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Proiectul a avut ca scop stimularea progresului experimental in nanobiotehnologie prin
implementarea si dezvoltarea de noi metode de obtinere a nanomaterialelor proiectate pe baza de
metal cu aplicatii in stiinta plantelor, precum si prin studierea influentei acestora asupra
microorganismelor care afecteaza plantele. Nanotehnologia poate ajuta la depasirea limitarilor
persistente ale utilizarii substantelor chimice toxice pe sol si plante, contribuind la un mediu mai
sigur si furnizand platforme sustenabile pentru a satisface cerinta de alimente a populatiei masive
la nivel mondial.

NanoPlant a adus noi cunostinte legate de intelegerea interactiunilor dintre nanomateriale
si plante si interactiunile lor cu microorganisme care triiesc in sol. In plus, acest proiect a oferit 0
solutie originala pentru problema existentd legatd de obtinerea imaginii distributiei
nanoparticulelor in diferite tesuturi vegetale prin utilizarea pentru prima data a tehnologiei de
ultima ord de tip scattering-type scanning near-field optical microscope (NeaSNOM), care
combina microscopia de fortd atomica cu imagini optice si spectroscopice la nivel nanometric
(nano-FTIR).

Astfel, principalele prioritati ale proiectului NanoPlant au fost:

a) obtinerea de nanoparticule proiectate, cu o distributie ingustd a dimensiunilor pentru
a se evita distribuirea lor in partile superioare ale plantei;

b) evaluarea influentei nanoparticulelor asupra semintelor si bulbilor;

C) nano-imagistica tesuturilor de plante pentru a obtine o imagine reald a distributiei
nanoparticulelor in compartimentele de plante;

d) evaluarea efectelor nanoparticulelor asupra unor microorganisme specifice plantelor
alese, atat in vitro, cat si 1n conditii reale in solul in care plantele sunt cultivate si
unde microorganismele sunt prezente.

In cadrul proiectului s-au urmarit urmitoarele activititi, impartite in trei etape
(corespunzatoare fiecarui an) dupa cum se arata mai jos:

Sinteza si caracterizarea nanoparticulelor metalice

Etapa 1 proiectate (partea 1. Studiul influentei
(2018) nanoparticulelor asupra cresterii plantelor in conditii
controlate (partea I).
Identificarea conditiilor optime de obtinere a nanoparticulelor metalice prin
sinteza chimica, electrochimica sau sonochimica (continuare in 2019)
Caracterizarea proprietatilor nanofazice si structurale ale nanoparticulelor in
Activitate 1.2 | solutie si in film prin AFM, SEM, XRD, FTIR, UV-VIS, potential Zeta etc.

(continuare tn 2019)

Investigarea efectelor nanoparticulelor asupra germinatiei semintelor de
Activitate 1.3 | plante radacinoase (morcov), Solanaceae (tomate) si bulboase (ceapa) in

conditii controlate

Sinteza si caracterizarea nanoparticulelor metalice

156.895,00 lei

Activitate 1.1

proiectate (partea a Il-a). Studiul influentei
Etapa 2 nanoparticulelor asupra cresterii plantelor in conditii 255.155.00 lei
(2019) controlate (partea a Il-a) si in conditii de camp/solar. B
Investigarea proprietatilor antifungice a

nanoparticulelor asupra bolilor de sol (partea I).
Identificarea conditiilor optime de obtinere a nanoparticulelor metalice prin
sinteza chimicad, electrochimica sau sonochimica (finalizare)

Caracterizarea proprietatilornanofazicesi structurale ale nanoparticulelor in
Activitate 2.2 | solutie si in film prin AFM, SEM, XRD, FTIR, UV-VIS, potentialZeta etc.
(finalizare)

Activitate 2.1



Investigarea efectelor nanoparticulelor asupra dezvoltarii bulbilor (in

conditii controlate)

Activitate 2.4 | Identificarea tipului si concentratici optime de nanoparticule aplicate
plantelor

Activitate 2.5 | Administrarea de nanoparticule la seminte de plante si bulbi ce germineaza

in vase de vegetatie

Activitate 2.3

Activitate 2.6 Transplantarea plantelor in conditii de cdmp/solar dupd germinare

Activitate 2.7 | Evaluarea influentei nanoparticulelor asupra dezvoltarii plantelor in conditii
reale de crestere

Activitate 2.8 | gy dij in vitro a proprietatilor antifungice a nanoparticulelor

Etapa 3 Investigarea proprietatilor antifungice a
(2020) nanoparticulelor asupra bolilor de sol (partea a 11-a)

Evaluarea activitatii antifungice a nanoparticulelor asupra plantelor infectate
cu spori de fungi

37.950,00 lei

Activitate 3.1

Activitatile prevazute mai sus sunt parte integranta din urmétoarele obiective specifice:

O1. Sinteza si caracterizarea complexa a nanomaterialelor

Tn cadrul acestui obiectiv, s-au pregitit diferite tipuri de nanoparticule (NPs) cu dimensiuni
si forme variate prin modificarea parametrilor fizico-chimici precum concentratia precursorului,
pH-ul, temperatura, timpul de reactie, metoda de agitare (magnetica sau sonica) etc. Proprietatile
NPs au fost investigate in functie de compozitia chimica, structura si morfologia, pentru selectarea
celor mai potrivite probe pentru a fi utilizate n etapele ulterioare. Tn plus, s-a stabilit protocolul
optim pentru producerea de NPs cu o anumitd dimensiune si o distributie ingusta a dimensiunilor.

02. Studiul influentei NPs asupra cresterii plantelor in conditii de mediu controlate

Influenta administrarii NPs la plante a fost studiata mai intai intr-0 camera controlata, pentru
a controla conditiile de mediu si a evita influenta altor factori. S-au evaluat efectele induse asupra
germinarii semintelor plantelor si dezvoltarii bulbilor plantelor. NPs care au prezintat cele mai
bune rezultate la cresterea si dezvoltarea plantelor au fost alese pentru utilizare ulterioara.

