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CUVINTE CHEIE

Apa tratatd in plasma, descarcare cu barierd dielectrica, Phaseolus vulgaris, Zea mays,
Cucumis sativus, azotat de potasiu, procent germinativ, vitezd de germinatie, indici de
germinatie, pigmenti asimilatori, clorofild A, clorofila B, carotenoizi, expresie genica, Real-

Time PCR, radicula, tratament indirect.



PARTEA TEORETICA

INTRODUCERE

Conform datelor oferite de Organizatia Natiunilor Unite, populatia globald este in
continud crestere si se considerd cd, pand in anul 2050, se va atinge pragul de 10 miliarde de
locuitori (Department of Economic and Social Affairs, 2019). Aceste date sunt corelate cu
rezultatele publicate de catre Organizatia pentru Alimentatie si Agriculturd in ceea ce priveste
incertitudinea alimentard acuta si diminuarea stocurilor de alimente (Food Agriculture
Organization; World Health Organization, 2003). Tinand cont de aceste informatii, este
importantd producerea unor alimente de nalta calitate care sa asigure necesarul nutritiv al
populatiei.

Plantele sunt organisme sesile si nu pot evada dintr-un mediu neprielnic pentru a
identifica alte habitate favorabile, care sa prezinte conditii mai stabile de temperatura,
umiditate sau disponibilitate a diferitilor nutrienti. Raspunsul adaptativ al plantelor include
atat modificari In ceea ce priveste expresia genelor, cu o puternica influentd asupra cailor
metabolice, dar si o plasticitate fenotipicad accentuatd, cu scopul moduldrii proceselor de
crestere si dezvoltare (Zhu, 2016).

De-a lungul timpului, a existat un interes sporit pentru identificarea unei solutii
interdisciplinare care sa asigure atdt decontaminarea materialului vegetal, dar si stimularea
germinatiei semintelor si dezvoltarii ulterioare a plantei (Ji et al., 2016). Utilizarea plasmei la
presiune atmosferica pare sa satisfaca toate aceste conditii si nu implica folosirea de fertilizanti
chimici care ar putea interfera cu sinitatea oamenilor. In plus, cercetirile la nivel mondial
analizeaza efectele plasmei asupra unor substraturi diverse, precum alimente, seminte,
materiale textile (Cho et al., 2009), lemn (Altgen et al., 2016; Asandulesa et al., 2010; Talviste
et al., 2020) si multe altele. Fiecare tip individual de tratament poate prezenta beneficii asupra
materialului analizat si este necesard o analizd amdnuntitd a efectelor produse, cu scopul
identificarii metodei optime de tratament pentru fiecare substrat in parte. In plus, este esentiala
analiza proprietatilor plasmei Inainte de tratament, dar si a substratului tratat, pentru a
identificarea consecintelor asupra componentelor chimice si fizice ale probelor expuse la acest
tip de gaz. Efectele pot varia intr-o manierd dependentd de doza utilizata, iar conditiile

experimentale pot fi manipulate in functie de scopul cercetarii (Adhikari et al, 2020).



SCOPUL SI OBIECTIVELE CERCETARII

Scopul acestei cercetari este: Studiul efectelor tratamentelor cu plasma la presiune
atmosferica asupra proceselor de germinatie si dezvoltare a unor plante de interes economic,
prin evaluari morfologice (lungimea radiculei, a partii subterane si a partii supraterane),
biochimice (determinarea cantitatii de pigmenti asimilatori) si moleculare (evaluarea expresiei
unor gene implicate in dezvoltarea plantei si in raspunsul la stresul abiotic).

Obiectivele si activitatile specifice au fost impartite de-a lungul celor 4 ani de doctorat
conform Diagramei Gantt (Figura 1) si sunt urmatoarele:

0O.1. Caracterizarea morfologica si fiziologica a probelor de Phaseolus vulgaris,
Zea mays si Cucumis sativus;

A.1.1. Selectia probelor din colectia Bancii de Resurse Genetice Vegetale ,,Mihai
Cristea” Suceava;

A.1.2. Tratamentele cu apa tratatd in plasma;

A.1.3. Masurarea lungimii radiculelor si ulterior a partilor sub- si supraterane la probele
udate cu apa tratatd in plasma, comparativ cu probele din lotul control;

A.1.4. Determinarea cantitatii de clorofila A, clorofila B si carotenoizi prin metode
spectrofotometrice la probele tratate cu apa tratatd in plasma, comparativ cu cele din lotul
control;

0.2. Analiza expresiei genice la probele de Phaseolus vulgaris, Zea mays si
Cucumis sativus;

A.2.1. Evaluarea expresiei unor gene implicate in dezvoltarea plantei si in raspunsul la
stresul abiotic.

0.3. Diseminarea rezultatelor — publicarea in reviste de specialitate si participarea
la manifestari stiintifice

0.4. Redactarea si sustinerea tezei de doctorat

ANI | 2021 2022 2023 2024 2025
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Figura 1. Diagrama Gantt




MOTIVATIA SI ORIGINALITATEA STUDIULUI

Studiul a pornit de la ipoteza cad o parte din materialul vegetal prezinta probleme de
germinatie, ceea ce influenteaza intr-un mod negativ productivitatea in camp. De asemenea,
factorii de stres reprezintd un pericol continuu pentru integritatea si supravietuirea semintelor,
iar din aceasta categorie fac parte atdt factorii biotici, precum agentii patogeni, dar si cei
abiotici, printre care se numara conditiile meteo extreme sau variatii ale umiditatii.

In plus, stocarea semintelor pe termen lung reprezinti un aspect esential in scopul
conservarii biodiversitatii si asigurdrii sigurantei alimentare, idee care constituie, de fapt
obiectivul fundamental al Bancilor de Gene. Acestea sunt institutii specializate In conservarea
materialului genetic vegetal, prin pastrarea semintelor in conditii optime, pentru a putea fi
folosite dupa zeci, sau chiar sute de ani. Insa, pastrarea semintelor pe termen lung in conditii
controlate, care includ valori scazute ale temperaturii si umiditatii, poate avea consecinte
asupra viabilitatii unor stocuri de seminte. Testarea constantd a capacititii de germinatie si
reinnoirea periodica a lotului de seminte reprezinta activitati de baza ale Bancilor de Gene, cu
scopul mentinerii unei colectii viabile si sdnatoase. Pentru semintele care sunt, totusi, afectate
de aceste conditii de pastrare, este necesara identificarea unei tehnici care sa permita
revigorarea materialului vegetal, fara a fi afectate proprietatile morfo-fiziologice caracteristice
speciei.

In tot acest context, cercetarile stiintifice publicate in ultimii ani au demonstrat ci
expunerea semintelor la plasma rece sau tratarea acestora cu apa expusa In prealabil la sursa
de generare a plasmei, poate induce o serie de efecte pozitive asupra procesului de germinatie
si dezvoltare a materialului vegetal. Aparitia acestei metode non-invazive reprezintd un
progres major al biotehnologiilor specifice agriculturii, iar aplicabilitatea sa asupra diverselor
specii reprezintd un domeniu care se afla in continuad dezvoltare.

Pentru ca acest studiu s fie cat mai cuprinzator, au fost selectate specii care apartin
principalelor grupe de plante de cultura, si anume: cereale, leguminoase si legume. Din prima
grupa a fost selectat porumbul, care reprezintd una din cele mai importante cereale datorita
productivitatii ridicate si a utilizdrilor multiple, atat in ceea ce priveste consumul animal, cat
si cel uman. Reprezentatul leguminoaselor este fasolea, o plantd importanta atat datorita
continutului ridicat de proteine, fiind o sursa esentiald de hrana, cat si datoritd impactului pe
care il are asupra solului, prin fixarea azotului. Dintre legume va fi analizat castravetele, care,

suplimentar de aportul nutritional ridicat pe care il prezinta, produce si



Motivatia si originalitatea studiului

cantitati importante de azot si fosfor, ceea ce potenteaza productivitatea materialului vegetal.
Astfel, cele trei specii selectate prezintd un impact major asupra agriculturii la nivel mondial,
iar tratamentul cu plasma poate oferi noi perspective in ceea ce priveste asigurarea unei calitati
superioare a semintelor.

In urma analizei a 57 de articole stiintifice publicate intre anii 2008-2024 care
analizeaza efectele tratamentului cu plasma asupra semintelor, cei mai studiati parametri ai
plantelor au fost urmatorii: 41 de studii urmaresc modularea procesului germinativ, in timp ce
34 dezvoltarea ulterioard a plantei; in 25 de articole au putut fi identificate aspecte legate de
activitatea enzimelor implicate in diverse cai metabolice si in 22 se urmaresc aspecte ce tin de
scarificarea invelisului extern al semintei. Doar in 16 au putut fi identificate aspecte referitoare
la expresia genica, iar dintre acestea, majoritatea urmaresc genele implicate in raspunsul la
factori de stres sau gene care controleazd procesele metabolice. Doud studii au evaluat
mecanismele de protectie ale plantei impotriva atacului patogenilor, respectiv efectele plasmei
asupra genelor implicate in procesele de crestere ale plantei.

In acest context, prezentul studiu isi propune si contribuie la completarea datelor
referitoare la modul in care aplicarea plasmei influenteazd mecanismele moleculare si
biochimice ale speciilor tratate. De asemenea, caracterul de originalitate al acestei cercetari
deriva si din selectia cate unui reprezentant din 3 grupe diferite de plante, in situatia n care

majoritatea studiilor analizeaza probe care apartin unei singure specii.

Limitele cercetirii efectuate pot fi multiple, tinand cont de noutatea domeniului
abordat si de faptul ca literatura de specialitate este limitata, iar cercetatorii au testat metode
foarte variate de tratament asupra unor specii diverse, cu indivizi aflati in stadii diferite de
dezvoltare. Astfel, desi acest studiu analizeaza 3 specii diferite, exista posibilitatea ca, prin
selectia altor reprezentati ai grupelor de plante de interes, rdspunsul la apa tratata in plasma sa
fie unul mult mai intens. De asemenea, cercetarea de fata s-a axat pe analiza in vitro a probelor,
insa extrapolarea variantelor experimentale si in vivo, cu sigurantd ar fi oferit o imagine si mai
ampla asupra efectelor produse. Nu in ultimul rnd, dotarea laboratorului de biochimie la
momentul efectuarii experimentelor nu a permis realizarea unor analize mai complexe pentru
identificarea eventualelor variatii intre loturile experimentale, iar o parte din genele analizate
fie nu au fost influentate de tratamentele testate, fie primerii selectati nu au fost eficienti si nu

s-a putut realiza analiza acestora.



1. Generalitati despre plasma

1.1. Ce este plasma la presiune atmosfericd

Plasma reprezinta una din cele patru stari ale materiei, iar printre primii cercetatori care
au descris plasma se numdrd si Irving Langmuir la inceputul secolului 20 (Goldston &
Rutherford, 1995). Plasma este destul de similard cu un gaz, dar este alcatuitd dintr-o
combinatie de electroni, ioni, atomi neutri, radicali si diverse molecule care prezintd sarcini
electrice (Attri et al., 2021). Se considera cd mai mult de 99% din univers se gaseste in stare
de plasma, exceptie facand corpurile ceresti reci si sistemul planetar (Dave et al., 2018).
Soarele, vanturile solare, stelele si aurora boreala sunt exemple de plasma in stare naturala care
se gasesc aproape de omenire (Peratt, 2015).

Tinidnd cont de temperatura componentelor plasmei, aceasta poate fi clasificatd in
plasma calda/termica sau plasma rece/non-termica. Plasma rece este tipul care nu se afla in
echilibru termodinamic. Anumite componente sunt caracterizate de temperaturi scazute, in
timp ce electronii au temperaturi mai ridicate, fapt ce poate fi asociat cu niveluri scdzute de
ionizare (Dave et al., 2018). Acest tip particular de plasma se poate produce la temperaturi
ambientale si poate fi utilizata atat in cercetarea biologica, dar si in cea medicald (Talviste et
al., 2020). Prezentul studiu urmareste evaluarea efectelor plasmei reci la presiune atmosferica

asupra semintelor.

1.2. Modalitati de obtinere a plasmei

1.2.1. Plasma produsa prin descarcare in bariera dielectrica

Primul cercetator care a dezvoltat si a utilizat descarcarea cu bariera dielectrica a fost
Siemens, in anul 1857 (Kogelschatz et al., 1999). Aceasta tehnicd presupune utilizarea a doi
electrozi metalici, unul fiind electrodul de inaltd tensiune si celalalt electrod de impamantare.
Intre cei doi electrozi existi un gaz, numit si gaz purtitor, care este ionizat in momentul
descarcarii electrice si formeazi plasma. In acest scop, este necesard obtinerea unui curent
alternativ de tensiuni inalte, iar frecventele se incadreaza in intervalul kHz. De asemenea, desi
principiul de baza este acelasi, pot exista numeroase variatii in ceea ce priveste configuratia
electrozilor; spre exemplu acestia pot fi cilindrici sau plati, iar materialul dielectric poate

acoperi doar un electrod sau pe ambii (Hoffmann et al., 2013).
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1.2.2. Jet de plasma cu radiofrecventa

Dezvoltarea tehnicii de producere a jeturilor de plasma rece cu radiofrecventa apartine
grupului de cercetitori condus de citre Koinuma, in anul 1992. In anii ce au urmat, numeroase
imbunatatiri au fost aduse acestui echipament, iar in anul 2004, Stoffels si colab. au anuntat
crearea asa numitului ac de plasma (plasma needle) ale carui avantaje vizeaza in special

dimensiunile reduse, acuratetea experimentelor fiind una mult crescuta (Priatama et al., 2022).

