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PROIECTUL 1.3.4., FAZA 4 - Realizarea planului de lucru pentru evaluarea caracteristicilor structurilor celulare
ale plantelor analizate in vitro

Sbiectivul L al proiectului:

« Stimularea proceselor de germinatie si dezvoltare a speciei Zea mays L. subsp. mays in conditii de temperaturi scazute in urma tratamentului

cu apa activata de plasma.

Shiectivel ifi | - T

¢ Standardizarea protocolului de expunere a apei la sursa de generare a plasmei, In ceea ce priveste timpul si voltajul aplicat;

* |dentificarea unor varietati de porumb mai rezistente la temperaturi scazute Tn urma analizelor de germinatie, morfo-fiziologie, biochimie si
genetica;

* Cresterea gradului de securizare a fondului genetic national prin revigorarea semintelor in urma tratamentelor cu apa activata de plasma;

e Sporirea gradului de utilizare a resurselor genetice prin identificarea si introducerea formelor valoroase in programele de ameliorare;

* Facilitarea reintroducerii in cultura a unor varietati care Tn urma tratamentului cu apa activata de plasma au devenit mai rezistente la
temperaturile scazute si distribuirea acestora catre micii fermieri, cu scopul promovarii conservarii on farm;

* Imbogatirea literaturii de specialitate cu rezultate privind efectele apei activate de plasma asupra proceselor de germinatie si dezvoltare ale

speciei Zea mays L. subsp. mays in conditii de frig;

* Obiectivul fazei:

Studiul microscopic al sectiunilor tisulare din plantele de Zea mays L. subsp. mays



PROIECTUL 1.3.4., FAZA 4 - Realizarea planului de lucru pentru evaluarea caracteristicilor structurilor celulare
ale plantelor analizate in vitro

« Activitatea 4.3, - Diseminarea rezultatelor proiectului prin mijloace specifice (CP)

* Activitatea 4.4, - Intocmirea raportului stiintific de etapa (CP)

* Activitatea 4.5. Intocmirea raportului final de activitate (CP, P1))



REZULTATE OBTINUTE IN CADRUL FAZEI 4
Activitatea 4.1

4.1.1. Scopul activitatii Cele 4 variante experimentale

Analiza microscopica a sectiunilor transversale din
tulpina plantelor obtinute in cadrul activitatii 2.5

« Continua seria de determinari morfo-fiziologice din
Activitatea 2.5

« Extinde investigarea de la scara macroscopica (lungimea
radacinii si a tulpinii) la cea microscopica

* Analiza histo-anatomica a sectiunilor transversale prin
tecile frunzelor plantulelor de Zea mays L.

« Urmareste modificarile structurale induse in tesuturile

tulpinii la cele doua varietati(SVGB-718 si SVGB-11742 ).

temperatura si tipul de apa

TN + AN

temperatura normala,

apa netratata

TS + AN

temperatura scazuta,

apa netratata

TN + AAP

temperatura normala,
apa activata cu
plasma

TS + AAP

temperatura scazuta,
apa activata cu
plasma




REZULTATE OBTINUTE IN CADRUL FAZEI 4
Activitatea 4.1

4.1.2. Material biologic: doua accesiuni cu rezistenta diferita la frig

Tabelul 1. Detalii din BIOGEN cu privire la varietatile selectate

SVGB-718 Varietate locala, Pojorata, jud. Suceava 1986 96% Scazuta

SVGB-11742 Oncesti, jud. Bacau 1995 100% Crescuta

Obtinerea plantulelor (protocolul Activitatii 2.5)

14 zile 7 zile 28 de zile

Camera de crestere: 22 °C, 16 h Varianta TS: 4 °C—-8h, 9°C - 16 h. Varsta plantulelor la prelevarea
lumina / 8 h intuneric, umiditate Varianta TN ramane Tn conditiile sectiunilor din tulpina (momentul
65%; udare cu apa netratata sau initiale analizei morfologice, Activitatea 2.6)

activata cu plasma



REZULTATE OBTINUTE IN CADRUL FAZEI 4
Activitatea 4.1

4.1.2. Metoda de analiza

o Prelevare o Sectionare e Examinare o Microscopie

Fragmente de tulpina din Sectiuni transversale In stare naturala (fara Microscop optic, mariri de
zona mediana a manuale, cu lama, sub colorare) si dupa dubla 5x, 10x%, 20x, 40x si 100x;
plantulelor, pentru fiecare lupa binoculara colorare histochimica imagini de ansamblu si de
dintre cele 4 variante detaliu

Dubla colorare histochimica - diferentiaza tesuturile lignificate de cele nelignificate

Verde de iod: evidentiaza componentele celulozice Rosu de rutheniu: evidentiaza substantele pectice
ale peretelui celular din peretele celular primar

Nota: la 28 de zile, ,tulpina” nu este o tulpina adevarata, ci un ansamblu de teci foliare suprapuse.



