fi atribuita
deteriorarii oxidative a protein-enzimelor direct implicate sau unei
interferente in céile de reglare a expresiei genice asociate apararii
antioxidante (Ma et al., 2010; Siddiqui et al., 2015). Pe de alta parte,



scaderea activitatii POD poate reflecta o acumulare excesiva de ROS,
care depaseste capacitatea de detoxifiere enzimaticd a plantei,
conducand la dezechilibre redox si la deteriorare celulara extensiva
(Dietz si Herth, 2011).
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Fig. IV.13 — Activitatea peroxidazei a exemplarelor de Lemna minor L.
cultivate in conditii experimentale. Variante experimentale: Control, 50 - 50
mg/l MWCNT, 200 — 200 mg/l MWCNT, 50-C — 50 mg/l MWCNT-
COOH, 200-C - 200 mg/l MWCNT-COOH, 50 F — 50 mg/l Funingine de
fulerene, 200 F — 200 mg/1 Funingine de fulerene. Diferentele semnificative
statistic sunt marcate cu * (** - p = 0.0026; **** - p <(0.0001)

1IV.1.6.2 Activitatea superoxid-dismutazei (SOD)

In urma tratamentelor cu MWCNT, MWCNT-COOH si
funingine de fulerene, lintita a prezentat o scadere semnificativa a
activitatii. SOD, cele mai reduse niveluri fiind observate la
concentratia de 200 mg/l pentru toate nanomaterialele analizate.
Aceasta inhibare indica o dereglare majora a echilibrului redox in
plantele testate, posibil fie prin epuizarea capacitatii antioxidante a



SOD ca urmare a acumuldrii excesive de ROS, fie prin inactivarea
directa a enzimei la nivel celular din cauza stresului oxidativ (Mittler,
2002; Gill si Tuteja, 2010) (Fig. IV.14, Anexa 9).
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Fig. IV.14 — Activitatea superoxid-dismutazei a exemplarelor de Lemna
minor L. cultivate in conditii experimentale. Variante experimentale:
Control, 50 - 50 mg/l MWCNT, 200 — 200 mg/l MWCNT, 50-C — 50 mg/1
MWCNT-COOH, 200-C - 200 mg/l MWCNT-COOH, 50 F — 50 mg/1
Funingine de fulerene, 200 F — 200 mg/l Funingine de fulerene. Diferentele
semnificative statistic sunt marcate cu * (**** - p <0.0001)

1V1.6.3 Continutul de proteine solubile

Expunerea culturilor de Lemna minor la diferite concentratii
de nanotuburi de carbon multistratificate (MWCNT), MWCNT
functionalizate cu grupari carboxilice (MWCNT-COOH) si funingine
de fulerene a determinat variatii semnificative ale continutului total de
proteine, in comparatie cu grupul martor. Aceste rezultate sunt in acord
cu datele din literatura de specialitate, care descriu stresul oxidativ si



perturbarea metabolismului proteic ca raspuns la expunerea la
nanomateriale (Mittler, 2002; Zhang et al., 2017) (Fig. IV.15, Anexa
10).
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Fig. IV.15 — Continutul de proteine al exemplarelor de Lemna minor L.
cultivate in conditii experimentale. Variante experimentale: Control, 50 - 50
mg/l MWCNT, 200 — 200 mg/l MWCNT, 50-C — 50 mg/l MWCNT-
COOH, 200-C - 200 mg/l MWCNT-COOH, 50 F — 50 mg/l Funingine de
fulerene, 200 F — 200 mg/1 Funingine de fulerene. Diferentele semnificative
statistic sunt marcate cu * (**** - p <0.0001)

1V.1.6.4 Activitatea antioxidanta totala

Comparativ cu varianta martor, toate tratamentele cu
nanomateriale au generat plantelor test modificari semnificative ale
activitatii de captare a radicalilor DPPH, confirmand faptul ca
prezenta nanomaterialelor in mediul de culturd le-a provocat acestora
un raspuns oxidativ sistemic, in care cresterea cea mai evidenta a
activitatii antioxidante totale a fost observata la tratamentul cu
MWCNT-COOH cu o concentratie de la 200 mg/l, urmat de



tratamentul cu MWCNT cu concentratia de 200 mg/l (Fig. IV.16,
Anexa 11).
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Fig. IV.16 — Activitatea antioxidanti totala a exemplarelor de Lemna minor
L. cultivate in conditii experimentale (Test DPPH). Variante experimentale:
Control, 50 - 50 mg/l MWCNT, 200 — 200 mg/l MWCNT, 50-C — 50 mg/1
MWCNT-COOH, 200-C - 200 mg/l MWCNT-COOH, 50 F — 50 mg/1
Funingine de fulerene, 200 F — 200 mg/l Funingine de fulerene. Diferentele
semnificative statistic sunt marcate cu * (**** - p <0.0001)



