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INTRODUCERE

Salinitatea a afectat aproape 1.000 milioane de ha de teren, din care
aproximativ 77 milioane de hectare cultivate. La nivel global a atins 19.5%
si respectiv 2.1% in campurile irigate si neirigate. In acelasi timp, populatia
actuala este de aproximativ 7.7 miliarde de locuitori, iar pana in anul 2020 se
estimeaza ca va creste la cca. 8 miliarde, ceea ce va agrava si mai mult
securitatea alimentara (Asharf, 2009; https://www.worldometers.info/ro/).

Salinitatea este un stres abiotic major care provine din sursele de
irigatie si din apele subterane. Astfel, salinitatea reduce cresterea si
dezvoltarea plantelor, randamentul culturilor sensibile prin inducerea
disfunctiei fiziologice (Shannon et al., 1994; Khan and Panda, 2008).
Efectele daunitoare ale salinitdtii sunt asociate cu deficitul de apa,
dezechilibrul ionic, nutritia minerala, comportamentul stomatelor si eficienta
procesului de fotosinteza (Bohnert et al., 1995). Asadar, salinitatea a ajuns sa
afecteze aproape fiecare aspect al fiziologiei si biochimiei plantei
(Khan et al., 2002).

Toate solurile contin o gama larga de saruri solubile, unele dintre
acestea fiind de baza pentru crestere si dezvoltare plantelor. Ca? *, Mg? * si
Na* sunt cationii cei mai obisnuiti, iar Cl, SOs* si HCO3z sunt anionii
asociati cu salinitatea solului. Jacoby (1999) a declarat cd pentru mediile
saline, NaCl este cel mai important constituent, iar Tucker (1999) spune ca
Na* si Cl” sunt considerati necesari pentru unele plante, de exemplu, plantele
tolerante la sare.

Expunerea plantelor la salinitate poate provoca mai multe
modificari, din punct de vedere morfologic, fiziologic si biochimic, datorita
ionilor excesivi si a apei deficitare (Maskri et al., 2010). In diverse cercetiri
a fost observatd o modificare a proceselor de crestere, fotosinteza si sinteza
proteinelor, dar si a metabolismului lipidic (Parida and Das, 2004);
concentratiile ridicate de sdruri in plante genereaza schimbari legate de
productivitatea plantelor (Hasegawa et al., 2000), dezechilibre nutritionale
(Ashraf, 2009), cat si acumularea de compusi osmoprotectori (prolina)
(Bohner et al., 1995).

In categoria leguminoaselor si a culturilor  glicofite,
Phaseolus vulgaris L. este o sursa majora de proteine, minerale si vitamine,
fiind o plantd cu o valoare nutritivd mare si cu o importantd economica in
intreaga lume. De altfel, fasolea este o cultura vitald in agriculturd, deoarece
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formeaza nodozitati pe radacini prin asociatii simbiotice cu bacterii fixatoare
de azot (Broughton et al., 2003).

Despre fasole se cunoaste faptul cd este o leguma consumatd de
500 milioane de oameni din Intreaga lume. Datorita continutului sau bogat in
proteine, aceasta a fost mult timp numitd "carnea oamenilor saraci", iar
eficienta economica releva din faptul ca din aceasta se pot obtine produse cu
0 mare cerere pe piatd si cu multe posibilitditi de valorificare.
O particularitate esentiald a culturii de fasole o reprezinta existenta unei
game variate de soiuri ce permite esalonarea productiei, dar si
aprovizionarea  ritmicd pe o  perioadd mare de  timp
(Munteanu si colab., 2008).

La un nivel de salinitate de 1 dS/m, productia fasolei comune poate
fi redusa pana la 20% (Chinnusamy et al., 2005).

Tn prezent este necesard dezvoltarea unei noi directii in domeniul
cresterii plantelor tolerante la stresul salin. De aceea, obiectivele realiste pe
termen scurt si lung trebuie sa fie stabilite i continuu urmadrite, deoarece
informatiile despre acest subiect sunt extinse, dar fragmentate
(Shannon, 1997).

In acelasi timp, odati cu cresterea demografica si accentuarea tot
mai mult a efectului de sera pe intreg globul, s-au depus eforturi pentru a se
crea plante agricole rezistente la salinitate, dar pana in acest moment s-au
inregistrat doar mici progrese. De aceea, colectarea si pastrarea materialului
genetic provenit de la populatiile locale rezistente la salinitate poate
reprezenta un pas important in lucrdrile de ameliorare, in vederea
imbunatatirii tolerantei la factorii de stres, pentru cresterea nivelului de trai
al populatiei si a valorificarii depline a resurselor de sol (Morton, 2007).
In aceste circumstante, am considerat ci este oportun si aprofundim
problema salinitdtii si sd gdsim populatii locale rezistente la stresul salin.

Teza cu titlul "Cercetari privind reactia fiziologica a wunor
genotipuri de fasole la factorii de stres salin” este structurata in doua parti.

Prima parte trateaza stadiul cunoasterii: problema salinizarii si
alcanizarii solului pe glob, cercetdri privind conceptul de stres si aspecte
privind importanta studierii tolerantei la salinitate, actiunea daunitoare a
concentratiei ridicate de saruri asupra plantelor, specia Phaseolus vulgaris L.
in contextul stresului salin, dar si studii asupra mecanismelor biochimice si
fiziologice referitoare la reactia de raspuns a plantelor de fasole la stresul
salin.

Partea a doua este fundamentatd pe cunostintele anterioare si
cuprinde contributii personale cu privire la intelegerea mecanismelor
fiziologice si biochimice implicate in toleranta la stres salin a speciei
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Phaseolus vulgaris L., dar si identificarea unor populatii locale de fasole
tolerante la salinitate din regiunea de NE a Romaniei.

Rezultatele obtinute in cadrul celor trei ani de studiu, ne dau
satisfactia, cd scopul si obiectivele tezei au fost atinse, iar modesta noastra
contributie cu privire la tema aleasa poate fi luatd pe viitor in considerare de
catre cei interesati.

Analizele au fost efectuate n laboratorul de "Fiziologia plantelor”,
din cadrul Universitatii de Stiinte Agricole si Medicind Veterinara
"lon lonescu de la Brad" din Iasi (USAMYV), Facultatea de Agricultura, iar
experienta a fost amplasata in sera din cadrul "Institului de Cercetari pentru
Agriculturad si Mediu" (ICAM).
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INTRODUCTION

Salinity affected nearly 1.000 million hectares of land and
approximately 77 million hectares of cultivated areas. Globally it reached
19.5% and 2.1% respectively in irrigated and non-irrigated fields.
At the same time, the current population of Earth is approximately
7.7 billion inhabitants and is expected to grow in 2020, exceeding 8 billion,
which will aggravate the current scenario of alimenatric insecurity
(Asharf, 2009; https://www.worldometers.info/ro/).

Salinity is a major abiotic stress and comes from irrigation sources
and groundwater.Thus salinity reduces plant growth and development, yield
of  tolerant crops, by inducing  physiological  dysfunction
(Shannon et al., 1994; Khan and Panda, 2008). The harmful effects of
salinity are associated with water deficiency, ionic imbalance, mineral
nutrition, stomate behaviour and efficiency of the photosynthesis process
(Bohnert et al., 1995). Therefore, salinity has come to affect almost every
aspect of plant physiology and biochemistry (Khan et al., 2002).

All soils contain a wide range of soluble salts, some of which are
essential for plant growth and development. Ca?*, Mg? *, Na* are the most
common cations, and ClI-, SO,*, HCOj3 are the anions associated with soil
salinity. Jacoby (1999) said that for salt soils, NaCl is the most important
constituent, and Tucker (1999) says that Na* and CI- are considered
necessary for some plants, for example salt tolerant plants.

Plant exposure to salinity can cause several changes, from a
morphological, physiological and biochemical point of view, due to
excessive ions and deficient water (Maskri et al., 2010). In various research,
has been observed a change in growth processes, photosynthesis and protein
synthesis, as well as in lipid metabolism (Paris and Das, 2004); high
concentrations of salts in plants generate changes in plant productivity
(Hasegawa et al., 2000), nutritional imbalances (Ashraf, 2009) and
accumulation of osmoprotector compounds (proline) (Bohner et al., 1995).

In the category of leguminous vegetables and the glycophytes crops,
Phaseolus vulgaris L. is a major source of proteins, minerals and vitamins,
being a plant of great nurturing value and economic importance worldwide.
Moreover, beans is a vital culture in agriculture, as it forms nodosis on the
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roots through symbiotic associations with nitrogen-fixing bacteria
(Broughton et al., 2003).

Beans are known to be a vegetables consumed by 500 million people
around the world. Due to its protein content rich in essential amino acids, it
has long been called "the meat of poor people” (Cazencu, 2013), and
economic efficiency is demonstrated by the fact that it can be produced with
high demand on the market, with many possibilities of exploitation.
An essential feature of bean culture is the variety of varieties which allows
allow production to be balanced, but also the rhythmic supply over a long
period of time (Munteanu et al., 2008).

At a level of salinity of 1 dS/m, the production of the common beans
can be reduced to 20% (Chinnusamy et al., 2005).

In view of the above, it is now necessary to develop a new direction
in the field of plant growth tolerant to saline stress. Realistic objectives
should therefore be set and pursued at all times, as information on this
subject is extensive but fragmented (Shannon, 1997).

At the same time, with population growth and the growing
greenhouse effect across the globe, a number of efforts have been made to
create salinity resistant agricultural plants, with little progress so far.
Therefore, the collection of genetic variability in the salinity resistance of
different species may be a first step in the work of improving the tolerance to
salinity in order to improve the living standards of the population, as well as
the exploitation of soil resources (Morton, 2007). In these circumstances,
we felt it was appropriate to deepen the problem of salinity and find local
populations resistant to salin stress.

The thesis entitled "Researches on the physiological responses of
some bean genotypes subjected to the influence of the salt stress" is
structured in two parts.

The first part deals with the state of knowledge: the problem of soil
salinisation and alkalination worldwide, research on the concept of stress and
the importance of studying salinity tolerance, harmful action of high salt
concentration on plants, species of the Phaseolus vulgaris L. in the context
of salt stress, but also studies on biochemical and physiological mechanisms
relating to the reaction of beans to saline stress;

Part two is based on the knowledge of the first part and contains a
number of personal contributions regarding the understanding of the
physiological and biochemical mechanisms involved in the tolerance to
saline stress of Phaseolus vulgaris L., but also the identification of local
populations of beans tolerant to salinity from the NE region of Romania.
They may then be used to improve morphological attributes involved in
achieving the production capacity.

17



The results obtained during the two years of study give us
satisfaction that the purpose and objectives of the thesis have been achieved
and our modest contribution to the chosen subject can be taken into account
in the future by those concerned.

The analyses were carried out in the laboratory of
"Plant Physiology"”, at the University of Agricultural Sciences and
Veterinary Medicine "lon lonescu de la Brad" in Iasi (USAMYV), Faculty of
Agriculture, and the experience was placed in the ICAM.
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REZUMAT

Cuvinte cheie: Phaseolus vulgaris L., populatii locale, tolerantd,
rezistentd, stres salin

Terra este consideratd o planetd saratd, deoarece aproximativ 71%
din suprafata este acoperita de ape sarate; circa 6% din suprafata totald si
20% din terenurile irigate sunt afectate de salinitate, ceea ce Inseamna mai
mult de 800 de milioane de hectare de teren afectate de salinitate la nivel
mondial (FAO, 2009).

Programul Organizatiei Natiunilor Unite pentru Mediu (UNEP)
estimeaza ca aproximativ 50% din terenurile agricole din lume sunt afectate
cu saruri (Flowers and Yeo, 1995). Salinitatea solului este a doua cauza
majord de degradare a terenurilor dupa eroziune, de circa 10.000 de ani.
La nivel global, aproximativ 2.000 de hectare de teren arabil isi pierd din
productivitate, in fiecare zi, din cauza salinizarii. Salinitatea determina o
scadere a randamentului cu 10-25% pentru multe culturi si poate Tmpiedica
productivitatea unora in totalitate.

La nivelul Uniunii Europene exista importante areale cu soluri
saline, cele mai multe situate in jurul Marii Caspice, Bazinului Carpatic,
Campiei Panoniei si Peninsulei Iberice; aici salinitatea solurilor afecteaza in
jur de 1 milion de ha. Tn Romania, soluri saline au fost identificate n 29 de
judete ale tarii, iar suprafata totala a acestora a ajuns sa fie de 614.000 ha.

In tara noastra, fasolea se cultivd incepand cu secolul al XVIII-lea,
zonele cele mai favorabile fiind cele de sud, sud-est si sud-vest, in zona de
campie si in luncile celor mai importante rauri. Conform statisticilor FAO, in
prezent, specia Phaseolus vulgaris L. se cultiva pe circa 12.000-13.000 ha,
cu o productie totald de 42.000-50.000 tone. Aceasta este adaptata in general
la medii cu temperaturi moderate, precipitatii de aproximativ 400 mm, cu o
perioada de vegetatie de 60-120 de zile. Popularitatea culturii provine din
faptul cd este relativ usor de produs, este savuroasd si versatila, fiind
importanta din punct de vedere alimentar, agrofitotehnic si social-economic.
Totodatda, aceastd leguminoasd se cultivd atdt pentru seminfe uscate
(fasolea de camp), cat si pentru pastdi verzi (fasolea de gradind), seminte
verzi-mature, dar si incomplet uscate (fasolea bobi), care se folosesc in
totalitate In alimentatia omului (Barca, 2013).
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Din punct de vedere agrotehnic, fasolea este o cultura foarte
importantd, deoarece are proprietatea de a fixa azotul atmosferic cu ajutorul
bacteriilor Rhizobium sp. (Munteanu, 2003).

Cu toate acestea, Phaseolus vulgaris L. este o planta glicofita, iar
nivelurile scazute de salinitate a solului de cca. 2 dS‘m™ reduc semnificativ
productivitatea culturilor (Pessarakli,1999). La o salinitate echivalentd cu
100 mM NacCl, randamentul plantelor se reduce cu 85% (Szilaghy, 2003),
desi unele soiuri par a fi mult mai tolerante la stresul salin, decét altele
(Kaymakanova and Stoeva, 2008). Bayue-los et al. (2002) au raportat o
crestere a salinitatii de la 0 la 180 mM NaCl, care scade procesul de
germinare cu 50% la speciile din genul Phaseolus, iar cercetarile facute de
Dobrei si colab., (2007) la Phaseolus vulgaris L. atesta ca aceasta specie
prezinta o mare variabilitate In privinta tolerantei la stres salin, pornind de la
40-46 mM NaCl pana la valori cuprinse intre 196-207 mM NaCl.
Prin urmare, cresterea randamentelor culturilor de fasole s-ar putea realiza pe
baza selectiei genotipurilor tolerante la salinitate (Fita et al., 2015).

Scopul principal al tezei il reprezintd o mai bunid intelegere a
mecanismelor fiziologice si biochimice implicate in toleranta la salinitate a
speciei Phaseolus vulgaris L., dar si identificarea unor populatii locale de
fasole tolerante la acest factor abiotic, din cadrul populatiilor colectate.

Teza de doctorat cuprinde cinci capitole, cu 198 pagini, 23 tabele si
86 figuri, fiind structurata in doua parti:

Partea | cuprinde aspecte si studii bibliografice cu privire la:
problema salinizarii si alcanizarii solului pe glob, conceptul de stres,
toleranta plantelor la conditii nefavorabile de mediu, actiunea daunatoare a
concentratiei ridicate de saruri asupra plantelor de fasole si a altor specii.
Aceasta parte este redactatd pe 23 de pagini, reprezentand 11,6% din
intreaga teza si cuprinde trei figuri.

Partea a ll-a este redactata pe 101 pagini, reprezentand 53,5% din
intreaga teza, si cuprinde 83 figuri si 23 de tabele. Aceastd parte include
rezultatele cercetarilor proprii, cu privire la subiectul tezei de doctorat.

Materialul biologic a fost colectat din urmatoarele localitati:
Saveni, Trusesti, Codreni, Copalau si lezer, din judetul Botosani, Mosna din
judetul Iasi si Blagesti din judetul Vaslui. Din cele 13 de populatii locale
colectate initial, in urma unei pretestdri in faza de rasad, s-au selectat
7 populatii locale ca fiind mai rezistente la conditiile de stres salin aplicate.
Astfel, au ramas pentru cercetare populatiile locale colectate din localitatile:
Saveni, Trusesti, Mosna si Blagesti.

Metodele de cercetare. In perioada 2017-2019, au fost studiate
7 populatii locale de fasole, care au fost supuse unor testari fiziologice si
biochimice ce au urmadrit: suprafata foliard, continutul de apa la nivel foliar,
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ritmul de deshidratare foliara, analiza continutului de pigmenti fotosintetici,
conductanta stomatelor, continutul de Na® si Cl" din frunze, continutul de
prolind din frunze, continutul in proteina bruta a boabelor, plus elemente
legate de productie. Aceste determindri vizeaza evidentierea raspunsul
acestor populatii locale la stresul salin.