O3. Studiul de teren al influentei NP asupra cresterii si dezvoltarii plantelor

In aceasta etapa, NPs cu rezultate optime asupra plantelor au fost utilizate pentru tratarea
semintelor si bulbilor de plante care au fost lasate sa creasca in sera sau cdmp pentru o mai buna
evaluare a efectelor in conditii realiste.

O4. Investigarea proprietatilor antifungice ale NP-urilor asupra unor microorganisme

Activitatea antifungica a NPs a fost evaluata in vitro, prin aplicare directa pe mediul de
crestere a microorganismelor si in vivo prin infectarea plantelor cu spori de ciuperci.

n cele ce urmeaza sunt prezentate sintetic citeva dintre rezultatele cercetarii realizate in
cadrul proiectului (cele care au fost publicate deja si care nu fac parte din alte articole/cerere de
brevet in curs de evaluare sau publicare).

O1. Sinteza si caracterizarea complexa a nanomaterialelor

Sinteza nanoparticulelor de aur stabilizate cu chitosan

Optimizarea dimensiunilor nanoparticulelor de aur (AuNPs) s-a facut in functie de
concentratia precursorului HAuCIsx3H:0 si energia injectata in sistem de campul ultrasonor.

AUNPs au fost preparate n solutii de chitosan de mase moleculare diferite, studiindu-se rolul
de agent reducator si stabilizator al chitosanului in functie de masa acestuia. Procesul de
omogenizare si termo-precipitare s-a realizat prin tratarea solutiei initiale cu un camp ultrasonor.

Au fost preparate solutii stoc precursoare de HAuCls (0,01 M) si chitosan 0,1% in acid acetic
0.5%. Acestea au fost amestecate in raport diferit, astfel incat sa se obtina solutii de AuNPs de
concentratii diferite (25, 50, 75 pug/ml), fiind lasate sub influenta campului ultrasonor timp de 20
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minute, la o temperatura de 55°C. Formarea AuNPs a fost dovedita, in primul rand, de colorarea
solutiilor (figura 1) dupa doua zile (initial fiind transparente). Coloratia este strans legata de
dimensiunea nanoparticulelor de Au, forma geometrica, masa polimerul ce acopera
nanoparticulele etc.

Figura 1. Solutii de AuNPs si chitosan (concentratie diferitd)

S-a constatat cd pentru toate tipurile de chitosan, cantititi prea mari de HAuCls determind
gradienti de concentratie care conduc la formarea de microcristalite de aur care formeaza un
precipitat maro, solutia cu cantitati reziduale de nanoparticule fiind galbena. Precipitarea apare si
la concentratii mai mici in cazul chitosanului cu masa moleculara prea mica.

Sinteza nanoparticulelor de aur stabilizate cu citrat

Au fost stabilite conditiile optime de obtinere a nanoparticulelor de aur medii, stabilizate cu
citrat, studiindu-se sinteza acestora prin metoda Turkevich. A fost luata in considerare influenta
diferitilor parametri (raportul molar citrat de sodiu:acid cloroauric, temperatura amestecului de
reactie, concentratiile reactantilor) asupra dimensiunii si formei nanoparticulelor pentru a obtine
stabilitate mare, polidispersitate mica si, implicit, rezultate reproductibile. Formarea coloidului
este indicata de modificarea culorii initiale a solutiei de la galben pal la rosu. Solutia a fost lasata
la ricit la temperatura camerei, dupa care a fost depozitata la 4°C. Tn final s-a ajuns la o
concentratie a solutiei stoc de AuNPs stabilizate cu citrat de 10,4 mM. Pentru optimizarea
procesului de sinteza au fost efectuate mai multe incercari in care solutia precursoare de HAuCly
a fost Incdlzita si la alte temperaturi din intervalul 50-100°C. Totusi, rezultate optime legate de
calitatea si stabilitatea AuNPs au fost obtinute pentru o temperatura initiala a solutiei precursoare
de 60 °C.

Nanoparticule de carbon generate prin ablatie laser in lichid
Folosind ablatia laser in lichid (LAL) s-au obtinut suspensii stabile de nanoparticule de
carbon (NPC) in etanol fara a utiliza surfactanti.
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Figura 2. Aranjamentul experimental de generare a NPC prin ablatie n lichid.

O tinta de grafit pirolitic sub forma de disc a fost imersata in 15 ml de etanol si supusa
incidentei unui fascicul laser Nd:YAG (lungimea de unda 1064 nm, durata pulsului 7 ns) focalizat
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cu ajutorul unei lentile sferice, ca in aranjamentul experimental prezentat in figura 2. Pentru a
produce suspensia de NPC au fost utilizate un numar de 18000 de pulsuri pentru ablatia grafitului
la o frecventa de repetitie de 10 Hz si pentru o inaltime a coloanei de lichid de 0.5 cm.Aranjamentul
experimental dezvoltat permite modificarea inaltimii coloanei de lichid fara a afecta distanta lentila
de focalizare — tinta si modificarea fluentei laser prin deplasarea lentilei de focalizare relativ la
pozitia tintei. De asemenea, pentru a asigura conditia de reproductibilitate si o rata de producere a
nanoparticulelor crescuta, spotul de focalizare al laserului a fost deplasat pe o traiectorie elicoidala
pe suprafata tintei folosind un sistem de deplasare liniara al ansamblului oglinda — lentila de
focalizare (figurat prin cubul din figura 2) pe directia de propagare a fasciculului laser intr-un plan
paralel cu planul tintei, concomitent cu 0 miscare de rotatie a tintei in jurul propriei axe.

Caracterizarea proprietdtilor nanofazice si structurale ale nanoparticulelor in solutie si
in film au fost realizate prin AFM, SEM, XRD, FTIR, UV-VIS, potential Zeta etc.

Sinteza nanoparticulelor de aur stabilizate cu chitosan

Tn figura 3 sunt prezentate topografiile AFM ale AuNPs pentru solutii de concentratii diferite
de aur precursor si chitosan.