IV.1.7 Evaluarea expresiei genelor

IV.1.7.4 Expresia genei marker pentru activitatea fotosintetica:
RBSC

In toate variantele de tratament, expresia RBSC a fost
semnificativ redusd comparativ cu martorul, ceea ce indicd o scadere
a procesului fotosintetic evaluat la nivel transcriptional. O scadere
semnificativd s-a inregistrat in cazul tratamentelor cu MWCNT si
MWCNT-COOH, evidentiind influenta tipului de nanomaterial asupra
stresului oxidativ si asupra suprimarii expresiei genice in plantele
testate (Fig. IV.17, Anexa 12) (Gill si Tuteja, 2010).
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Fig. IV.17 — Expresia genei RBSC a exemplarelor de Lemna minor L.
cultivate in conditii experimentale. Variante experimentale: Control, 50 - 50
mg/l MWCNT, 200 — 200 mg/l MWCNT, 50-C — 50 mg/l MWCNT-
COOH, 200-C - 200 mg/l MWCNT-COOH, 50 F — 50 mg/l Funingine de
fulerene, 200 F — 200 mg/1 Funingine de fulerene. Diferentele semnificative

statistic sunt marcate cu * (*** - p = 0.0003; **** - p <0.0001)



1IV.1.7.5 Expresia genei asociate cu metabolismul hormonal: NCED
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Fig. IV.18 — Expresia genei NCED9 a exemplarelor de Lemna minor L.
cultivate 1n conditii experimentale. Variante experimentale: Control, 50 - 50
mg/l MWCNT, 200 — 200 mg/l MWCNT, 50-C — 50 mg/l MWCNT-
COOH, 200-C - 200 mg/l MWCNT-COOH, 50 F — 50 mg/1 Funingine de
fulerene, 200 F — 200 mg/1 Funingine de fulerene. Diferentele semnificative
statistic sunt marcate cu * (* - p=0.0121)

La variantele tratate cu MWCNT si MWCNT-COOH,
expresia genei NCED a fost crescuta la ambele concentratii testate (50
s1 200 mg/1), cu un nivel de inductie mai accentuat la doza de 200 mg/1.
Acest model sugereaza o activare doza-dependenta a caii biosintetice
ABA, reflectand severitatea stresului oxidativ indus de aceste
nanomateriale (El-Saadony et al., 2022).



1V.1.7.6 Expresia genei implicate in raspunsul la stres oxidativ: POD
(peroxidaza)
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Fig. IV.19 — Expresia genei POD a exemplarelor de Lemna minor L.
cultivate 1n conditii experimentale. Variante experimentale: Control, 50 - 50
mg/l MWCNT, 200 — 200 mg/l MWCNT, 50-C — 50 mg/l MWCNT-
COOH, 200-C - 200 mg/l MWCNT-COOH, 50 F — 50 mg/1 Funingine de
fulerene, 200 F — 200 mg/1 Funingine de fulerene. Diferentele semnificative
statistic sunt marcate cu * (* - p =0.0232; *** - p = (0.0002)

Rezultatele obtinute indica faptul ca funinginea de fulerene,
in special la concentratii mari, stimuleaza transcriptia POD mai
eficient decat celelalte tipuri de nanomateriale testate, posibil datorita
generarii continue de ROS sau modificarii semnalizarii redox
intracelulare (Wang et al., 2024).



1V.1.7.7 Expresia genei implicate in raspunsul la stres oxidativ: SOD
(superoxid dismutaza)

Expresia relativa a genei SOD a fost crescuta in toate variantele
de tratament cu nanomateriale pe baza de carbon, comparativ cu
grupul martor, ceea ce indica un raspuns oxidativ sistemic in plantele
de Lemna minor (Fig. IV.20, Anexa 15).
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Fig. IV.20 — Expresia genei SOD a exemplarelor de Lemna minor L.
cultivate in conditii experimentale. Variante experimentale: Control, 50 - 50
mg/l MWCNT, 200 — 200 mg/l MWCNT, 50-C — 50 mg/l MWCNT-
COOH, 200-C - 200 mg/l MWCNT-COOH, 50 F — 50 mg/1 Funingine de
fulerene, 200 F — 200 mg/1 Funingine de fulerene. Diferentele semnificative
statistic sunt marcate cu * (*** - p = 0.0007; **** - p <0.0001)

MWCNT cu o concentratie de 200 mg/l a determinat o
crestere a expresiei acestei gene, insa usor inferioara celei observate
pentru tratamentul cu 50 mg/l, fapt ce poate reflecta fie o reglare
negativa prin feedback, fie o suprasolicitare a sistemului antioxidant
in conditii de stres mai sever (Cheng et al., 2016).