Experienta a fost amplasatd in sera ICAM lasi, iar analizele de
laborator s-au efectuat in perioada 2017-2019, 1in laboratorul de
"Fiziologie vegetald" a Facultatii de Agriculturd, din cadrul USAMYV Iasi, la
"Institutul de Cercetari pentru Agricultura si Mediu" (ICAM), din lasi si la
"Laboratorul de control al calitatii nutreturilor” din cadrul U.S.A.M.V. Iasi.

Experienta bifactoriala a fost iInfiintatd in vase de vegetatie si
organizatd sub forma blocurilor randomizate cu trei variante. Doi factori au
influentat experimentul: factorul A, reprezentat de trei concentratii de NaCl
(V1 - apa, V2-100 mM NaCl si V3 - 200 mM NacCl) si factorul B reprezentat
de populatiile locale de fasole luate in studiu. 372 de plante au fost studiate
n cei doi ani de experimentare.

Determinarile s-au realizat la 15 si 30 de zile de la aplicarea
concentratiilor de NaCl.

Suprafata foliara reprezintd un indice fiziologic cu o importantd
majord in ceea ce priveste caracterizarea intensitatii proceselor de crestere,
transpiratie, respiratie si fotosintezd. Determinarea suprafetei frunzelor din
treimea de mijloc a tulpinii, s-a realizat cu aparatului portabil Leaf Area
Meter AM 300-0002.

In primul si al doilea an experimental, suprafata foliara a scizut
direct proportional cu concentratiile saline aplicate, manifetdndu-se un efect
negativ al sarurilor la frunzele din zona mediana; explicatia reiese din faptul
ca aceste frunze si-au inceput cresterea sub efectul dozelor aplicate, cat si
prin faptul ca ionii minerali au fost transportati odata cu apa spre zonele cu
transpiratie mai intensa unde s-au acumulat, determinand toxicitate. Valori
mai ridicate ale suprafetei foliare s-au inregistrat la populatiile locale
Blagesti 1, Blagesti 2, Blagesti 3, Blagesti 4 si Trusesti 2, care indicd 0 buna
rezistenta la stresul salin.

Evaluarea procesului de fructificare a fost realizat pe baza
urmatorilor indici biometrici: numarul mediu de boabe/plantd si greutatea
medie a boabelor/pastaie.

Tn primul an de studiu, productia (numirul de boabe pe planti) a fost
semnificativ influentata de tratamentul salin aplicat, la ambele concentratii.
La varianta tratata cu 200 mM cele mai reduse valori s-au inregistrat la
populatia Blagesti 4, care a avut o productie de 93,40% din cea a martorului.
In schimb, populatia Saveni a inregistrat o productie redusa de 25,00%, iar
Trusesti 2 de 39,13% din varianta control.
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Concentratiile de 100 mM si 200 mM NaCl au influentat negativ
greutatea boabelor de fasole, in cazul celor sapte populatiile locale studiate
si a oscilat intre 41,17% (Mosna) si 91,85% (Blagesti 4) din cea a
martorului.

Tn anul doi de studiu, cele mai productive populatii au fost
Blagesti 1, Trusesti 2 si Saveni, la ambele variante. In acest caz, productia a
oscilat ntre 32,18 % (Blagesti 3) si 78,12% (Saveni). Greutatea
boabelor/pastaie s-a redus cu mult si de aceastd datd, osciland intre 23,05 %
si 72,11%.

Regimul hidric a fost evaluat prin analiza continutului de apa din
frunze si a ritmului de deshidratare foliara.

Continutul de apa din frunze s-a investigat prin determinarea celor
doua forme de apa: libera si legata.

Tn primul an de studiu, dupa 30 de zile de la aplicarea tratamentelor
saline a avut loc o usoara crestere a continutului total de apa pentru toate
populatiile, aceasta osciland intre 59.93% si 82.30%. In acest caz se remarci
populatia Blagesti 2 si Trusesti 2 de la varianta 200 mM. Continutul de apa
libera a fost mai redus in comparatie cu varianta control pentru cinci
populatii (Blagesti 1, Blagesti 2, Mosna, Trusesti 2 si Saveni), ceea ce
sugereazd ca reducerea continutului de apa libera a marit capacitatea
biologicd de tolerantd a plantelor studiate la conditiile de stres abiotic.
Tn schimb, a avut loc o crestere a cantitatii de api legatid care a sporit
rezistenta plantelor la concentratia ridicata de 200 mM. In primul an de
studiu toate populatiile locale (Blagesti 1, Blagesti 2, Blagesti 3, Blagesti 4,
Saveni, Mosna, Trusesti 2) au prezentat un grad mai ridicat de adaptare
datorita cantitatii mari de apa legata, asimilatd in conditiile unui stres salin.

Tn anul al doilea de studiu s-a inregistrat un continut apropiat de apa
totald la toate cele trei variante, in special la populatiile locale Blagesti 2,
Saveni, Mosna si Blagesti 3. Un continut de apia libera mai redus in
comparatie cu varianta martor a fost Inregistrat pentru patru populatii locale
(Blagesti 2, Blagesti 4, Saveni si Trusesti 2), ceea ce demonstreaza
capacitatea biologica de tolerantd a plantelor la stres salin. In schimb, doar
trei populatii locale au prezentat o cantitate mare de apa legati, la
concentratia de 200 mM, ceea ce ne sugereaza ca Blagesti 2, Saveni si
Blagesti 1 prezinta un grad mai ridicat de adaptare.

Ritmul de deshidratare al frunzei poate varia in functie de
insusirile morfo-anatomice si fiziologice ale frunzei si reprezintd un indiciu
esential al intensitatii transpiratiei. Plantele care prezinta rezistenta la
salinitate se caracterizeazd printr-o transpiratie cuticulard si o vitezd de
deshidratare a frunzelor mai redusa. In primul an de studiu s-au evidentiat
populatiile locale Trusesti 2 si Blagesti 2. Pentru anul doi de studiu, putem
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afirma ca toate populatii luate in studiu prezintd o capacitate buna de
adaptare la conditiile de stres salin aplicate pe o perioadd lunga de timp,
deoarece au inregistrat o vitezd de deshidratare mai redusd In comparatie cu
varianta luata martor, odatd cu aplicarea solutiei saline de 200 mM NaCl.

Analiza continutului de pigmenti foliari care reflecta intensitatea
procesului de fotosinteza s-a realizat prin metoda spectrofotometrica si cu
aparatul CCM 200 PLUS.

In primul an de experimentare, dupa 30 de zile de tratament salin, in
cazul expunerii la 100 mM si 200 mM NaCl, rezultatele obtinute la
populatiile Mosna, Saveni, Trusesti 2, Blagesti 4, Blagesti 2 si Blagesti 1
indicd mentinerea acestora in faza de stres osmotic si o buna adaptare la un
ritm fotosintetic intens.

Tn al doilea an de studiu, aplicarea tratamentului salin de 200 mM a
determinat valori superioare ale concentratiei pigmentilor clorofilieni pentru
populatiile locale Blagesti 4, Blagesti 2, Blagesti 1 si Saveni ceea ce ne
permite sa concluziondm faptul cd aceste populatii prezintd un potential
destul de ridicat la stresul salin aplicat.

Din rezultatele obtinute, putem afirma ca populatiile locale studiate
se Tnscriu Tn modelul bifazic propus de Munns (1993). Astfel, trecerea de la
prima faza de stres osmotic la cea de-a doua faza de toxicitate se manifesta
in functie de intensitatea stresului salin si de populatia cultivata.

Conductanta stomatica foliard la fasole a fost determinatd cu
ajutorul porometrului SC-1. Rezultatele obtinute dupa 15 zile si 30 de zile de
la aplicarea tratamentelor saline au Inregistrat valori care indica ca cele doua
concentratii aplicate au influentat conductanta stomatelor, determinand
diferente semnificative intre populatii. Astfel, iIn ambii ani de studiu,
conductivitatea stomatica foliara la sfarsitul tratamentului a fost in general
redusa la populatiile locale de fasole, exceptie facand populatia Blagesti 2,
de la varianta 200 mM.

Prolina este un aminoacid care manifestd o activitate antistres in
special prin efectul antioxidant. In primul an de studiu, la sfarsitul
tratamentului se observa ca odata cu cresterea concentratiei saline, creste si
concentratia prolinei in plante, la patru dintre populatii locale studiate
(Trusesti 2, Blagesti 4, Blagesti 1, Blagesti 2), valorile osciland Tintre
2,80 nmol'mg s.p. si 4,70 nmol-mg sp. Totodatd, se constatd o crestere
liniara, ce semnifica faptul ca prolina are rol in mecanismul de adaptare al
plantelor de fasole la stresul salin.

In anul al doilea de studiu, dupa 30 de zile de la aplicarea
tratamentelor saline s-au remarcat populatiile locale Blagesti 2, Saveni si
Bléagesti 4; de aceasta datd, valorile au oscilat intre 9,70 nmol-mg s.p. si
12,10 nmol'mg s.p., iar acest continut ridicat in prolind indicd faptul ca
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aceste populatii locale incearca prin intermediul diferitelor mecanisme sa
dobandeasca rezistenta la salinitate.

Natriul este un element absorbit mai lent comparativ cu alti cationi,
iar nivelul lui Tn plante are valori mici. Rolul fiziologic al sodiului consta
mai ales in reducerea transpiratiei. Acesta are ca functie mentinerea presiunii
osmotice 1n celule. Insuficienta sodiului la plantele halofile se manifesta prin
culoarea deschisa a frunzelor, aproape alba si prin aparitia de pete necrotice.
Simptomele carentei sunt vizibile la frunzele batrane. Astfel, in primul an de
studiu, la sfargitul tratamentului, la cele sapte populatii de fasole s-a
constatat ca odata cu cresterea concentratiei saline sporeste si concentratia de
Na* din frunze, valoarea maxima inregistrata in cazul variantei tratate cu
200 mM a fost de 0,46 mg/100 mg s.u. la populatia Trusesti 2, iar valoarea
minima la populatia Blagesti 1, respectiv 0,25 mg /100 mg s.u.

La o parte dintre populatiile locale de fasole studiate (Blagesti 1,
Blagesti 3, Saveni) S-a observat prezenta unor simptome de toxicitate, ceea
ce indicd faptul cad acestea nu sunt capabile sd suporte aceste concentratii.
De altfel, frunzele mature nu au capacitatea de a acumula Na* si a asigura
protectie celulelor meristematice si celor cu crestere activa. Pe de alta parte,
clorul este implicat in fotosinteza, cu rolul de a indeparta oxidantii daunatori
sistemelor fotochimice si stimularea transportului de electroni. Acesta are
rolul de a regla potentialul osmotic mentinand nivelul hidric celular. Excesul
acestui microelement influenteaza negativ cresterea plantelor prin
degradarea metabolismului glucidic (Covasa, 2016).

Tn cazul genotipurilor analizate, valorile continutului de clor au fost
mai mari la varianta tratatd cu 200 mM NaCl, comparativ cu varianta
control. Astfel, in primul an de studiu valoarea maxima atinsd a fost de
12,10 mg/100 mg s.u. la Blagesti 1, iar cea minimd a fost de
5,45 mg/100 mg s.u. la Trusesti 2. In anul doi de studiu, valorile continutului
de CI" sunt semnificativ mai mari fata de martor, la varianta tratata cu
200 mM. Valoarea maxima atinge 18,67 mg/100 mg s.u. la Blagesti 1, iar
valoarea minima este de 4,56 mg/100 mg s.u. la Blagesti 2.

Phaseolus vulgaris L. este o sursa importantd de proteini bruta,
chiar dacd aceasta cultura este puternic afectata de salinitatea solului, dar
informatiile despre genele care joaca un rol in toleranta la saruri sunt putine.

In primul an de studiu, continutul de proteinid a scizut datoriti
dozele aplicate; conform studiilor de specialitate stresul salin a provocat
acumularea de anioni, nitrati si aminoacizi liberi, care au determinat o
sintezd a proteinelor redusa, ce a dus in final la o crestere anormald a
plantelor si la un randament scédzut al populatiilor. Totusi, un procent ridicat
de proteina s-a inregistrat la Trusesti 2, Blagesti 2 si Blagesti 4.
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ABSTRACT

Key words: Phaseolus vulgaris L., local population, tolerance,
resistance, saline stress

Earth is considered a salt planet, since about 71% of the surface is
covered by saltwater; about 6% of the total area and 20% of irrigated land
are affected by salinity, which is more than 800 million hectares of land
affected by salinity worldwide (FAO, 2009).

The United Nations Environment Programme (UNEP) estimates that
about 50% of the world's agricultural land is affected by salts
(Flowers and Yeo, 1995). Soil salinity is the second major cause of soil
degradation after erosion for about 10.000 vyears. Globally, about
2.000 hectares of arable land lose their productivity every day due to
salinization. Salinity causes a 10-25% decrease in yield for many crops and
can prevent the productivity of some in its entirety.

At European Union level, there are important saline soils, most of
which are located around the Caspian Sea, the Carpathian Basin,
the Pannonian Region and the Iberian Peninsula; here the salinity of the soil
affects around 1 million ha. In Romania, saline soils were identified in
29 counties of the country, and their total area ended up being 614.000 ha.

In Romania, beans are grown from the 18th century, the most
favourable areas being those of the south, south-east and south-west, in the
plain area and in the meadows of the most important rivers. According to
FAO statistics, Phaseolus wvulgaris L. is cultivated on about
12.000 to 13.000 ha, with total production of 42.000 to 50.000 tonnes. It is
generally adapted to moderate temperatures, precipitations of approximately
400 mM and a growth season of about 60 -120 days. The popularity of
culture comes from the fact that it is relatively easy to produce, is tasty,
versatile and a good source of nutrition, and with a importance nutritional,
agro-technical, economic and social. At the same time, this legume is grown
for both dried (field beans) and green pods (garden beans), green-ripe seeds,
but also partially dried, which are fully used in human nutrition
(Barca, 2013).

From an agrotechnical point of view, Ph. vulgaris it is a very
important crop, because it has the property of fixing atmospheric nitrogen
with the help of bacteria Rhizobium sp. (Munteanu, 2003).
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However, Phaseolus vulgaris L. is a glycophyte plant and low soil
salinity levels (2 dSm™) significantly reduce crop productivity
(Pessarakli, 1999). At a salinity equivalent to 100 mM NacCl, plant yield is
reduced by 85% (Szilaghy, 2003), although some species appear to be much
more tolerant of saline stress than others (Kaymakanova and Stoeva, 2008).
Bayue-los et al. (2002) reported that the increase in salinity from
0 to 180 mM NaCl decreases the germination process by 50% to species
of the genus Phaseolus, and Dobrei et al. (2007) at Phaseolus vulgaris L.
show a high variability in saline stress tolerance, starting from
40-46 mM NacCl up to the values between 196-207 mM NaCl. Therefore, the
increase in yields of bean crops could be achieved on the basis of the
selection of varieties tolerant to salinity (Fita et al., 2015).

The main aims of the thesis is a better understanding of the
physiological and biochemical mechanisms involved in the tolerance to
saline stress of the species Phaseolus vulgaris L., as well as the
identification of local populations of beans tolerant to this abiotic factor,
from the region of NE of Romania. Subsequently, these forms can be used to
improve morphological self-sufficiency.

The doctoral thesis comprises five chapters with 198 pages,
23 tables and 86 figures, structured in two parts:

Part | includes aspects and bibliographic studies on: the problem of
soil salinization and alcanization around the globe, the concept of stress, the
tolerance of plants to adverse environmental conditions, the harmful action
of the high concentration of salts to bean plants and other species. This part
is edited on 23 pages, representing (11,%) from entire thesis and contains
three figure.

Part ll-a is written on 101 pages, representing (53,5%) the entire
thesis, and comprises 83 figures and 23 tables. This part presents the results
of own research, on the subject of the doctoral thesis.

Biological material has been collected from the following locations:
Saveni, Trusesti, Codreni, Copalau si lezer, from Botosani county, Mosna
from lasi county, and Blagesti from Vaslui county. Of the 13 local
populations originally collected, 7 local populations have been selected as
more resilient at saline stress conditions. Thus, local populations collected
from the localities Saveni, Trusesti, Mosna si Blagesti, remained for
research. The collection took into account the fact that the material chosen
represents a local population and not a commercial species.

The research methods. During the 2017-2019 period, seven local
populations of beans were studied, which were subjected to physiological
and biochemical tests which followed: the foliar surface, the water content at
the foliar level, foliar dehydration rate, analysis of the content of
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photosynthetic pigments, stomatal conductance, the content of Na* and Cl" in
the leaves, the proline content of the leaves, the raw protein content of the
grains, soil pH and elements related to production.These determinations aim
to highlight the response of these local populations to saline stress.

Experience was placed in the sera of the ICAM Iasi, and laboratory
analyses were carried out in 2017-2019, in the laboratory
"Plant Physiology", from Faculty of Agriculture, USAMV Iasi,
"Institute of Research for Agriculture and the Environment” (ICAM), from
lasi, and to "Food Quality Control Laboratory" of the USAMYV Iasi.

The bifactorial experience was established in vegetation vessels and
organised in the form of randomized blocks with three repetitions. The two
factors influencing the conduct of the experiment were: factor A, represented
by the three concentrations of NaCl (V1- water, V2- 100 mM NaCl and
V3- 200 mM NaCl) and factor B represented by the local populations
studied. 372 of plants were studied in the two years of experimentation.