1.3. Caracteristicile fizico-chimice ale apei tratate cu plasma

Modularea proprietdtilor PAW include variatii ale potentialului redox, ale
conductivitatii si producerea de specii reactive de oxigen si azot (reactive oxygen and nitrogen
species, prescurtate in continuare RONS) (Thirumdas et al., 2018). Potentialul de oxido-
reducere al apei este corelat cu potentialul sau de dezinfectie (Suslow, 2004) deoarece PAW
participa la procesul de degradare al membranei celulelor bacteriene datoritd unei capacitati
ridicate de oxidare Ma et al., 2015). In plus, are loc o variatie a ionilor de hidrogen produsi in
urma descarcarii electrice, iar acest lucru determina o scadere a valorii pH-ului (Lee et al.,
2020). Acidifierea PAW este cauzatd de acumularea unor specii chimice precum acidul nitric
(HNO3) care are un rol important in activitatea antimicrobiana (Oehmigen et al., 2010).

Astfel, numeroase studii din literaturd mentioneaza scdderea pH-ului apei in urma
tratamentului cu plasma datoritd producerii unor specii reactive care difuzeaza ulterior in
solutia apoasa. In plus, depozitarea pe termen lung a PAW determini acidifierea pH-ului. Dupa
70 de ore de stocare, se produce o scadere a pH-ului de 1a 2,07 la 1,5 (Shainsky et al., 2010),
iar dupa 30 de zile de la 6,8 1a 2,3, indiferent de temperatura de stocare (Shen et al., 2016).

1.4. Modificarile chimice aparute la nivelul materialului vegetal in urma utilizarii

plasmei non-termice

Radicalii OHe sunt specii reactive cu duratd scurtd de viatd care apar in faza gazoasa,
dar care se recombina rapid si sunt dificil de identificat. Acest inconvenient poate fi indepartat
prin utilizarea spectroscopiei de emisie optica, tehnica prin care pot fi identificate amprentele

spectrale ale radicalilor NOe si OHe, dar si atomii de H si O (Dufour et al., 2021).
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2. Efectele tratamentului cu plasma la presiune atmosferica in diverse

domenii de interes

Ultimii ani au ardtat o crestere acceleratd a datelor obtinute de cétre grupurile de
cercetdtori In ceea ce priveste testarea tratamentului cu plasma in diverse domenii de interes.
Varietatea speciilor reactive de oxigen si de azot care se produc in timpul generdrii plasmei
produc efecte benefice atunci cand sunt aplicate atat pe suprafete biotice, cat si abiotice. In
urma analizei articolelor care trateaza problematica plasmei, cele mai comune arii de cercetare

vizeaza domeniul medical, alimentar si agricol.

2.1. Efectele asupra alimentelor

Efectele plasmei au fost studiate atat pe fructe, cat si pe sucurile din fructe. Rezultatele
indica faptul ca plasma are capacitatea de a influenta cantitatea de vitamine (Rodriguez et al.,
2017), acidul ascorbic (Rodriguez et al., 2017), zaharuri (Rodriguez et al., 2017), amidon
(Okyere et al.,, 2022) si carotenoizi (Ramazzina et al., 2015), cu scopul de a potenta
proprietitile nutritive ale sucurilor de fructe. In plus, tratamentul cu plasma a fost aplicat si pe
diferite tipuri de carne, precum cea de pui (Zhuang et al., 2019), porc (Kim et al., 2013) si vita
(Sarangapani et al., 2017).

2.2. Efectele in domeniul medical
Datorita proprietatilor sale chimice si fizice, plasma rece reprezintd o abordare
terapeuticd inovativa, utilizatd in numeroase domenii de interes. Anumite aplicatii includ
sterilizarea suprafetelor (Mai-Prochnow et al., 2014) sau chiar a tesuturilor vii, precum pielea
(Gan et al., 2018), dintii (Stancampiano et al., 2019) sau ranile cronice (Mirpour et al., 2020).
2.3. Efectele asupra materialului vegetal
Utilizarea plasmei reci 1n agriculturd imbunatateste atat germinatia, cat si procesele de

crestere (Recek et al., 2021; Volkov et al., 2020), cu efecte asupra proprietatilor morfologice,

precum modificari ale suprafetei semintei (Recek et al., 2021; Riintzel et al., 2019), scaderea
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unghiului de contact (Bormashenko et al., 2012) si variatii ale expresiei genice (Holubova et
al., 2021).

Conform datelor publicate de Departamentul de Cercetare Statista (Statista Research
Center) in anul 2024, la nivel global a avut loc dublarea cantitdtii de pesticide, de la
aproximativ 1,7 milioane de tone utilizate in anul 1990 pana la aproximativ 3,54 milioane de
tone metrice raportate In anul 2020 (https://www.statista.com/statistics/1263077/global-
pesticide-agricultural-use/, accesat in data de 10.08.2024). Acest aspect indica importanta
obtinerii unor recolte bogate, care sa supravietuiasca in conditii de stres biotic si abiotic, fard
a fi luate in considerare si eventualele efecte secundare asociate utilizérii acestor compusi

chimici.

2.3.1. Decontaminarea materialului vegetal

Decontaminarea reprezintd o consecinta a formarii radiatiei UV si a radicalilor liberi,
precum peroxidul de hidrogen si specii de azot (Varilla et al., 2020). Plasma prezintd o
capacitate importanta de a inactiva o varietate larga de microorganisme, precum spori (Liao et

al., 2019), biofilme (Mai-Prochnow et al., 2016) si virusuri (Filipi¢ et al., 2020).

2.3.2. Modificari ale invelisului exterior al semintelor

Tratamentul cu plasma afecteaza atat structura chimica, dar si rigiditatea suprafetei
tratate (Lommatzsch et al., 2007). Desi existd numeroase studii care demonstreaza faptul ca
tratamentul cu plasma are capacitatea de a potenta absorbtia apei si implicit germinatia, nu se
cunoaste mecanismul exact prin care se produce permeabilizarea suprafetei. O posibila
explicatie ar putea fi reprezentatd de oxidarea straturilor externe ale semintei si eliminarea
atomilor de carbon prin molecule volatile. Printre efectele aparute in urma tratamentului cu
plasma se numara si slabirea, abraziunea sau chiar ruperea structurilor originale (Stolarik et
al., 2015). Toate aceste mecanisme produc schimbari ale stratului hidrofob si determina

tranzitia acestuia cdtre un strat hidrofil (Kim et al., 2006).

2.3.3. Scaderea unghiului de contact
Unghiul de contact poate fi masurat atunci cand interfata dintre lichid si aer intalneste

o suprafata solida si reprezintd o modalitate de cuantificare a nivelului de umectare. Unghiurile
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mai mici de 90° sunt corelate cu un nivel crescut de absorbtie a apei, in timp ce unghiurile mai
mari de 90° corespund unui nivel scazut de umectabilitate (Bracco & Holst, 2013). Scaderea
unghiului de contact este asociatd cu hidrofilizarea invelisului semintei, conditie care

faciliteaza accesul apei in interiorul semintei.

2.3.4. Germinatia semintelor si dezvoltarea plantei

Au fost testate numeroase tehnici pentru a Tmbundtati procesele de crestere si
mecanismele de protectie ale plantelor. Utilizarea plasmei reci poate fi o alternativa a
tratamentelor conventionale care includ scarificarea fizica si tratamentele termice sau chimice

(Dhayal et al., 2006).

2.3.5. Modificarile moleculare ale tratamentului cu plasma asupra semintelor

Tratamentul cu plasmd rece st PAW a fost intens studiat in ultimii ani datorita
potentialului sdu de a modula germinatia semintelor, dezvoltarea plantelor si raspunsurile
moleculare la stres abiotic si biotic. Guo si colab. (Guo et al., 2017) au analizat efectul
plasmei de tip DBD asupra semintelor de grau, analizand expresia genelor LEA1, SnRK2 si
P5CS, implicate in raspunsul la recetd. Rezultatele au aratat o stimulare a expresiei acestor
gene atat in conditii de tratament cu plasma, cat si In combinatie cu seceta, sugerand activarea
cailor depedente de acidul abscisic si acumularea de prolini. In schimb, expresia LEAI a
scazut rapid In conditiile plasmd + secetd, indicand faptul ca plasma nu influenteaza toate
mecanismele protective asociate stresului abiotic.

Iranbakhsh si colab. (Iranbakhsh et al., 2018) au evidentiat importanta tesutului
analizat, observand o crestere a expresiei genei HSFA4A in radacina la 3 ore dupa un tratament
de scurta duratd, comparativ cu tesutul verde. Panngom si colab. (Panngom et al., 2014) au
raportat activarea rapidd a genelor PR (pathogen resistant) in seminte de tomate infectate cu
Fusarium oxysporum, atribuind acest raspuns speciilor reactive de oxigen si azot generate de
plasma. Rezultate similare au fost obtinute de Adhikari si colab. (Adhikari et al., 2019) care
au demonstrat cd PAW induce expresia genelor de aparare intr-o maniera dependenta de durata
tratamentului si de tipul de tesut.

Dimensiunea epigenetica a tratamentului cu plasma este sustinuta de mai multe studii.

Adhikari si colab. (Adhikari et al., 2020) au evidentiat activarea genelor implicate in
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homeostazia redox, rezistenta la patogeni si modificari epigenetice, in special in cazul
expunerilor mai lungi. Zhang si colab. (Zhang et al., 2017) au demonstrat demetilarea unor
gene implicate in metabolism si crestere la Glycine max, confirmand rolul plasmei ca
modulator epigenetic.

In concluzie, tratamentul cu plasmi rece reprezinti o tehnologie promititoare, insa

efectele sale depind de sepcie, tipul plasmei, durata expunerii si momentul analizei.

3. Generalitati despre speciile de interes
3.1. Phaseolus vulgaris

3.1.1. Notiuni generale

Fasolea (Phaseolus vulgaris L.) reprezintd o plantd importanta, cultivata peste tot n
lume, fiind utilizata pentru semintele sale. In ceea ce priveste consumul uman, fasolea este cea
mai consumata leguminoasa si este o sursa importantd de proteine, vitamine, minerale si fibre

pentru populatii din lumea Intreagd (Sathe et al., 1984)..

3.1.2. Efectele tratamentului cu plasma non-termica asupra speciei Phaseolus

vulgaris

Diversele boli care pot afecta semintele impiedicd dezvoltarea sandtoasa a plantei si
reduc productivitatea, iar semintele uscate de fasole pot fi contaminate in mod natural de
diversi fungi. Cele mai utilizate metode de combatere a infectdrii cu agenti patogeni constau
in utilizarea substantelor chimice de tipul pesticidelor, care previn aparitia bolilor (Gupta &
Singh, 2020).

3.1.2.1. Abraziunea suprafetei externe a semintei

Modificarile produse pot fi vizibile atat la nivel macroscopic prin incretirea invelisului
extern, dar si prin studii de microscopie electronica prin care se observa tranzitia de la suprafata
netedd, in cazul semintelor netratate, catre o suprafata care prezintd numeroase depresiuni si

abraziuni ale Invelisului extern (Riintzel et al., 2019).
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3.1.2.2. Modificarea unghiului de contact

Efectele asupra invelisului semintei pot fi observate in articolul stiintific publicat de
catre Recek si colab. (Recek et al., 2021). Metoda de tratament a presupus expunerea directa
a semintelor la sursa de generare a plasmei timp de 3 secunde, la presiunea de 10 Pa, iar in
urma tratamentului cu plasma, valoarea unghiului scade pana la 10° si devine aproape
insesizabil Tn urma expunerii timp de 3 secunde la sursa de generare a plasmei. Acest rezultat
indicd o suprafata foarte hidrofild a semintei care absoarbe aproape in totalitate picdtura de

apa.

3.1.2.3. Stimularea proceselor de germinatie si dezvoltare

Fan si colab (Fan et al., 2020) au analizat efectele tratamentului cu apa tratata cu plasma
timp de 15, 30, 60 si 90 de minute asupra semintelor de Phaseolus vulgaris. Rezultatele indica
o stimulare a procesului germinativ pentru aproape toate variantele experimentale testate, cu
exceptia celei de incubare timp de 90 de minute. In legiturd cu procesul germinativ, rezultate
similare au fost obtinute si de grupul de cercetatori condus de Bormashenko (Bormashenko et
al., 2012), care demonstreaza cresterea vitezei de germinatie in urma tratamentului direct cu
plasmd, dar si de Volkov si colab. (Volkov et al., 2020) care prezintd atat o stimulare a
dezvoltarii radiculei in cazul tratamentului cu plasma, dar si a cresterii efective a plantei In

stadii ulterioare de dezvoltare.

3.2. Zea mays

3.2.1. Notiuni generale

Porumbul este cea mai intalnitd cereald la nivel mondial (Qi et al., 2012). Datorita
vastei distributii si a pretului accesibil, porumbul prezintd numeroase utilizari. Spre exemplu,
este important pentru alimentatia umana, In procesarea industriald a alimentelor, ca hrana

pentru animale si Tn industrii nealimentare, cum ar fi in producere de amidon, acizi si alcooli.

3.2.2. Efectele tratamentului cu plasma non-termica asupra speciei Zea mays

Efectele tratamentului cu plasma asupra semintelor de Zea mays au fost in principal

studiate din punct de vedere morfologic si fiziologic. Spre exemplu, s-a observat stimularea
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procesului germinativ si a dezvoltarii ulterioare a plantei in studiile lui Sera (Sera et al., 2021)
si Sohan (Sohan et al., 2022). Aspectele ce tin de modificarea invelisului exterior al semintei
pentru a permite cresterea nivelului de absorbtie al apei a fost constatat de citre Karmakar si
colab. (Karmakar et al., 2021). De asemenea, in toate aceste studii s-a observat si o crestere

cantitativa a enzimelor de tipul catalazei, superoxid dismutazei si ascorbat peroxidazei.

3.2.2.1. Decontaminarea semintelor

In mod natural, materialul vegetal reprezinti adipost pentru numeroase
microorganisme, iar concentratia normald se considera a fi intre 102 si 106 unitati formatoare
de colonii/gram de seminte (Tancinova et al., 2001). In studiul efectuat de Zahoranova si colab.
(Zahoranova et al., 2018), efectul de decontaminare al tratamentului cu plasma asupra
semintelor de porumb a fost testat atit pentru bacterii, cat si pentru fungi, iar tratamentul optim

s-a dovedit a fi diferit in functie de grupa de microorganisme analizata.