MWCNT-COOH 1in concentratii de 50 si 200 mg/1 au mentinut
niveluri ridicate de expresie ale genei SOD, sustindnd ipoteza ca
functionalizarea carboxilicd a nanotuburilor amplificd interactiunea
lor cu tesuturile vegetale si favorizeaza in celulele plantelor test o
productie continud de ROS.

Funinginea de fulerene, atét la concentratia de 50 mg/l, cat si
la cea de 200 mg/l a condus la o crestere moderata a expresiei genei
SOD, cu o inducere mai pronuntata la concentratia mai mare, sugerand
o semnalizare oxidativa a acesteia dependenta de doza aplicatd (Yang
et al., 2021).

1V.1.7.8 Expresia genei asociate cu senescenta si apoptoza: DAD
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Fig. IV.21 — Expresia genei DAD1 a exemplarelor de Lemna minor L.
cultivate in conditii experimentale. Variante experimentale: Control, 50 - 50
mg/l MWCNT, 200 — 200 mg/l MWCNT, 50-C — 50 mg/l MWCNT-
COOH, 200-C - 200 mg/l MWCNT-COOH, 50 F — 50 mg/1 Funingine de
fulerene, 200 F — 200 mg/1 Funingine de fulerene. Diferentele semnificative
statistic sunt marcate cu * (** - p=0.0017; **** - p <0.0001)



In cazul tratamentului cu MWCNT, expresia genei DAD a fost
usor crescuta la concentratia de 50 mg/l, indicand un raspuns adaptativ
al plantelor la un nivel moderat de stres oxidativ. Totusi, la
concentratia de 200 mg/1, expresia acestei gene a scdzut semnificativ,
sugerand ca intensificarea stresului a depasit capacitatea sistemului de
aparare al plantelor, conducand la posibila activare a cailor de moarte
celularad.

1V.2 Interactiuni ale unor plante apartinind speciei Lemna minuta
Kunth cu nanomateriale sintetice pe bazd de carbon

IV.2.1 Dezvoltarea culturilor de Lemna minuta Kunth in conditii
experimentale de cultivare

1IV.2.1.1 Reactii morfologice

In cazul tratamentului cu nanotuburi de carbon
multistratificate s-a observat un declin al numarului de frunze / fronde
apartinand concentratiei de 50 mg/l. Acest model experimental indica
un efect inhibitor al nanotuburilor testate, dependent de doza aplicata,
rezultatele practice obtinute fiind in concordantd cu rapoartele
anterioare referitoare la efectul aplicarii de nanotuburi de carbon
multistratificate (MWCNT), care afecteaza integritatea suprafetei
organelor vegetative si de reproducere ale plantelor si le suprima
cresterea (Begum et al., 2012b).

O reducere si mai accentuatd a numarului de frunze / fronde
ale plantelor de Lemna minuta a fost evidentiatd in cazul aplicarii
ambelor concentratii de nanotuburi carboxilate, fenomenul sugerand
ca procesul de carboxilare le sporeste acestor nanotuburi toxicitatea,
dupa cum se afirma in literatura de specialitate (Zhang et al., 2016).

Tratamentul cu funingine de fulerene a indus un raspuns
diferit: numarul frunzelor / frondelor plantelor de Lemna minuta nou



formate a crescut ca urmare a aplicarii concentratiei de 50 mg/l, dar a
scazut usor in cazul aplicérii concentratiei de 200 mg/l. Aceasta
tendinta bifazica de raspuns poate reflecta un efect hormetic, in care
dozele mici de nanomateriale sintetice pe bazé de carbon favorizeaza
procesul de crestere al plantelor test, in timp ce dozele mai mari
declanseaza stresul oxidativ, fenomen relatat de literatura de
specialitate in legatura cu efectul nanotuburilor de fulerene aplicate
experimental plantelor test (Gogos et al., 2012)(Fig. IV.22, Anexa 17,
Anexa 31).