The determinations were carried out 15 and 30 days after the
NaCl treatment.

The surface foliar is the physiological index of major importance in
terms of characterising the intensity of growth processes, perspiration,
respiration and photosynthesis. The effect of salinity on foliar growth was
assessed by determining the surface of the leaves from the middle third of
the stem using the portable Area Meter AM 300-0002.

In the first and second year of the study, the surface foliar decreased
directly proportionally with applied saline concentrations, manifesting a
negative effect of the salts on the leaves of the median zone, as these leaves
began to grow under the effect of saline stress, as well as the fact that
mineral ions have been transported with water to the areas with more intense
perspiration where they accumulate, generating toxic phenomena. Higher
values of the surface foliar have been recorded in the local populations
Blagesti 1, Blagesti 2, Blagesti 3, Blagesti 4 and Trusesti 2, which indicate
good resistance to saline stress.

The evaluation of the fructification process was carried out on the
basis of biometric indicators such as: average number of grains /plant and
average weight of grains /pod.

In the first year of study, production (the number of grains per plant)
was significantly influenced by the treatments of saline applied at both
concentrations. At the variant treated with 200 mM the lowest values were
recorded in the furry population Blagesti 4, which had a production of
93.40% of that of the witness. On the other hand, the population Saveni has
registered a reduced production of 25.00% and Trusgesti 2 of 39.13% of the
control variant.
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Concentrations of 100 mM and 200 mM NaCl negatively influenced
the weight of bean beans, in the case of the seven local populations studied
and oscillate between 41.17% (Mosna) and 91.85% (Blagesti 4).

In the second year of study, the most productive populations were
Blagesti 1, Trusesti 2 and Saveni, to both variants. In this case the
production has oscillated between 32.18% (Blagesti 3) and 78.12% (Saveni).
The weight of grains/pods has been reduced much and this time, oscillate
between 23.05% and 72.11% to both variants.

The hydraulic regime was assessed by analysing the water content
of the leaves and the rate of foliar dehydration.

The analysis of the water content of the leaves was investigated by
determining the two forms: free and bound water.

In the first year of study, 30 days after the application of saline
treatments there was a slight increase in total water content for all
populations, which oscillated between 59.93% and 82.30%. In this case, the
population of Blagesti 2 and Trusesti 2 from the 200 mM variant is noted.
Free water content is lower compared to the control variant for five
populations (Blagesti 1, Blagesti 2, Mosna, Trusesti 2 and Saveni),
indicating that the reduction of free water content increased the biological
capacity of plant tolerance studied at abiotic stress conditions. Instead, there
was an increase in the amount of bound water that increased the resistance
of plants to the high concentration of 200 mM. In the first year of study all
local populations (Blagesti 1, Blagesti 2, Blagesti 3, Blagesti 4, Saveni,
Mosna, Trusesti 2) presented a higher degree of adaptation due to the large
amount of water linked, assimilated under the conditions of a salin stress.

In the second year of study, a high content of total water was
recorded to all three variants, to the local populations Blagesti 2, Saveni,
Mosna si Blagesti 3. A lower free water content compared to the control
variant was recorded for four local populations (Blagesti 2, Blagesti 4,
Saveni, Trusesti 2), indicating that free water increased the biological
capacity of plant tolerance to salin stress. Instead, only three local
populations presented a large amount of water bound, at the concentration
of 200 mM, which suggests that Blagesti 2, Saveni si Blagesti 1 presents a
higher degree of adaptation.

The dehydration rate of the leaf depends on the
morpho-anatomical and physiological properties of the leaf tongue and may
be an indication of the intensity of perspiration. Plants with better salinity
resistance are characterized by cuticular perspiration and a lower leaf
dehydration rate. In the first year of the study, have been identified the
populations Trusesti 2 and Blagesti 4. For the second year of the study, all
populations in the study have a good ability to adapt to saline stress
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conditions over a long period of time, as they experienced a lower rate of
dehydration compared to the control variant, to the variant 200 mM NacCl.

The analysis of the foliar pigments reflecting the intensity of the
photosynthesis process was carried out by the spectrophotometric method
and with the CCM 200 PLUS.

In the first year of the experiment, after 30 days of saline treatment,
in the case of exposure to 100 mM and 200 mM NacCl, results obtained to
the populations Mosna, Saveni, Trusesti 2, Blagesti 4, Blagesti 2 and
Blagesti 1, indicates their maintenance in the osmotic stress phase and good
adaptation to an intense photosynthetic rhythm.

In the second year of study, the application of the 200 mM saline
treatment led to higher levels of chlorophyll pigments for local populations
Blagesti 4, Blagesti 2, Blagesti 1 si Saveni, which allows us to conclude that
these populations have a high potential for salt stress.

From the results obtained, we can say that the local populations of
the beans studied fit into the biphasic model proposed by Munns (1993).
Thus, the transition from the first phase of osmotic stress to the second phase
of ion toxicity is based on the intensity of saline stress and the population
cultivated.

Stomatal conductance has been determined with the porometer
SC-1. Results obtained after 15 days and 30 days treatment showed values
indicating that applied saline stress influenced stomatal conductance leading
to significant differences between populations. Thus, in both years of study,
foliar stomatal conductance, after 30 days of saline treatment was generally
reduced to local populations of beans, except the Blagesti 2 from the variant
200 mM.

Prolina is an amino-acid that manifests an antistress activity in
particular by the antioxidant effect. In the first year of study, at the end of
treatment, it is observed that as saline concentration increases,
the concentration of proline in plants increases in for of the populations
(Trusesti 2, Blagesti 4, Blagesti 1, Blagesti 2), values oscillating between
2.80 nmol-mg FW and 4.70 nmol-mg FW. At the same time, there is a linear
increase is observed, meaning that prolina has a role in the mechanism of
adaptation of plants to saline stress.

In the second year of study, 30 days after the application of saline
treatments were noted local populations Blagesti 2, Saveni and Blagesti 4;
this time, the values oscillate between 9.70 nmol'mg FW and
12.10 nmol-mg FW, and this high prolina content indicates that these local
populations are trying through different mechanisms to gain resistance to
salinity.
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Sodium is a slower absorbed element than other cations, and its
level in plants has low values. The physiological role of sodium is mainly
found in reducing perspiration. It has the function of maintaining osmotic
pressure in cells. Sodium deficiency in halophilic plants is manifested by the
open colour of the leaves, almost white and the appearance of necrotic
stains. The symptoms of the deficiency are visible on the old leaves. Thus, in
the first year of study, at the end of treatment, to the seven bean populations,
it is shown that as the saline concentration increases, so does the Na*
concentration in the leaves, the maximum value recorded for the 200 mM
variant was 0.46 mg /100 mg DW to the Trusesti 2 and the minimum value
to the population Blagesti 1 (0.25 mg /100 mg DW).

On the other hand, chlorine is involved in photosynthesis, with the
role of removing oxidants harmful to photochemical systems and stimulating
the transport of electrons. This has the role of regulating osmotic potential by
maintaining the cellular hydraulic level, ensuring the opening of the
stomates. Excess of this micro-element adversely affects plant growth by
degradation of glucydic metabolism.

The chlorine content were higher to the tratament 200 mM NacCl
compared to control variant. Thus, in the first year of the study, the
maximum value reached was 12.10 mg /100 mg DW to Blagesti 1, and the
minimum value was 5.45 mg /100 mg DW to Trusesti 2. In the second year
of the study, the chlorine content value are significantly higher than to the
control variant, to 200 mM. The maximum value is 18.67 mg /100 mg DW
to Blagesti 1 and the minimum value is 4.56 mg /100 mg DW to Blagesti 2.

Some of the local populations of beans studied (Blagesti 1,
Blagesti 3, Saveni) showed signs of toxicity indicating that they are not able
to tolerate these concentrations. In addition, mature leaves do not have the
ability to accumulate Na* and to ensure protection of the meristematic and
active growth cells.

Phaseolus vulgaris L., is an important source of raw protein,
although this crop is strongly affected by soil salinity, information on genes
that play a role in salt tolerance is rare. In the first year of the study, the
protein content was adversely affected by the doses administered, indicating
a negative effect of saline stress on all local populations studied and causing
the accumulation of free anions, nitrates and amino acids, which led to a
synthesis of reduced proteins, which eventually led to abnormal plant growth
and low yield of populations. However, a high percentage of protein was
recorded at Trugesti 2, Blagesti 2 and Blagesti 4.
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PARTEA I.
STADIUL ACTUAL AL CUNOASTERII STIINTIFICE
PRIVIND COMPORTAMENTUL PLANTELOR IN
CONTEXTUL SALINITATII SOLULUI

PART I.
STATE OF SCIENTIFIC KNOWLEDGE OF PLANT
BEHAVIOUR IN THE CONTEXT OF SOIL SALINITY
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CAPITOLUL 1. CUNOSTINTE TEORETICE PRIVIND
FIZIOLOGIA TOLERANTEI LA EXCES SALIN A
PLANTELOR

CHAPTER 1. THEORETICAL CONSIDERATIONS
REGARDING THE TOLERANCE PHYSIOLOGY AT
EXCES SALIN OF PLANTS

1.1. Problema salinizarii si alcalinizarii solului pe glob

La nivel global, aproximativ 2.000 hectare de teren arabil isi pierd
din productivitate in fiecare zi din cauza salinizarii; aceasta duce la scdderea
randamentului cu 10-25% pentru multe culturi si poate impiedica
productivitatea in totalitate pentru altele. La nivelul Uniunii Europene exista
importante areale cu soluri saline, cele mai multe sunt situate Tn jurul
Marii Caspice, Bazinului Carpatic, Campiei Panoniei si Peninsulei Iberice;
aici salinitatea solurilor afecteaza in jur de 1 milion de ha.

Salinizarea reprezintd acumularea in sol a sarurilor solubile in apa,
ce contin ioni precum: potasiu (K*), magneziu (Mg?*), calciu (Ca?"),
sodiu (Na*), clor (CI), sulfat (SOs%), carbonat (COs%), bicarbonat (HCO3)
(http://soco.jrc.ec.europa.eu); alcalizarea (solonetizare) inseamna inlocuirea
cationilor bivalenti (Ca?* si Mg?*) din complexul adsorbtiv al solului cu Na*,
iar solodizarea este procesul prin care are loc Tnlocuirea natriului schimbabil
cu hidrogenul. Saraturarea cuprinde salinizarea si/sau alcalizarea, ori si una
si alta (Sandu,1984).

Solurile saline ("saline soils") reprezinta solurile care contin saruri
solubile in cantitati suficiente pentru a interfera cu cresterea celor mai multe
plante de cultura, dar nu contin suficient Na* pentru a altera considerabil
caracteristicile solului (Poljakoff-Mayber et al.,1975). Aceste soluri au o
conductivitate electrici (CE) a extratului saturat de sol mai mare de
4 milihoms/cm (40 megq/1) si un procentaj de Na* schimbabil (ESP) mai mic
de 15%. Totodata, solurile saline-alcalice (“'saline alkali solis") sunt solurile
a caror conductivitate electrica (CE) a extractului saturat de sol este mai
mare de 4 milihoms/cm si al caror ESP este mai mare de 15%. pH-ul acestor
soluri este de obicei mai mic de 8,5. Aceste categorii de soluri sunt incluse in
clasa "salidelor" si sunt definite ca "alte aridisoluri care au un orizont salic,
cu o limitd superioard de circa 100 cm din profilul solului" (Grigore, 2008).
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Abordarea salinizarii solului prin imbunatatirea practicilor privind
solul, apa si gestionarea culturilor este importantd pentru realizarea
securitatii alimentare si pentru evitarea desertificarii (Shabbir et al, 2018).
Daca terenurile saline se vor extinde, 50% din terenurile cultivabile se vor
pierde la mijlocul secolului XXI (Flowers, 1999; Jamil et al., 2011;
Mahajan and Tuteja, 2005;), ceea ce determina pierderi economice de
cca. 13 miliarde de dolari pe an (Ghassemi et al., 1995). De altfel, zonele
aride sau de desert reprezintd 25% din suprafata terestra a planetei
(Zhu, 2001; Lluch et al., 2007). Prin urmare, salinitatea este unul dintre cei
mai semnificativi factori abiotici care limiteazad productivitatea culturilor,
salinizarea fiind un proces frecvent care constituie o constrangere majora
pentru productia alimentara (Munns, 1993; Gama et al., 2007).

In regiunile calde si uscate ale lumii, solurile sunt in mod frecvent
saline si au un potential agricol scazut. In aceste zone majoritatea culturilor
sunt irigate, iar pentru a exacerba problema, managementul inadecvat de
irigare duce la o salinizare secundari (Glick et al., 2007).

Suprafetele cultivate se reduc in mod constant din cauza conditiilor
de mediu nefavorabile si a schimbdrilor climatice globale
(Hasanuzzaman et al., 2013), iar stresul salin este unul dintre principalii
factori care limiteazd productivitatea plantelor in regiunile aride si
semi-aride (Lluch et al., 2007) si are efecte nocive directe asupra a
numeroase specii vegetale (Keck et al., 1984; Cordovilla et al., 1994).

Efectele daunatoare ale salinitdtii excesive asupra cresterii plantelor
sunt asociate cu potentialul osmotic scazut al solutiei solului, dezechilibrul
nutritional, efectul ionic specific sau o combinatie a acestor factori
(Ashraf, 1994; Marschner, 1996). Toate acestea cauzeaza efecte adverse
asupra cresterii si dezvoltarii plantelor la nivel fiziologic, biochimic
(Levitt, 1980; Gorham et al., 1985, Munns, 2002) si molecular
(Winicov, 1998; Tester and Davenport, 2003). In aceste conditii, plantele de
culturd nu vor creste la concentratii mari de saruri, ci doar halofitele,
"plantele iubitoare de saruri" se vor dezvolta in concentratii de NaCl mai
mari de 400 mM (Marschner, 1996). Exista un spectru de toleranta la saruri
foarte larg, de la cele mai sensibile plante, care sunt afectate sever, chiar de o
concentratie mica de 50 mol= NaCl, pana la cele capabile sd-si termine ciclul
lor de viata in conditiile unei concentratii de 500 mol=NaCl.

Salinitatea afecteazd in mare masurd productia vegetala, in functie
de nivelul de salinitate si de stadiul critic de toleranta al culturilor. In diverse
studii s-a urmarit efectele salinitatii asupra proceselor fiziologice ale
plantelor si asupra efectelor ulterioare, cu privire la randamentul acestora
(Greenway si Munns, 1980; Shannon si colab., 1994; Neumann, 1995).
Astfel, s-a constatat ca salinitatea reduce capacitatea plantelor de a utiliza
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apa si determind o scadere a ratei de crestere, precum si modificari ale
proceselor metabolice ale plantelor (Munns, 1993; Munns, 2002). Mai mult
decat atat, salinitatea diminueazd cresterea si randamentul productiv, in
functie de speciile de plante, de nivelurile de salinitate aplicate si de ionii din
compozitia sarurilor (Yadav si colab., 2010).

Solonceacurile, denumite si soluri saline, saline-alcalice,
se caracterizeaza fie prin acumularea sarurilor solubile in orizontul superior
(0-20 cm) peste 1g/100 g sol, cu repartitie relativ uniforma pe profil, fie prin
existenta unui orizont salic. In compozitia chimica a sarurilor predomina
clorurile (NaCl, CaCly), sulfatii (Na;SOs4, MgSOQOs), carbonatii (Na.COs),
bicarbonatii (NaHCOs3), nitratii si boratii (Sandu, 1984). Continutul de saruri
solubile la suprafata solonceacurilor depaseste 1-1,5 g/100 g sol, in functie
de compozitia ionicd si nocivitatea sarurilor solubile acumulate
(Florea, 1963).

In secolul trecut, procesele de degradare fizici, chimica si/sau
biologica a terenurilor au avut consecinte grave asupra resurselor naturale
globale (de exemplu, compactarea, contaminarea anorganica/organicad si
diminuarea activitatii/diversitatii microbiene). Suprafata solurilor deteriorate
continud sa creasca in fiecare an datoritd introducerii de irigatii In zone noi
(Patel et al., 2011). De aceea, o provocare majora fata de agricultura
mondiald implica producerea cu 70% mai multe culturi alimentare pentru
incd 2,3 miliarde de oameni pana in 2050, n intreaga lume (FAO, 2009).

% Cauzele salinititii solului

In acest moment, acumularea sarurilor reprezinti una dintre
principalele amenintari pentru ecosisteme. Tn acest sens, factorii care duc la
acumularea excesiva de saruri in sol pot fi naturali sau antropogeni, si au un
impact major asupra productivitatii agricole, sanatatii mediului si bunastarii
economice.