3.2.2.2. Suprafata externd a semintei

Efectele tratamentului cu plasma asupra Invelisului extern al semintelor a fost deseori
analizat prin microscopie electronica, fiind raportatd crearea unor zone de depresiuni si a unor
fisuri prin care este stimulata absorbtia apei. Rezultate similare sunt identificate si in studiul

publicat de Karmakar si colab. (Karmakar et al., 2021).

3.2.2.3. Unghiul de contact cu apa

In studiul publicat de Zahoranova si colab. (Zahoranova et al., 2018) se observa faptul
ca unghiul de contact in cazul probelor netratate are valoarea de 107,9 + 4,1, ceea ce indica o
suprafatd hidrofobi a semintei. In schimb, tratamentul direct cu plasmi duce chiar la
injumatatirea acestei valori (55,9 + 3.9), fapt care corespunde unei hidrofilizari a invelisului

extern, corelatd cu stimularea absorbtiei apei si cu debutul procesului germinativ.

3.2.2.4. Germinatia semintelor si dezvoltarea plantei

Studiul realizat de Zahoranova si colab. (Zahoranova et al., 2018) indica faptul ca
efectele tratamentului cu plasma rece sunt dependente de durata expunerii semintelor la sursa

de generare a plasmei. Grupul de cercetatori coordonat de Henselova a raportat o serie de
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efecte benefice ale tratamentului cu plasma asupra germinatiei semintelor de porumb, In
intervalul de tratament cuprins intre 40 si 80 de secunde, cu valoarea optima de 60 de secunde
(Henselova et al., 2012).

In studiul publicat de Zahoranova si colab. (Zahoranova et al., 2018) se observa ci
tratamentul de 60 de secunde a stimulat dezvoltarea tulpinii cu 12% si a radacinii cu 35%,
comparativ cu lotul netratat. Rezultate benefice pentru tratamentul timp de 60 de secunde

asupra dezvoltarii plantei au fost inregistrate si de Henselova si colab. (Henselové et al., 2012).

3.3. Cucumis sativus

3.3.1. Notiuni generale

Castravetele (Cucumis sativus L.) apartine familiei Cucurbitaceae, care cuprinde 118
genuri si 825 de specii de plante (http://www.faostat.fao.org/ faostat/). Se considera ca a aparut
in India in urma cu aproximativ 3.000 de ani, urmand sa fie introdus in Europa de catre greci
si romani. Aproximativ 95% din consistenta castravetelui reprezintd apd si este foarte
important Tn prevenirea deshidratarii, insa contine si o serie variatd de vitamine, minerale si

compusi esentiali pentru buna functionare a organismului.

3.3.2. Efectele tratamentului cu plasma non-termica asupra speciei Cucumis

sativus

In literatura de specialitate, studiul efectelor tratamentelor cu plasma/apa tratatd in
plasma asupra semintelor de castravete reprezintd un domeniu foarte slab dezvoltat, alte
legume fiind cele care prezintd un interes crescut, in special rosia. Dintre acestea, un studiu
publicat in anul 2023 de un grup de cercetatori din Nepal prezintd cea mai amanuntita cercetare
si oferd informatii valoroase despre modul in care se comportd semintele In urma contactului

cu plasma (Guragain et al., 2023).

3.3.2.1. Decontaminarea materialului vegetal

Intr-un studiu publicat in anul 2015, autorii au testat plasma la presiune atmosferica
pentru a trata bucati intregi de mere, rosii, castraveti si morcovi pentru intervale de timp

diferite, expunerea maxima fiind de 10 minute (Baier et al., 2015). Rezultatele au variat in
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cazul acestor specii; spre exemplu, castravetele si morcovul prezintd o suprafatd mai rugoasa
care permite acumularea de microorganisme patogene.

In studiul publicat de Yarrabi si colab. (Yarabbi et al., 2023) se inregistreaza un efect
pozitiv al tratamentului cu plasma cu argon asupra probelor de castravete, avand loc o scadere

a Incdarcaturii microbiene.

3.3.2.2. Suprafata externd a semintei

Rezultatele observate in literatura de specialitate indica, in general, faptul ca expunerea
directd a semintelor la sursa de generare a plasmei provoaca modificari ale invelisului extern
si crearea unor microfisuri care permit o absorbtie crescutd a apei. Stepanova si colab.
(Stépanova et al., 2018) au expus semintele de castravete timp de 20 de secunde la sursa de
generare de plasma, iar in urma analizei probelor prin microscopie electronica, au observat
faptul ca nu existd modificari ale stratului extern al semintelor. Cu toate acestea, analiza mai
detaliata prin Spectroscopie Fotoelectronicd cu raze X indicd o serie de variatii In ceea ce
priveste structura chimicd a invelisului semintei care, insd, nu pot fi detectate si prin

microscopie.

3.3.2.3. Unghiul de contact cu apa

Un studiu publicat in anul 2023 (Guragain et al., 2023) a analizat semintele de Cucumis
sativus utilizind metoda picaturii sesile, cu ajutorul software-ului DROP. Valoarea initiala a

unghiului de contact a fost 72,05 £+ 1,05°, iar in urma tratamentului a scazut la 30,46 + 7,16°.

3.3.2.4. Germinatia semintelor si dezvoltarea plantelor

Efectele benefice ale tratamentului cu plasma cu argon asupra germinatiei si dezvoltarii
materialului vegetal sunt prezentate de catre Guragaian si colab. (Guragain et al., 2023). Astfel,
in cea de-a 16-a zi de la plantarea probelor a fost analizat procentul total de seminte germinate,
iar expunerea la plasmd timp de 1 minut a determinat o crestere de 13% a procentului
germinativ, in timp ce expunerea mai indelungatd (7 minute), a favorizat o stimulare mai
accentuatd, si anume de 20%.

Stepanova si colab. (Stépanova et al., 2018) au analizat efectele tratamentului direct cu
plasma asupra semintelor de castravete in cazul a 3 timpi diferiti de expunere a semintelor la

sursa de generare a plasmei, si anume: 10, 20 si 30 de secunde. Expunerea de 20 secunde a
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determinat cea mai mare crestere a germinatiei (96%), in timp ce perioada de 10 secunde a

determinat o crestere de 2 procente, iar cea de 30 de secunde o crestere de 1 procent.

4. Gene implicate in dezvoltarea plantelor si rezistenta la factori biotici si

abiotici de stres

In cadrul acestui studiu au fost analizate diverse gene implicate in dezvoltarea plantelor

si In raspunsul acestora la factori de stres.

a) ABA 8’- hidroxilaza
Acidul abscisic reprezintd un hormon care, la plante, are rol esential in desfasurarea
normala a proceselor de dezvoltare si n reglarea raspunsului adaptativ la diversi factori de
stres, cu efecte variabile in functie de stadiul de crestere al plantelor (Mizutani & Todoroki,
2006).Calea catabolica se realizeaza predominant prin hidroxilarea in pozitia Carbon 8, reactie

catalizatd de ABA 8’-hidroxilaza.

b) CCDI1 (carotenoid cleavage dioxygenase)
Familia de gene CCD este alcatuita de fapt din doua subfamilii: CCD si NCED (9-cis-
epoxycarotenoid dioxygenase) (Cheng et al., 2022). Carotenoidul este un polimer care contine

40 de atomi de carbon si absoarbe lumina in spectrul UV si lumina albastra.

¢) Familia DREB
Familia de gene DREB (Dehydration-Responsive Element-Binding) codifica factori de
transcriere foarte importanti in reglarea expresiei a numeroase gene implicate in rezistenta la
factorii abiotici. Proteinele codificate de genele DREB1, DREB2 si DREB6 au rol atat in céi
diferite de semnalizare implicate n raspunsul expunerii la factori de stres abiotic, cat si in

reglarea expresiei genei ERF (Ethylene Responsive Factor) (Wu et al., 2022).

d) ERF (Ethylene Responsive Factor)
Factorii de transcriere ERF (Ethylene Responsive Factor) joaca un rol esential in
diverse procese asociate dezvoltarii plantei, reglarea hormonald, imunitate si n raspunsul la

diversi factori de stres (Hong et al., 2022; Lee et al., 2016; Tiwari et al., 2012).
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e) LEA (Late Embryogenesis Abundant)
Informatiile adunate pana in prezent cu privire la expresia genei LEA indica faptul ca
aceasta codificd o proteind de stres cu rol multifunctional, implicatd in mentinerea in limite
normale a proceselor metabolice in diferite conditii (Magwanga et al., 2018). Expresia genei

LEA este indusd de ABA (Hundertmark & Hincha, 2008).

f) MYB (myeloblastosis)
Factorii de transcriere MYB apartin unei familii numeroase de gene cu efecte multiple
in procese importante ale plantelor, precum dezvoltarea materialului vegetal, reactiile
metabolice primare si secundare, precum si 1n raspunsul fatd de factori de stres abiotic (Cao et

al., 2016; Cao et al., 2013; Du et al., 2012).

g) MYC (myelocytomatosis)
Rolul genelor MYC 1n ceea ce priveste plantele este unul divers, acestea fiind implicate
in numeroase procese de reglare a cresterii si dezvoltarii plantelor. De asemenea, genele MYC
sunt implicate In dezvoltarea plantei mediata de acidul iasminic, dar participd si in reglarea

ritmului circadian al plantelor si influenteaza o gama variatd de fitohormoni (Song et al., 2022).

h) POR (Protoclorofilida oxidoreductaza)

Proteinele POR1 si POR2 (protoclorofilidda oxidoreductaza) prezintd o identitate
comuna in proportie de 75%, Insa pattern-uri diferite in ceea ce priveste reglarea dezvoltarii
plantelor (Masuda et al., 2002). Enzimele POR1 si POR2 au rol in cataliza uneia din etapele
tarzii ale sintezei clorofilei, reprezentata de reducerea protoclorofilidei in clorofilidd, indusa

de energia luminoasa in prezenta NADPH (Garrone et al., 2015).

i) PP2C (protein-fosfataza 2C)
Gena PP2C este puternic implicata in raspunsul plantei la diversi factori de stres prin
faptul ca influenteazd numeroase procese metabolice, intervine in reglarea nivelului hormonal

si determind producerea factorilor de crestere (Wu et al., 2023).
j) PSCS (1-pyrroline-5-carboxylate synthetase)

Prolina reprezintd o componentd foarte importantd in reglarea sintezei proteice la

nivelul plantei (Kishor et al., 2015). Acumularea de prolina este dependenta de stimularea
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genei P5CS, care induce formarea unei sintaze 1-pirolin-5-carboxilat, cu rol in catalizarea

primei reactii din cursul formarii acestui aminoacid (Kishor et al., 2015).

k) WRKY
Familia factorilor de transcriptie WRKY este implicatd in procesele de adaptare ale
plantelor la o gama variatd de factori de stres (Bai et al., 2018; Guo et al., 2022; Jiang et al.,
2017; Ma & Hu, 2024). Acesti factori de transcriere intervin si in modularea unor cai
metabolice care includ producerea de acid abscisic, acid iasmonic, acid salicilic, dar si

.....

et al., 2022).
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PARTEA EXPERIMENTALA

5. Materiale si metode

5.1. Materialul biologic

Materialul biologic provine din colectia Bancii de Resurse Genetice Vegetale ,,Mihai
Cristea” Suceava. Criteriul de selectie a constat in capacitatea germinativd a probelor, care a
fost inregistrata in cadrul Laboratorului de Viabilitate. In acest caz, s-a dorit testarea a doua
probe care prezinta procente de germinatie diferite (70%, respectiv 100%). Astfel, se doreste
a se constata dacd tratamentul cu plasma poate determina cresterea procentului germinativ
si/sau a cresterii vitezei de germinatie. De asemenea, sunt realizate observatii si in stadiile
ulterioare de dezvoltare ale plantelor pentru a observa daca eventualele efecte benefice ale
tratamentului cu plasma sunt conservate pe termen lung.

Astfel, au fost selectate cate doua probe pentru fiecare specie, una din ele fiind raportata
ca avand procentul germinativ de 70%, iar cea de-a doua de 100%. Materialul vegetal ce
apartine speciei Phaseolus vulgaris si a fost inregistrat in sistemul intern al Béncii ca avand
un procent germinativ de 70%, va fi abreviat Pv70, in timp ce probele inregistrate cu
germinatie 100% vor fi denumite Pv100. In mod similiar se procedeaza si pentru probele ce
apartin speciei Zea mays: Zm70 si Zm100, dar si speciei Cucumis sativus: Cs70 si Cs100.
Aceste valori nu reprezintd valorile germinative obtinute in studiul de fata, ci procentele

raportate anterior de catre Laboratorul de Viabilitate din cadrul institutiei.

5.2. Producerea de apa tratata in plasmd

Apa tratata In plasma a fost obtinutad in Centrul de cercetdri avansate in fizica plasmei
din Iasi (IPARC), din cadrul Facultatii de Fizica, Universitatea ,,Alexandru Ioan Cuza” din
lasi. Metoda de generare a plasmei la presiune atmosfericd a fost bazatd pe principiul
descarcarii cu bariera dielectrica (engl. Dielectric Barrier Discharge - DBD), ceea ce
presupune existenta a doi electrozi metalici (unul de tip pin metalic si al doilea de tip folie
metalicd) separati de un dielectric din sticla care contine volumul apei de tratat (Figura 2).
Spatiul de descarcare dintre electrodul de tip pin si suprafata apei este de aproximativ 5 mm,
iar tensiunea selectatd pentru strapungerea electrica a aerului din spatiul descarcarii a fost de

19 kV (varf-la-varf).
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Figura 2. Expunerea apei la sursa de generare a plasmei cu puterea de 19 kV si amplitudinea de 15
kV, la Centrul de cercetari avansate in fizica plasmei (IPARC), Facultatea de Fizicd, Universitatea

,Alexandru loan Cuza” lasi

5.3. Germinatia probelor

Pentru fiecare din cele 3 specii, au fost realizate cate 4 variante experimentale (25
seminte/variantd), iar design-ul experimental este schematizat in Figura 3:

e UW - utilizarea exclusiva a apei netratate (untreated water, prescurtatd in continuare
UW);

e KNO3;+UW — utilizarea unei solutii de KNO3 0,2% cu care au fost pulverizate
semintele Tnainte de a fi puse la germinat, urmand ca mai apoi sa fie utilizata apa
netratata;

e PAW+UW - utilizarea pana la prima evaluare a procesului germinativ (5 zile —
Phaseolus vulgaris, 4 — Zea mays, 3 — Cucumis sativus) a apei tratate in plasma (PAW),
ulterior semintele fiind expuse doar la apa netratatd (UW);

e PAW — utilizarea exclusiva a apei tratate in plasma (PAW).
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Figura 3. Schematizarea design-ului experimental la care au fost supuse semintele ce apartin speciei
Phaseolus vulgaris si analizele efectuate: determinarea lungimii probelor si evaluarea expresiei

genelor de interes in zilele 5, 8 si 22 si analiza pigmentilor asimilatori in ziua 22.