IV.2.2 Reactii fiziologice
1V.2.2.1 Fluorescenta clorofiliand

In cazul testirii nanotuburilor de carbon multistratificate
(MWCNT) s-a obtinut o reducere clara a valorilor parametrului ®PSII
(dependente de concentratia tratamentului aplicat), rezultatele practice
indicand o afectare progresiva a eficientei fotosintetice a aparatului
fotoasimilator al plantelor de Lemna minuta odati cu cresterea
expunerii lor la aceste nanomateriale. Aceastd constatare se aliniaza
rezultatelor comunicate de literatura de specialitate, care aratd ca
MWCNT pot perturba structura cloroplastului, pot reduce nivelurile
continutului de clorofila si pot induce formarea de ROS conducand, in
cele din urma, la fenomene de fotoinhibitie in plantele test (Meften et
al., 2023)

Scaderea eficientei fotosintetice a aparatului fotoasimilator al
plantelor de Lemna minuta a fost si mai pronuntata in cazul cultivarii
lor in prezenta nanotuburilor carboxilate. Astfel, la concentratia de 200
mg/l, ®PSII a atins cea mai mica valoare din Intregul sir experimental,
fapt ce sugereazd ca procesul de functionalizare sporeste toxicitatea
nanotuburilor, probabil din cauza dispersiei lor Imbunatéatite in mediu



si a absorbtiei mai intense la nivelul celulelor epidermice ale frunzelor
/ frondelor plantelor test (Wang et al., 2014).
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Fig. IV.26 — Eficienta fotosintetica a plantelor de Lemna minuta Kunth in
ziua 14 a experimentului. Variante experimentale: Control, 50 - 50 mg/1
MWCNT, 200 — 200 mg/l MWCNT, 50-C — 50 mg/l MWCNT-COOH,

200-C - 200 mg/l MWCNT-COOH, 50 F — 50 mg/1 Funingine de fulerene,

200 F — 200 mg/I Funingine de fulerene. Diferentele semnificative statistic
sunt marcate cu * (* - p=0.0348; ** - p=0.0064; *** - p =0.0001; **** -
p <0.0001)

1V.2.2.2 Continutul de pigmenti asimilatori

Ambele tratamente cu nanotuburi de carbon multistratificate
testate au determinat in plantele de Lemna minuta o usoara scadere a
continutului de pigmenti fotoasimilatori (clorofilda a, clorofild b,
pigmenti carotenoidici) valorile astfel obtinute indicand inducerea
unui efect inhibitor dependent de doza aplicatd. Aceastd tendintd
inregistratd practic reflecta probabil perturbarea progresiva a



biosintezei pigmentilor sau degradarea structurii cloroplastului in
tesutul fotoasimilator al plantelor test, procese potential declansate de
stresul oxidativ indus de nanotuburile simple (MWCNT) prezent in
mediul lor de cultura (Wellburn et al., 1972).
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Fig. IV.27 — Comparatie a continutului de pigmenti asimilatori al plantelor
de Lemna minuta Kunth in ziua 14 a experimentului. Variante
experimentale: Control, 50 - 50 mg/l MWCNT, 200 — 200 mg/l MWCNT,
50-C — 50 mg/l MWCNT-COOH, 200-C - 200 mg/l MWCNT-COOH, 50 F
— 50 mg/l Funingine de fulerene, 200 F — 200 mg/l Funingine de fulerene.

1V.:2.2.3 Continutul de flavonoide

La wvarianta de tratament cu nanotuburi de carbon
multistratificate (MWCNT) a fost inregistratd, pe masura cresterii
concentratiei lor (de la 50 mg/l la 200 mg/l), o crestere modesta a
continutului de flavonoide, rezultatele obtinute indicand o activare a
raspunsului de biosintezd a acestor compusi cu rol antioxidant in
tesuturile plantelor test dependentd de doza de aplicare a respectivelor
nanotuburi. Ambele variante au prezentat niveluri de flavonoide sub



varianta martor. Raspunsul inregistrat reflectd un posibil nivel ridicat
de stres oxidativ manifestat in tesuturile plantelor de Lemna minor,
flavonoidele fiind cunoscute pentru rolul lor de atenuare a actiunii
speciilor reactive de oxigen (ROS) apérute In organismele vegetale in
conditiile manifestarii in structurile lor a unui stres abiotic indus de
prezenta In mediu a diverse tipuri de compusi chimici, inclusiv
nanomateriale de sinteza (Ma et al., 2010; Jiang et al., 2019).
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Fig. IV.31 — Continutul de flavonoide al plantelor de Lemna minuta Kunth
cultivate 1n conditii experimentale. Variante experimentale: Control, 50 - 50
mg/l MWCNT, 200 — 200 mg/l MWCNT, 50-C — 50 mg/l MWCNT-
COOH, 200-C - 200 mg/l MWCNT-COOH, 50 F — 50 mg/1 Funingine de
fulerene, 200 F — 200 mg/1 Funingine de fulerene. Diferentele semnificative
statistic sunt marcate cu * (* - p =0.0354; ** - p=0.0017; **** - p <
0.0001)