Dupa Shabbir et al., (2018), pot exista multe cauze ale acumularii
sarurilor in soluri; cele mai frecvente surse sunt enumerate mai jos: solul
salin (material parental); irigarea cu apa salind; infiltrarea apei de mare in
tarmurile de coasta, precum si in stratul acvifer ca urmare a supraexploatarii
si suprautilizarii apei; o drenare restrictionatd a apei; evaporarea de suprafata
si transpiratia plantelor; vaporii condensati din apa de mare care cad pe sol
ca precipitatii; suprasolicitarea solului cu ingrasaminte
(chimice si gunoi de grajd); utilizarea amendamentelor pentru sol
(var si gips); utilizarea namolurilor de epurare ca fertilizanti.
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¢ Aspecte privind siriturarea solului pe teritoriul tarii noastre

Solul reprezintd o resursd naturald importantd in contextul
dezvoltarii durabile. Procesele de degradare, respectiv salinizarea si
alcalinizarea, limiteaza potentialul agro-ecologic al solului si prezinta un risc
socio-economic pentru dezvoltarea durabila a unei tari (Varallyay, 2002).

Saraturarea solului este un proces frecvent intalnit si la noi in tara,
astfel ca suprafetele afectate de exces de salinitate sunt de circa 400.000 ha.
Totodata, fiecare regiune geografica din Romania prezintd unele
caracteristici particulare geologice, litologice, hidrogeologice si biologice,
care influenteaza migrarea si acumularea sarurilor In soluri si apele freatice.
Astfel, in judetul Vaslui, solurile saraturate insumeaza suprafata de 2.723 ha;
aceste suprafete se gasesc in zona luncii Prutului (Albita-Falciu) si in partea
sudica a bazinului hidrografic al rului Barlad (Banca, Blagesti, Gagesti,
Milusteni si Tutova). In judetul Iasi, solurile salinizate ocupa o suprafati de
circa 55.000 ha si se gdsesc in luncile Siretului si Moldovei
(http://www.icpa.ro), iar in judetul Botosani, saraturile ocupa o suprafatd de
63.098 ha si sunt localizate pe aluviunile vailor dar si pe versanti
(http://www.isubotosani.ro).

Conform lui Toth si colab. (2008), delimitarea solurilor saline a
cuprins soluri cu denumiri ce indica prezenta salinizarii (Fig.1.1.), dupa cum
sunt prezentate: solurile solonceac ce au un orizont salic in primii 50 de cm
adancime de la suprafata solului; solurile salice care au un orizont salic in
primii 100 de cm adancime de la suprafata solului si solurile petrosalice care
au in primii 100 de cm adancime de la suprafata solului un orizont de 10 cm
cu sdruri cimentate mai solubile decat ghipsul (Tesileanu si Fedorca, 2016).

egenda

Situatia solurilor afectate de saruri din Romania

Fig. 1.1. Harta solurilor afectate de siaruri din Romania (Tort si colab., 2008)
Fig. 1.1. Map of salts affected soils in Romania (Toth et al., 2008)
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1.2. Cercetari privind conceptul de stres si aspecte privind
importanta studierii tolerantei la salinitate

Stresul ambiental este privit ca orice modificare Tn cadrul conditiilor
de crestere din habitatul natural al planetei, modificare ce perturba sau
intrerupe starea de homeostazie metabolicd. Asemenea modificari in timpul
cresterii necesita o reglare a cailor metabolice, care are ca scop dobandirea
unei noi stari de homeostazie (Mittler, 2006).

Tn fiziologia plantelor, prin termenul de "stres” se subintelege oricare
factor, ce tulburd functionarea normald a organismului (insuficienta sau
excesul de umezeald, devierea temperaturii de la valoarea optima pentru
viata plantelor, deficitul sau surplusul elementelor minerale etc). In astfel de
cazuri se poate vorbi de stres hidric, termic si salin (Kramer, 1980).
In alt studiu, Steponkus (1981) relateazi ca factorii de stres conditioneaza
aparitia diferitelor anomalii fizico-chimice in celulele organismului vegetal,
care duc la afectarea structurilor sau pierderea functiilor metabolice.

Totodata, Timmerman and Steelin (1984) considera "stres" toate
actiunile externe care diminueazd sau franeazd complet formarea
substantelor organice in diferite parti ale plantei. Wallace (1986) considera o
manifestare a starii de stres, dereglarea absorbtiei si utilizarii apei si a
elementelor minerale, in urma careia se limiteaza obtinerea recoltelor
potential inalte. Conform lui Zonghin Lu and Newmann (1999) stresul
determind inhibarea cresterii plantelor sub influenta factorilor nefavorabili,
este masurat in factori care limiteaza cresterea sau este definit ca un factor
extern care exercitd o influentd nefavorabila (Taiz and Zeiger, 1998).

I'enkens (1982), citat de Stefirtd (2002) este cel care pentru prima
dati a folosit termenul "fitostres"” in sens de reactie a organismului vegetal la
actiunea conditiilor nefavorabile de existenta. Acesta denumeste factorii
nefavorabili "stresori”, iar reactia organismului vegetal la orice deviere de la
norma — stres. Tot dupa I'enkens (1982) factorii externi pot actiona timp
indelungat sau o perioada scurta de timp, dar pot sa aiba un impact puternic.

In primul caz se manifesta mecanismele specifice ale rezistentei, iar
in al doilea caz, cele nespecifice. Raspunsul nespecific al plantei constituie
reactia de stres. In legituri cu aceasti afirmatie, Koctiok and Muxees
(1997), citat de Stefirta (2002) atentioneaza despre dependenta reactiei
nespecifice a organismului, de “sensibilitatea” lui, "nivelul critic de
rezistentd", precum si de "starea initiala" a organismului. Asadar, "stresul”
poate fi definit ca un proces si totodatd ca un rezultat al trecerii sistemului
biologic intr-o stare noua sub influenta factorilor mediului de o intensitate
critica (Stefirtd, 2002).
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Pragul de salinitate este caracterizat ca fiind punctul concentratiei
sarurilor la care abilitatea plantelor de a supravetui si de a se reproduce nu
mai este asiguratd (Pasternak,1990). Dar, supravetuirea si reproducerea unei
specii nu sunt intotdeauna impiedicate la acelasi nivel de salinitate
(Tazuke, 1997). In general, clasificarea tolerantei la salinitate a speciilor de
cultura se bazeaza pe pragul conductivitatii electrice si pe productivitate care
scade sub nivelul acestui prag (Greenway and Munns, 1980).

Studiile comparative care coreleaza raspunsurile la stres cu toleranta
relativa a taxonilor legati genetic de specii diferite din acelasi gen, varietati
sau soiuri diferite ale aceleiasi specii, pot fi extrem de utile pentru a defini
acele mecanisme care sunt cele mai relevante pentru toleranta la salinitate la
o anumitd cultura (Gil et al., 2013). Raspunsurile la stres depind de stadiul
de dezvoltare a plantelor (L&uchli et al., 1992). Tn timpul primelor etape de
dezvoltare, plantele tinere sunt, Tn general, mai sensibile la stres decat
plantele adulte si ar trebui sa fie mai usor sa se detecteze diferentele in
toleranta relativa a soiurilor investigate.

Totodatd, rezistenta plantelor la salinitate este determinatd de
insusirile morfo-anatomice si fiziologice, care ajung sa le asigure toleranta la
concentratii semnificative de saruri, ce poarta numele de caractere de
halomorfism (Covasa, 2016).

Toate plantele sunt sensibile la 0 anumita concentratie de saruri, dar
pragul critic de concentratie variaza de la specie la specie si in interiorul
speciei de la planta la planta. Sensibilitatea plantelor depinde de: specie,
stadiul de dezvoltare si durata stresului osmotic (Eynard et al. 2006).

Plantele halofile exprima, etimologic, afinitatea fatd de saruri si nu
implica nuanta existentei unui factor perturbator in cresterea si dezvoltarea
halofitelor. Tn schimb, glicofitele pot fi puse mai usor in relatie cu stresul
salin; acestea sunt afectate de concentratiile ridicate de saruri, ceea ce ne
indreptateste sd consideram modificarile fiziologice, metabolice si chiar
structurale ale acestora ca un raspuns la stresul salin (Grigore, 2008).

O diferentd majora intre halofite si glicofite este reprezentata de
capacitatea primelor de a face fatd socului salin (osmotic), iar aceastd
abilitate le permite sd-si dobandeascd mult mai repede starea metabolica
permanenta cand cresc in medii salinizate (Niu et al., 1993). De altfel,
celulele glicofitelor manifesta si ele capacitatea de a tolera sarurile,
demonstrand  faptul ca  impunerea  stresului  este  gradualad
(Amzzallag et al., 1990). Glicofitele restrictioneaza migrarea ionilor catre
timp ce halofitele tind sa absoarba Na*, ceea ce explica de ce radacinile au de
obicei concentratii mult mai scazute de NaCl decét restul organelor plantei
(Adam et al., 1992).
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In literatura de specialitate s-a facut o distinctie clara intre halofite si
glicofite. Etimologic, halofitele, desemneaza ,,plantele iubitoare de saruri’’
(hals-sare; phyton-planta; philcin-a iubi), Tn timp ce glicofitele sunt plante
care preferd substraturile ,,dulci’’. De altfel, sunt plante care sunt afectate
sever de o concentratie micd de 50 mol® NaCl, dar sunt plante care sunt
capabile sd se dezvolte la concentratii de 500 mol® NaCl
(Sharma and Gupta, 1986). Jennings (1976) spune despre halofite ca
sunt,” flora nativa a mediilor saline’” (Grigore, 2008).

Schimper (1903) defineste halofitele ca fiind plantele capabile sa-si
definitiveze  ciclul biologic pe un substrat bogat Tn NaCl.
Khan and Duke (2001) le caracterizeaza ca organisme specializate, avand
trasaturi morfologice si fiziologice care le permit s& se reproduca pe soluri
cu mari concentratii de saruri. Dupa Flowers and Colmer (2008), halofitele
au fost definite ca specii care supravetuiesc si se reproduc in medii a caror
concentratie este de cca. 200 mM NaCl.

1.3.Actiunea daunitoare a concentratiei ridicate de saruri
asupra plantelor

Schubert (2011) dupa Munns (1993) specifica ca reactia plantelor la
salinitate are loc n trei faze: faza zero se caracterizeaza prin adaptarea
plantelor la un soc osmotic pe termen scurt la stresul declansat de saruri;
in a doua faza are loc reducerea cresterii, datorita stresului osmotic provocat
de sdrurile din solutia externd la nivelul radacinii, iar in a treia faza are loc
modificarea intensitatii transpiratiei, care are loc in functie de genotip si de
toxicitatea ionica la nivelul foliar. Astfel, concentratia crescutd de saruri
reduce in jurul sistemului radicular potentialul osmotic al apei, ingreunand in
cele din urma absorbtia apei de catre plante (efect osmotic), respectiv induce
simptome de toxicitate (efectul ionic), rezultate din echilibrul metabolic si
senescentd prematurd a frunzelor. Pe parcursul celor trei faze pot fi observate
o serie de modificari moleculare si fiziologice, respectiv: scaderea
conductivitatii stomatice si a conductantei hidrice radiculare, reajustarea
balantei hidrice prin sintetizarea unor compusi osmoactivi, reajustarea ratei
de crestere, tulburdri nutritionale, precum si schimbarea concentratiei
pigmentilor fotoasimilatori (Munns and Tester, 2008; Galani, 2014).

De altfel, in abordarea reactiei fiziologice a plantelor la salinitate se
poate utiliza modelul trifazic, propus de Schubert (2011), dupa care
reactioneaza plantele, in special in cazul culturii hidroponice, sau modelul
bifazic, In care faza zero lipseste, model utilizat si in studiile de fata,
deoarece se preteaza mai bine la tipul de experienta folosit (Fig.1.2.).
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Fig. 1.2. Modelul bifazic de riaspuns a plantelor la stresul salin (Schubert, 2011)
Fig. 1.2. The biphasic model of plant response to saline stress (Schubert, 2011)

Salinitatea crescutd induce un stres atit hiperionic, cat si
hiperosmotic, care pot avea drept consecintd moartea plantei
(Glenetal., 1999).

lonii in cauza Na* si Cl" sunt considerati, osmoliti agresivi, pe baza
diametrelor lor ionice mici si a tendintelor lor puternice de a atrage apa
(Schulze et al., 2002), iar concentratiile ridicate ale acestor ioni in apoplast
conduc la dezechilibre in relatiile hidrice si ionice. Acesti ioni pot cauza
toxicitate pe mai multe cdi: actionand ca antimetaboliti; legand sau
precipitind diferiti metaboliti; catalizdnd descompunerea rapidd a
elementelor esentiale; prin combinarea cu membranele celulare si
afectandu-le astfel permeabilitatea, inlocuind elementele esentiale, fard a
putea insa sa le suplineasca si functiile. Astfel, salinitatea ridicatd cauzeaza
un deficit hidric intern, iar plantele care sunt afectate de un astfel de stres
salin pot si dezvoltate citeodati structuri xeromorfe. In acest sens,
Schimper (1903) a vorbit despre "seceta fiziologica", respectiv aparitia unor
caracteristici comune, atat la plantele de desert, cat si la plantele halofile,
in care reducerea absorbtiei apei conduce la unele modificari in anatomia
plantelor, fiind vorba de suculenta, reducerea suprafetei foliare si o pasla de
peri absorbanti.

In acelasi timp, potentialul osmotic al sevei, considerati la nivelul
frunzelor plantelor crescute in conditii saline, se modificd in sensul
mentinerii unui gradient constant al potentialului hidric intre frunze si sol
(Slatyyer, 1961, cit. de Poljakoff-Mayber et al. Gale, 1975). Ulterior,
s-a demonstrat si reglarea potentialului osmotic in radacini, dar dezechilibru
hidric nu poate fi implicat in raspunsul fata de salinitate, iar pipernicirea
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plantelor, productiile scdzute, arderea sau cloroza frunzelor se datoreza
potentialului osmotic al celulei (Grigore, 2010).

1.4. Phaseolus vulgaris L. Tn contextul stresului salin

La nivel global, productivitatea culturilor agricole este inhibata de
stresurile abiotice si biotice (Gong et al., 2013), care afecteaza raspandirea
speciilor de plante, in diferite zone de mediu (Chaves et al., 2003). In aceasta
situatie, legumele sunt necesare acum mai mult decat oricand
(Arnoldi et al., 2014; Araujo et al., 2015). Leguminoasele sunt culturi foarte
importante pentru alimentatie, cunoscute pentru beneficiile lor pentru
sanatate (Arnoldi et al., 2014), ingredient vital al dietelor si nu numai
(Vaz Patto et al., 2014), dar si ca furaj pentru animale, Tn producerea de
carne si lapte de inalta calitate (Boelt et al., 2014).

Genul Phaseolus L. include numeroase specii salbatice si cultivate,
originare din Lumea Noua, fiind cultivate pe toate continentele, cu exceptia
Antarcticii, Tn conditii climatice foarte diverse (Debouck, 1999). Acest gen
are aproximativ 50 de specii (Delgado, 1985; Lack-ey, 1983), fiind o sursa
importanta de proteine, in zone care variaza de la mai putin de un hectar
pana la sute, oferind trei recolte majore pe an.

Din categoria plantelor leguminoase, Phaseolus vulgaris L. este de
departe cea mai importanta (Broughton et al., 2003), dar este considerata o
specie  sensibilda la salinitate, 1n comparatie cu alte specii
(Bouzid and Chaabane, 2012). De altfel, seceta si salinitatea solului,
reprezinta o cauzd majord a pierderilor de productie la genul Phaseolus
(Maas and Hoffman, 1977; De Pascale si colab., 1997; Szilagyi, 2003;
Gama et al., 2007; Kaymakanova and Stoeva, 2008). Ph. vulgaris este o
plantd glicofila, iar nivelurile scizute de salinitate a solului (2 dSm™) reduc
semnificativ productivitatea culturilor (Pessarakli,1999). La o salinitate
echivalentd cu 100 mM NaCl, randamentul plantelor a scazut cu 85%
(De Pascale et al., 1997; Szilaghy, 2003), desi unele soiuri par a fi mult mai
tolerante fata de stresul salin, decét altele (Kaymakanova and Stoeva, 2008).
Prin urmare, cresterea productivitatii culturilor de fasole ar putea fi facuta
pe baza selectiei soiurilor tolerante la salinitate (Fita et al., 2015).
Bayue-los et al. (2002) au raportat faptul cd, cresterea salinitatii
de la 0 la 180 mM NaCl scade procesul de germinare cu 50% la speciile din
genul Phaseolus, iar cercetarile facute de Dobrei si colab. (2007) arata ca
Phaseolus vulgaris L. prezinta o mare variabilitate in privinta tolerantei la
stres salin, pornind de la 40 - 46 mM NaCl pana la valori cuprinse intre
196-207 mM NaCl.

Cu toate acestea, fasolea ca si alte leguminoase sunt considerate
culturi adecvate pentru cresterea bioproductivitatii si recuperarea terenurilor
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marginale, pentru cd ele nu sunt numai o sursd majora de proteine, vitamine,
minerale si fibre, ci sunt cunoscute pentru ca imbogatesc solul in azot, in
urma simbiozei cu bacteriile din genul Rhizobium.

Salinitate se asteapta sd creasca in viitorul apropiat, cel putin in
regiunile aride si semiaride, datoritd schimbarilor climatice (IPCC, 2014), iar
agricultura de subzistenta in tarile in curs de dezvoltare va fi afectata 1n mod
special (Morton, 2007).