La finalul perioadei de germinatie (ziua 8 — Phaseolus vulgaris, ziva 7 — Zea mays si
Cucumis sativus), cate 5 seminte germinate din fiecare variantd experimentald au fost plantate
in pdmant si acestea si-au continuat dezvoltat pentru inca 14 zile. Probele au fost supuse
procesului germinativ intr-o camera de crestere Binder, la umiditate 75%, cu o temperatura

alternanta de 20°C timp de 8 ore si 30°C timp de 16 ore pentru toate cele trei specii analizate.

5.4. Metode de determinare a germinatiei semintelor

Pentru a caracteriza semintele din punctul de vedere al germinatiei, au fost calculati
urmatorii parametri de germinatie: proecentul germinatiei, procent relativizat, indicele
germinatiei, timpul mediu pentru germinatie, timpul necesar pentru germinatia unui

anumit procent din semintele testate.
5.5. Plantarea probelor in pamant
In a 8-a zi de germinatie, cite 5 seminte germinate din fiecare varianti experimentala

au fost mutate In pdmant pentru a-si continua dezvoltarea. S-au utilizat ghivece de plastic de

6x6 cm, in care s-au addugat aproximativ 30 grame de pamant. Probele au fost ulterior plasate

25



intr-o camera climaticd si au fost udate zilnic cu cate 2 ml apa netratata/apa tratatd in plasma,

in functie de varianta experimentald, timp de 14 zile.

5.6. Izolarea ARN

Pentru izolarea ARN au fost prelevati cate 5 indivizi din fiecare variantd experimentala.
Prelevarea s-a realizat in tuburi de 1,5 mL in care s-a adaugata solutie RNA Save (RNA Save,
Biological Industries). Probele au fost pastrate la temperatura de -80°C in solutie pana la
momentul realizarii experimentelor de izolare de ARN. Izolarea de ARN s-a realizat utilizind

kitul de la Promega (SV Total RNA Isolation System).

5.7.Cuantificarea ARN

Cuantificarea calitativd si cantitativa a ARN izolat s-a realizat cu ajutorul unui
spectrofotometru cu citire in microvolume NanoDrop™ One Microvolume UV-Vis

Spectrophotometer.

5.8. Etapa de reverstranscriere

Reactia de reverstranscriere s-a realizat utilizdind kit-ul GoScript™ Reverse

Transcription System, Promega.

5.9. Reactia Real Time quantitative PCR (RT-qPCR)

In studiul de fatd s-a utilizat kit-ul GoTaq ¢gPCR Master Mix, Promega. Genele de
interes, in functie de specia analizatd, au fost urmatoarele: Phaseolus vulgaris: ABA8’H,
DREBI1, DREB2A, DREB6B, DOX, ERF, LEA3, NCED3, POR1, POR2, PP2C, P5CS10,
WRKYS53; Zea mays: ABA8’H, CCD1, DREBI, LEA, MYB, MYC, PP2C, POR, WRKY53;
Cucumis sativus: ABA8’H, ERF110, LEA2, MYB, P5CS, PP2C, POR, WRKY?2.

Analiza RT-qPCR s-a realizat prin metoda cuantificirii relative (22¢T). Valorile
obtinute pentru probele testate au fost interpretate din punct de vedere statistic utilizand

software-ul GraphPad, iar metoda de analiza a fost One Way Anova.
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5.10. Analiza morfologica a probelor

Analizele morfologice presupun, pentru inceput, masurarea celor 5 indivizi din toate
cele 4 variante experimentale. S-a utilizat un subler electronic pentru determinarea lungimii

radiculei in zilele 5 si 8 a germinatiei pentru fasole, 4 si 7 la porumb, 3 si 7 la castravete.

5.11. Determinarea cantitatii de pigmenti asimilatori

Pentru determinarea clorofilei A, B si a carotenoizilor din probele de interes s-a utilizat

un protocol adaptat dupd Sumanta et al., 2014.
5.12. Determinarea pH-ului pentru apa tratatd in plasma
Dupa 3 luni in care PAW a fost depozitata la -80°C, s-a determinat pH-ul cu ajutorul

pH-metru portabil. Inaintea determinarii pH-ului probelor de interes, a fost realizatd o curba

de calibrare pentru valorile 4,01, 7 s1 10,01.
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6. Rezultate si discutii

6.1. Analiza pH-ului apei netratate comparativ cu PAW

Valoarea pH-ului obtinutd pentru apa netratata este de 5,06, comparativ cu apa tratata
in plasma, care prezintd un pH de 3,25. Astfel, se observa acidifierea PAW, rezultat care este
asemanator cu observatiile din literatura care sustin faptul ca acumularea de specii reactive de
oxigen si de azot, precum acidul nitric, favorizeaza scaderea valorilor pH-ului (Adhikari et al.,

2019; Ma et al., 2016).

6.2. Phaseolus vulgaris

6.2.1. Evaluarea procesului germinativ

Rezultatele obtinute pentru proba Pv70 evidentiaza o influentd pozitiva a tratamentelor
aplicate asupra germinatiei semintelor, comparativ cu varianta control (UW). Cel mai scazut
procent germinativ a fost inregistrat la varianta UW (60%), in timp ce toate celelalte tratamente
au determinat cresteri semnificative, valoarea maxima fiind observatd pentru combinatia
PAW+UW (84%). Aceste tendinte sunt confirmate si de indicele germinatiei si procentul
relativ al germinatiei. In plus, analiza timpului mediu de germinatie indicd cea mai mici
valoare pentru varianta PAW+UW (4,95 zile), asociata cu o viteza superioara de germinare,
in timp ce tratamentul KNOs+UW prezinta cea mai mare duratd a procesului, in ciuda unui
procent germinativ ridicat.

Evaluarea indicilor T10, T25, T50, T75 si T90 arata valori similare intre variante pentru
germinatia initiala, insd pentru procentele superioare (50-90%) cele mai scazute valori sunt
inregistrate la tratamentele cu PAW, confirmand atat cresterea procentului germinativ, cat si
accelerarea procesului comparativ cu martorul.

In cazul probei Pv100, care prezinti un potential germinativ maxim, tratamentul cu
PAW a condus la reducerea timpului mediu de germinatie, cele mai mici valori fiind obtinute
pentru PAW+UW si PAW, fata de varianta control. Diferentele devin mai evidente la procente
ridicate de germinatie, unde tratamentul cu PAW reduce semnificativ durata procesului,

evidentiind rolul favorabil al apei tratate cu plasma asupra vitezei germinatiei.
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6.2.2. Evaluarea parametrilor de crestere ai plantei

Pentru proba Pv70, analiza lungimii radiculei indica absenta unor diferente semnificative
intre variantele experimentale atat in ziua a 5-a, ct si in ziua a 8-a a germinatiei. Aceste
rezultate sugereaza ca, desi tratamentul cu apa tratatd in plasma (PAW) a stimulat procentul
de germinare, acesta nu a accelerat dezvoltarea timpurie a plantulelor. De asemenea,
tratamentul cu azotat de potasiu nu a determinat Tmbunatatiri relevante asupra cresterii
radiculei. Observatiile realizate in ziua a 14-a de dezvoltare In pdmant confirma aceste
constatari, intrucat nici PAW, nici KNOs nu au condus la cresteri ale partii subterane,
supraterane sau ale lungimii totale comparativ cu varianta control.

In cazul probei Pv100, diferentele de crestere sunt mai evidente. Desi in ziua a 5-a
variatiile sunt reduse, se observa o tendintd de stimulare a alungirii radiculei sub influenta
PAW. In ziua a 8-a, tratamentele cu PAW determini cresteri semnificative ale lungimii
radiculei fatd de martor, efect mai pronuntat decat in cazul azotatului de potasiu. Rezultatele
obtinute 1n ziua a 14-a aratd valori de pana la 1,5 ori mai mari pentru lungimea totala a plantelor
tratate cu PAW comparativ cu UW, atat pentru aplicarea temporara, cat si permanenta.
Tratamentul cu KNO:s a generat valori apropiate de cele obtinute cu PAW+UW, fara diferente
semnificative fatd de PAW, indicand un efect benefic moderat asupra dezvoltarii plantelor

(Figura 4).

Pv70 ™\ Pv100

PAW

Figura 4. Selectarea cate unui individ din fiecare din cele 4 variante experimentale in cazul speciei
Phaseolul vulgaris, cu scopul observarii stadiului diferit de dezvoltare (ziua a 14-a in pamant)

(UW — apa netratatd, KNOs3 — solutie azotat de potasiu, PAW — apa tratatd in plasma)
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6.2.3. Evaluarea cantititii de clorofila a, clorofila b si carotenoizi

Rezultatele obtinute In urma analizelor biochimice nu prezintd diferente semnificative
intre variantele experimentale diferite ce apartin probei Pv70, fiind inregistratd chiar o scadere
a valorilor. In schimb, pentru proba Pv100 se observi o usoari crestere a cantititii de clorofila
a, b si carotenoizi in toate variantele de tratament. Acest rezultat sustine dezvoltarea accentuata

a plantei din punct de vedere morfologic.

6.2.4. Evaluarea expresiei unor gene implicate in raspunsul la tratamentul cu

apa tratata in plasma la specia Phaseolus vulgaris

Analiza expresiei genelor implicate in germinatie, rdspuns la stres si dezvoltarea
plantelor evidentiazd un efect complex si dependent de timp al tratamentelor aplicate, in
special al apei tratate in plasma (PAW), asupra probelor Pv70 si Pv100. In cazul genei
ABAS’H, implicata in catabolismul acidului abscisic, rezultatele sustin datele fiziologice
privind accelerarea procesului germinativ. Inhibarea expresiei acestei gene este asociatd cu
reducerea nivelului de ABA si, implicit, cu stimularea germinatiei si dezvoltarii timpurii.
Pentru proba Pv70, o scadere semnificativa statistic a expresiei a fost observata in ziua a 8-a
pentru varianta PAW comparativ cu controlul UW, in timp ce pentru proba Pv100 valorile
similare din zilele 5 si 8 reflectd procentele germinative apropiate. In ziua a 22-a, reducerea
expresieci ABA8’H in conditia PAW, semnificativd pentru Pv100, este corelatd cu
intensificarea proceselor metabolice, dezvoltarea normald a cloroplastelor si stimularea
cresterii radiculare, confirmand rolul favorabil al PAW 1in etapele ulterioare de dezvoltare.

Expresia genei PSCS10, asociatd biosintezei prolinei si tolerantei la stres, prezintd o
crestere accentuatd in ziua a 5-a pentru toate variantele tratate, atdit cu KNOs, cat si cu PAW,
pentru ambele probe. Diferentele fatd de lotul control sunt semnificative statistic, indicand o
activare timpurie a mecanismelor de adaptare si protectie celulari. In zilele ulterioare,
nivelurile de expresie tind sa se egalizeze intre variante, sugerand cd stimularea initiald indusa
de tratamente permite atingerea rapida a unui nivel functional optim, comparativ cu controlul,
unde expresia ramane constant mai scdzutd. Aceste date sustin ipoteza conform careia expresia
crescuta a PSCS10 in primele faze de dezvoltare contribuie atat la accelerarea germinatiei, cét
s la cresterea rezistentei plantelor la factorii de stres.

In cazul genei LEA3, asociati tolerantei la desicare, tratamentele cu PAW nu au

determinat modificari semnificative ale expresiei, cu exceptia unei cresteri izolate pentru proba
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Pv100 in ziua a 8-a, In conditia de tratament temporar. Acest rezultat sugereaza ca PAW nu
induce un stres hidric sever, ci actioneazd mai degraba prin optimizarea proceselor metabolice.

Réspunsul genei PP2C, componentd importanta a caii de semnalizare ABA, indica o
dublare a expresiei in ziua a 5-a sub influenta PAW pentru ambele probe, cu semnificatie
statistica in cazul Pv100. Acest raspuns timpuriu sugereaza o adaptare rapida la conditiile
induse de tratament, insa lipsa diferentelor semnificative in zilele 8 si 22 indica stabilizarea
proceselor fiziologice pe masura avansarii dezvoltarii.

Genele din familia DREB (DREBI1, DREB?2 si DREB6), implicate in raspunsul la stres
abiotic, prezinta un pattern similar, caracterizat printr-o stimulare puternica in ziua a 5-a sub
actiunea tratamentelor cu KNOs si PAW. In special in cazul PAW, aceastd stimulare se
mentine si Tn ziua a 8-a pentru anumite gene si probe, evidentiind un raspuns adaptativ sustinut.
In ziua a 22-a, diferentele dintre variante dispar, sugerand ci efectul tratamentelor este
predominant in fazele timpurii ale dezvoltarii.

Expresia genei ERF, asociata reglarii cresterii si raspunsului la stres, este semnificativ
crescuti in ziua a 5-a, mai ales sub influenta PAW, pentru ambele probe. In etapa finali a
experimentului, stimularea expresiei este asociata in special cu tratamentul cu KNOs, indicand
efecte diferentiate ale tratamentelor in functie de momentul aplicarii.