1V.2.2.4 Continutul de polifenoli

In cazul tratamentelor cu nanotuburi de carbon
multistratificate carboxilate (MWCNT-COOH) s-a observat o crestere
anivelului total de polifenoli sintetizati de catre plantele test. Acest tip
de reactie fiziologica a plantelor de Lemna minuta implica o stimulare



intensd a sistemului lor antioxidant de apérare, reactie determinata,
probabil, de dispersabilitatea imbunatatita a respectivelor nanotuburi
in mediul acvatic si de absorbtia celulard sporitd a nanotuburilor
functionalizate (MWCNT-COOH) la nivelul tesuturilor vegetale,
caracteristici ce le sporesc impactul functional cu plantele suport
(Aryal et al., 2019).
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Fig. IV.32 — Continutul de polifenoli al plantelor de Lemna minuta Kunth
cultivate in conditii experimentale. Variante experimentale: Control, 50 - 50
mg/l MWCNT, 200 — 200 mg/l MWCNT, 50-C — 50 mg/l MWCNT-
COOH, 200-C - 200 mg/l MWCNT-COOH, 50 F — 50 mg/1 Funingine de
fulerene, 200 F — 200 mg/1 Funingine de fulerene. Diferentele semnificative
statistic sunt marcate cu * (**** - p <0.0001)

IV.2.3 Reactii biochimice

1V:2.3.1 Activitatea peroxidazei (POD)

Activitatea peroxidazei (POD) a prezentat o crestere notabilad
la concentratia de 50 mg/l pentru toate nanomaterialele aplicate
experimental Tn mediul de cultura al plantelor test, inducand activarea
capacitatii antioxidante a acestora, ca raspuns la stresul oxidativ creat.



In cazul concentratiilor mari de nanomateriale utilizate experimental
(200 mg/1), activitatea POD s-a redus, ajungand chiar sub valoarea
inregistratd pentru varianta control, ceea ce sugereaza ca valori mai
mari ale concentratiei acestor compusi chimici de sinteza pot coplesi
sistemul de aparare enzimatica al plantelor, ducand la o deteriorare
oxidativa celulard instalatd ca urmare a inhibarii activitatii enzimelor
componente (Ma et al., 2010)(Fig. IV.33, Anexa 24).
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Fig. IV.33 — Activitatea peroxidazei la exemplare de Lemna minuta Kunth
cultivate in conditii experimentale. Variante experimentale: Control, 50 - 50
mg/l MWCNT, 200 — 200 mg/l MWCNT, 50-C — 50 mg/l MWCNT-
COOH, 200-C - 200 mg/l MWCNT-COOH, 50 F — 50 mg/l Funingine de
fulerene, 200 F — 200 mg/1 Funingine de fulerene. Diferentele semnificative
statistic sunt marcate cu * (**** - p <0.0001)

1V.2.3.2 Activitatea superoxid-dismutazei (SOD)

In cazul culturilor de Lemna minuta aflate in interactiune cu
nanomaterialele pe baza de carbon aplicate experimental, activitatea
SOD a fost puternic redusd in mod constant de prezenta acestor
compusi chimici in mediul lor de viatd, inhibarea cea mai evidenta



fiind observata la aplicarea concentratiilor mari de nanomateriale (200
mg/l). Acest tip de raspuns biochimic reflectd un efect inhibitor al
activitatii SOD dependent de doza de tratament experimentata, efect
posibil legat de o ,,explozie” oxidativa initiald la concentratii mai
scazute ale nanomaterialelor test, urmata de inactivarea enzimei sau
de aparitia de leziuni oxidative celulare grave in tesuturile vegetale, ca
urmare a maririi dozei de aplicare a respectivelor nanomaterialelor
(Ma et al., 2010)(Fig. IV.34, Anexa 25).

Aspectele biochimice discutate sugereaza o posibild cale de
tulburare a apararii antioxidante primare a plantelor si de crestere a
validand SOD ca biomarker fiabil al perturbarii oxidative si al
afectdrii enzimatice la plantele acvatice expuse prezentei
nanomaterialelor in mediul de viata.
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Fig. IV.34 — Activitatea superoxid-dismutazei la exemplare de Lemna
minuta Kunth cultivate In conditii experimentale. Variante experimentale:
Control, 50 - 50 mg/l MWCNT, 200 — 200 mg/l MWCNT, 50-C — 50 mg/1
MWCNT-COOH, 200-C - 200 mg/l MWCNT-COOH, 50 F — 50 mg/1



Funingine de fulerene, 200 F — 200 mg/l Funingine de fulerene. Diferentele
semnificative statistic sunt marcate cu * (**** - p <0.0001)