1.5. Studii asupra mecanismelor biochimice si fiziologice privind
reactia de raspuns a plantelor de fasole la stresul salin

Salinitatea este consideratd un concept generic, care este folosit in
vorbirea curentd pentru a desemna principalul factor de constrangere asupra
plantelor, fiind factorul ecologic ce permite legarea aproape involuntara a
halofitelor de mediul lor de viata, iar dereglarile proceselor metabolice din
plante, au determinat cercetétorii din intreaga lume cét si din Roménia sa
studieze cu interes acest factor abiotic.

Studiile au avut ca scop intelegerea mecanismelor prin care plantele
reactioneazd la stresul salin. De asemenea, s-a urmarit identificarea unor
metode prin care se poate imbundtiti capacitatea acestora de a face fata
salinitatii. Reusita cercetdrilor ar putea insemna extinderea cultivarii
plantelor pe suprafetele afectate de salinizare, posibilitatea utilizarii apei
marilor si oceanelor, o sursa vastd pentru irigarea culturilor si, in final
cresterea productiei mondiale de biomasa.

Datoritd celor enuntate anterior, Tn acest subcapitol sunt prezentate
cercetdri care au vizat comportarea speciei Phaseolus vulgaris L. si a altor
specii in conditii de stres salin. Astfel, studiile realizate au avut ca scop
intelegerea mecanismelor fiziologice implicate in toleranta fasolei la acest
factor abiotic si identificarea unor cultivare valoroase ce pot fi ameliorate si
utilizate pe terenurile supuse salinizarii.

Cele mai frecvente procese fiziologice si biochimice urmarite la
plantele supuse stresului salin sunt: cresterea organelor subterane si aeriene,
continutul de pigmenti fotosintetici, de prolind si de apa la nivel foliar.
De aceea, in continuare se vor prezenta cele mai recente studii cu privire la
aceste aspecte, punandu-se accent pe reactia plantelor de fasole la stresul
salin.

1.5.1. Efectele salinitatii asupra nutritiei minerale a plantelor

Tratamentele saline aplicate plantelor confirmd ipoteza conform
careia necrozele care apar pe suprafata frunzelor sunt determinate de excesul
de Na*. Stresul salin reduce in general si concentratia de K*, Ca** si Mg?* de
la nivelul plantelor supuse acestui stres (Slabu, 2005).
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Pentru a exemplifica rolul fertilizarii cu K* Tn ameliorarea efectelor
nocive ale salinitatii, Dawood et al. (2014) au studiat Insusirile fiziologice si
biochimice a doud linii consangvinizate recombinate (LCR) de fasole
comuna (Phaseolus vulgaris L.), cultivate in conditii de stres salin.
Rezultatele au aratat ca nivelurile de salinitate de 25 mM si 50 mM au cauzat
reduceri semnificative ale numarului de pastai pe planta, ale greutitii
pastdilor In stare proaspatd si uscatd, ale masei lastarilor, precum si ale
concentratiei de pigmenti fotosintetici, comparativ cu plantele irigate cu apa
de la robinet. Tn schimb, aplicarea unei doze de 150 mg K,O/kg sol a atenuat
efectele daunatoare ale salinitatii asupra productiei si a continutului de
pigmenti fotosintetici. Ambele nivele de salinitate si tratamentul cu K* au
determinat cresteri semnificative atat ale concentratiei prolinei,
aminoacizilor liberi si a concentratiei de carbohidrati, cat si ale activitatii
peroxidazei si polifenol-oxidazei, in raport cu plantele martor. De asemenea,
cele doud linii consangvinizate au prezentat o diminuare a concentratiei in
compusi fenolici din cauza salinitatii si/sau aplicarii K*, comparativ cu
martorul, iar raportul ionic K*/Na* a scazut semnificativ pe masura ce
nivelul salinitatii a crescut si s-a marit considerabil sub tratamentul cu K*.

Bouzi and Chaabane (2012) sunt de parere cd molibdenul (Mo) este
implicat in biosinteza mai multor enzime necesare cresterii majoritatii
organismelor vii. Tn acest sens, s-a incercat si se elucideze efectul diferitelor
concentratii de molibden (MO0:0 ppm, M1:0.1 ppm, M2:0.2 ppm si
M3:0.4 ppm) prin adidugarea de molibdat de amoniu, urmand mai apoi ca
Phaseolus vulgaris var. Djedida sa fie supusa stresului salin, prin furnizarea
a cinci tratamente cu NaCl (T0:0 g, T1:3 g/, T2:6 g/l, T3:9 g/l si T4:12 g/l)
in apa de irigare. Pentru a evidentia raspunsul plantelor la concentratiile de
NaCl aferente s-a efectuat o analizd a continutului de clorofila totala
(Chl (a + b)) prin intermediul spectrofotometrului. Tn urma studiului s-a
ajuns la concluzia ca plantulele de fasole au fost capabile sa mentina un nivel
optim de clorofild totald, iar parametrii morfologici nefiind afectati, in
conditiile unei concentratii de saruri de 3 g/l, deoarece in prezenta
molibdenului, este atenuat efectul negativ al NaCl. Astfel, s-a concluzionat
faptul ca prezenta molibdenului in concentratii de 0,1 ppm si 0,2 ppm,
in mediul de cultura la Phaseolus vulgaris L. irigata cu apa salind a crescut
continutul de clorofild si randamentul biomasei plantelor. In alte cercetari,
deficitul de molibden a dus la o scddere a continutului de clorofild in
frunzele de spanac.

Alt studiu a constat in evidentierea regulatorilor de crestere, care
joacd un rol crucial in reducerea efectelor adverse ale salinitatii. Efectele
irigdrii cu apa salind si a vitaminei B12 au fost evaluate pe baza unor
parametri de crestere si a atributelor biochimice ale fasolei comune
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(Phaseolus vulgaris L.), de citre Keshavarz et al. (2017). Tn cadrul studiului,
diferite seminte de fasole au fost imbibate in doua concentratii de vitamina
B12 (11 si 22 mM), iar apoi au fost puse la germinat in vase Petri. Toate
vasele au fost amplasate intr-o camera de crestere. Dupa patru saptamani,
o parte dintre seminte au fost supuse stresului salin, folosindu-se
concentratia de 75 mM NaCl. Plantele ramase ca martori, au fost irigate cu
apa distilata. S-au analizat suprafata frunzelor, lungimea radacinii, substanta
uscatd, activitatea enzimatica antioxidantd, continutul de proteine, clorofila
si carotenoidele, peroxidarea lipidelor si acumularea de prolina. Rezultatele
au demonstrat ca aplicarea vitaminei B12 a oferit o protectie semnificativa
impotriva  stresului  salin  in comparatie cu plantele netratate.
Conform rezultatelor, activitatea enzimaticd antioxidanta, peroxidarea
lipidica, acumularea de carotenoide si de prolina au crescut datorita NaCl, in
timp ce cantitatea de proteind, clorofild si carotenoizii a scazut. Proteina din
radacind si continutul de carotenoizi din frunze nu au fost afectate de
tratamentul cu vitamine, in conditii de stres salin. Aceste rezultate sugereaza
ca vitamina B12 poate juca rolul unui antioxidant eficient care regleaza
balanta osmoticd, sporind astfel rezistenta plantei de fasole la salinitate
(Keshavarz et al. (2017).

Ben-Gala et al. (2009) au urmarit efectul cresterii concentratiilor de
NaCl si CaCl; singure sau in combinatii echinormale, asupra a trei specii
diferite de plante: fasole, porumb si pepene galben. Porumbul si pepenele
galben s-au dovedit a fi relativ tolerante, iar fasolea mai sensibild. Pentru
cele trei specii, curbele de raspuns ale productivitatii, in functie de nivelul de
solutii echipotentiale de NaCl, CaCl, sau combinatii ale celor doud saruri,
practic s-au suprapus. Autorii studiului au ajuns la concluzia ca prezentarea
si interpretarea raspunsului plantei intregi la salinitate in termeni de potential
osmotic, in plus fatd de frecventa de utilizare a electroconductantei este
benefica 1n incercarea de a diferentia efectele osmotice si toxice ale
salinitatii, cu scopul standardizdrii colectiilor de date si al cresterii relevantei
acestora pentru aplicatiile practice.

Ortiz et al. (1993) au analizat efectele stresului salin la o
concentratie de 80 mM NaCl, dar si a calciului asupra compozitiei lipidelor
in radacinile plantelor de fasole (Phaseolus vulgaris L.). Tn acest sens au fost
analizate cele patru fosfolipide majore, si anume fosfatidilcolina (PC),
fosfatidifetanolamind (PE), fosfatidilserina (PS) si fosfatidilglicerol (PG).
Continutul acestor fosfolipide a fost gasit, in general, intr-o concentratie
scdzutd sau a ramas nemodificat, ca o consecintd a tratamentului cu solutie
salind. Continutul de PC si PE depinde de concentratia de calciu, in timp ce
continutul PS si PG au ramas neafectate de tratamentul cu calciu.
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Aydin et al. (2012) au studiat efectul variatiei cantitatilor de acid
humic (0,05 si 0,1% g/g) asupra unor proprietati agrofiziologice si a
echilibrului ionic al plantelor de fasole sub diferite doze de saruri. Plantele
au fost tratate cu NaCl, Na;SO4, CaCl,, CaSQ., KCI, K3;SO4, MgSOy,
folosindu-se patru concentratii diferite (0, 30, 60 si 120 mM) timp de 60 de
zile. Cele mai mari doze de sare, respectiv 120 mM de NaCl, CaCl,, MgCls,
KCI; si dozele de acid humic (0,05 si 0,1%) nu au cauzat moartea plantelor,
cu exceptia CaCl,. Continutul total de clorofild si nitrati din plante a scazut
odati cu cresterea dozei de saruri. In schimb, continutul de prolina din plante
a crescut odata cu cresterea dozei de saruri si cea mai mare valoare a fost
obtinutd pentru aplicarea NaCl. Acidul humic adaugat in solurile saline a
imbunatatit semnificativ variabilele afectate de salinitate ridicata. Rezultatul
sugerat de cercetatori este cd acidul humic are un mare potential in
ameliorarea stresului salin, dar si asupra parametrilor de crestere a plantelor,
in solurile saline din zonele aride si semi-aride.

Imamul and Larher (1983) au analizat adaptarea, cresterea si
modificdrile In compozitia minerala a speciei Phaseolus aureus L. sub
influenta a sase nivele de NaCl, variind de la 10 la 200 mM. In urma
studiului, plantele au tolerat o concentratie pana la 150 mM NaCl, in mediul
de crestere, cu toate cd, cresterea si compozitia minerald au fost afectate
negativ. Acumularea de Na* in tesutul vegetal a crescut odata cu cresterea
concentratiei de NaCl, ajungand la concentratii toxice si inhiband transportul
de ioni anorganici diferiti. K* a constituit numai 10% din continutul total de
minerale din plantele cultivate la 150 mM NaCl fatd de 55% 1in cazul
plantelor control. Comportamentul P. aureus in conditiile stresului de sare
este discutabil.

Tot 1n studiile realizate de Imamul and Larher (1983),
Phaseolus aureus L. a tolerat pana la 150 mM NacCl, dar cu o crestere redusa
si o acumulare de diverse substante solubile organice caracteristice
conditiilor de stres. In consecintd, productia de solventi organici, cum ar fi
asparagina, prolina, glicina, betaina si aminoacizii liberi, a fost diferitd de
cea de la plantele control. Reducerea cresterii s-a datorat "excesului de ioni"
din plante. NHs* a dus la o acumulare crescutd de asparagina. K*, NO® - si
asparagina au jucat un rol-cheie, in timp ce zaharurile au un rol minor.

Alte studii au vizat efectul salinitatii asupra cresterii, fixarii azotului
(N) si a continutului de minerale la patru leguminoase: bobul (Vicia faba L.),
mazarea (Pisum sativum L.), soia (Glycine max L.) si fasolea
(Phaseolus vulgaris L.). Plantele au fost crescute intr-un sistem de cultura cu
vermiculit cu o solutie nutritivda fara N, cu adaugare de 0, 50 si
100 mM NacCl, fiind apoi recoltate la Tnceputul perioadei de Tinflorire;
s-a evaluat greutatea uscatd a lastarilor si a radacinilor, cat si activitatea de
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reducere a acetilenei; in acelasi timp s-au analizat continutul de N (azot),
potasiu (K*), calciu (Ca?*), magneziu (Mg?") si sodiu (Na*). Inhibarea
cresterii prin tratamente cu NaCl a fost mai mare pentru mazare decat pentru
alte leguminoase, in timp ce soia a fost cea mai toleranta. Stresul salin a
afectat continutul de N in lastari si radacini. Continutul de N s-a acumulat in
lastari, iar Na* in radacinile celor patru legume testate, in timp ce K* s-a
acumulat in ambele organe. Legumele cele mai sensibile au fost P. sativum
si V. faba, care au acumulat Ca?* in lastari si Mg?" in radacini. Deopotriva,
G. max si P. vulgaris au fost cele mai tolerante si s-au acumulat Mg?* n
ridicini si Ca®" in ambele organe. Calciu a fost recunoscut ca fiind un
element care joaca un rol important in raspunsul plantelor glicofile la
salinitate (Rengel, 1992). Adaugarea de Ca?* determind ameliorarea efectelor
negative a plantelor datoritd sarii prin cresterea procentului de germinare
(Cordovilla et al., 2008).

Desi un numdr semnificativ de studii demonstreazd ca salinitatea
reduce absorbtia si acumularea nutrientilor, existd putine dovezi ca
adaugarea de nutrienti la niveluri mai mari decét cele considerate optime n
mediile non-saline imbunatateste randamentul culturilor. Adaosurile
nutritive, pe de alta parte, au avut mai mult succes in imbunatatirea calitatii
culturilor, cum ar fi corectarea deficientelor de Ca?" induse de Na* prin
calciu suplimentar (Grattana et al., 1998).

In cele ce urmeaza este prezentat efectul socului osmotic de NaCl
asupra alungirii frunzelor de Phaseolus vulgaris cv. Contender. Calciul la o
concentratie de 5 mM in mediul de crestere a diminuat pierderea initiald de
apa din radicini i a mentinut continutul de apd mai mare la restabilirea
cresterii frunzelor, comparativ cu nivelurile reduse de calciu (0,5 mM).
in timpul tratamentului cu calciu scizut, acidul malic din frunze a inceput si
creasca deja la 3 ore dupa inceperea tratamentului, prezentdnd o concentratie
maxima la aproximativ 9 ore, apoi scazand si apropiindu-se de valoarea
plantelor control. La concentratii mari de calciu, concentratia de acid malic a
ramas neschimbatd in timp. Plantele crescute in prezenta calciului au
prezentat o crestere a concentratiei de aminoacizi totali dupd socul cu NaCl.
Rezultatele studiului prezent sustin ipoteza ca lipsa de apa din radacini este
responsabild de inhibarea initiala a alungirii frunzelor. Efectul benefic al
calciului asupra restabilirii cresterii dupa socul de NaCl este o consecinta a
ajustarii osmotice pe termen scurt, in care sunt implicati in principal
metaboliti organici. In conditii de stabilitate constanti, tratamentul cu calciu
are ca rezultat o rati de crestere mai rapidd decat calciul scazut. Intr-un
proces de ajustare osmoticd, in care sunt in principal implicati ioni
anorganici, acesta este rezultatul unei scaderi a concentratiei de Na* din
frunze Tmpreuna cu o crestere a K* si Ca?* (Ortiz et al., 1994).
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Cachorro et al. (1995) a investigat efectul NaCl la o concentratie de
80 mM asupra structurii si ultrastructurii celulelor radiculare a plantelor de
Phaseolus vulgaris L. Drept consecinta, radacinile plantelor tratate cu NaCl
au fost mai scurte, decat cele de la plantele control. Tn cadrul plantelor
control, celulele epidermice erau izodiametrice, fiind plasate uniform,
formand un strat subtire, In timp ce la plantele tratate, forma si dispunerea
celulelor epidermice era mai putin obisnuitid. Prezenta concentratiei de
80 mM NaCl nu a determinat diferente semnificative cu privire la numarul,
forma sau distributia organelor celulare. Adaugarea unei concentratii de
80 mM NaCl in mediul de crestere a crescut considerabil substantele
dizolvate din radacinile intacte ale plantei Tnapoi In solutie, in special
K*si Ca?*.

Salinitatea este cunoscuta deoarece afecteaza multe aspecte ale
metabolismului fasolei (Phaseolus vulgaris L.), fiind o planta de tip glicofit,
inducand totodatd modificari ale plantei In ceea ce priveste anatomia,
morfologia si fiziologia (Meiri si colab., 1971). Ca®" a fost mult timp
cunoscut in a avea un efect de ameliorare asupra cresteri plantelor in conditii
saline. Ca?* previne absorbtia substantei toxice de Na*fin timp ce permite
continuarea absorbtiei K* (Haddad and Coudret, 1991). Tn schimb,
Lahaye and Epstein (1971) au demonstrat ca la Phaseolus vulgaris L., ionii
de Ca?* au restabilit inhibarea puternicd a cresterii in momentul in care
plantelor li s-a furnizat o concentratic de 50 mM NaCl. Pe langa
dezechilibrele minerale si presiunile osmotice externe, provoacad un deficit
de apa.