Pentru gena MYBO07, implicatd in reglarea transcriptionald a proceselor de dezvoltare,
se observa o scddere semnificativa a expresiei in ziua a 5-a in urma tratamentelor cu KNO:s si
PAW, ceea ce sugerecazd o dereglare temporard a mecanismelor de control in favoarea
accelerarii germinatiei. Ulterior, expresia tinde sa se normalizeze, iar In ziua a 22-a tratamentul
cu KNOs determind o crestere semnificativa pentru proba Pv70.

Genele POR1 si POR2, implicate in biosinteza clorofilei, prezintd o crestere
semnificativd a expresiei in special sub influenta PAW, in ziua a 5-a, pentru ambele probe.
Rezultatele obtinute in ziua a 22-a pentru POR2, in special pentru proba Pv100, sustin datele
biochimice privind cresterea continutului de clorofila A si carotenoizi, confirmand rolul PAW
in stimularea proceselor de dezvoltare si fotosinteza.

In cazul genei WRKY53, expresia este scizuti in fazele incipiente, urmati de o
stimulare tranzitorie in ziua a 8-a, in special in variantele tratate cu PAW sau PAW+UW. In
etapa finald, nivelurile de expresie devin similare intre toate variantele, indicand un efect
temporar al tratamentelor asupra acestei cai de reglare.

O parte din rezultatele obtinute in ceea ce priveste modularea expresiei genelor de

interes pot fi observate in Figura 5.
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6.3. Zea mays

6.3.1. Evaluarea procesului germinativ

Similar rezultatelor obtinute in ceea ce priveste germinatia pentru specia Phaseolus
vulgaris in cazul probei Zm70 (inregistrata cu germinatia 70%), si in cazul speciei Zea mays
tratamentul cu PAW a reusit sa creasca procentul germinativ de la 60%, in cazul cazul variantei
UW, la 84%. De fapt, cresterea numarului de seminte germinate a avut loc in toate cele 3 loturi
experimentale cu acelasi procent (KNO3;+UW= PAW+UW = PAW = 84%). Acest aspect
sustine posibilitatea inlocuirii utilizarii solutiei de azotat de potasiu cu PAW, aceasta avand
costuri reduse si numeroase avantaje asupra proceselor de crestere ale plantelor.

Cresterea numarului de seminte germinate este asociat si cu o viteza mai crescuta de
germinatie a semintelor, asa cum se poate observa din valorile obtinute pentru indicii T10,
T25, T50, T75, T90. Cea mai mare diferentd se inregistreaza in cazul T90, valoarea fiind de
5,3 zile in cazul UW, 3,6 zile pentru KNO3 si 3,8 zile pentru PAW+UW si PAW. Acesta este
un alt exemplu de situatie in care nu existd diferente intre varianta de tratament
temporar/permanent, utilizarea PAW fiind importanta la inceputul dezvoltdrii materialului
vegetal.

Pentru proba Zm100, rezultatele privind indicii germinativi nu releva diferente intre
loturile de tratament analizate in acest studiu. Atat numarul semintelor germinate, cat si timpul
necesar protruziei radiculei prezintd valori similare atat in ceea ce priveste udarea semintelor

cu apa netratata, cat si stimularea cu azotat de potasiu sau apa tratatd in plasma.

6.3.2. Evaluarea parametrilor de crestere ai plantei

Privind evolutia lungimii radiculei in prima si a doua zi a evaluarii germinatiei, se poate
observa in cazul probei Zm70 o accelerare a dezvoltarii semintelor, induséd de tratamentul cu
apa tratata in plasma. In primele 4 zile este observa o tendinti ridicata de dezvoltare a radiculei,
ulterior avand o crestere mai lenta.

In cazul probei Zm100, se observa o crestere a lungimii radiculei la prima evaluare a
procesului germinativ (UW = 9,9mm; PAW = 14,1lmm). In cea de-a doua zi a evaluarii
germinatiei se remarcd o uniformizare a valorilor obtinute pentru toate variantele

experimentale testate.
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Aspectele surprinse in Figura 6 sustinerezultatele mentionate anterior, conform carora
in cazul probelor de porumb cu germinatia 70% (Zm70), tratamentul cu apa tratatd in plasma
a determinat cresterea numarului de seminte care au germinat, in timp ce, pentru proba Zm100
(100%), a avut loc o accelerare a dezvoltarii semintet, acest lucru fiind dovedit de lungimi mai

mari ale radiculei.

UWwW KNO; + UW  PAW + UW PAW

Figura 6. Privire de ansamblu a placilor de crestere in care au fost supuse procesului germinativ
seminte de Zea mays, In 4 variante experimentale (ziua a 7-a)

UW — apa netratata, KNO; — solutie azotat de potasiu, PAW — apa tratatd in plasma

De asemenea, efectele diferite pe care cele 4 variante experimentale le-au exercitat
asupra probelor analizate poate fi analizat in Figura 7. Astfel, prin selectarea cate unui individ
din fiecare proba (Zm70, respectiv Zm100) si plasarea acestora unul langa altul, este vizibil
efectul de stimulare a proceselor de crestere in cazul probei Zm70 si dezvoltarea relativ

similara din cazul probei Zm100.

Zm70 B

Figura 7. Selectarea cate unui individ din fiecare din cele 4 variante experimentale, in cazul speciei

Zea mays, cu scopul observarii diferitelor stadii de dezvoltare in ziua 21 a experimentului
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Analizdnd lungimea radacinii, a tulpinii si lungimea totald a plantelor de porumb
obtinute dupa 14 zile de la plantarea in pamant, valorile obtinute in cazul probei Zm70 indica
un efect benefic pe care stimularea cu PAW 1-a avut asupra dezvoltarii plantelor. Atat lungimea
raddcinii, cét si a tulpinii in cazul plantelor stimulate cu PAW prezinta valori mult crescute
fata de lotul control, aproximativ de 4 ori mai mari (ex: tulpina UW = 7,1 mm, tulpina PAW
=28.,5 mm).

Tratamentul cu KNO3 prezinta rezultate care sunt cuprinse Intre valorile pentru UW si
PAW, insd mai apropiate de cele pentru PAW. Acest fapt sugereaza faptul ca, in ciuda efectelor
pozitive pe care le are tratamentul cu KNOs3, utilizarea PAW este mai eficientd, efectele fiind
semnificative.

Diferentele dintre tratamentul temporar si cel permanent sunt infime, ceea ce sugereaza
importanta aplicarii PAW in primele zile ale dezvoltarii semintelor, atunci cand compusii
chimici existenti in apa tratata iau contact cu suprafata semintei.

In ceea ce priveste dezvoltarea plantelor ce apartin probei Zm100, se poate observa
faptul ca rezultatele sunt similare Intre probele analizate si nu apar efecte stimulatoare ale
azotatului de potasiu sau al apei tratate in plasma. Acest lucru poate fi explicat si prin faptul
ca proba a prezentat o capacitate germinativa buna incd de la Inceput si nu au fost necesare

tratamente suplimentare.

6.3.3. Evaluarea cantitatii de clorofila A, clorofila B si carotenoizi

Rezultatele obtinute in urma analizelor biochimice pentru proba Zm70, nu prezintd
diferente semnificative din punct de vedere statistic. Insa, in cazul probei Zm100, se observa
diferente semnificative din punct de vedere statistic in cazul analizei Clorofilei A si a cantitatii
de carotenoizi. Pentru clorofila A, prin comparatia valorii obtinute Tn cazul tratamentului
permanent cu PAW cu lotul control, se inregistreaza p = 0,0486 (*), iar pentru analiza

carotenoizilor diferenta Intre aceleasi variante experimentale este p = 0,0376 (*).

6.3.4. Evaluarea expresiei unor gene implicate in raspunsul la tratamentul cu

apa tratata in plasma la specia Zea mays

Analiza expresiei genelor investigate la nivelul speciei Zea mays evidentiazd un
raspuns moderat si dependent de timp la tratamentele aplicate, cu efecte diferentiate in functie

de proba si stadiul de dezvoltare. In cazul genei ABA8’H, nu au fost identificate diferente
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semnificative statistic in majoritatea analizelor, cu exceptia zilei 21 pentru proba Zm100, cand
toate variantele de tratament au determinat o scddere semnificativa a nivelului de expresie.
Aceasta reducere este asociatd cu diminuarea degraddrii hormonului ABA si sugereaza
activarea unor mecanisme de adaptare si protectie, chiar in absenta unor diferente morfologice
evidente fata de lotul control.

Expresia genei CCD1 a fost foarte redusd in cazul probei Zm70, fara variatii
semnificative intre tratamente. In schimb, pentru proba Zm100, in ziua 21 s-a observat o
scadere semnificativa a expresiei in urma tuturor tratamentelor aplicate, indicand o reglare
tardiva a proceselor metabolice asociate acestei gene.

Pentru gena DREBI1, implicata in raspunsul la stres abiotic, s-a observat o crestere
timpurie a expresiei 1n ziua a 4-a de germinatie pentru ambele probe, mai accentuata in cazul
tratamentului cu apa tratatd in plasma. Aceastd stimulare este semnificativa statistic doar
pentru proba Zm100. Ulterior, nivelurile de expresie se uniformizeaza in ziua a 7-a si scad
considerabil 1n ziua a 21-a, sugerand un raspuns tranzitoriu, specific fazelor incipiente de
dezvoltare.

Expresia genei LEA nu a fost influentata in ziua a 4-a de niciun tratament, insd in ziua
a 7-a se observa o stimulare moderata in cazul probei Zm70 pentru toate variantele tratate.
Pentru proba Zm100, cresterea expresiei este determinatd doar de azotatul de potasiu,
tratamentele cu PAW prezentand valori similare cu cele ale lotului control. In ziua a 21-a,
diferentele intre variante dispar.

Genele MYB si MYC, implicate in reglarea transcriptionala si in rdspunsul la stres, nu
au fost influentate semnificativ de tratamentele aplicate, cu exceptia unui raspuns izolat al
genei MYC 1n ziua a 21-a pentru proba Zm100 tratata permanent cu PAW. Aceste rezultate
sugereaza un impact limitat al tratamentelor asupra acestor cai de reglare.

In cazul genei POR, asociati biosintezei clorofilei, tratamentul permanent cu PAW a
determinat o crestere timpurie a expresiei in ziua a 4-a pentru ambele probe, semnificativa
statistic doar pentru Zm70. In etapele ulterioare, expresia genei scade si nu mai sunt
inregistrate diferente intre variantele analizate.

Expresia genei PP2C nu a prezentat variatii semnificative statistic, insa au fost
observate tendinte diferite intre probe si tratamente, fard a se mentine constant pe parcursul
experimentului. In cazul genei WRKY53, tratamentul cu apa tratatd in plasmi a indus o
stimulare timpurie a expresiei, semnificativa pentru proba Zm70 1n ziua a 4-a, insd acest efect
nu persistd. Pentru proba Zm100, expresia este crescutd in zilele 4 si 21 sub influenta PAW,

in timp ce in ziua a 7-a azotatul de potasiu determina cea mai mare stimulare (Figura 8).
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6.4. Cucumis sativus

6.4.1. Evaluarea procesului germinativ

In ceea ce priveste procesul germinativ al probelor de castravete, rezultatele nu sunt
semnificativ diferite. Intre probele netratate si cele cirora li s-a administrat KNO3/PAW
diferentele sunt infime datoritd faptului cd semintele netratate au prezentat o germinatie
crescutd, iar diversele metode de tratament nu au produs modificari. in cazul probei Cs70, cele
mai scazute valori sunt inregistrate pentru varianta PAW+UW (3,44), in timp ce pentru proba
Cs100, tratamentul cu azotat de potasiu a fost cel care a determinat scaderea valorilor. Acest
indice de germinatie a fost calculat si pentru procentele 10, 25 si 50%, dar, din cauza vitezei
accentuate de germinatie a probelor, rezultatele obtinute nu au fost relevante.

Dinamica procesului germinativ prin urmarirea numarului de seminte nou germinate in
fiecare din cele 7 zile ale germinatiei. Pentru proba Cs100, variantele experimentale au
determinat accelerarea proceselor de dezvoltare deoarece semintele au germinat inca din prima
zi a experimentului. In cazul tratamentelor cu PAW, valorile sunt 1,52, respectiv 1,56 zile, in
timp ce pentru varianta de seminte netratate rezultatul este usor crescut, si anume 2. Cea mai
scazutd valoare se Inregistreazd pentru semintele tratate cu KNOs, si anume 1,44. Timpul
mediu de germinatie in cazul probei Cs70 a fost usor scazut in urma tratamentului temporar
cu PAW (2,92, comparativ cu UW = 3,2), insd tratamentul cu KNO3 sau cel permanent cu

PAW au inregistrat valori similare variantei netratate.

6.4.2. Evaluarea parametrilor de crestere ai plantei

In cazul probei Cs70, tratamentul cu PAW a fost cel care a stimulat incd din primele
zile dezvoltarea materialului vegetal, rezultatele fiind mai crescute chiar si prin comparatie cu
cel care a presupus utilizarea KNO3 (KNO3+UW = 28 + 10,3mm; PAW = 34,1 £ 10,8mm;
UW= 19,5 + 7,4mm). Aceastd tendintd s-a pastrat si in stadiile ulterioare de dezvoltare ale
plantelor deoarece, in ziua a 7-a a germinatiei, valoarea medie a lungimii radiculei pentru PAW
a fost cu 16 cm peste cea inregistrata in lotul control (PAW = 86,6 + 35,Imm, UW = 60,6 +
24,6mm). De asemenea, atat tratamentul temporar cu plasma, cat si cel cu KNOs au determinat
o dezvoltare a materialului vegetal peste cea din lotul control (PAW+UW = 80 £ 21,4mm,
KNO3;+UW = 76,2 +22,2mm).
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Proba Cs100 prezinta valori uniforme ale dezvoltarii radiculei n a 3-a zi a germinatiei,
cu o usoari crestere in cazul tratamentului cu apa tratata in plasma (PAW = 19,3 + 6,3mm). In
a 7-a zi a germinatiei, tratamentele cu KNO3/PAW nu au favorizat dezvoltarea accentuata a
materialului vegetal, radicula fiind chiar mai scurtd comparativ cu probele din lotul control.