Din figura de mai jos se observa ca distributia nanoparticulelor in matricea de chitosan creste
cu cresterea concentratiei de aur. Dimensiunile medii ale nanoparticulelor de aur sunt cuprinse in
intervalul 120 — 200 nm, fapt ce dovedeste ca sunt acoperite cu chitosan.
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Figura 3. Imaginile AFM de topografie pentru chitosan (a), AUNPs 25 pg/ml (b), AuNPs 50
pg/ml (c) si AuNPs 75 pg/ml (d).

Valoarea medie a potentialului Zeta reprezinta un criteriu de stabilitate a solutiilor coloidale.
Daca toate particulele din suspensie au un potential mare negativ sau pozitiv, ele au tendinta de a
se respinge si, astfel, nu vor forma agregate. Totusi, daca au valori mici ale potentialului Zeta, nici
o forta nu va preveni agregarea particulelor. Valorile inregistrate pentru potentialul Zeta (figura 4)
a solutiilor de AuNPs in chitosan sunt: 42,17 mV (25 pg/ml), 50,66 mV (50 pg/ml) si 49,77 mV
(75 pg/ml). Pe baza acestor valori, putea afirma ca solutiile se incadreaza in categoria celor care
au o stabilitate moderata.
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Figura 4. Potentialul Zeta pentru solutiile de AuNPs cu chitosan.

Tn figura 5 sunt prezentate spectrele UV-Vis ale solutiilor de AuNPs la diferite concentratii.
Se constata ca toate spectrele prezinta o banda de absorbtie tipica de rezonantd plasmonica a
nanoparticulelor de aur la peste 530 nm, ceea ce evidentiaza prezenta nanoparticulelor de aur. Se
constatd o deplasare a maximului acestei benzi spre lungimi de unda mai mari, cu cresterea
concentratiei de precursor. De asemenea, la concentratii mici de precursor, maximul se deplaseaza
spre lungimi de unda mai mari cu cat masa de chitosan este mai mica. Optimizarea procesului de
obtinere a AuNPs se poate face tindnd cont de aceste rezultate.
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Figura 5. Spectrele UV-Vis ale solutiilor de AuNPs stabilizate cu chitosan.

Nanoparticule de carbon de tip quantum dots - caracterizare

Analiza produsilor obtinuti a fost efectuata utilizand o serie de tehnici de caracterizare
complementare. Proprietatile optice ale solutiilor de nanoparticule au fost investigate la
temperatura camerei folosind spectroscopia UV-Vis si fotoluminiscenta. Distributia de dimensiuni
si calitatea nanostructurilor de carbon obtinute au fost determinate utilizand imprastierea dinamica
a luminii (DLS). Pulberea rezultata prin evaporarea etanolului a fost supusa analizei prin
spectroscopie FTIR si microscopie de forta atomica (AFM) pentru determinarea unor informatii
complementare legate de structura si, respectiv, morfologia nanoparticulelor de carbon.

Fluorescenta NPC constituie o proprietate importanta si o premisa pentru utilizarea acestor
nanomateriale in varii aplicatii (cum ar fi bio-imagistica, fotocataliza, detectie de ioni Fe®*, senzori,
etc.) datorita stabilitatii ridicate, toxicitatii joase si costului redus al acestora.

Solutiile de NPC obtinute Tn etanol prezinta fotoluminiscenta (PL) in albastru (figura 6).
Cresterea fluentei laser conduce la formarea unor suspensii de NPC in etanol ce prezinta un spectru
de PL de banda mai ingusta si deplasat spre rosu, maximul de emisie deplasandu-se de la 396 nm
(figura 6a) la 399 nm (figura 6b) pentru aceeasi lungime de unda de excitare de 340 nm. Odata cu
cresterea fluentei laser este de asteptat 0 crestere in dimensiune a nanoparticulelor obtinute, ceea
ce se reflecta in deplasarea spre lungimi de unda mai mici ale maximului de emisie in PL. De
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asemenea, concentratia de NPC Tn solutie creste si implicit imprastierea luminii la trecerea prin
solutie este mai importanta, lucru reflectat de o crestere a absorbtiei spre lungimi de unda mari
(figura 6b).
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Figura 6. Spectrele de absorbtie UV-Vis, excitare si emisie (Aexc = 340 nm) a solutiilor de NPC obtinute
pentru o fluenta laser de a) 2 J/cm? si b) 3 J/cm?.

Analiza prin DLS (fig. 7a) indica prezenta unei singure populatii pentru ambele probe cu
diametrul hidrodinamic mediu de 119,6+29.8 pentru proba C-Dot (F1) si, respectiv 96,8+21,9
pentru proba C-Dot (F2). Pentru a evalua stabilitatea NPC n apa s-a masurat potentialul Zeta (fig.
7b). Valorile obtinute (-22,96 mV pentru C-Dot (F1) si -24,54 mV pentru C-Dot (F2)) sugereaza
ca suspensiile de NPC obtinute au o stabilitate moderata.
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Figura 7. Analiza DLS (a) si potentialul Zeta (b) pentru nanoparticulele de carbon obtinute.

O alta metoda utilizata pentru analiza nanoparticulelor de carbon a fost microscopia de
forta atomica (figura 8). Astfel, 10 pL din fiecare solutie s-au depus pe placute de mica proaspat
clivate si lasate la uscat la temperatura camerei peste noapte.
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Figura 8. Imaginile AFM de topografie pentru nanoparticulele de carbon obtinute: C-Dot (F1)(a)
si C-Dot (F2) (b).



Imaginile arata prezenta nanoparticulelor sferice de dimensiuni mici (~7 nm) pentru proba
C-Dot (F1). In cazul probei C-Dot (F2) se observa atat particule de dimensiuni mici (~3 nm), dar
si nanoparticule cu dimensiuni mari (~15 nm).

02. Studiul influentei NPs asupra cresterii plantelor in conditii de mediu controlate

Germinatia este un indicator important in aprecierea calitatii semintelor. Aceasta se
desfasoara intr-o perioada variabild de timp, fiind influentata de o serie de factori, printre care de
mare importanta sunt specia si tratamentul aplicat semintelor.