1.5.2. Studii cu privire la influenta salinitatii asupra procesului
de crestere

Sarurile din solutia solului influenteaza cresterea plantelor in mod
inrautatirea regimului de nutritie, prin afectarea metabolismului, iar in mod
direct, prin actiunea toxica asupra plantelor.

Cresterea, dezvoltarea si supravetuirea plantelor In conditii de stres,
se poate asigura numai in conditiile existentei unei legaturi permanente
dintre plante si factorii din mediul ambiant si a realizarii unor reactii de
raspuns adecvate (Burzo, 2014).

Conform cercetarilor facute de Dobrei si colab. (2008)
P. vulgaris L. prezintd o mare variabilitate Tn privinta tolerantei la stres salin,
pornind de la 40-46 mM NaCl pana la wvalori cuprinse 1intre
196-207 mM NaCl. Rezultatele experimentale obtinute au evidentiat
existenta unor genotipuri de fasole cu o buna tolerantd la salinitate pe
parcursul germinarii (Ohaba Forgaci | si Il si Berini). Aceste genotipuri au
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inregistrat pe parcursul germinarii intensitati normale ale cresterii radiculei si
a dezvoltarii cotiledoanelor, au sintetizat cantititi importante de prolind
libera, cu rol osmoprotector. De asemenea, s-a determinat dinamica
procentului de substantd wuscatd pe parcursul germindrii. Cresterea
procentului de substantd uscatd la genotipurile sensibile se datoreaza
incapacitatii de hidratare si retinere a apei.

Cachorro et al. (1995) au folosit tratamentul de 80 NaCl mM la
fasolea comund, iar modificarile induse de salinitate s-au manifestat in
special asupra structurii si ultrastructurii celulelor radacinilor. Astfel, la
plantele tratate cu NaCl s-a constatat o reducere a cresterii in lungime a
radacinilor, precum si a numdrului de radicini secundare. La plantele
control, celulele epidermice au fost uniform plasate forméand un strat subtire,
in timp ce la plantele tratate, forma si dispunerea celulelor epidermice a fost
mai putin obisnuita. De altfel, plantele tratate au prezentat celule neregulate,
reducand astfel volumul spatiilor intercelulare. Prezenta concentratiei de
80 mM NaCl nu a dus la diferente semnificative in legitura cu numarul,
forma sau distribuirea organitelor celulare.

Cokkizgin (2012) a analizat efectul a cinci concentratii diferite de
NaCl asupra germinatiei semintelor de fasole. Experimentul de laborator a
fost unul randomizat care a cuprins trei repetitii in vase Petri. In cadrul
procesului de germinarea a semintelor s-a folosit apa distilata pentru proba
control si concentratii de 0,3, 0,6, 0,9, 1,2 si 1,5 Mpa pentru probele tratate
cu NaCl. S-a demonstrat ca germinatia semintelor de fasole a variat in
functie de concentratia de NaCl. S-a ajuns la concluzia ca NaCl are efecte
daunatoare directe asupra germindrii semintelor de fasole comuna.

Khadri et al. (2006) au analizat efectul stresului salin pe cinci soiuri
de fasole comuna, respectiv: Bassbeer, Beladi, Giza 3, HRS 516 si
RO 21, care au fost evaluate pe un substrat de nisip si turba, folosindu-se
diferite concentratii (50 si 100 mM NacCl), intr-un interval de timp de 10 zile.
Tn acest caz, salinitatea a avut efecte negative asupra productiei de biomasa,
fiind afectate: inaltimea plantelor, numarul de frunze, lungimea radacinii si
raportul greutate/lungime a radacinii.

Sumalan si colab. (2009) au studiat toleranta la stres salin a fasolei,
incepand cu valorile de 40-46 mM NaCl si pana la 196-207 mM NaCl.
Au fost luate in studiu sapte soiuri locale de fasole albe din zona Banatului si
s-a analizat germinatia si continutul de prolina, sub efectul tratamentelor cu
NaCl (41,4 mM, 124,9 mM, 207,04 mM). Rezultatele experimentale au
aratat existenta unor genotipuri de fasole cu o tolerantd buna la salinitate
privind raspunsul germinativ (Dudestii Noi si Tincova) si de prolind libera
acumulata (Dudestii Noi si Sacu).
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Asfaw (2011) a testat 14 soiuri de fasole (P. vulgaris L.) in timpul
perioadei de germinare si rasarire, in conditiile unei concentratii a solutiilor
de 0, 2, 4, 8 si 16 dS/m. Analiza datelor a fost realizata folosind un software
statistic, care a aratat o variatie semnificativa; in acest caz lungimea radacinii
la rasarire a fost mult mai afectatd de continutul in sare, decat tulpina. Soiul
Awash Melka a fost gasit tolerant la salinitate Tn timpul germinarii si in
timpul cresterii rasadului. Soiul mexican 142 a fost gasit sensibil in timpul
germindrii, dar mai tarziu a devenit tolerant la salinitate, mai ales in timpul
cresteri rasadului. Pe de altd parte, varietatea Dimtu S-a dovedit sensibila la
sare, atdt in timpul germinarii cat si a cresterii rasadului. Restul soiurilor de
fasole au fost intermediar tolerante la salinitate. Studiul a confirmat prezenta
variatiei genetice intraspecifice la soiurile de fasole cu toleranta la salinitate.

Kaymakanova (2014) a observat raspunsul a trei soiuri de fasole
(P. vulgaris L.), Tn urma unor tratamente facute cu NaCl si Na,SQa, atat in
perioada de germinare cét si la inceputul cresterii plantulelor. Semintele au
fost puse la germinat in vase Petri, pe hartie de filtru cu solutie si incubate la
o temperaturd de 25°C, intr-o camera de crestere. In urma tratamentului, s-a
constatat faptul ca soiurile tratate au avut o scadere a procentului de
germinare. S-a remarcat faptul ca efectul tratamentului cu Na,SO, a fost mai
puternic decat cel cu NacCl.

Cachorro et al. (1993) au analizat influenta NaCl asupra ratei
relative de crestere, a relatiilor dintre apa si plantd, dar si a gradului de
ajustare osmotica realizat de P. vulgaris L. Astfel, lastarii si radacinile
plantelor cultivate In mediu salin au fost mai mici dupa 13 zile de tratament
cu solutie salina, fata de varianta martor. Concentratiile de NaCl de 25 mM
si mai mici, nu au afectat in mod semnificativ rata de crestere relativa a
plantelor. Concentratiile de C1" si Na* din frunze au crescut semnificativ,
deoarece s-a folosit o concentratie de NaCl ridicata. De altfel, si concentratia
de K* a crescut semnificativ cu salinitatea, in timp ce continutul de Ca?* din
frunze a ramas neafectat. Plantele expuse concentratiilor de NaCl pana la
50 mM nu difera de plantele de control, in ceea ce priveste concentratiile
totale de zaharuri si prolina, nsé la concentratia de 100 mM NacCl a crescut
semnificativ continutul in zaharuri si de prolina.

Inanaga et al. (2017) au analizat efectul stresului salin asupra a cinci
soiuri de fasole comuna: Bassbeer, Beladi, Giza 3, HRS 516 si RO21, pe un
mediu de nisip/turba folosindu-se diferite concentratii
(0, 50 si 100 mM NaCl), aplicate la trei sdptdmani dupd germinare, timp de
10 zile. Salinitatea a avut efecte adverse nu numai asupra randamentului
biomasei, ci si asupra ratei de crestere relativa (RGRt), dar si asupra altor
parametri morfologici cum ar fi: inaltimea plantelor, numarul de frunze,
lungimea radacinii, procesul de fotosinteza, rata de transpiratie si
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conductanta stomatald, care au fost afectate negativ la toate soiurile
analizate. Interactiunea dintre soiuri si nivelurile de sare, in ceea ce priveste
procesul de fotosintezd si potentialul osmotic al frunzei a fost foarte
semnificativ in ziua 10 de tratament. Absorbtia Na?* printre cultivare variaza
in urméatoarea ordine: HRS 516 are cea mai mare ratd de supravietuire si
niciun simptom al stresului de sare, iar RO21 a fost cel mai sensibil la
salinitate, deoarece a prezentat simptome severe de stres, iar rata de
supravietuire a fost una foarte scazuta.

Kaymakanova (2014) a investigat raspunsul a trei soiuri de fasole
(Phaseolus vulgaris L.) la 0 administrare echilibrata de NaCl si Na;SO; la
germinare si cresterea timpurie a rasadurilor. Semintele au fost puse la
germinat in vase Petri, pe hartie de filtru, cu solutie si incubate la 25°C.
Fiecare tratament a fost repetat de trei ori. Toate cultivarele tratate au
inregistrat scidderea procentului de germinare, dar si a ratei de respiratie.
Culturile au fost inhibate mai puternic cu Na,S04, decat cu tratament de
NaCl.

Gunjan (2010) a analizat efectul stresului salin si a secetei la
-2, -4,-6 si -8 bari, induse de NaCl si PEG 6000 (polietilenglicol 6000)
asupra capacitatii de germinare si a cresterii timpurii a rasadurilor, la doua
soiuri (PU-19 si tip-9). Tn acest studiu s-au determinat procentul de
germinare, lungimea radicinii si greutatea uscatd. Obiectivul a fost de a
determina diferentele genotipice in randul soiurilor de Vigna mungo, in ceea
ce priveste influenta sarurilor si seceta, pentru a determina factorii care
inhiba germinarea semintelor. Rezultatele germinarii au aratat ca
genotipurile diferd semnificativ In ceea ce priveste stresul cauzat de saruri si
secetad. PU-19 este mai tolerant la stresul salin si la secetda comparabil cu
vr. Type 9. Atat NaCl, cat si PEG au inhibat germinarea si cresterea
plantulelor la ambele soiuri. Toate soiurile au fost capabile sa germineze la
toate nivelurile de NaCl, fara a scadea capacitatea germinativa, in timp ce o
scadere drastica a germinarii a fost inregistrata la -6 si -8 bari in cazul PEG.
S-a ajuns la concluzia ca inhibarea germinatiei s-a datorat Tn principal
efectului osmotic si mai putin toxicitatii sarurilor.

Cresterea plantelor si productia de seminte la V. mungo a fost
studiatd pe un substrat de nisip la diferite concentratii de NaCl
(50, 100, 150, 200, 250 mM NaCl). Rezultatele au aratat ca atat randamentul
materiei uscate cat si productia de seminte la plantele crescute timp de
14 saptamani la 50 mM NaClI si 100 mM NaCl au fost in jur de 60% si
respectiv 25%, comparativ cu plantele control. Concentratiile mai mari au
determinat rasucirea si necroza frunzelor (Salim et al., 1988).

Dobrei si colab. (2007) au cercetat capacitatea germinativa sub
actiunea stresului salin, al unor populatii locale de fasole cultivate in zona
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Banatului. Genotipurile examinate au prezentat intensititi normale de
crestere si dezvoltare ale radiculei si cotiledoanelor si au sintetizat cantitati
importante de prolind liberd cu rol osmoprotector. Cercetarea prezenta a
aratat ca stresul osmotic, indus utilizdnd solutie salind (200 mM), a generat
reducerea procesului de germinatie. De asemenea, stresul salin a produs o
scadere a ratei de crestere, dar cateva genotipuri au aritat o toleranta
moderatd. Pentru cantitatea de substantd uscatd s-a observat ca valorile sunt
mai mari in cazul variantelor supuse salinitatii. Aceleasi rezultate au fost
obtinute si in cazul continutului de prolina libera, fapt ce confirma corelatia
dinte aceasta si stresul salin.

Un nivel ridicat de salinitate limiteaza cresterea frunzelor de fasole
(P. vulgaris L.). S-a constatat ca, concentratiile mari de CI" au crescut
grosimea cuticulard a frunzelor. Astfel, frunzele devin mai mici si mai
groase, datoritd unei alungiri a parenchimului palisadic. In urma aplicarii, in
timpul perioadei vegetative a unor concentratii ridicate de NaCl si Na>SO04,
soiurile luate in studiu au reactionat la stresul salin cu o schimbare in
grosimea straturilor si alungirea parenchimului palisadic. Deoarece
antagonismul ionic Tn mediile saline este un fenomen bine cunoscut si este
de obicei urmat de stresul deficitului de nutrienti, compozitia ionica este
foarte importanta in ceea ce priveste toleranta la sare. Sunt cunoscute diferite
mecanismele ale plantelor pentru evitarea absorbtiei excesului de saruri.
Tn urma studiilor s-a raportat faptul ci fasolea (Phaseolus vulgaris L.)
acumuleaza sodiu 1n radacini, dar translocarea acestuia in lastari decurge cu
o intensitate slaba. Sodiul Incepe sa se transloce in plantele tinere, dar odata
cu inaintarea in perioadd de vegetatiea scade. Efectul dominant al Ca?
asupra absorbtiei K* se datoreaza faptului ca ionii bivalenti au inhibat
absorbtia ionilor monovalenti. Acest efect ar putea fi depasit prin addugarea
de CaCl, (Caesar et al., 1981).

De asemenea, s-a facut un studiu si asupra acidului abscisic (ABA)
si a concentratiei de 100 mM NaCl asupra cresterii fasolei comune
(P. vulgaris vr. Coco). Experimentul a fost efectuat intr-o camera de mediu
controlatd, iar plantele, in stadiul de crestere vegetativa (in varsta de 16 zile)
au fost tratate cu ABA (1 pM si 10 pM), si 48 ore mai tarziu au fost expuse
tratamentului cu solutie salind. Rezultatele au ardtat ca greutatea uscata a
plantelor, fixarea azotului au fost afectate atat de ABA, cat si de NaCl.
Adaugarea de 1 pM ABA la solutia de nutrienti inainte de expunerea la
stresul salin a redus efectul negativ al NaCl. Pe baza rezultatelor facute se
sugereazd ca aplicatia ABA 1mbunititeste raspunsul simbiozelor
Phaseolus vulgaris L. in conditii de stres salin (Khadri et al., 2006).
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1.5.3.Studii cu privire la influenta salinitétii asupra altor procese
fiziologice

Actualmente, cercetari de biologie celulard si moleculard urmaresc
determinarea mecanismelor prin care plantele percep semnalele din mediu si
transmit aceste semnale metabolismului celular (Toma si Jitareanu, 2007).

Pentru cuantificarea efectelor stresului osmotic asupra biomasei,
continutului de pigmenti si asupra activitatii enzimelor antioxidante, s-a
realizat un experiment bifactorial in conditii de laborator. S-au folosit cinci
genotipuri de fasole comund si doud variante de experimentare
(martor si 400 mM NaCl). In urma studiului, s-a realizat ci salinitatea a
redus considerabil greutatea biomasei si continutul de clorofila, in timp ce
continutul de antociani si pigmenti carotenoizi al genotipurilor studiate a
crescut. Totodata, activitatea superoxidismutazei (SOD), peroxidazei (POX)
si a catalazei (CAT) a crescut considerabil in conditii de stres salin, fatd de
plantele tratate cu apa cu 21%, 30.5% si 40%. Putem concluziona faptul ca
stresul salin reduce productia si continutul de clorofild, dar sporeste
concentratiile de antociani, carotenoizi, dar si activitatea enzimelor
entioxidante (Moharramnejad and Taherkhani, 2015).

Tn urma studiului ficut de Sharifa et al. (2015) s-au evidentiat
efectele bacteriilor Rhizobium leguminosarum, tratate in prealabil cu
genisteind, asupra nodozitatilor, fixarii azotului si asupra insusirilor
fiziologice ale speciei P. vulgaris L. cultivate n conditii de stres salin.
Genisteina este o izoflavona care este secretata de radacinile leguminoaselor
si importanta pentru simbioza plantei de fasole cu Rhizobium. Fatid de
plantele martor, plantelor tratate cu sare li s-a redus numarul de nodozitati,
dar si activitatea nitrogenazei; de asemenea, stresul salin a indus schimbari
in parametrii fotosintetici si in activitatea enzimelor antioxidante; Tn schimb,
genisteina a ameliorat efectul nociv al salinitétii. Totodata, tratamentul cu
genisteind a imbundtitit conductanta stomatald, rata transpiratiei si rata
fotosintezei, in timp ce activitatea catalazei, peroxidazei si superoxid
dismutazei din frunze si radacini nu a fost afectatd semnificativ. Deci,
genisteina poate fi utilizata pentru a imbunatati cresterea plantelor de fasole,
prin Tmbunatatirea fixarii azotului si a ratei fotosintetice, atdt in conditii
normale cét si n cele de stres salin.

Alte cercetari, cum sunt cele facute de
Hernandez-Lucero et al. (2013) au descoperit genele care sunt active in
timpul raspunsului la stres salin al unui cultivar de fasole tolerant
(Pinto Villa). Datele rezultate au sugerat ca raspunsul cultivarului de fasole,
Pinto Villa la stres salin s-a realizat prin controlul genelor
numite "chaperone” (proteinele care participa la formarea legaturilor
covalente ale altor structuri macromoleculare), factorii de transcriptie si
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proteinele aparute 1n timpul embriogenezei, care sunt implicate in toleranta
plantei la stres osmotic.