Figura 9 indica faptul ca, in cazul probelor de castravete cu germinatia initiala 70%
(Cs70), tratamentul cu apa tratatd in plasma a determinat cresterea lungimii radiculei, in timp
ce, pentru proba Cs100 (100%), cea mai dezvoltatd proba este cea care apartine lotului control.

UW KNO,+UW PAW+UW PAW UW KNO;+UW PAW+UW PAW

,?? ,'P

4

Cs70 Cs100

Figura 9. Stadii diferite de dezvoltare ale plantelor ce apartin speciei Cucumis sativus in a 7-a zi de
germinatie, apartinind celor 4 variante experimentale

(UW — apd netratatd, KNO3+UW — solutie azotat de potasiu, PAW — apa tratata in plasma)

De asemenea, efectele diferite pe care variantele experimentale le-au exercitat asupra
probelor analizate poate fi analizat in Figura 10. Astfel, prin selectarea a cate un individ din
fiecare proba (Cs70, respectiv Cs100) si plasarea acestora unul langa altul, este remarcat
efectul de stimulare a proceselor de crestere in cazul probei tratamentului cu azotat de potasiu
pentru ambele probe analizate. Pentru indivizii ce apartin probei Cs70, se observa o dezvoltare
accentuatd 1n cazul ambelor tratamente cu PAW, comparativ cu individul din lotul control.
Pentru proba Cs100, indivizii tratati cu PAW prezintd o dezvoltare mai lentd comparativ cu

cel din varianta control si de stimulare cu KNOs.

Cs70 Cs100

Figura 10. Stadiul dezvoltarii plantelor ce apartin speciei Cucumis sativus in ziua 21 a
experimentului

(UW — apa netratatd, KNO; — solutie azotat de potasiu, PAW — apa tratata in plasma)
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Rezultatele din cea de-a 14-a zi de dezvoltare in pamant (ziua 21 a experimentului) in
ceea ce priveste lungimea radacinii, a tulpinii si lungimea totala a plantelor ce apartin probei
Cs70 indica anumite diferente comparativ cu rezultatele obtinute in legatura cu lungimea
radiculei din zilele 3, respectiv 7. Astfel, daca in ultima zi a evaluarii radiculei, valorile cele
mai mari au fost obtinute pentru plantele care au fost tratate permanent cu PAW, la 2 saptamani
dupa plantare o dezvoltare mai accentuatd a tulpinii au prezentat plantele din lotul tratat cu
azotat de potasiu (5,2cm), urmate de cele cu tratament temporar cu PAW (4,4cm), iar
tratamentul permanent cu PAW a determinat o dezvoltare similard cu lotul control (media
3,3cm). In cadrul acestui studiu, dezvoltarea plantelor ce apartin speciei Cucumis sativus nu a
fost favorizata de conditiile in vitro, aspect care poate fi considerat un motiv pentru faptul ca
lungimea tulpinii si a radacinii plantelor au fost mult mai mici comparativ cu rezultatele
obtinute in cazul fasolei si a porumbului.

In cazul probei Cs100, cea mai dezvoltata tulpina, respectiv ridicini a fost in varianta
de apa netratatd (4,1cm tulpina, 5,2cm radacina). Tratamentul cu azotat de potasiu a determinat

o dezvoltare mai accentuatd comparativ cu cele douad tipuri de tratamente cu PAW.

6.4.3. Evaluarea cantitatii de clorofila A, clorofila B si carotenoizi

Rezultatele obtinute in urma analizelor biochimice nu prezinta diferente semnificative
intre variantele experimentale ce apartin probei Cs70, iar valorile inregistrate sunt similare.

In schimb, pentru proba Cs100 se observi o usoari crestere a cantititii de clorofila a in
cazul tratamentului cu azotat de potasiu, rezultat care sustine observatiile realizate in ziua a

14-a a dezvoltarii in pamant.

6.4.4. Evaluarea expresiei unor gene implicate in raspunsul la tratamentele cu apa

tratata in plasma la specia Cucumis sativus

Analiza expresiei genelor investigate pentru probele Cs70 si Cs100 evidentiaza un
raspuns complex si dependent de stadiul de dezvoltare al plantelor la tratamentele cu azotat de
potasiu si apa tratata in plasma (PAW). In cazul genei ABA8’H, asociati metabolismului
acidului abscisic, se observa o scadere a expresiei in ziua a 7-a pentru proba Cs70, sub influenta
ambelor tratamente, urmata de o crestere in ziua a 21-a in variantele KNOs;+UW si PAW.
Pentru Cs100, PAW induce o crestere timpurie a expresiei in ziua a 3-a, urmatd de

uniformizarea valorilor in ziua a 7-a, iar in etapa finald cea mai scazutd expresie este asociata
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tratamentului exclusiv cu PAW, sugerand o reglare diferentiatd a cdilor hormonale in functie
de potentialul germinativ.

Gena ERF110 prezinta una dintre cele mai evidente reactii la tratamentele aplicate, cu
stimuldri semnificative ale expresiei atat pentru Cs70, cét si pentru Cs100. In cazul Cs70,
tratamentul permanent cu PAW determind o crestere semnificativd a expresiei, corelatd cu
reducerea lungimii plantelor In ziua a 21-a, sugerand activarea unor mecanisme de adaptare la
stres In detrimentul proceselor de crestere.

Rezultatele obtinute pentru gena LEA2 aratd o stimulare a expresiei in special sub
influenta tratamentului cu PAW, efect evident in ziua a 7-a pentru ambele probe si in ziua a 3-
a pentru Cs100. In etapa finala, tratamentul temporar cu PAW este asociat cu cele mai ridicate
valori ale expresiei pentru Cs100, n timp ce pentru Cs70 efectul este mai pronuntat in cazul
aplicarii permanente, sugerand o implicare a acestei gene 1n raspunsul adaptativ la stres hidric.

Expresia genei MYBO7 prezinta variatii dependente de proba si de momentul analizei,
fara a putea fi identificat un pattern general. Tratamentul cu PAW determind atat scaderi, cat
si cresteri ale expresiei, in special pentru proba Cs100, indicand o reglare fina si context-
dependenta a proceselor de transcriptie.

In cazul genei POR, raspunsul este diferit intre probe. Pentru Cs70, tratamentele nu
determina stimularea expresiei, valorile cele mai scazute fiind asociate PAW 1in etapele
timpurii. In schimb, pentru Cs100, se observa cresteri semnificative ale expresiei in ziua a 3-a
sub influenta ambelor tratamente, iar ulterior PAW continud sd induca usoare stimulari, in
special in varianta de tratament temporar in ziua a 21-a, sugerand o implicare in reglarea
proceselor fotosintetice.

Raspunsul genei PP2C este caracterizat prin variatii limitate, insd pentru Cs70 se
evidentiazad o scadere timpurie a expresiei sub influenta PAW, urmatd de o crestere
semnificativa in ziua a 21-a, indicind activarea tardiva a mecanismelor de rezistenta la stres.

Gena P5CS1, implicatd in biosinteza prolinei, prezintd cresteri semnificative ale
expresiei in special 1n etapa finald a experimentului, predominant in variantele tratate cu PAW,
atat pentru Cs70, cat si pentru Cs100. Aceste rezultate sustin activarea cailor metabolice
asociate tolerantei la stres si acumularii de prolina, cu rol protector la nivel celular.

In cazul genei WRKY?2, nu sunt observate variatii semnificative pentru Cs70, insi
pentru Cs100 se inregistreaza o stimulare progresiva a expresiei, culminand in ziua a 21-a cu
o crestere semnificativa determinatd de tratamentul permanent cu PAW. Acest aspect indica

un raspuns adaptativ mai accentuat la plantele cu potential germinativ ridicat (Figura 11).
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6.5. Compararea efectelor produse de tratamentul cu azotat de potasiu si apd tratatd in

plasma asupra celor 3 specii de interes

6.5.1. Evaluarea procesului germinativ

6.5.1.1. Evaluarea procentului germinativ

Rezultatele observate sunt complexe si necesitd studii suplimentare pentru a identifica
substratul molecular al proceselor, Insa se pot face urméatoarele precizari: in ceea ce priveste
procentul germinativ al semintelor inregistrate in sistemul intern al Béncii ca avand o
germinatie de 70% (Pv70, Zm70, Cs70), atat tratamentul temporar cu apa tratatd in plasma,
cat si cel permanent au determinat o stimulare a numarului de seminte germinate. Tratamentele
cu PAW au crescut semnificativ procentul germinativ la fasole si porumb fata de lotul control,
efectele fiind superioare sau similare celor obtinute cu azotat de potasiu. La castravete,
procentul germinativ a rdmas constant, de 100%, indiferent de tratament.

Semintele care provin din probele raportate cu germinatia 100% (Pv100, Zm100,
Cs100) au prezentat un comportament usor diferit in cazul celor 3 specii analizate. Dacd in
cazul castravetelui, toate variantele experimentale au prezentat un procent germinativ de
100%, semintele de porumb tratate cu PAW temporar/permanent au avut un procent usor
scazut (96%), fata de lotul UW (100%), iar in cazul semintelor de fasole cel mai mare procent
de germinatie a fost Inregistrat pe varianta UW (92%), in timp ce KNO3 si tratamentele cu
PAW au indus o scddere a acestei valori (80%, respectiv 76%).

Tabelul 1 ilustreaza schematic modul in care variantele experimentale au determinat

viariatii ale procentului germinativ, raportat la lotul control:

Tabelul 1. Reprezentarea schematica a modului in care a variat procentul germinativ al semintelor ce
apartin celor 3 specii analizate, in urma aplicdrii KNO3/PAW, raportat la lotul control

1 = crestere fata de UW, | = scadere fata de UW, ~ = similar cu UW

Phaseolus vulgaris Zea mays Cucumis sativus

Pv70 Pv100 Zm70 Zm100 Cs70 Cs100
KNOs+UW ) ! ) ) ~ ~
PAW+UW T ) 7 ~ ~ ~

PAWT,l,T,~,~,~
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6.5.1.2. Evaluarea vitezei de germinatie

Evaluarea vitezei de germinatie pentru probele cu germinatie initiald de 70% (Pv70,
Zm70, Cs70) evidentiaza un efect general favorabil al tratamentelor cu apa tratata in plasma
si azotat de potasiu, ambele determinind reducerea timpului necesar pentru protruzia radiculei.
In cazul probei Pv70, tratamentele cu PAW, atat temporare, cit si permanente, au accelerat
germinatia in fazele initiale ale procesului, aspect reflectat de valorile mai scazute ale indicilor
T10 si T50. Pe masura ce germinatia a progresat, diferentele dintre variante s-au estompat, iar
tratamentul cu azotat de potasiu a indus o crestere mai lentd comparativ cu celelalte variante
experimentale.

Pentru proba Zm70, tratamentele cu PAW au determinat o accelerare clara a
germinatiei incd din etapele incipiente, efectul devenind mai evident spre finalul procesului,
cand valorile T90 au fost semnificativ mai mici comparativ cu lotul martor. Tratamentul cu
azotat de potasiu a determinat, de asemenea, o crestere a vitezei de germinatie, cu valori chiar
mai scizute decat cele obtinute in urma tratamentelor cu PAW. In cazul semintelor de
castravete, germinatia a fost rapida si eficienta in toate variantele, Insd tratamentul temporar
cu PAW a determinat o usoara accelerare a procesului, vizibila in special pentru indicii T75 si
T90.

Pentru probele cu germinatie initiala de 100% (Pv100, Zm100, Cs100), tratamentele au
influentat in principal viteza, nu procentul germinativ. In cazul Pv100, toate tratamentele au
redus timpul mediu de germinatie comparativ cu lotul control, diferentele devenind mai
evidente la procente ridicate de seminte germinate. Rezultate similare sunt observate pentru
Zm100, unde tratamentul cu PAW accelereazd germinatia in fazele finale, iar pentru Cs100,
atat azotatul de potasiu, cat si PAW au determinat o accelerare timpurie a germinatiei, efect

care se diminueaza spre finalul procesului (Tabelul 2).

Tabelul 2. Reprezentarea schematicd a modului in care a variat viteza germinativa a semintelor ce
apartin celor 3 specii analizate, in urma aplicdrii KNO3s/PAW, raportat la lotul control

1 = crestere fatd de UW, | = scéddere fatd de UW, ~ = similar cu UW

Phaseolus vulgaris Zea mays Cucumis sativus

Pv70 Pv100 Zm70 Zm100 Cs70 Cs100

KNOAUW | 0 0 | | 1
PAW+UW T T T ~ T T
AW 171 1 r  ~ 1
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6.5.2. Evaluarea parametrilor de crestere

6.5.2.1. Evaluarea lungimii radiculei

Pentru proba Pv70, dezvoltarea radiculard nu a prezentat diferente semnificative intre
variantele experimentale, indicand faptul ca, desi tratamentele cu PAW au stimulat procentul
si viteza de germinatie, acestea nu au influentat cresterea radiculei, iar nici tipul de aplicare a
PAW sau azotatul de potasiu nu au avut efecte pe termen lung (Tabelul 3).

Pentru proba Zm70, tratamentele cu PAW si KNOs; au determinat o stimulare
semnificativa a alungirii radiculei in fazele incipiente, efectul fiind mai pronuntat in cazul
tratamentului temporar cu PAW, care a condus la cele mai mari valori ale lungimii radiculare.
Ulterior, diferentele dintre tratamentele temporare si permanente s-au estompat, indicand ca
stimularea initiala este determinantad pentru dezvoltarea timpurie. La Cs70, administrarea
PAW a condus la o crestere evidenta a lungimii radiculei inca de la prima evaluare, iar la
finalul perioadei de germinatie cele mai bune rezultate au fost obtinute pentru tratamentul
exclusiv cu PAW, urmat de PAW+UW si KNO:s.