In prima etapa a proiectului NanoPlant s-a studiat influenta tratamentelor cu solutii de
nanoparticule asupra germindrii semintelor pentru a identifica solutiile optime de nanoparticule,
concentratia lor, durata tratamentului, dar si tipul de nanocomponente inglobat in solutie in vederea
stimularii procesului de germinatie al semintelor. Protocolul experimental a prevazut organizarea
unei experiment bifactorial, utiliznd trei specii de seminte de legume care au fost supuse unor
serii de tratamente cu solutii de nanoparticule. Experimentul a fost realizat pentru trei loturi de
probe (trei repetitii), iar pentru fiecare lot s-a folosit un set de probe martor, tratat fie cu apa distilata
fie cu chitosan 0,1%. Experimentul bifactorial s-a bazat pe:

Factorul A — Specia utilizata, cu trei graduari:

a1 — seminte de morcov, Daucus carota convar. sativus (Alef.), fam. Umbelliferae

a> — seminte de ceapa, Allium cepa(L.), fam. Liliaceae

as — seminte de tomate, Lycopersicon esculentum (Mill.), fam. Solanaceae

Factorul B — tratamentul semintelor, cu noua graduari:

b1 — AuNPs + chitosan (50 pg/ml)

b2 — AUNPs + chitosan (75 pg/ml)

bs — AuNPs + citrat (2,6 mM)

bs— AUNPs + citrat (5,2 mM)

bs — C-Dot (F1)

be — C-Dot (F2)

b7 — chitosan 0,1%

bs — H20

bo — AUNPs + citrat (2,6 mM) - 24 ore

Pentru toate cele trei specii studiate s-au utilizat seminte netratate, alegandu-se un singur
cultivar pentru fiecare specie:

- pentru morcov s-a utilizat soiul ”Lunga di Nantes” produs de Raci Sementi — Italia,
importator Adri Prodcom S.R.L.;

- pentru ceapa s-a utilizat soiul ”Dorata di Parma” produs de Raci Sementi — Italia,
importator Adri Prodcom S.R.L.;

- pentru tomate s-a utilizat hibridul ”Marisa” produs de Monsanto Holland BV — Olanda,
importator Universal Impexsem.

Semintele selectionate au fost tratate cu diferite solutii de nanoparticule, de concentratii
diferite, dar si tratate in mod diferit. In consecinta, al doilea factor din experiment, factorul B,
prezintd noud graduari:

- varianta 1 — AuNPs + chitosan (50 pg/ml): semintele au fost inmuiate in solutie timp de
2 ore, varianta notata S1;

- varianta 2 — AuNPs + chitosan (75 pg/ml): semintele au fost inmuiate in solutie timp de
2 ore, variantd notata S2;

- varianta 3 — AuNPs + citrat (2,6 mM): semintele au fost inmuiate in solutie timp de 2
ore, varianta notata S3;

- varianta 4 — AuNPs + citrat (5,2 mM): semintele au fost inmuiate in solutie timp de 2
ore, varianta notata S4;

- varianta 5 — C-Dot (F1): semintele au fost inmuiate in solutie timp de 2 ore, varianta
notata Sb5;



- varianta 6 — C-Dot (F2): semintele au fost inmuiate in solutie timp de 2 ore, varianta
notata S6;

- varianta 7 — chitosan 0,1%: semintele au fost inmuiate in solutie timp de 2 ore, varianta
notata S7;

- varianta 8 — H,O (apa distilata), semintele au fost inmuiate in apa timp de 2 ore, varianta
notata S8;

- varianta 9 — AuNPs + citrat (2,6 mM): semintele au fost inmuiate in solutie timp de 24
ore, varianta notata S9.

Tn acest raport, cu M s-au notat esantioanele pentru morcov, cu C pentru ceap, iar cu T

pentru tomate.

Dupa aplicarea tratamentului, conform schemei de mai sus, semintele au fost asezate in vase
Petri, pe hartie de filtru umectata cu apa distilati. In fiecare vas Petri au fost dispuse cate 30 de
seminte, ordonate cat mai uniform, pe 6 linii, pentru o evaluare usoara a germindrii lor, dar si
pentru asigurarea unui spatiu suficient in vederea dezvoltarii plantutelor in fenofazele de germinare
si crestere initiala.

Pe durata experimentului, vasele Petri au fost mentinute in germinator (germinatorul utilizat

a fost SANYO, model MLR-351H), unde s-au controlat parametrii de mediu (fig. 9):

- temperatura a fost setatd la16°C - ziua (6:00 - 21:00) si 13°C - noaptea (21:00 - 6:00),

- umiditatea a fost setatd la 80% atat ziua cat si noaptea,

- lumina. lluminarea probelor s-a facut cu lumina alba in radiatie monocroma de 2500

de lucsi in intervalul orar 6:00 - 21:00, iar pe timpul noptii a fost redusa la 0 lucsi.

Pe durata experimentelor, semintele au fost mentinute in conditii optime de umezeala,
favorabile germinarii. Astfel, au fost efectuate udari cu apa distilata de cate ori a fost nevoie pentru
a mentine aceeasi umezeala a semintelor.

Fig. 9. Germinatorul utilizat si conditiile de germinare

Experimentul a fost monitorizat pe intreaga duratd de desfasurare, prin observatii zilnice,
fiind culese toate datele privind germinarea semintelor. Din momentul in care embrionul a spart
tegumentul semintei, s-au facut observatii si determinari privind dinamica germinarii zilnice pana
in momentul 1n care cel putin doua determindri consecutive au evidentiat acelasi numar de seminte
germinate. Prin aceste determinari a fost inregistrat procentul total de seminte germinate n fiecare
zi pentru fiecare varianta in parte, precum si alti doi parametri: rata de germinare si viteza de
germinare, parametri necesari pentru o evaluare cit mai obiectiva a efectelor tratamentelor
aplicate.

Rata de germinare reprezinta procentul de plante rasarite in fiecare zi in parte sau
procentul de plante rasarite de la o zi la alta.