Neuman et al. (1988) au folosit un tratament cu NaCl in concentratie
de 50 si 100 mM la P. vulgaris L. Parametrii de crestere luati in studiu au
fost extensibilitatea peretelui celular si turgescenta celulara. Extensibilitatea
peretelui celular a fost evaluata prin tehnica numita Instron. In acest context,
salinitatea a provocat cresteri mici; dupa un interval de 72 de ore, la 0
concentratie de 50 mM NaCl a produs o reducere semnificativd a
turgescentei foliare intr-un timp mult mai mic, de 24 ore. S-a ajuns la
concluzia ca, la plantele tinere de fasole, salinitatea afecteaza initial rata de
crestere a frunzelor si duce la o scddere a turgescentei. Utilizarea salinitatii
pe o perioada de 10 zile, a condus la o ajustare mecanica aparentd, dar si la o
reducerii turgescentei si a mentinerii ratei de crestere a frunzelor.

Beinsan si colab., 2009 1n urma studiului facut, au ajuns la concluzia
ca atunci cand plantele sunt crescute in conditii de stres salin, activitatea
fotosinteticd scade, ceea ce duce in cele din urma la o crestere redusa a
plantelor. Pentru a studia acest fenomen, acestia au evaluat patru soiuri
locale de fasole alba din zona Banatului, pentru a observa raspunsul acestora
la tolerantd, in conditii de stres, cu ajutorul unor solutii de NaCl
(106,70 kPa, 320,11 kPa, 512,18 kPa). Plantele de la varianta martor (\V0) au
fost udate cu apa distilatd. Cresterea concentratiilor de NaCl a produs o
scadere a continutului de clorofila a si b, o reducere in greutate, atat in stare
proaspata cat si uscata a fasolei.

Tot cei de mai sus, au studiat raspunsurile fiziologice la stresul salin
(intensitatea fotosintezei si rata transpiratiei) in cazul a sase soiuri locale de
fasole, in conditii de laborator. in acest sens, plantele au fost cultivate Tn
ghivece si tratate timp de 14 zile cu NaCl (41,4 mM-207,04 mM), incepand
de la aparitia primei perechi de frunze trifoliate. S-a stabilit faptul ca,
aplicarea NaCl la toate soiurile a cauzat stres la plantele tinere de fasole, care
a dus in cele din urma la incetinirea cresterii si activitatii fotosintetice.
In acelasi timp, manifestarea reactiei la salinitate a fost diferita in functie de
soi (Beisan si colab., 2009).

Tn plante, aquaporinele sunt subdivizate Tn patru grupe: (PIPs),
(TIP), (NIP) si (SIPs). Exista unele dovezi cad proteinele PIP pot regla
intregul transport al apei prin tesuturi vegetale, deoarece membranele
plasmatice izolate au de obicei o permeabilitate mai micd la apd decat
membranele izolate din vacuole (Maurel et al., 1997), desi aceste rezultate ar
putea fi afectate de procedura de izolare (Gerbeau et al., 2002). In acelasi
timp, plantele la care lipsesc una sau mai multe gene PIP prezinti o
capacitatea de absorbtie a radacinii mai mica (Javot et al., 2003).
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Solul este unul dintre cei mai importanti factori abiotici care
influenteaza cresterea, productia si randamentul culturilor. Cu toate acestea,
este dificil sd se determine concentratiile exacte de sare, care determina
salinitatea solului. Nivelele pragului de salinitate depind de cultura,
varietate, etapd de dezvoltare si de factorii de mediu. Studiul realizat de
Telesinski et al. (2008) prezinta rezultatele unui experiment cu privire la
efectul diferitelor concentratii de NaCl asupra unor parametri de stare, cum
ar fi activitatea catalazei si a peroxidazei, continutul de acid ascorbic, fenoli
si flavonoidele in plantele de fasole. Experimentul s-a realizat in ghivece ce
au fost umplute cu probe de sol de 1 kg fiecare, la care s-a adaugat solutie de
NaCl in doze de 10, 30 si 50 mM. In fiecare ghiveci, s-au seminat sapte
seminte de fasole cv. Aura. Plantele cultivate in sol fara NaCl, au fost
plantele controlul. Dupa 14, 21 si 28 zile de la semanat, partile verzi ale
plantelor au fost colectate pentru determinari ale activitatii catalazei si
peroxidazei prin metoda colorometriei, precum si a continutului de
flavonoide, fenoli, acid ascorbic si concentratia de NaCl prin metoda lui
Mohr. Activitatea enzimelor antioxidante cum ar fi catalaza si peroxidaza in
plantele de fasole, in zilele de prelevare, a fost mai mare pe masura ce
concentratia de NaCl in plante a crescut. Antioxidantii anti-enzimatici:
continutul de flavonoizi, fenoli si acid ascorbic, n timpul experimentului au
prezentat schimbari diferite fatd de continutul de clor, dar in toate
determindrile continutul de acid ascorbic a fost semnificativ pozitiv corelat
cu continutul de clor din tesuturile vegetale.

Kaymakanova and Stoeva (2008) au testat efectul sarii asupra unor
parametri fiziologici la plantele tinere de fasole (cv. Lody), studiate in
conditii controlate intr-o camerd climatica. Plantele au fost cultivate in
ghivece si au fost tratate timp de 7 zile cu 50 si 100 mM NaCl si Na2S0s,
incepand cu aparitia primei frunze trifoliate. S-a constatat ca ambele dozele
aplicate au provocat stres asupra plantelor tinere de fasole. Cantitatea de
prolind din tesuturile plantelor tratate cu sare a crescut, in timp ce potentialul
apei celulare a fost unul redus.

Bourgault et al. 2010 au studiat efectele deficitului periodic de apa
(DPA) si ale stresului salin asupra a doud specii de leguminoase, fasolea
comuni (Phaseolus vulgaris L) si fasolea Mungo
(Vigna radiata L. Wilczek). Productiile de seminte si biomasa s-a redus ca
urmare a cresterii stresului cauzat de deficitul de apa. S-a demonstrat ca
fasolea Mungo este capabila sa isi mentina indicele de recoltd, in conditii de
deficit hidric, in timp ce fasolea comuna, nu. Totodatd, fasolea Mungo a
prezentat valori ridicate ale ratelor fotosintetice comparativ cu fasolea
comuna, la acelasi nivel de umiditate si la aceeasi rata de transpiratie.
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Jitareanu si colab. 2015 au determinat efectul excesului salin de
NaCl asupra dinamicii indicelui continutului de clorofila (CCI) in cazul a
19 populatii locale de fasole din NE Romaniei. La variantele martor
(udate doar cu apd), indicele continutului de clorofildi a prezentat o
variabilitate ridicatd, iar la genotipurile sensibile, sporirea CCI s-a mentinut
pana la inflorire, iar la populatiile tolerante la salinitate s-a mentinut pana la
formarea pastailor.

Dat fiind faptul ca Romaénia este una dintre tarile europene cu intinse
suprafete agricole a caror productie este afectata de excesul de saruri din sol,
iar Tmbunatatirea calitatii acestor soluri prin irigare si drenaj ar necesita
investifii mult prea mari, ca perspective se doreste sd se identifice si sa se
amelioreze populatii locale tolerante la saraturarea solului, oferind o solutie
accesibila fermierilor.

Cele mai optimiste abordari ale viitorului privind toleranta plantelor
la salinitate, invocd uneori o viziune irealizabild, in care plantele cultivate
cresc si fructificd abundent pe soluri puternic salinizate. Prin urmare, este
necesara realizarea unui echilibru intre productivitate si salinitate, crearea
unor genotipuri noi cu o productivitate relativ ridicata.
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CAPITOLUL 2. PREZENTAREA CONDITIILOR
SPECIFICE CERCETARILOR SI A LOCATIILOR

CHAPTER 2. PRESENTATION OF SPECIFIC
CONDITIONS OF RESEARCH AND LOCATIONS

2.1. Descrierea conditiilor de experimentare

Sera din cadrul Institului de Cercetari pentru Agricultura si Mediu
(ICAM) Iasi, este alcatuita dintr-un sistem de control dezvoltat special pentru
mediul din serd si poate controla pana la cinci zone, complete si
independente. Panoul de control al serei a fost special conceput de
Priva Maximizer si este capabil sd controleze integral echipamentele din
serd, prin intermediul unor valve de amestecare, pompe circulare, valve de
aburi, radiatoare (unitati de incalzire), incalzitoare radiante, incalzitoare
podea, generatoare CO,, dozatoare CO: lichid, ferestre de aerisire in
acoperis, ferestre de aerisire laterale, ventilatoare de presiune pozitiva,
acoperitoare umbra, sisteme suplimentare de iluminat, valve de irigare si/sau
pulverizare, programe de protectie a culturilor, ventilatoare de evacuare si
jaluzele, racitoare pereti tampon/cu apa, ventilatoare aer cu flux orizontal,
valve de drenare, valve pulverizare, pompe irigare, sisteme dozare
ingrasaminte, regulator filtru nisip, boilere (abur si apa caldd), alarme
(Fig.2.1).

Fig. 2.1. Sera ICAM Iasi (original)
Fig. 2.1. Sera of the ICAM lasi (original)
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Fasolea se poate cultiva in doud sisteme: cultura timpurie si tarzie.
Infiintarea are loc prin seminat direct in ambele sisteme de cultivare,
folosindu-se soiuri pitice sau urcitoare. In conditii de serd, aceasta se
seamana in mod obisnuit in ciclul I, cu scopul de a asigura o productie
solicitata de consumatori primavara devreme si la inceputul verii astfel:

» Pregatirea terenului in sere. Datorita faptului ca perioada de
infiintare a culturii In spatii protejate este cuprinsa in perioada
15-25 ianuarie, n aceast interval de timp se fac lucrari de pregitire a
solului pentru semanat: curdtirea solului de resturile vegetale rdmase
de la cultura precedenta, dezinfectia solului si a constructiei serei
plus administrarea ingrasamintelor;

» Pregdtirea semintelor. Simanta de fasole destinatd semanatului
trebuie sia fie sanatoasda, provenitd din culturi neinfectate cu
ddunatori, sd posede o puritate minimd de 98% si o facultate
germinativa de cel putin 80%;

» Pregdtirea rasadurilor. Acestea se produc in sere, in ghivece cu
diametrul de 8-10 cm. Amestecul nutritiv va contine: 40% mranita,
30% turba si 30% pamant de telina;

> Infiinfarea culturii. Plantarea se face manual, fiecirui cuib
revenindu-i cate doua plante. Varsta rasadului la plantare trebuie sa
fie de 18-25 zile. Cultura se poate infiinta si prin semanat direct la
cuib, cu céate 3 boabe. Plantarea se efectuecaza manual pe rigole sau
copci, folosind la fiecare cuib cate doud plante (din acelasi ghiveci
sau din doua ghivece cu cate un fir de rasad);

» Lucrarile de intrefinere se fac imediat dupa semanat si constau in:
reglarea factorilor de microclimat (temperatura pana la rasarire
22-24°C,  umiditatea  70-75%), ciupitul si  defoliatul
(Stan si colab., 2003).

2.2. Amplasarea experientei

Experienta a fost amplasata in sera ICAM lasi, iar analizele de
laborator s-au efectuat Tn perioada 2017-2019, Tn mare parte Tn laboratorul de
"Fiziologia plantelor”.

Experienta a fost bifactoriala, fiind infiintata in vase de vegetatie si
organizatd sub formd de blocuri randomizate cu trei variante, folosind
metodele descrise de Jitireanu (1994). In primul si al doilea an de
experimentare au fost studiate 186 de plante de fasole (Tabelul 2.1.).

Pentru organizarea experientei s-au utilizat urmatoarele notatii:

Factorul A: Concentratiile saline cu trei graduari:
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» V1 -—irigat cu apa normalg;
» V2 —irigat cu solutie salina de concentratic 100 mM NaCl;
» V3 -—irigat cu solutie salind de concentratie 200 mM NaCl.

Factorul B: Populatiile locale luate in studiu cu sapte graduari si au
primit denumirea in functie de zona de provenienta (Tabelul 2.1.). Pentru
usurarea organizarii experientei, cultivarele au fost numerotate cu cifre arabe
delalla7, astfel:

» 1- Blagesti 1
2- Blagesti 2
3- Blagesti 3
4- Blagesti 4
5- Mosna
6- Saveni
7- Trusesti 2

YV VVVY

Tabelul 2.1./ Table 2.1.

Schema experientei n cadrul serei ICAM Iasi/ Scheme of experience in the ICAM lasi
greenhouse

1,2,3,4,5, 6, 7- populatiile locale Iuate in studiu

V1 — irigare cu apa normala;

V2 — irigare cu solutie salind de concentratie 100 mM NaCl,
V3 — irigare cu solutie salina de concentratie 200 mM NaCl.
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CAPITOLUL 3. SCOPUL SI OBIECTIVELE
CERCETARII. MATERIALUL SI METODOLOGIA DE
LUCRU

CHAPTER 3. RESEARCH AIM AND
OBJECTIVES. MATERIAL AND EXPERIMENTAL
METHODOLOGY

3.1. Scopul si obiectivele cercetarilor

In contextul in care la nivel global se estimeazi o crestere anuala a
populatiei cu 1,5%, ajungandu-se la 11 miliarde de locuitori Tn anul 2050,
inlaturarea tuturor cauzelor care duc la reducerea recoltelor este de o
importanta vitald. Una din principalele cauze care diminueazd recoltele o
reprezintd factorii de stres abiotic, care pot produce scaderi ale productiei ce
pot atinge uneori nivelul de 70 % (Saulescu si colab., 1998).

Diminuarea acestor pierderi se poate realiza prin crearea de cultivare
rezistente la factorii de mediu nefavorabili, cercetdrile de fiziologie fiind
orientate spre sprijinirea activititii de ameliorare prin studiul proceselor
fiziologice si biochimice implicate in reactia plantelor la conditii de stres,
elaborarea de metode si criterii de selectie cu eficientd sporitd in
identificarea diferentelor de ordin genetic, in vederea Imbunatatirii
rezistentei la temperaturi scazute, seceta, salinitate, exces de umiditate si
aciditatea solului (Petcu si colab., 2007). Totodatd, pentru imbunatatirea
insusirilor de rezistentd pot fi utilizate ca genitori, speciile Tnrudite
(Madosa si colab., 2005). O categorie extrem de valoroasa pentru ameliorare
o constituie populatiile locale, pastrate in toate zonele tarii.

Lucrarea prezentd are ca SCOpP evidentierea reactiilor fiziologice si
biochimice specifice fatd de actiunea stresului salin, la unele populatii locale
de fasole (Phaseolus vulgaris L.), colectate din regiunea de NE a Romaniei
cu terenuri saline.

Obiectivul general al cercetarilor este acela de a contribui la o mai
bund intelegere a mecanismelor fiziologice implicate in toleranta la stres
salin a speciei Phaseolus vulgaris L. si la identificarea unor populatii locale
de fasole tolerante la salinitate.
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Obiectivele specifice vizeaza:
» aprofundarea studiilor privind reactia fiziologica si biochimica
a plantelor de fasole supuse stresului salin;

» colectarea, testarea si identificarea unor populatii locale
tolerante la salinitate, Tn vederea utilizarii lor in programele de
ameliorare a acestei specii.

3.2. Materialul de cercetare

3.2.1. Colectarea materialului experimental

Pentru desfasurarea experimentului s-au identificat zonele afectate
de salinitatea solului, din regiunea de NE a Romaniei. Totodata, s-a efectuat
un studiu cu privire la extinderea zonelor cu exces salin si tipul de salinizare.
Datele au fost furnizate de catre Oficiille de Studii Pedologice si
Agrochimice Judetene (OSPA), Botosani, Iasi si Vaslui. In acelasi timp, s-au
efectuat vizite de colectare a materialului biologic din arealele saline
specifice judetelor Botosani, lasi si Vaslui. In urma analizei conductivitatii
electrice (CE) a solului a reiesit o conductivitate, care depaseste 4 dSm™ a
solutiei solului echivalentd a 40 mM NaCl, ceea ce indicd o incarcatura
ridicata de sdruri.

Materialul biologic initial a fost colectat din urmatoarele localitati:
Saveni, Trusesti, Codreni, Copalau si lezer, din judetul Botosani, Mosna din
judetul lasi, precum si Blagesti, din judetul Vaslui. Din cele 13 populatii
locale colectate pentru a fi testate initial, In urma unei prestari in faza de
rasad s-au selectat doar 7 populatii locale, ca fiind cele mai rezistente la
conditiile de stres aplicate. Astfel, au rimas pentru cercetare, populatiile
locale colectate din localitdtile Mosna, Saveni, Trusesti si Blagesti. La
colectarea lor s-a tinut cont de faptul ca materialul ales sd reprezinte o
populatie locala si nu un soi provenit din comert.