REZULTATE OBTINUTE IN CADRUL FAZEI 4
Activitatea 4.1

TN + AN Proba SVGB-718 temperatura normala, apa netratata

Fig. 4.1a. Aspect general al sectiunii transversale prin tulpind (obiectiv Fig. 4.1b. Detaliu al unui fascicul vascular (obiectiv 20x, verde de iod /
20x, fara colorare) rosu de rutheniu)

» Organizare tipica: epiderma periferica si parenchim fundamental din celule poligonale cu pereti subtiri si spatii intercelulare, cu
numeroase fascicule vasculare dispersate (atactosteld)

» Fiecare fascicul este delimitat de o teaca sclerenchimatica; metaxilem cu pereti ingrosati, protoxilem cu ingrosari inelare/spiralate



REZULTATE OBTINUTE IN CADRUL FAZEI 4
Activitatea 4.1

TN + AAP Proba SVGB-718 temperatura normala, apa activata cu plasma

Fig. 4.2a. Aspect general al sectiunii transversale prin tulpind (obiectiv Fig. 4.2b. Detaliu al unui fascicul vascular (obiectiv 20x, verde de iod /
10x, verde de iod / rosu de rutheniu) rosu de rutheniu)

+ Structura generala si dispunere atactostela similare martorului; metaxilem cu pereti lignificati intens colorati si zone pectice roz-
purpurii adiacente fasciculelor

+ [Fara diferente structurale majore calitativ; diferentele cantitative (dimensiunea fasciculelor, grosimea tecii sclerenchimatice) vor fi
evaluate prin masuratori comparative



REZULTATE OBTINUTE IN CADRUL FAZEI 4
Activitatea 4.1

TS + AN Proba SVGB-718 temperatura scizuti, apa netratata

Fig. 4.3a. Aspect general al sectiunii transversale prin tulpiné (obiectiv
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Fig. 4.3b. Detaliu al unui fascicul vascular (obiectiv 40x; bara de scala

5x; bara de scala 200 um) 100 um)

Organizare generala comparabild cu variantele TN; colorare mai intensa cu rosu de rutheniu in parenchimul fundamental, deci
continut pectic mai vizibil in peretii celulari — posibil raspuns adaptativ la frig
Fasciculele isi pastreaza structura, cu metaxilem bine delimitat, inconjurat de celule mici, dens grupate



REZULTATE OBTINUTE IN CADRUL FAZEI 4
Activitatea 4.1

TS + AAP Proba SVGB-718 temperatura scazutd, apa activata cu plasma

Fig. 4.4a. Aspect general al sectiunii transversale prin tulpind (obiectiv Fig. 4.4b. Detaliu al unui fascicul vascular (obiectiv 20x)
5x)

» Colorare pectica intensa in parenchimul fundamental; organizare atactostela tipica, cu fascicule numeroase, bine delimitate de
teci sclerenchimatice

» [Fara diferente structurale evidente intre cele doua variante expuse la frig (TS + AN si TS + AAP)



REZULTATE OBTINUTE IN CADRUL FAZEI 4
Activitatea 4.1

TN + AN Proba SVGB-11742 temperatura normald, apa netratata

Fig. 4.5a. Aspect general al sectiunii transversale prin tulpind (obiectiv Fig. 4.5b. Detaliu al unui fascicul vascular (obiectiv 40x, verde de iod /
10x, fara colorare) rosu de rutheniu)

+ Aceeasi organizare atactosteld ca la SVGB-718: epiderma periferica si parenchim cu celule poligonale si spatii intercelulare, cu
numeroase fascicule vasculare

+ Metaxilem intens colorat in verde, alaturi de protoxilem si de tesut pectic adiacent, rosu-violaceu



REZULTATE OBTINUTE IN CADRUL FAZEI 4
Activitatea 4.1

TN + AAP Proba SVGB-11742 temperatura normala, apa activati cu plasma

Fig. 4.6a. Aspect general al sectiunii transversale prin tulpind (obiectiv Fig. 4.6b. Detaliu al unui fascicul vascular (obiectiv 40x)
5x)

» Structura generala similara martorului, cu numeroase fascicule vasculare dispuse pe ntreaga circumferinta a sectiunii
« Fara diferente structurale majore calitativ fata de TN + AN, ca si la proba SVGB-718