Pentru probele cu germinatie initiald de 100% (Pv100, Zm100, Cs100), efectele
tratamentelor au fost mai reduse. La Pv100, tratamentul temporar cu PAW a determinat cele
mai mari valori ale lungimii radiculare la finalul perioadei de germinatie, sugerand importanta
aplicarii PAW in fazele timpurii. In cazul Zm100 si Cs100, stimularea initiald indusad de PAW
s-a diminuat pe parcurs, iar la final diferentele dintre variante au fost minime. In ansamblu,
tratamentele cu PAW si KNOs au favorizat dezvoltarea radiculei in special la probele cu

potential germinativ redus, efectele fiind mai evidente in primele etape de dezvoltare.

Tabelul 3. Reprezentarea schematica a modului in care a variat dimensiunea radiculei pentru probele
ce apartin celor 3 specii analizate, in urma aplicarii KNO3/PAW, raportat la lotul control

1 = crestere fata de UW, | = scadere fata de UW, ~ = similar cu UW

Specia Phaseolus vulgaris Zea mays Cucumis sativus
Pv70 Pv100 Zm70 Zm100 Cs70 Cs100
Ziua 5 Ziua 4 Ziua 3
KNO3;+UW T ~ T T T l
PAW ! 1 t t 1 t
Ziua 8 Ziua 7 Ziua7
KNOs;+UW ~ T T »L T l
PAW+UW l T T ~ T i
PAW ! T T ! T !
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6.5.2.2. Evaluarea lungimii componentelor sub- si supraterane

Dezvoltarea plantulelor analizate reflecta, iIn mare masura, tendintele observate anterior
la nivel radicular, cu raspunsuri diferite in functie de specie si de potentialul germinativ. in
cazul probei Pv70, niciuna dintre metodele de tratament aplicate nu a determinat imbunatatiri
semnificative ale cresterii plantulelor, confirmind faptul ca stimularea germinatiei nu este
insotita automat de o dezvoltare vegetativa accelerate (Tabelul 4).

Pentru proba Zm70, tratamentele cu PAW au avut un efect pronuntat asupra cresterii,
determinand o alungire considerabild atat a partii supraterane, cat si a sistemului radicular,
efect mai evident in cazul aplicarii temporare a PAW. Tratamentele cu KNOs si PAW+UW au
produs, de asemenea, cresteri semnificative comparativ cu lotul martor, sustinind rolul
favorabil al acestor stimulari asupra dezvoltarii timpurii a plantelor de porumb.

In cazul probelor de castravete Cs70, efectele pozitive observate initial asupra radiculei
s-au atenuat dupd doud sdptdmani de crestere in pamant, fiind Inregistrate doar cresteri
moderate ale lungimii totale, mai ales pentru tratamentul cu KNOs. Pentru probele cu
germinatie initialda de 100%, raspunsul a fost variabil: la Pv100, tratamentele cu PAW, in
special cel temporar, au determinat cele mai mari valori ale componentelor sub- si supraterane,
in timp ce la Zm100 stimularea a fost evidentd doar la nivel radicular, fard impact asupra
lungimii totale. La Cs100, tratamentul cu KNOs a favorizat dezvoltarea radacinilor, iar PAW

a stimulat cresterea partii supraterane, rezultdnd un echilibru intre componentele analizate.

Tabelul 4. Reprezentarea schematica a modului in care au variat partea subterand, partea supraterana
si lungimea totald a plantelor ce apartin celor 3 specii analizate, in urma aplicarii KNO3;/PAW,
raportat la lotul control
1 = crestere fata de UW, | = scadere fata de UW, ~ = similar cu UW

Specia Phaseolus vulgaris Zea mays Cucumis sativus

Pv70 Pv100 Zm70 Zm100 Cs70 Cs100

Partea supraterana

KNO;+UW ~ T T T T l
PAWAW | t 1 1 t !
PAW |~ 1 1 1 ~ !
Partea subterana
KNO;+UW T T T T T l
PAWSUW 1 1 ! t !
W t 1 ! ! !
Lungimea totald a plantei
KNO;+UW T T T ~ T l
PAWRUW | 1 1 ! t !
AW~ t 1 ! ~ !
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6.5.3. Evaluarea cantititii de clorofila A, clorofila B si carotenoizi

Tratamentele aplicate au avut un impact limitat asupra acumuldrii pigmentilor
asimilatori, efectele fiind dependente de specie si de potentialul germinativ. In cazul probei
Pv70, nu au fost observate cresteri ale continutului de pigmenti, rezultatele fiind corelate cu
dezvoltarea morfologica uniforma a plantelor. Pentru proba Zm70, tratamentele cu KNOs si
PAW au determinat cresteri ale clorofilelor si carotenoizilor, in concordanta cu dezvoltarea
accentuata a sistemelor sub- si supraterane. La castravete (Cs70), cantitatea de pigmenti a
ramas relativ constantd, cu usoare cresteri in varianta de tratament temporar cu PAW.

In cazul probelor cu germinatie initiali de 100%, tratamentele au indus variatii
moderate ale continutului de pigmenti. Pentru Pv100, toate variantele tratate au prezentat
valori mai mari decat martorul, cu o crestere semnificativa a clorofilei A in cazul PAW+UW.
Rezultate similare au fost obtinute pentru Zm100, unde tratamentul permanent cu PAW a
determinat cresteri semnificative ale clorofilei A si carotenoizilor. Pentru Cs100, cantitatea de
pigmenti a fost scdzutd si relativ uniformd 1intre loturi, reflectdnd lipsa diferentelor
morfologice. Per ansamblu, desi tratamentele au influentat germinatia si cresterea vegetativa,

efectele asupra acumularii pigmentilor asimilatori au fost reduce (Tabelul 5).

Tabelul 5. Reprezentarea schematica a modului in care a variat cantitatea de clorofild A, clorofild B
si carotenoizi pentru cele 3 specii analizate, in urma aplicarii KNO3/PAW, raportat la lotul control.
Pentru interpretarea statistica a datelor s-a utilizat programul GraphPad, analiza One Way Anova, iar

asteriscul (¥) reprezinta o diferentd semnificativa din punct de vedere statistic, comparativ cu lotul

control (* p <0,05)
1 = crestere fata de UW, | = scadere fata de UW, ~ = similar cu UW
Specia Phaseolus vulgaris Zea mays Cucumis sativus
Pv70 Pv100 Zm70 Zm100 Cs70 Cs100
Clorofila A
KNO;+UW l T T T T ~
PAW+UW | 1 ~ 1 | l
W | 1 t 1 ! !
Clorofila B
KNO3;+UW | 1 1 1 1 l
PAWSUW || 1 ! t ! !
W | 1 1 1 ! !
Carotenoizi
KNO3;+UW ! 1 ) ) | !
PAWAUW || 1 1 1 ! !
PAW ! 1 1 1 ~ !
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6.5.4. Evaluarea expresiei unor gene implicate in dezvoltarea plantelor si rispunsul

la stresul oxidativ generat de apa tratata in plasma la presiune atmosferica

Capacitatea plantelor de a se adapta la conditii variabile de mediu este strans legata de
echipamentul lor genetic, care permite atat perpetuarea speciei, cat si reglarea find a proceselor
de crestere si dezvoltare. Tratamentele aplicate semintelor pot influenta aceste mecanisme prin
modificari la nivelul expresiei genice, generate de interactiuni complexe cu cdile de reglare
hormonale si metabolice. In acest context, apa tratatd in plasma (PAW), prin compusii reactivi
formati in timpul procesului de generare, poate interfera cu echilibrul chimic al semintei si
poate induce variatii ale raspunsului molecular. In studiul de fata, expresia genica a fost
analizatd 1n etape timpurii ale germinatiei si dupa instalarea plantulelor in sol, pentru trei specii
vegetale si doua categorii de probe, cu germinatie initiala de 70% si 100%.

Analiza expresiei genei ABA8’H, implicata in metabolismul acidului abscisic (ABA),
indica un raspuns dependent de specie, proba si momentul evaluirii. In primele zile ale
germinatiei, valorile de expresie sunt in general similare intre loturile experimentale, sugerand
absenta unui raspuns imediat diferentiat. Ulterior, in special la probele cu germinatie initiala
de 70%, se observa variatii semnificative, asociate fie cu cresteri, fie cu scaderi ale nivelului
de transcript, In functie de tratament. Scaderile de expresie observate in etapele finale, mai ales
pentru tratamentele permanente cu PAW, indicd acumularea de ABA la nivel celular si
activarea unor mecanisme adaptive, orientate spre incetinirea cresterii si cresterea rezistentei
la stres. Pentru probele cu germinatie de 100%, PAW a indus initial o crestere a expresiei,
sugerand o degradare accelerata a ABA si o facilitare a proceselor de germinatie, urmata de o
uniformizare a valorilor intre variantele experimentale.

Gena PP2C, aflata in relatie directd cu semnalizarea ABA, a prezentat modificari mai
discrete, dar relevante din punct de vedere fiziologic. Cresterile timpurii ale expresiei, in
special sub influenta PAW si KNOs, pot fi asociate cu inhibarea cailor dependente de ABA si
cu stimularea cresterii. In schimb, scaderile observate pentru anumite probe tratate cu PAW
indica posibilitatea activarii unui rispuns de adaptare la stres. In etapa finali a experimentului,
tratamentul cu KNO:s a fost, in general, asociat cu niveluri mai ridicate de expresie, in timp ce
PAW a indus valori mai scazute sau intermediare, sugerand efecte diferentiate ale celor doua
tipuri de tratament asupra reglarii hormonale.

Expresia genei LEA, marker important al raspunsului la stres abiotic, a fost stimulata
predominant in primele etape ale experimentului, mai ales in variantele tratate cu KNO; si

PAW. Ulterior, patternul de exprimare a devenit heterogen, cu diferente atat intre specii, cat
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si intre probele aceleiasi specii, indicand o reglare specifica contextului fiziologic si conditiilor
de mediu.

Gena POR, implicata in biosinteza clorofilei, a prezentat o stimulare timpurie a
expresiel, in special sub influenta PAW, sugerand accelerarea proceselor de diferentiere
fotosintetica. In etapele ulterioare, efectele tratamentelor au fost mai selective, insa rezultatele
indica faptul cd PAW poate egala sau chiar depdsi efectele azotatului de potasiu in stimularea
acestui proces esential pentru supravietuirea plantelor.

In cazul genei WRKY, asociati raspunsului la stres si reglarii dezvoltirii, expresia a
variat considerabil intre specii si probe, fara a putea fi identificat un pattern general. Aceasta
variabilitate subliniaza complexitatea familiei WRKY si necesitatea extinderii analizelor cétre
mai multi reprezentanti genici.

In ansamblu, rezultatele evidentiaza faptul ci tratamentele cu apa tratati in plasma
induc modificari transcriptionale dinamice, dependente de stadiul de dezvoltare si de
potentialul germinativ al semintelor. PAW se contureaza ca o alternativa viabila la azotatul de
potasiu, capabila sa moduleze expresia genelor implicate in germinatie, fotosinteza si raspuns
la stres, insd complexitatea mecanismelor implicate justifica necesitatea unor studii moleculare

suplimentare (Tabelul 6).
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Tabelul 6. Reprezentarea schematica a modului in care aplicarea KNO3 sau PAW a determinat cresterea, sciderea sau mentinerea aceluiasi nivel de expresie

pentru genele de interes, raportat la lotul control, in cazul celor 3 specii analizate. Pentru interpretarea statistica a datelor s-a utilizat programul GraphPad,

analiza One Way Anova, iar asteriscul (*) reprezinta o diferentd semnificativa din punct de vedere statistic, comparativ cu lotul control

(* p < 0,05, ** p < 0,01, *** p<0,001 **** p < 0,0001)

1 = crestere fata de UW, | = scadere fata de UW, ~ = similar cu UW

/=1n ziua 5 — fasole, 4 — porumb, respectiv 3 — castravete, nu exista varianta experimentalda PAW+UW

Specia Phaseolus vulgaris Zea mays Cucumis sativus
Pv70 Pv100 Zm70 Zm100 Cs70 Cs100
Ziua Ziua Ziua | Ziua Ziua Ziua | Ziua Ziua Ziua | Ziua Ziua Ziua | Ziuva Ziua Ziua | Ziua Ziua Ziua
5 8 22 5 8 22 4 7 21 4 7 21 3 7 21 3 7 21
ABAS’H
KNOsUW | 1 f f ot [~ Lt L L~ o~
PAW+UW / l l / l l / T l / T l** / l T / ~ l
PAW A A e e e T T !
CCD1
KNOs+UW | T I S S
PAW+UW / T i / ~ i**
PAW T ~ l l _ l**
DREBI1
KNOs#+UW | t* | 1 % | | |t 1 ~ |1 | 1
PAW+UW / T T / T l / l l / ~ T
PAW | 1Pt ottt L~
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Specia Phaseolus vulgaris Zea mays Cucumis sativus
Pv70 Pv100 Zm70 Zm100 Cs70 Cs100
Ziua  Ziua Ziua | Ziua Ziua Ziua | Ziua Ziua Ziua | Ziua Ziua Ziua | Ziua Ziua Ziua Ziua Ziua  Ziua
5 8 22 5 8 22 4 7 21 4 7 21 3 7 21 3 7 21

DREB2A

KNO3+UW T*** ~ T T** T T

PAW+UW / 1 1 / ~ i

PAW ™o Tt T 1
DREB6B

KNOWUW | 1% ¢ ¢ & | %

PAW+UW / ) l / 1* 1

PAW THRE O T Al
ERF

KNOWUW | |t fwr p p pe oL~ e e~

PAW+UW / ~ 1 / ~ i / ! ~ / T s

PAW ™ot T 11 U N Rt N N | T
LEA

KNOsUW | 17 | t 1 ©t 1|~ 1 ~/~ 1t 1|17 ~ 1 1 1t ~

PAW+UW / ! ! / 1% ) / ) ~ / ~ 1 / ) ~ / 1 )