Viteza de germinare reprezinta procentul de plante germinate in unitatea de timp (zi) si
se calculeaza cu formula:



Gi
Vs =—, unde:
n

Gi = germinatia la o anumita data;
n = numarul de zile in care a fost realizata germinatia Gi.

Analiza dimensiunilor plantelor in fenofazele de germinare

Studiul influentei nanoparticulelor asupra procesului fiziologic de germinatie al semintelor
de legume a Incorporat si analiza dimensiunilor plantelor in fenofazele de germinare si crestere
initiald masurate in ultima zi de determinare.

Morcov

Prima specie analizatd este morcovul, pentru care rezultatele individuale privind
dimensiunile plantelor in primele fenofaze de crestere sunt in corelatie cu evolutia germinarii
semintelor. Cu toate acestea, rezultatele medii sunt putin diferite, evidentiindu-se varianta MS6 cu
dimensiunile cele mai mari, dar si cu eroarea cea mai mare. Eroare rezulta din neuniformitatea
mare a ratelor de germinatie (fig. 10). Eroarea cea mai mica a fost inregistrata la varianta MS4,
variantd ce a inregistrat o valoare a germinatiei de 88%. O altd variantd care a reactionat bine la
tratamentul aplicat a fost varianta MS5, cu o eroare mica privind marimea plantelor si cu cea mai
ridicata germinatie finala (90%).
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Fig. 10. Reprezentarea grafica a dimensiunilor plantelor de morcov la finalul experimentului

Ceapa

Rezultatele individuale privind dimensiunile plantelor in fenofazele de germinare si crestere
initiala la ceapd sunt in corelatie cu evolutia germindrii semintelor pentru toate variantele,
exceptand varianta CS9 care prezinta erori mari (fig. 11).
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Fig. 11. Reprezentarea grafica a dimensiunilor plantelor de ceapa la finalul experimentului

La ceapa, erorile cele mai mici au fost inregistrate la varianta CS1, pentru care s-a inregistrat
o valoare a germinatiei ridicata (de 93%) si pentru varianta CS2, la care valoarea germinatiei finale
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a fost de 97%. Deci, aceste doud variante, au determinat, nu doar o germinatie ridicata, ci si o
uniformitate in fenofaza de crestere initiala.

Tomate: Tn cazul tomatelor, conditiile de mediu si tratamentul aplicat arati o inhibare a
procesului de germinare. Din figura 12, se poate observa, asa dupa cum era de asteptat si din
evaluarea germinatiei, ca erorile sunt foarte mari, iar si in acest caz rezultatele sunt neconcludente.
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Fig. 12. Reprezentarea grafica a dimensiunilor plantelor de tomate la finalul experimentului

Tn concluzie, rezultatele experimentale prezentate mai sus aratd ci cele doud specii
reactioneaza diferit la tratamentele aplicate, dar cu rezultate, in general, pozitive pentru tratamente
de duratid medii (de doud ore). In cazul tratamentelor de lungi durati (seminte inmuiate in solutii
de nanoparticule timp de 24 ore), acestea prezintd o inhibare a germinatie. Varianta 9, atat la
morcov cét si la ceapa, determina rezultate slabe, acestea manifestandu-se prin neuniformitate la
germinare in cazul semintelor de morcov si germinatie scizuti in cazul semintelor de ceapa. In
urma tratamentelor aplicate pentru morcov se disting variantele MS4 si MSS5 care au un efect
stimulator pentru germinatie si uniformitati in cresteri in primele fenofaze. In schimb la ceapa, in
urma diferitelor tratamente aplicate semintelor, se disting variantele CS1 si CS2 prin germinatia
ridicatd (93%, respectiv 97%) si uniformitate in fenofaza de crestere initiala. intelegerea modului
de influentare a tratamentului cu nanoparticule asupra semintele de tomate se impune repetarea
experimentului in alte conditii de mediu, in special prin cresterea temperaturii.

03. Studiul de teren al influentei NP asupra cresterii si dezvoltarii plantelor

Cercetdrile au fost organizate in conditiile anului 2019, in Ferma Horticolda V. Adamachi”
a Facultatii de Horticultura, USAMYV Iasi. Plantele experimentale s-au cultivat intr-un sol de tipul
cernoziom cambic, mediu aprovizionat in elemente nutritive, cu 3% substantd organica si pH =
6,5. Conditiile meteorologice din perioada experimentala s-au inscris in normele climatologice
pentru regiunea lasi. Conditiile pedoclimatice existente au fost favorabile pentru aceasta specie.

Protocolul experimental a prevazut organizarea unei experiment monofactorial, cu trei
repetitii, In care a fost studiata influenta nanoparticulelor de magnetita, solutie de AuNPs-chitosan
si AuNPs-citrat.

Pregatirea terenului

Pregatirea terenului s-a realizat in doud etape: toamna si primavara, conform protocolului
tehnologic specific acestor specii de plante.

Toamna, s-a eliberat terenul de resturile vegetale ale culturii anterioare si s-a fertilizat
organic cu 300 kg/ha Orgevit (fertilizarea de bazi). Ingrasamantul a fost incorporat in sol prin
aratura de baza efectuata la 25 cm adancime; aratura lasata in brazda nelucrata pana in primavara.

Pregatirea terenului a fost continuatd in primavara printr-0 trecere cu un combinator, n
conditii optime de umiditate, asigurdndu-se o maruntire si o nivelare a solului. Cu o sd@ptdmana
inainte de infiintarea culturii s-a efectuat o trecere cu un motocultor tip BCS echipat cu freza,
realizindu-se astfel nivelarea si maruntirea corespunzitoare a solului. In vederea plantarii
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arpagicului in bune conditii, terenul a fost lasat sa se aseze timp de o saptdmana, apoi a fost pichetat
conform schemei de plantare din protocolului experimental.