REZULTATE OBTINUTE IN CADRUL FAZEI 4
Activitatea 4.1

TS + AN Proba SVGB-11742 temperatura scazutd, apa netratatd

Fig. 4.7a. Aspect general al sectiunii transversale prin tulpind (obiectiv Fig. 4.7b. Detaliu al unui fascicul vascular (obiectiv 20x)
5x)

+ QOrganizare generala comparabila cu variantele TN

+ Cala SVGB-718: colorare mai intensa cu rosu de rutheniu in parenchimul fundamental, deci continut pectic mai vizibil la nivelul
peretilor celulari



REZULTATE OBTINUTE IN CADRUL FAZEI 4
Activitatea 4.1

TS + AAP Proba SVGB-11742 temperatura scazutd, apa activata cu plasma
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Fig. 4.8a. Aspect general al sectiunii transversale prin tulpind (obiectiv Fig. 4.8b. Detaliu al unui fascicul vascular (obiectiv 40x)
5x)

» Colorare pectica intensa in parenchim, ca la TS + AN; organizare atactostela tipica, cu numeroase fascicule bine delimitate
= Fara diferente structurale evidente ntre cele doua variante expuse la frig, consecvent cu SVGB-718



REZULTATE OBTINUTE IN CADRUL FAZEI 4
Activitatea 4.2

Cea mai evidenta diferenta intre grupurile experimentale: efectul temperaturii scazute
Acest tipar sustine ipoteza remodelarii compozitiei peretelui celular ca raspuns la stresul termic, un fenomen documentat si la alte

specii de plante expuse la frig.
Temperatura normala

1 Temperatura scazuta

TN+ AN - TN + AAP TS+ AN - TS + AAP

Colorare mai putin intensa a substantelor pectice (rosu de Colorare mai intensa a substantelor pectice (rosu de ruteniu)
ruteniu) in peretii celulari ai parenchimului fundamental — in peretii celulari ai parenchimului fundamental — SVGB-718

SVGB-11742
SVGB-11742 SVGB-718 SVGB-11742




REZULTATE OBTINUTE IN CADRUL FAZEI 4
Activitatea 4.2

Cea mai evidenta diferenta intre loturi: efectul temperaturii scazute

Temperatura normala Temperatura scazuta
TN+ AN - TN + AAP TS+ AN - TS + AAP
Colorare pectica (rosu de rutheniu) de intensitate mai Intensitate mai mare a colorarii pectice (rosu de
redusa la nivelul peretilor celulari din parenchimul rutheniu) la nivelul peretilor celulari din parenchimul
fundamental fundamental

SVGB-718 SVGB-11742 SVGB-718 SVGB-11742

Constant la ambele accesiuni, desi au rezistenta diferita la frig

Tiparul intareste ipoteza unei remodelari a compozitiei peretelui celular ca raspuns la stresul termic, fenomen
documentat la alte specii vegetale supuse frigului



REZULTATE OBTINUTE IN CADRUL FAZEI 4
Activitatea 4.2

Efectul apei activate cu plasma (AAP): fara diferente structurale calitative

Efecte AAP - evaluari morfo-fiziologice si . . e
. o . ' Histo-anatomie (calitativ)
biochimice anterioare

Imbunatatirea unor parametri: viteza de
dezvoltare, masa a 1000 de boabe, rezistenta la
Fusarium

SVGB-718
rezistenta scazuta la frig

Fara diferente structurale atribuibile
AAP,laTN saula TS

SVGB-11742
rezistenta crescuta la frig

Fara diferente structurale atribuibile

Fara diferente semnificative AAP. la TN sau la TS

Interpretare

Absenta modificarilor histo-anatomice evidente sugereaza ca eventualele efecte pozitive ale AAP se manifesta mai
degraba la nivel functional si cantitativ decat prin modificarea organizarii structurale de baza a tesuturilor.




CONCLUZII
Activitatile 4.1 si 4.2

Cele 4 variante experimentale, la ambele accesiuni (SVGB-718 si SVGB-11742), pastreaza
organizarea histo-anatomica de tip atactostel

Temperatura scazuta se asociaza cu o colorare pectica mai intensa in parenchimul fundamental,
indicand o posibila remodelare a peretelui celular

Nu au fost identificate diferente structurale calitative atribuibile tratamentului cu apa activata cu
plasma, la nicio accesiune

Efectele AAP se manifesta probabil la nivel functional si cantitativ; diferentele cantitative
(dimensiunea fasciculelor, grosimea tecii sclerenchimatice) vor fi evaluate prin masuratori
comparative
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