PAW | 0t 1L~ ~] ] 1t o~ ~ ~ t |1t 1t 1.1t 1t 1
MYB

KNOwUW | [FF 1 f* | [F - T L T T

PAW+UW / l i / ~ l / ! ~ / 1% ~
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Specia Phaseolus vulgaris Zea mays Cucumis sativus
Pv70 Pv100 Zm70 Zm100 Cs70 Cs100

Ziua Ziuva Ziva | Ziua Ziua Ziua | Ziua Ziua Ziua | Ziua Ziua Ziua | Ziua Ziua Ziua | Ziua Ziua Ziua

5 8 22 5 8 22 4 7 21 4 7 21 3 7 21 3 7 21
PAW [ [xer [P 1 TS I S

MYC
KNO;+UW l i ) ! l !
PAW-+UW T A A
PAW VN T 2 I N
POR1 POR
KNOostUW | 1 ) 1ot 1 o1 v b oy ol e~
PAW+UW / ~ 1 / 1 1 / i ! / 1 ! ~ ~ 1 0
PAW ™ ~ o~ Ll o~ )
POR2
KNO;+UW 1 1% Tt 7 i
PAW+UW / ) ! / 1 )
PAW T* T* ! T** ~ T*
P5CS10 P5CS1

KNOs+UW | =% | | 1% 1 1 ~ ~ 11y b~
PAW+UW / i l / l i / 1 1% / l )
A I R S B i S N Lt A T
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Specia Phaseolus vulgaris Zea mays Cucumis sativus
Pv70 Pv100 Zm70 Zm100 Cs70 Cs100

Ziua Ziuva Ziva | Ziua Ziua Ziua | Ziua Ziua Ziua | Ziua Ziua Ziua | Ziua Ziua Ziua | Ziua Ziua Ziua

5 8 22 5 8 22 4 7 21 4 7 21 3 7 21 3 7 21

PP2C
KNOs#UW | 1> 1 1t /¢t 1t 144 bV 1) o~ 1L 41Tt 1
PAW+UW / l 1 / l i / l ! / ~ 1 / ! l / 1 )
PAW | e N O N 2 2 N 2 It T A o N NN T
WRKYS3 WRKYS3 WRKY2

KNOwUW | | p f Lttt ot ot Lottt oLt

PAW+UW / 1 l / 1 1 / 1 ! / 1 ~ / ) ~ / 1 )
PAW L Nt N 2t O Ay 2y O A A
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CONCLUZII

In urma analizei studiilor din literaturd in legiturid cu efectele plasmei asupra
speciilor de interes, pot fi mentionate urmatoarele concluzii:
e Phaseolus vulgaris
v Modificarea invelisului semintei atit la nivel macroscopic, prin incretirea invelisului
extern, cat si microscopic, prin aparitia unor zone de eroziune care favorizeaza aportul
crescut de apa;
v' Hidrofilizarea invelisului semintei, aspect demonstrat prin scaderea unghiului de
contact al apei cu Invelisul semintei;
v’ Stimularea proceselor de germinatie si dezvoltare ale materialului vegetal prin
cresterea procentului germinativ, a lungimii radiculei, a tulpinii si a radacinii

plantelor.

e Zea mays
v Decontaminarea semintelor, cu efect pe diverse specii de fungi si bacterii;
v' Scarificarea invelisului semintelor, analizata prin microscopie electronica;
v' Scaderea unghiului de contact cu apa, ceea ce demonstreaza o crestere a absorbtiei de
apa;
v’ Stimularea proceselor de germinatie si dezvoltare prin cresterea procentului
germinativ si a lungimii plantelor obtinute;

v' Stimularea expresiei unor gene implicate in sinteza unor proteine de soc termic.

e  Cucumis sativus
v" Decontaminarea materialului vegetal prin scaderea incarcaturii microbiene totale
pentru diverse specii de drojdii s1 mucegaiuri;

v' Variatia unor grupari chimice functionale de pe suprafata semintelor;

<\

Scéaderea unghiului de contact cu apa, ceea ce indica o crestere a absorbtiei apei;
v’ Stimularea proceselor de germinatie si dezvoltare ale materialului vegetal prin

cresterea procentului germinativ, a vitezei de germinatie si a lungimii plantei.
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Concluzii

Experimentele si analizele efectuate in cadrul tezei prezinta urmatoarele concluzii:

e Phaseolus vulgaris, Pv70

v

v

v
v

Tratamentele cu KNO3/PAW au determinat cresterea procentului germinativ chiar si
cu 20 de procente pentru varianta experimentala PAW si s-a observat o usoara crestere
a vitezei de germinatie in cazul tratamentelor PAW+UW si PAW;

Nu sunt observate modificari in ceea ce priveste lungimea radiculei, a partii subterane
sau supraterane;

Nu sunt raportate modificari ale continutului de clorofild A, clorofila B si carotenoizi;
La nivel molecular, cele mai importante diferente determinate de tratamentele propuse
sunt urmatoarele: in ziua a 5-a, s-au inregistrat variatii semnificative din punct de
vedere statistic fatd de lotul UW atat in ceea ce priveste scaderea nivelului expresiei
genei MYB (KNO3+UW** si PAW**#%) si cresterea expresiei pentru genele DREB1
(KNO3+UW*), DREB2A (KNO;+UW***  PAW*), DREB6B (KNO3;+UW**,
PAW**) ERF (PAW*), POR1 (PAW¥*), POR2 (PAW?*), PSCS10 (KNO3z+UW**,
PAW#**) si PP2C (KNO3;+UW*, PAW**). In ziua a 8-a, scideri semnificative statistic
s-au observat pentru genele ABA8’H (PAW*) si MYB (PAW¥), iar cresteri ale
nivelului expresiei s-au obtinut pentru genele DREB6B (PAW*) si POR2
(KNO3+UW*, PAW*). In a 22-a zi, nu s-au inregistrat scideri semnificative ale
nivelului expresiei, doar cresteri in cazul genelor ERF (KNO3+UW**) si MYB
(KNO3+UW*).

e Phaseolus vulgaris, Pv100

v
v

Tratamentul cu PAW a crescut considerabil viteza de germinatie a semintelor;
Lungimea radiculei in ziua a 8-a a germinatiei a fost cu 8,9 mm mai mare in cazul
tratamentului cu KNOs3, cu 17 mm in cazul PAW+UW si cu 12 mm in cazul PAW,
comparativ cu plantele din lotul martor;

Lungimea totald a plantelor dupa 14 zile de dezvoltare in pamant a avut valori de
aproximativ 1,5 ori mai mari in cazul PAW comparativ cu UW (lungime totala PAW
= 28,7 mm, lungime totald UW = 17,8 mm). In plus, si tratamentele cu KNO3 (lungime
totald KNO; = 27,8 mm) si PAW+UW (lungime totald PAW+UW = 30,2 mm) au
stimulat dezvoltarea plantei;

Cantitatea de clorofila A este semnificativ crescutd in cazul lotului PAW+UW,
comparativ cu lotul UW, in timp ce clorofila B si carotenoizii inregistreaza valori usor

crescute in urma administrarii KNO3/PAW, insa fara semnficatie statisticd;
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v

Concluzii

Din punct de vedere molecular, sunt Inregistrate numeroase variatii semnificative din
punct de vedere statistic fatd de lotul UW in urmatoarele cazuri: in ziua a 5-a, s-a
observat o scadere a nivelului expresiei doar pentru gena MYB (KNO3+UW?*,
PAW**) in timp ce cresteri s-au obtinut pentru genele DREB1 (KNO3+UW#*),
DREB2A (KNO3+UW**  PAW**) ' DREB6B (KNO3;+UW** PAW**) ERF
(PAW*), POR1 (KNOz+UW** PAW**) POR2 (KNO3;+UW** PAW**) si PSCS10
(KNOs+UW** PAW**). In ziua a 8-a, scideri semnificative statistic s-au inregistrat
pentru genele DREB6B (PAW+UW?*, PAW*) si POR1 (PAW?*), iar o crestere
semnificativd s-a inregistrat pentru gena LEA (PAW+UW*). In a 22-a zi, genele
ABA8’H (PAW*) si DREB6B (PAW*) au prezentat scaderi semnificative fatd de
lotul UW, in timp ce pentru genele ERF (KNO3;+UW**) si POR2 (PAW) s-au

observat cresteri ale nivelului expresiei.

e Zea mays, Zm70

v

Variantele experimentale KNO3+UW, PAW+UW si PAW au crescut procentul
germinativ cu 14% si au determinat o scddere a timpului necesar germinatiei
semintelor;

Tratamentele aplicate au crescut lungimea radiculei. In ziua a 4-a, cea mai mare
valoare se Inregistreaza pentru KNO3+UW (8,5 mm, comparativcu UW =5 mm), iar
in ziua a 7-a valoarea maxima se inregistreaza pentru PAW+UW (23 mm), cu 15 mm
mai mult fatd de lotul control (UW = 7,16 mm);

Stimularea proceselor de dezvoltare ale probelor tratate cu KNO3/PAW continua si in
stadii mai avansate de dezvoltare ale plantelor. Rezultatele indica o diferenta de 34,3
cm Intre lungimea totald a plantei din conditia PAW+UW si UW (PAW+UW = 44,5
cm, UW = 10,2 cm), de 19,2 cm intre KNO3+UW si UW (KNO3;+UW =294 cm) si
de 28,7 cm intre PAW si UW (PAW = 38,9 cm).

Nu sunt inregistrare diferente semnificative in ceea ce priveste cantitatea de pigmenti
asmiliatori;

Rezultatele privind expresia genica indica, in ziua a 4-a, cresteri semnificative statistic
pentru genele POR (PAW*) si WRKY53 (PAW?) si o scadere semnificativa Tn a 21-
a zi pentru gena MYC (PAW+UW®*), comparativ cu lotul UW.
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Zea mays, Zm100

v

Se observa o usoard scadere a timpului necesar germinatiei pentru varianta de
tratament exclusiv cu PAW;

In ceea ce priveste lungimea radiculei, existd o crestere a acesteia in ziua a 4-a pentru
varianta de tratament cu PAW, 1nsa 1n ziua a 7-a are loc o uniformizare a valorilor
obtinute 1n cadrul variantelor experimentale; aceastd uniformizare este sesizata si in
ziua a 21-a de la debutul experimentului;

Cantitatea de clorofild A si carotenoizi este semnificativ crescutd in varianta
experimentald PAW comparativ cu lotul control (UW), ceea ce sugereaza o dezvoltare
mai accentuata a acelor probe;

Din punct de vedere genetic, variatii semnificative statistic se inregistreaza in ziua a
4-a a experimentului, in sensul cresterii expresiei pentru gena DREB1 (PAW?*) si in
ziua a 21-a, in ceea ce priveste scaderea expresiei genelor ABA8’H (KNO3;+UW*,
PAWH+UW** PAW*), CCD1 (KNO3;+UW** PAW+UW** PAW**) si MYC
(PAW+UWH).

Cucumis sativus, Cs70

v

Procentul germinativ a fost de 100% in cazul tuturor variantelor experimentale, iar
viteza de germinatie nu a fost considerabil influentata de variantele de tratament;
Tratamentul permanent cu PAW a determinat cea mai mare crestere a lungimii
radiculei atat in ziua 3, cat si 7 a evaludrii. Tratamentul temporar cu PAW si cel cu
KNOs3 au determinat lungimi mai crescute ale radiculei comparativ cu lotul control;
La 14 zile dupa plantarea probelor in pamant, se observa o diminuare a efectului pe
care PAW l-a avut asupra radiculei. Lungimea totala a plantei este cea mai crescuta
in cazul tratamentului cu KNO3, urmatd de PAW+UW, apoi PAW si, in final, UW;
Nu sunt inregistrate diferente semnificative in ceea ce priveste cantitatea de pigmenti
asimilatort;

La nivel molecular, se inregistreaza urmatoarele variatii ale nivelului expresiei
genelor fata de lotul UW: in a 3-a zi a experimentului, s-a observat scaderea expresiei
genei MYB (PAW?®), 1n ziua a 7-a reducerea nivelului expresiei genei PP2C
(PAW**), iar in ziua a 21-a cresterea expresiei genelor ERF (PAW**), MYB
(KNO3+UW*), PSCS10 (PAW+UW?*, PAW**%) i PP2C (PAW***),
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o  Cucumis sativus, Cs100

v" Procentul germinativ a fost 100% in cazul tuturor variantelor experimentale, iar viteza
de germinatie a fost usor crescuta de tratamentul cu KNO3/PAW;

v" Desi in ziua a 3-a a evaluarii, tratamentul cu PAW a determinat o crestere a lungimii
radiculet, acest efect nu s-a mentinut pe termen lung;

v" Diversele tratamente aplicate nu au determinat cresteri ale lungimii plantelor peste
valorile obtinute in cazul lotului control;

v Nu sunt inregistrate diferente semnificative in ceea ce priveste cantitatea de pigmenti
asimilatort;

v" Din punct de vedere molecular, nu sunt inregistrate scaderi semnificative statistic ale
expresiei genelor in cazul loturilor tratate cu KNO3; sau PAW fata de lotul UW, ci doar
cresteri ale expresiei In urmatoarele cazuri: n ziua a 3-a pentru genele ERF
(KNO;+UW**), MYB (PAW?*), POR (KNO3;+UW**, PAW**) 51 PSCS1 (PAW), in
ziua a 7-a pentru genele ERF (KNO3;+UW*), MYB (PAW+UW*, PAW**)_iar in ziua
a 21-a pentru genele ERF (PAWH+UW***#¥) ' PSCS1 (PAW*) si WRKY2 (PAW?¥).

Astfel, datele obtinute sustin ipoteza conform careia apa tratatd in plasma poate
constitui o metoda eficienta de stimulare a proceselor fiziologice asociate germinatiei si
cresterii ulterioare ale plantelor. Observatiile efectuate la nivel morfologic sunt, in mare parte,
sustinute de variatii ale expresiei genelor de interes, iar efectuarea unor studii suplimentare va
permite identificarea unor mecanisme mai concrete prin care compusii chimici din PAW 1si

exercita efectele benefice n diverse stadii de dezvoltare ale plantelor.
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