1V.2.3.3 Continutul de proteine solubile

Variatia continutului de proteine, superior la aproape toate
variantele test comparativ cu varianta control, sugereaza ca
majoritatea nanomaterialelor sintetice pe baza de carbon determina
activarea metabolicd asociatd cu procesele de aparare si adaptare
celulara. Singurul efect inhibitor, observat la concentratia de 50 mg/1
nanotuburi de carbon multistratificate (MWCNT), indica o potentiala
suprimare metabolica sau un raspuns intarziat al plantelor apartinand
respectivei variante experimentale la stresul chimic indus de aceasta
concentratic mai mici a MWCNT. In schimb, nanomaterialele
functionalizate (MWCNT-COOH) si funinginea de fulerene au
determinat cresterea continutului de proteine, indicand capacitatea
acestora de a stimula mecanismele de detoxifiere si reparare celulara.
Aceste rezultate sustin continutul total de proteine ca indicator fiabil
al modificarilor metabolice si al raspunsurilor la stresul oxidativ
induse de nanomateriale in plantele acvatice (Ma et al., 2010; Zhang
et al., 2017)(Fig. IV.35, Anexa 26).
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Fig. IV.35 — Continutul de proteine al exemplarelor de Lemna minuta Kunth
cultivate in conditii experimentale. Variante experimentale: Control, 50 - 50
mg/l MWCNT, 200 — 200 mg/l MWCNT, 50-C — 50 mg/l MWCNT-
COOH, 200-C - 200 mg/l MWCNT-COOH, 50 F — 50 mg/l Funingine de
fulerene, 200 F — 200 mg/1 Funingine de fulerene. Diferentele semnificative
statistic sunt marcate cu * (*** - p = 0.0003; **** - p <0.0001)

1V.2.3.4 Activitatea antioxidanta totala

Raspunsul antioxidant al culturilor de Lemna minuta evaluat
prin intermediul testului DPPH demonstreaza efectele distincte ale
nanomaterialelor pe baza de carbon in functie de compozitia acestora.
Astfel, nanotuburile de carbon multistratificate si funinginea de
fulerene au redus capacitatea antioxidanta a plantelor test, probabil din
cauza stresului oxidativ si al afectarii sistemelor lor endogene de
aparare. In schimb, nanotuburile de carbon multistratificate
carboxilate au Tmbundtatit semnificativ activitatea antioxidantd a
indivizilor de Lemna minor, indicand o posibila activare in tesuturile
acestora a cailor de neutralizare a speciilor reactive de oxigen,



determinata de imbunatatirea absorbtiei nanotuburilor si a semnalizarii
intracelulare. Aceste constatiri evidentiaza rolul critic al
functionalizarii si al concentratiei nanomaterialelor sintetice pe baza
de carbon in modularea raspunsurilor fiziologice ale plantelor si
confirma faptul cé testele bazate pe DPPH servesc drept indicatori
fiabili ai adaptarii sau suprimarii stresului oxidativ la plantele acvatice
(Ma et al., 2010; Begum si Fugetsu, 2012; Tripathi et al., 2017)(Fig.
V.36, Anexa 27).
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Fig. IV.36 — Activitatea antioxidanta totald a exemplarelor de Lemna minuta
Kunth cultivate in conditii experimentale (Test DPPH). Variante
experimentale: Control, 50 - 50 mg/l MWCNT, 200 — 200 mg/l MWCNT,
50-C — 50 mg/l MWCNT-COOH, 200-C - 200 mg/l MWCNT-COOH, 50 F
— 50 mg/l Funingine de fulerene, 200 F — 200 mg/l Funingine de fulerene.
Diferentele semnificative statistic sunt marcate cu * (**** - p <0.0001)
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Consideratii finale

Lucrarea de fatd a urmarit sa ofere, prin rezultatele obtinute, o
evaluare comparativa a impactului morfo - fiziologic si biochimic
resimtit de reprezentantii a doud specii de plante acvatice Inrudite -
Lemna minor L. si Lemna minuta Kunth - ca urmare a interactiunii lor
in mediul de culturd cu nanomateriale sintetice pe bazd de carbon
(MWCNT, MWCNT-COOH si funingine de fulerene).

« In timp ce specia Lemna minor L. este consideratd specie
model, recunoscuta in cercetarea ecotoxicologica, includerea in grupul
plantelor tip pentru astfel de cercetéri a speciei Lemna minuta Kunth,
larg raspandita, dar putin studiatd sub aspectul reactivitatii complexe
morfo-functionale si biochimice la modificarea conditiilor de viata,
evidentiazd potentialul sdu de bioindicator sensibil al calitatii
bazinelor de apa dulce si sustine o directie noud de cercetare in
ecologia acvatica.