Materialul biologic folosit Tn cadrul acestui experiment a fost reprezentat de bulbi de arpagic
(ceapa galbend), din specia Alliumcepa (L.), fam. Liliaceae. Infiintarea culturii a fost realizati la
data de 24.04.2019 utilizand ca material biologic arpagic de calitatea I, uniform ca marime, de
dimensiuni 9-10 cm diametru, pentru a se asigura uniformitatea plantelor in cultura. Bulbii de
arpagic au fost pregatiti Tnainte de plantare prin tratarea cu solutii de nanoparticule, tratament
aplicat prin imersarea bulbilor in solutie timp de 2 ore.

In studiul influentei nanoparticulelor asupra arpagicul s-au folosit mai multe variante de
tratament, dupa cum urmeaza:

V1 —AuNPs - citrat 5,2 mM,
V2 — AuNPs - citrat 10,4 mM,
V3 — Citrat,
V4 — AuNPs - chitosan 25 pg/mL,
V5 — AuNPs - chitosan 50 pg/mL,
V6 — AuNPs - chitosan 75 pg/mL,
V7 —Chitosan,
V8 — Magnetita 3,6 mg/mL,
V9 — Magnetita 7,3 mg/mL,
V10 — Magnetita 14,6 mg/mL,
o V11 - Hy0 (varianta martor).

Cultivarea a fost efectuata manual, pe teren nemodelat, in benzi distantate la 40 cm, distanta
intre randurile din banda fiind de 30 cm, iar intre plante pe rand de 10 cm, ceea ce a asigurat o
densitate de aproximativ 300 mii plante/ha. Adancimea de plantare a fost de 2-3 cm. Arpagicul a
fost distribuit pe rigolele deschise anterior cu sapa si fixat pe fundul acestora, in pozitie verticala,
la 0 distantd de 10 cm intre bulbi. Dupa efectuarea acestor operatiuni, arpagicul a fost acoperit
manual cu un strat de sol ce a fost usor tasat pentru a asigura un contact bun cu solul.

Lucrarile de ingrijire. Au avut un caracter general, fiind efectuate la momentele optime,
pentru realizarea unor productii ridicate, asa cum au fost stipulate in protocolul tehnologic.

Irigarea a fost aplicata prin picurare, ori de cate ori a fost nevoie, cu norme de aproximativ
250-300 m® api/ha. Prima udare a fost aplicati imediat dupa plantare cu aproximativ 200 m?
apd/ha, pentru a asigura o rasarire uniforma. De asemenea, au fost aplicate udari mai ales in fazele
de formare si crestere progresiva a bulbului. In total au fost aplicate 6 udari, norma de irigare fiind
de aproximativ 1500 m® api/ha. Cu 20 de zile inainte de recoltare a fost sistati irigarea, pentru a
asigura o bund maturare a bulbilor si a preveni imbolndvirea acestora.

Pe parcursul perioadei de vegetatie nu au fost aplicate fertilizdri pentru a nu influenta
rezultatele experimentale.

Recoltarea s-a efectuat manual, in aceeasi zi pentru toate variantele experimentale
(14.08.2019). Din punct de vedere fenologic, recoltarea s-a realizat cadnd frunzele au inceput sa se
ingalbeneascd, gatul s-a inmuiat si s-a lasat pe o parte si au aparut primele tunici pergamentoase.

Determinarile efectuate au vizat principalii indici ce determina productia. Descriptorii
cantitativi ai bulbilor au inclus evaluarea a patru caracteristici: greutatea fiecarui bulb, indltimea,
diametrul si raportul inaltime/diametru. Pentru fiecare varianta in parte au fost selectati cate 60 de
bulbi (respectiv cate 20 de bulbi din fiecare repetitie), la intdmplare, conform instructiunilor
adoptate de UPOV adopted by International Union for the Protection of New Varieties of Plants
(UPOV). Masurdtorile privind greutatea fiecarui bulb au fost efectuate cu un cantar electronic,
produs de compania KERN, iar cele privind diametrul si inaltimea bulbilor au fost efectuate cu un
subler electronic cu afisaj digital.

Evaluarea influentei nanoparticulelor asupra dezvoltérii plantelor a fost determinatd folosind
bulbi de arpagic (ceapa galbena), din specia Alliumcepa (L.), fam.Liliaceae. Productia de ceapa a
variat, in conditiile mentionate anterior, de la 29.5 t/ha in cazul variantei V11 (varianta martor

O O O O O O O 0 0 o0
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experimentului— udata doar cu apa) pana la 43.1 t/ha in cazul variantei V5 (AuNPs - chitosan 50
png/mL), in timp ce media experimentala a Inregistrat o valoare de 36.3 t/ha.

Toate variantele de tratament au inregistrat sporuri de productie comparativ cu martorul
experientei, de la 1.2 t/ha (4.19% pentru solutia de magnetitd 14,6 mg/mL) pana la 13.5 t/ha
(45,87% pentru solutia de AuNPs - chitosan 50 pg/mL).

Variabilitatea greutatii bulbilor de ceapa, exprimata prin coeficientul de variabilitate, desi
are valori mijlocii si mari conform statisticii, este normala pentru aceasta specie la care productia
comerciala rezultatd dupa conditionarea si calibrarea bulbilor este de aproximativ 2/3 din productia
totala. Diferentele privind greutatea medie a bulbilor, din punct de vedere statistic, au fost
asemanatoare cu cele rezultate la productia medie calculata la hectar. Referitor la diametrul si
inaltimea bulbului, diferente asigurate statistic s-au inregistrat doar intre varianta V5 si varianta
martor V11, atat pentru diametrul bulbilor, cat si pentru indltimea acestora.

Intre celelalte variante nu s-au inregistrat diferente asigurate statistic, conform testului
Tukey, ceea ce Inseamna ca tratamentele efectuate nu au avut influente semnificative asupra
acestor caracteristici, in cazul acestor tratamente.

Raportul inaltime/diametru este o caracteristica ce determind forma bulbului, aceasta avand
diferente nesemnificative din punct de vedere statistic ceea ce indicd cd ceapa obtinutd prin
utilizarea tratamentelor cu solutii de nanoparticule este adecvata consumului.