* Analiza integrativdi a modificarilor morfologice si
micromorfologice (dezvoltarea coloniilor, caracteristicile suprafetei
foliare, structura stomatald), a modificarilor fiziologice si biochimice
(fluorescenta clorofiliana, continutul de pigmenti fotoasimilatori,
continutul de metaboliti secundari, activitatea enzimatica
antioxidantd), precum si a expresiei genelor implicate n raspunsul la
stres al indivizilor apartinand speciei Lemna minor L. ofera dovezi
convingatoare ca tipul si concentratia nanomaterialelor sintetice pe
bazd de carbon influenteaza semnificativ coordonarea si amploarea
raspunsurilor lor la conditiile stresului abiotic al mediului de viata.
Aceste rezultate consolideaza relevanta speciei ca organism model in
studiile de nanotoxicitate si sustin necesitatea abordarii de cercetari
multi- si interdisciplinare in evaluarea impactului ecotoxicologic al
nanomaterialelor sintetice pe bazd de carbon asupra ecosistemelor
acvatice.

» Modificarile morfo-fiziologice si biochimice observate la
plantele apartindnd speciei Lemna minuta L., ca raspuns al
interactiunii lor cu nanomateriale sintetice pe bazd de carbon, care



acopera aspecte referitoare la dezvoltarea coloniilor, structura
stomatald, continutul si compozitia pigmentilor fotoasimilatori,
activitatea enzimatica si concentratia unor compusi metabolici cu rol
antioxidant demonstreaza cd aceastd specie este un bioindicator
sensibil al gradului de poluare al mediului acvatic. Capacitatea sa de
reactie la stresul oxidativ prin perturbari metabolice si modificari
morfologice specifice, evidentiate experimental, 1i subliniaza valoarea
in evaluarea practica a riscurilor ecotoxicologice reprezentate de
contaminarea ecosistemelor de apa dulce cu nanomateriale sintetice.

« In cazul speciei Lemna minor L. nanotuburile de carbon
multistratificate simple (MWCNT) au redus semnificativ eficienta
sistemului fotosintetic II (®PSI) si continutul de pigmenti
fotoasimilatori 1n special la concentratii de 200 mg/1, acestea inducand
toxicitatea si deteriorarea cloroplastelor, urmatd de reduceri ale
continutului de clorofile a, b si de pigmenti carotenoidici. In acelasi
timp, enzimele antioxidante au reactionat asimetric, POD manifestand
o crestere a activitatii la unele tratamente, in timp ce activitatea SOD,
in general inhibatd, a fost evident suprimatd mai ales in prezenta
nanotuburilor functionalizate cu grupdri carboxilice (MWCNT-
COOH). Asimetria enzimaticd constatatd sugereaza activarea
preferentiald a detoxifierii metabolice mediatéd de peroxidaza, indicand
instalarea unui dezechilibru redox in celulele vegetale, ca efect al
prezentei factorilor chimici  perturbatori reprezentati de
nanomaterialele de sinteza testate.

» Nanomaterialele sintetice pe bazd de carbon exercita efecte
specifice compozitiei chimice, dependente de concentratia de aplicare
si asupra culturilor de Lemna minuta Kunth, alterdndu-le atat
morfologia, cat si homeostazia biochimica. Intre variantele testate se
disting nanotuburile functionalizate cu grupari carboxilice (MWCNT-
COOH), care au prezentat cea mai mare fitotoxicitate, afectand
semnificativ cresterea, capacitatea antioxidantd si performanta
fotosinteticd a plantelor test, probabil datoritd reactivitatii si



suport. In schimb, funinginea de fulerene a produs raspunsuri mai
blande in corpul plantelor test, inclusiv efecte stimulative la
concentratii mai mici de aplicare, fapt ce indica un rdspuns hormetic
al organismelor vegetale aflate in interrelatie cu respectivii compusi
din mediul acvatic. Aceste constatdri subliniaza rolul esential al
chimiei de suprafata si al concentratiei nanotuburilor sintetice pe baza
de carbon 1n determinarea si cuantificarea efectelor lor fitotoxice.

* Plantele de Lemna minuta Kunth au prezentat raspunsuri mai
puternice decat cele apartinand speciei Lemna minor L., manifestate
prin modificari vizibile In cazul variatiei mai multor parametri morfo-
fiziologici si biochimici, inclusiv cresterea frunzelor / frondelor,
continutul de pigmenti fotoasimilatori si acumularea de metaboliti
secundari cu rol detoxifiant al mediului celular, reactii ce sugereaza ca
specia Lemna minuta Kunth este un bioindicator mai receptiv
functional la modificarea calitativa a mediului de viata, fiind potrivita
pentru testarea nanotoxicitatii acute a ecosistemelor acvatice de apa
dulce.