O4. Investigarea proprietatilor antifungice ale NP-urilor asupra unor microorganisme

In vederea studierii influentei nanoparticulelor (NP) asupra speciilor fungice patogene pe
diverse plante de culturd s-a pus 1n aplicare urmatorul protocol de lucru:

- s-au sintetizat solutiile de nanoparticule pe baza de aur, chitosan, citrat si carbon. In cadrul
experimentului s-au utilizat 10 solutii de nanoparticule pe baza de aur (Au), chitosan si carbon in
diferite compozitii si concentratii;

- S-au achizitionat, in cultura pura, activa, de la Leibniz-Institut DSMZ (Braunschweig,
Germania) urmatoarele specii fungice: Fusarium oxysporum (typestrain DSM 62338), Fusarium
oxysporum (typestrain DSM 62060), Rhizoctonia solani (typestrain DSM 22844) si Verticillium
luteoalbum (typestrain DSM 63079).

Mediile de cultura si multiplicare au fost realizate in cadrul Laboratorului de Microbiologie
utilizand retele 90 (mediul de cultura MEPA) si 129 (mediul de cultura PDA) de pe pagina de web
a Leibniz-Institut DSMZ (Germania).

- in vederea studierii influentei volumului solutiei cu nanoparticule (NP) asupra speciilor
fungice patogene s-au introdus in placile Petri cele zece solutii cu NP in urmatoarele variante de
inoculare: 0,5 ml; 1 ml, 2 ml si 5 ml. Ulterior, in fiecare placd Petri au fost dispersati 15 ml de
mediu de cultura cu ajutorul echipamentului APS 320. Mediile de cultura au fost realizate cu
ajutorul preparatorului automat de medii Masterclave 09 (Franta).

- pentru testarea eficacitatii solutiilor cu NP, dupad solidificarea mediilor de cultura, acestea
s-au insamantat cu una dintre speciile fungice prezentate anterior. Pentru insamantare, s-au folosit
discuri cu diametrul de 7 mm, prelevate din zona de crestere activd a unei culturi fungice cu varsta
de 5 zile. Pentru fiecare varianta de lucru testarea s-a realizat in placi Petri (Gosselin, Franta) in
cate 5 repetitii, plus o variantd martor (fara solutie cu NP). Dupa insdmantare vasele Petri au fost
pastrate la incubator la o temperaturd de 28°C.

- prin masuratori zilnice, a fost urmarita dezvoltarea coloniilor fungice, timp de 7 zile, pentru
speciile genurilor Fusarium si Verticillium, respectiv 4 zile in cazul speciei Rh. solani (perioada
redusa, deoarece in varianta martor cultura a atins marginea placilor Petri, unde diametrul maxim
al placii este 85 mm). Toate valorile inregistrate in cazul celor 10 solutii cu NP au fost comparate
cu valorile variantei martor netratata.

Pentru rezultatele testarii celor zece solutii cu NP a fost realizata media citirilor celor cinci
vase, iar apoi valorile au fost comparate cu varianta martor.

1. Solutii cu nanoparticule pe baza aur si citrat
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In urma masuritorilor efectuate asupra plicilor Petri in perioada de 7 zile a experimentului,
comparand varianta martor cu variantele inoculate, am stabilit ¢a solutiile de nanoparticule pe baza
de aur (Au) stabilizate cu citrat in cele trei concentratii diferite (2,6; 5,2 si 10,4 mM), precum si a
citratului pur, nu au fost eficiente impotriva celor patru specii fungice patogene avute in studiu.

Dupa cum se poate observa in imaginea de mai jos (Fig. 13 -fotografie fata-verso), efectul
solutiei de NP cu Au-citrat 1n diferite concentratii a fost nul asupra speciilor micotice, acestea
dezvoltandu-se in acelasi ritm, sau uneori chiar mai rapid, decat in varianta martor.

oculate cu Au-citrat (variantele martor +
variantele Ala...Ald) si insamantate cu Fusarium oxysporum

2. Solutii cu nanoparticule pe baza de aur si chitosan

In urma masuritorilor efectuate asupra plicilor Petri in perioada de 7 zile a experimentului,
comparand varianta martor cu variantele inoculate, am stabilit ca solutiile de nanoparticule pe baza
de aur (Au) si chitosan in cele trei concentratii diferite (25, 50 and 75 ng HAuCls/mL), precum si
a chitosanului (0,1 mg/mL), au fost eficiente impotriva celor patru specii fungice patogene avute
in studiu. Eficacitatea solutiei de NP Au-chitosan impotriva speciilor fungice a variat in timp, dar
si cu cantitatea de solutie cu NP inoculatd in vas.
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Fig 14 Efectul inhibitor al solutiei AUNPs-chitosan si Chitosan asupra speciei Fusarium oxysporum
(type strain DSM 62338)
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In cazul speciei Fusarium oxysporum (typestrain DSM 62338), comparativ cu varianta
martor, se poate observa ca la varianta Au-chitosan 75 s-au obtinut rezultatele cele mai bune in
ceea ce priveste inhibarea dezvoltarii coloniei fungice din placa Petri atunci cand in fiecare placa
Petri a fost introdusa o cantitate de 0,5 mg/ml de suspensie. In cadrul acestei variante se observa
inhibarea dezvoltarii coloniei cu 54,12% dupa 168 ore (7 zile) comparativ cu varianta martor.

Pe parcursul celor 7 zile diametrul mediu al coloniei de pe mediile inoculate cu 75 pg
HAUCIl4/mL a variat intre 63,16 si 54,12% in cazul concentratiei de 0,5 mg/ml de suspensie, intre
31,58 si 17,65% in cazul concentratiei de 0,2 mg/ml de suspensie, intre 15,79 si 9,41% in cazul
concentratiei de 0,1 mg/ml de suspensie si intre 10,53 si 3,53% in cazul concentratiei de 0,05
mg/ml de suspensie. Diametrul mediu al coloniilor de pe mediile inoculate cu 25 si 50 pg
HAUCIs/mL a fost de asemenea redus, dar valorile au fost mai scazute, mai ales in cazul volumelor
mici de inocul. La volumul cel mai mare de inocul addugat pentru a inhiba dezvoltarea micotica
(0,5 mg/ml) diametrul coloniilor dupa 7 zile a fost mai mic cu 48,24% in cazul variantei Au-
chitosan 50 si cu 47,06% in cazul variantei Au-chitosan 25, comparativ cu varianta martor. Specia
Fusarium oxysporum (typestrain DSM 62338) a fost inhibata si de solutia cu NP pe baza de chitosan
fiind cunoscut efectul inhibitor al chitosanului asupra speciilor microbiene. La 24 de ore de la
insamantare, diametrul coloniilor dezvoltate pe mediul inoculat cu 0,5 mg/ml solutie NP era redus
cu 63,16%, iar dupa 168 ore cu 44,71%, comparativ cu varianta martor (Fig. 15).

= ~S— £ ) g
Figura 15 — Imagine fata-verso a placilor Petri inoculate cu Au-chitosan (variantele martor
+ variantele A5a...A5d) si insamantate cu Fusarium oxysporum

Chitosanul provine dintr-un produs natural, chitina, care se gaseste in exoscheletul
(carapacea) crustaceelor marine (crabi rosii, creveti, homari etc) si in structura interna a altor
nevertebrate (moluste). Chitina este o polizaharida naturala cu structurd liniara si masa moleculard
mare ce reprezinta al doilea polimer biodegradabil care se gaseste preponderent In naturd dupa
celuloza. Chitosanul, fiind un polimer natural asemanator din punct de vedere structural cu
celuloza a fost rapid adoptat in procesele de innobilare a materialelor textile prin grefare. Desi
mecanismul antimicrobian al chitosanului nu este pe deplin clarificat, este general acceptat faptul
ca grupdrile amino incarcate pozitiv se pot lega la suprafata celulelor bacteriene incarcate negativ
realizand o distrugere a peretelui celular. O astfel de interactiune duce la scurgeri de substante
intracelulare in mediul extern provocand moartea microorganismului respectiv. De asemenea,
chitosanul poate interactiona cu ADN-ul microorganismelor si Tmpiedicd sinteza proteinelor
celulare. Proprietatile antimicrobiene, Impreund cu caracterul non-toxic, biodegradabilitatea si
biocompatibilitatea ridicata, permit utilizarea chitosanului si a derivatilor de chitosan in domeniul
industriei alimentare, agricultura, medicina si la finisarea materialelor textile.

In cazul speciei Fusarium oxysporum(type strain DSM 62060), comparativ cu varianta
martor, se poate observa in fig. 16 si fig. 17, ca la toate variantele Au-chitosan sau chitosan simplu
S-a obtinut inhibarea totala a dezvoltarii coloniei fungice din placile Petri atunci cand in fiecare
placa Petri a fost introdusi o cantitate de 0,5 mg/ml de suspensie. In cazul inocularii cu cantitati
mai mici de solutie cu NP, inhibarea cresterii in diametru a coloniilor a variat in 196 ore de la
18,82% (chitosan) la 23,53% (Au-chitosan) la o concentratie de 0,2 mg/ml solutie NP, intre 4,71
(Au-chitosan) si 10,59% (chitosan) la o concentratie de 0,1 mg/ml solutie NP si intre 3,53
(chitosan) si 4,71% (Au-chitosan) la o concentratie de 0,05 mg/ml solutie NP (fig. 17). In cazul
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speciei Verticillium luteoalbum (typestrain DSM 63079) comparativ cu varianta martor, la toate
variantele Au-chitosan sau chitosan simplu s-a obtinut inhibarea totalda a dezvoltarii coloniei
fungice din placile Petri atunci cand 1n fiecare placa Petri a fost introdusa o cantitate de 0,5 mg/ml

de suspensie.
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Figura 16 — Efectul inhibitor al solutiei cu NP pe baza de Au-chitosan si Chitosan
asupra speciei Fusarium oxysporum (type strain DSM 62060)

Figura 17 - Imagine fatd-verso a placilor Petri inoculate cu Au-chitosan (variantele martor +
variantele B5a...B5d) si insamantate cu Fusarium oxysporum (type strain DSM 62060)

3. Solutii cu nanoparticule pe baza de carbon

In urma masuritorilor efectuate asupra plicilor Petri in perioada de 7 zile a experimentului,
comparand varianta martor cu variantele inoculate, s-a stabilit ca dintre solutiile cu nanoparticule
pe bazd de carbon, doar solutia de nanotuburi de carbon 1 a fost eficientd impotriva a doua suse
de Fusarium oxysporum avute in studiu. Eficacitatea solutiei de nanotuburi de carbon 1 impotriva
speciilor fungice a variat in timp, dar si cu cantitatea de solutie cu NP inoculati in vas. In cazul
speciei Fusarium oxysporum (typestrain DSM 62338), comparativ cu varianta martor, se poate
observa in fig.8.8, ca la varianta la care s-a utilizat nanotuburi de carbon 1 s-au obtinut rezultatele
cele mai bune in ceea ce priveste inhibarea dezvoltarii coloniei fungice din placa Petri, atunci cand
in fiecare placa Petri a fost introdusi o cantitate de 0,5 mg/ml de suspensie. In cadrul acestei
variante se observa inhibarea dezvoltarii coloniei cu 47,35% dupa 168 ore (7 zile) comparativ cu
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varianta martor (Figura 18). Tn cazul speciei Fusarium oxysporum(typestrain DSM 62060),
comparativ cu varianta martor, se poate observa in figurile 18 si 19 , ca la varianta nanotuburi de
carbon 1 s-au obtinut rezultatele cele mai bune in ceea ce priveste inhibarea dezvoltarii coloniei
fungice din placa Petri, atunci cand in fiecare placa Petri a fost introdusa o cantitate de 0,5 mg/ml
de suspensie. In cadrul acestei variante se observa inhibarea dezvoltarii coloniei cu 36,47% dupa
168 ore (7 zile) comparativ cu varianta martor (Figura 18).
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Figura 19 — Imagine fata-verso a placilor Petri inoculate cu nanotuburi de carbon 1 si insdmantate
cu susele speciei F. oxysporum
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