* Prezentand atat modele de raspuns comune celor doud specii
ale genului Lemna avute in atentie, cat si specifice fiecareia dintre ele
si demonstrand sensibilitatea crescutd a indivizilor de Lemna minuta
Kunth la prezenta nanomaterialelor pe baza de carbon sintetic,
rezultatele obtinute completeazd baza lor stiintificd de utilizare ca
sisteme model in evaluarea riscurilor de mediu si sustin integrarea
interdisciplinard a cercetarilor de nanotoxicologie pentru viitoarele
modele de monitorizare si reglementare a calitatii mediilor acvatice.

* Recunoscute ca organisme model valoroase in cercetarile de
ecotoxicologie datoritd cresterii rapide, propagarii clonale si
sensibilitatii ridicate la poluanti, speciile genului Lemna, in special
Lemna minor L. si Lemna minuta Kunth prezintd anumite trasaturi
asociate cu un puternic potential invaziv in ecosistemele acvatice
naturale, precum capacitatea de a se reproduce vegetativ la rate
ridicate, capacitatea de a forma covoare dense de suprafatd si de a
tolera diverse conditii de mediu, trasaturi ce le permit sa concureze cu



macrofitele native prin limitarea disponibilitatii luminii si perturbarea
structurilor trofice locale; in acest sens, literatura de specialitate din
mai multe tari europene prezinta specia Lemna minuta Kunth ca taxon
exotic invaziv, proliferarea sa fiind strans legatd de perturbarile
antropice si de apele imbogétite cu nutrienti.

« In contextul prezentat, utilizarea in culturi experimentale a
indivizilor de Lemna spp. se impune a fi realizatd in conditii strict
controlate, care sa evite riscul eliberarii lor accidentale in mediile
naturale. Punerea 1n aplicare a unor masuri corecte si sigure de
utilizare si valorificare a materialelor vegetale implicate in activitati
de decontaminare si depoluare a mediilor acvatice afectate - care
respectd reglementarile nationale si internationale in vigoare privind
eliminarea lor In conditii de sigurantd - sunt esentiale pentru
prevenirea impactului ecologic asociat cu evadarea din perimetrele
organizate special pentru cultivare si utilizare experimentald / de
exploatare a acestor posibili invadatori vegetali acvatici cu crestere
rapida.

Proiectarea prezentului design experimental pe mai multe
niveluri, cuprinzand aspecte ale cresterii, caracteristici morfologice si
micromorfologice ale suprafetei foliare, aspecte functionale,
biochimice si, nu In ultimul rand, elemente ale expresiei genelor
implicate in raspunsul la stres, poate constitui un model de cercetre
aplicata integrativ si comparativ in nanotoxicologia lemnaceelor.
Accentul pus in special pe nanotuburile de carbon multistratificate, al
caror comportament in mediu natural raméne insuficient caracterizat,
reprezinta efortul nostru de a acoperi, cu rezultate sustinute statistic,
lacunele existente incad in intelegerea modului prin care tipul de
nanomateriale influenteaza fitotoxicitatea mediilor acvatice populate
cu taxoni ai genului Lemna L..



Perspective de continuare a cercetarilor

1. Investigatii  asupra  absorbtiei
nanomaterialelor:

Pentru a deslusi modul in care MWCNT si funinginea de
fulerene interactioneaza cu macrofite acvatice precum Lemna minor

R
=0

transportului

L., Lemna minuta Kunth si Lemna trisulca L., lucrarile viitoare vor
utiliza modalitdti avansate de imagistica cum ar fi TEM, SEM-EDX,
micro-CT si microscopia confocala alaturi de spectroscopia Raman.
Aceste instrumente pot ajuta la clarificarea modului in care trasaturile
structurale precum morfologia radécinii si arhitectura frunzelor
influenteaza absorbtia si distributia nanomaterialelor la nivel celular si
subcelular.

2. Analiza raspunsului la stres specific speciilor:

Investigarea modificarilor transcriptomice si proteomice ca
raspuns la nanomateriale va fi esentiald pentru intelegerea modului in
care aceste specii gestioneazd stresul oxidativ. Tintirea genelor si
proteinelor legate de sistemele antioxidante (de exemplu, SOD, POD,
CAT), caile hormonale si metabolismul stresului ar putea dezvalui
diferente-cheie in sensibilitatea si mecanismele de protectie ale
speciilor Lemna minor L., Lemna minuta Kunth si Lemna trisulca L..

3. Perspective la nivel comunitar si de ecosistem:

Incorporarea speciilor Lemna minor L., Lemna minuta Kunth
si Lemna trisulca L. in sisteme acvatice cu mai multe specii (de
exemplu Intr-un microcosm) ar oferi o imagine mai clard a modului in
care nanomaterialele se propaga prin comunitatile de plante, alge si
retelele trofice acvatice.
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