Pretestarea materialului vegetal, in ceea ce priveste reactia fatd de
stresul salin s-a realizat in faza de rasad, la aparitia frunzelor trifoliate.
In aceasta fazi, céte trei plante din fiecare populatie au fost expuse stresului
salin, prin administrarea de udari cu solutie de NaCl, in stadiul BBCH 13.
Prima udare s-a realizat cu solutie de concentratiec 25 mM, pentru evitarea
unui soc osmotic, apoi la interval de 3 zile cu solutie de 50 mM NaCl si
100 mM NaCl. Dupa 6 zile de la atingerea concentratiei finale, unele
populatii locale au prezentat cloroze, necroze punctiforme si ingrosarea
cuticulei foliare (Fig.3.1.). Ulterior, acestea au fost eliminate de la testarea in
vase de vegetatie, intrucat din cele 13 populatii locale colectionate pentru
testare s-au pastrat doar sapte.
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Fig. 3.1. Cloroze, necroze punctiforme si ingrosarea cuticulei foliare (original)
Fig. 3.1. Chlorosis, spots necrotic and follicular thickening (original)

3.2.2. Descrierea populatiilor locale luate in studiu

Materialul biologic utilizat a fost reprezentat de populatiile locale de
fasole, colectate din areale cu soluri saline din regiunea de NE a Moldovei.

¢ Scurta descriere a materialului biologic folosit in cadrul
experientei

Populatia locali Blagesti 1 (Fig.3.2.), populatie tarzie, cu perioada
de vegetatie de 80-120 zile (de la rasarit pana la prima recoltare a pastailor);
culoarea florilor este alb-galbui; tipul de determinare a plantelor viguroasa,
volubild, inaltd de pand la 2.45 m; pastaia este creatd, usor curbata, de
mérime medie; numarul mediu de péstdi pe plantd este de 15-25. Nu are ate
si nici strat pergamentos. La maturitatea fiziologica boabele sunt de culoare
alba.

Fig. 3.2. Populatia locali Bligesti 1 (original)
Fig. 3.2. Local population Blagesti 1 (original)
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Populatia locala Bligesti 2 (Fig.3.3.), populatie timpurie, cu o
perioada de vegetatie de 45 zile (de la rasérit pana la prima recoltare a
pastdilor), culoarea florilor este violet; tipul de determinare a plantelor este
tufd semivolubid, cataratoare; pastaia este usor curbatd, de culoare
galben-limoniu, nu au ate si sunt carnoase, suculente si fragede; lungimea
acestora este mica spre medie. Numarul mediu de pastii pe plantd este de
30-35. La maturitatea fiziologica boabele sunt de culoare alba.

Fig. 3.3. Populatia locala Bligesti 2 (original)
Fig. 3.3. Local population Blagesti 2 (original)

Populatia locald Blagesti 3 (Fig.3.4.), populatie semitimpurie, cu
perioada de vegetatie de 45-60 zile pana la maturitatea de consum si de
80-85 zile pana la maturitatea fiziologica; culoarea florilor este violet; tipul
de determinare a plantelor mare; frunze de culoare verde deschis, late;
pastaia este cilindricd, usor curbatd, cu varful ascutit; numarul mediu de
pastai pe plantd este de 12-14; boabele sunt reniforme, de culoare mov
deschis; populatie sensibila la Tetranychus urticae sin.
(Acarionul rosu comun).

Fig. 3.4. Populatia locali Blagesti 3 (original)
Fig. 3.4. Local population Bligesti 3 (original)
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Populatia locald Blagesti 4 (Fig.3.5.), populatie semitimpurie, cu
perioada de vegetatie de 55-60 zile pana la maturitatea de consum si de
80-85 zile pana la maturitatea fiziologica; culoarea florilor violet; tipul de
determinare a plantelor este medie; numarul mediu de pastdi pe planta este
de 20-25; nu are ate si nici strat pergamentos. Pastaia este lunguiatd, usor
curbatd, de culoare galbend. Boabele la maturitate fiziologica sunt de culoare
alb-galbui.

Fig. 3.5. Populatia locala Blagesti 4 (original)
Fig. 3.5. Local population Bligesti 4 (original)

Populatia localid Mosna (Fig.3.6.), populatie tarzie, cu perioada de
vegetatie de 100-120 zile pana la maturitatea fiziologica; pastaia este usor
curbata, de culoare galben-limoniu; numarul mediu de pastai pe planta este
de 10-15; nu are ate si nici strat pergamentos; culoarea florilor este
alb-violet; tipul de determinare a plantelor este mare; pastaile sunt pestrite, la
fel si boabele.

Fig. 3.6. Populatia locali Mosna (original)
Fig. 3.6. Local population Mosna (original)
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Populatia locald Saveni (Fig.3.7.), populatie tarzie, cu perioada de
vegetatie de 100-120 zile, culoarea florilor mov; tipul de determinare a
plantelor mare, care ajung la Tnaltimea de 3 m; pastaia este usor curbata, de
culoare galbend; numarul mediu de pastai pe planta este de 15-20; boabele la
maturitate fiziologica sunt pestrite. Populatia prezintd sensibilitate mare la
Tetranychus urticae sin. (Acarionul rosu comun) si Frankliniella

Fig. 3.7. Populatia locald Siveni (original)
Fig. 3.7. Local population Siveni (original)

Populatia locald Trusesti 2 (Fig.3.8.), populatie timpurie,
productiva, cu perioada de vegetatie, de 45-50 zile pana la maturitatea de
consum si de 80-85 zile pand la maturitatea fiziologica. Planta are portul
determinat, cu indltimea de 1.20 m; culoarea florilor este mov. Pastaia este
usor curbatd, cu varful ascutit; numarul mediu de pastdi pe plantd este de
30-35 si se coc esalonat. Boabele la maturitate fiziologica sunt de culoare
pestrita.

Fig. 3.8. Populatia locali Trusesti 2 (original)
Fig. 3.8. Local population Trusesti 2 (original)
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3.3. Metodologia de testare a reactiei fiziologice la salinitate a
populatiilor locale studiate

Metodologia privind testarea reactiei fiziologice la salinitate, care a
stat la baza cercetarilor este reprezentatd de urmatoarele etape de lucru:
pregatirea substratului de culturda, pregitirea solului, pregitirea boabelor
pentru semanat, prepararea solutiilor, aplicarea tratamentelor saline si
lucrarile de ingrijire.

3.3.1. Pregatirea substratului de cultura

Pentru testarea reactiei la excesul de NaCl a populatiilor locale de
fasole colectate In pretestare, s-a infiintat o culturd in vase de vegetatie, cu
capacitatea de 12 litri amestec pamant. S-a folosit un substrat de cultura
,FloraSol’’, ambalat in saci de 10 litri in amestec cu turba
"KEKKILA DSM 2" ambalat in saci de 300 litri si o parte din primul sol
fertil decopertat din ferma "V. Adamachi”. Tn Tabelul 3.1. sunt redate
principalele caracteristici ale substratului de cultura utilizat in experienta.

Tabelul 3.1./ Table 3.1.
Descrierea substratului de culturd/ Description of the culture substrate

Substratul de cultura Caracteristici
— Pamantul universal FloraSol- substrat
NOVE cu structurd usoard, bine compostat, cu
UIAVEREAL FEIAYPER RON pH 6,0-7,5; contine turbd eutrofa, turba

-~

oligotrofa, Tmbogatit cu Ingrasdminte
complexe; are in compozitia sa: N 300
mg/l, P,0s 100 mg/I si K20 30 g/l.

pentru producerea rasadurilor, obtinut
din turba bruna cernuta fin, cu pH ajustat
la 5,5/5,9, fertilizat cu Ingrasamant

recomanda pentru producerea rasadurilor
de legume Tn ghivece sau suporturi
alveolare.
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Pentru infiintarea culturii de fasole, s-a facut un amestec in proportie
de 40% sol fertil, mranita grosiera 25% si 35% turba. La sfarsitul
tratamentului a fost determinat un pH moderat alcalin; un astfel de pH
afecteaza plantele, impiedicand accesul anumitor elemente chimice in sol
(fier); totodatd poate duce la aparitia clorozei feroase deosebit de grava
pentru plante.

Semanatul s-a efectuat la data de 15 mai, in primul cat si in anul al
doilea de studiu, iar in fiecare vas de vegetatie au fost semanate cinci
seminte.

Pentru dezinsectia amestecului de pamant s-a utilizat insecticidul
FORCE 1,5 G (Fig.3.9.). Acesta este un insecticid pentru aplicare la sol si
dezvoltat pentru controlul rezidual al principalilor daundtori de sol in
agricultura.

Fig. 3.9. Insecticidul Force 1,5 G (original)
Fig. 3.9. Insecticide Force 1,5 G (original)

3.3.2. Pregitirea semintelor

In prima etapa de lucru, inainte ca semintele sa fie utilizate pentru
producerea rasadului, au fost mentinute la temperatura de 4°C pentru o mai
buni capacitate germinativa. Inainte ca acestea si fie puse in substratul de
cultura, semintele au fost tratate cu insecticidul Reldan 20 EC, timp de 24 de
ore (Fig.3.10.).
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Fig. 3.10. Aplicarea insecticidului Reldan 22 EC (original)
Fig. 3.10. Application of the insecticide Reldan 22 EC (original)

3.3.3. Lucririle de ingrijire aplicate

Lucrarile de ingrijire aplicate plantelor de fasole au fost cele descrise
de Munteanu (2003) si Popescu (1996). Acestea includ atat lucrari generale
(irigare, fertilizare faziala, combaterea bolilor si daunatorilor), cat si lucrari
speciale (palisatul, carnitul si asigurarea polenizarii):

afanarea solului din vasele de vegetatie s-a realizat manual;
sustinerea plantelor a fost efectuatd cu ajutorul tutorilor din
bambus;

defoliatul a constat in eliminarea frunzelor imbatranite, aflate
sub etajul de pastdi, care au inceput sd se maturizeze; in acest
mod s-a asigurat o mai buna aerisire si iluminare a plantelor;
polenizarea suplimentara S-a realizat prin scuturarea manuala a
plantelor;

carnitul s-a realizat cu rolul de a opri cresterea plantelor prin
suprimarea varfului tulpinii de la ultima inflorescenta, dar si de a
limita perioada de recoltare; totodata de a grabi cresterea si
maturarea fructelor si de a imbunatati calitatea acestora;
dirijarea factorilor de mediu s-a efectuat permanent, de la
infiintarea culturii pana la ultima recoltare si a avut ca scop
reglarea la nivelul wvalorilor optime a factorilor lumina,
temperatura, umiditate si aer;

fertilizarea este o lucrare de maxima importantd, care
influenteaza direct nivelul productiilor. In experienti s-a utilizat
ingrasamant specific pentru fiecare faza de vegetatie (fertilizarea
faziald s-a efectuat de trei ori, incepand cu aparitia primelor
pastai. Urmatoarele reprize de fertilizare au fost efectuate la
aproximativ.  sapte de zile una fatd de alta).
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S-au folosit solutii complexe care sa asigure necesarul de macro
si microelemente. In experinti s-a utilizat ingrisimantul de
amestec tip NPK cu oligoelemente (Solfert 10-5- 40 + ME);

- irigarea s-a efectuat zilnic si ori de cate ori a fost nevoie cu
cantitati de apa ce s-au calculat in functie de faza de vegetatie
(dupa rasarire, in scopul uniformizarii nivelului de crestere al
plantelor si dezvoltarii sistemului radicular, mai ales a celui
tandr, care participa efectiv la realizarea simbiozei; la Thceputul
infloritului, pentru asigurarea conditiilor de evolutie normala a
florilor, a polenizarii si a legérii pastdilor; in perioada cresterii
pastiilor, pentru a obtine pastai de calitate);

- combaterea bolilor si daundtorilor este una dintre cele mai
complexe lucrari. Metoda luptei integrate este unanim acceptata
si folositd. Combaterea chimica, folosita ca ultimd masurd, s-a
efectuat la momentul optim si cu produse eficiente.

- recoltarea fasolei in sera s-a facut manual, cand pastdile au
ajuns la maturitatea de consum si sunt fragede si nu au prezentat
strat pergamentos si ate. Lucrarea s-a executat de 2-3 ori pe
saptamana. Primele recoltari s-au realizat la 50-60 de zile de la
plantat, iar recoltarea a durat intre 1,5-3 luni, in functie de epoca
de infiintare si de durata perioadei de vegetatie.

Repartizarea semintelor, atat in spatiu cat si pe adidncime a fost
uniforma. Temperatura din serd a fost setatd la 18-24°C. Dacé in aceasta
perioada solul s-a uscat la suprafata, s-a aplicat o udare pentru a asigura o
rasarire uniforma. Dupa rasarire, umiditatea solului s-a mentinut la 50-55%
din capacitatea pentru apa in camp, prin udari zinice.

In perioada cresterii intense, umiditatea s-a mentinut la 70% din
capacitatea totald. In zilele cilduroase si insorite s-au aplicat si cate doua
udari.

Pentru a se asigura conditii uniforme tuturor vaselor de vegetatie li
s-a schimbat locul atat in lungul sirului cat si lateral (Jitareanu, 1994).

In timpul perioadei de vegetatie, s-au facut observatii si determinari
asupra plantelor. La aplicarea tratamentelor saline, la descrierea unor procese
fiziologice, dar si la realizarea unor lucrari de ingrijire s-a tinut cont de
sistemul de clasificare a fenofazelor BBCH (dupa Feller, 1995). Ca si mod
de utilizare a presupus identificarea principalelor stadii de dezvoltare si
anume: germinatia, cresterea frunzelor, formarea mugurilor laterali, aparitia
inflorescentelor, inflorirea, dezvoltarea pastdilor, maturarea semintei, dar si
senescenta (Tabelul 3.2.).
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Tabelul 3.2./ Table 3.2.
Sistemul de clasificare al fenofazelor la fasole in sistemul BBCH / The classification of
phenophases system on beans in system BBCH (Feller, 1995)

Cod Descriere

Principiul de crestere la faza 0: Germinatia

00 Samanta uscata

01 Inceputul imbibitiei semintei

03 Imbibitia semintelor completa

05 Aparitia radicelei din samanta

07 Tesirea hipocotilului cu cotiledoanele din saméanta

08 Alungirea hipocotilului spre suprafata solului

09 Rasarire: hipocotilul cu cotiledoanele strapung solul
Principiul de crestere la faza 1: Dezvoltarea frunzelor
10 Cotiledoanele sunt bine dezvoltate

12 2 frunze vertical desfasurate

13 A 3-a frunza adevarata (aparitia frunzelor trifoliate) desfasurate

Acestea continud pana la ...
19 9 sau mai multe frunze desfasurate (2 frunze intregi, 7 sau mai multe trifoliate)
Principiul de crestere la faza 2: Formarea mugurilor laterali
21 Primul mugur lateral vizibil
22 Al-ll-lea mugur lateral vizibil
23 Al Ill-lea mugur lateral vizibil
Acestea continud pana la...
29 9 sau mai multi muguri laterali vizibili

Principiul de crestere la faza 5: Aparitia inflorescentelor

51 Primii muguri de flori vizibili

55 Primii muguri de flori se maresc

59 Primele petale de flori vizibile sunt inca inchise

Principiul de crestere la faza 6: inflorirea

60 Primele flori infloresc (sporadic in cadrul populatiei)

61 Tnceputul Infloririi:10 % din flori / plante inflorite (deschise)
Tnceputul infloririit

62 20 % din flori / plante inflorite

63 30 % din flori / plante inflorite

64 40 % din flori / plante inflorite

65 Inflorire completi: 50% din flori/plante inflorite

pentru soiurile cu perioada de inflorire limitata.
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Sistemul de clasificare al fenofazelor la fasole in sistemul BBCH / The classification of
phenophases system on beans in system BBCH (Feller, 1995)

Principala perioada de inflorire?

67 Sfarsitul infloririi: majoritatea petalelor sau uscat/cazut
69 Sfarsitul perioadei de inflorire: Primele pastai vizibile
Principiul de crestere la faza 7: Dezvoltarea pastiilor

71 Primele pastai vizibile 10 % din marime realizata
Inceputul dezvoltarii pastailor

72 20 % din marimea pastaii realizatd

73 30 % din marimea pastaii realizata

74 40 % din marimea pastaii realizatd

75 50 % din marimea pastaii realizata

76 60 % din marimea pastaii realizatd

77 70 % din marimea pastaii realizata

78 80 % din marimea pastdii realizata

79 Mairimea specifica a pastiilor realizata (fiecare pastaie imparte usor vizibild)

Principiul de crestere la faza 8: Maturarea fructului si a semintei
81 10% din pastai au ajuns la maturitatea de consum [boabe tari]
Semintele incep sd se matureze
82 20% din pastai au ajuns la maturitatea de consum [boabe tari]
83 30% din pastai au ajuns la maturitatea de consum [boabe tari]
84 40% din pastai au ajuns la maturitatea fiziologica [boabe tari]
85 50% din pastai au ajuns la maturitatea fiziologica [boabe tari]
Principala perioada de coacere
86 60% din pastai au ajuns la maturitatea fiziologica [boabe tari]
87 70% din pastdi au ajuns la maturitatea industriald[boabe tari]
88 80% din pastai au ajuns la maturitatea industriala [boabe tari]
89 Pastdile au ajuns la maturitate industriald[boabe tari]

Principiul de crestere la faza 9: Senescenta
97 Imbatréanirea plantei
99 Produsul recoltat

3.3.4. Pregatirea solutiilor si aplicarea tratamentelor cu NaCl

In conditii de seri, populatiile locale de fasole au fost supuse
stresului salin fiind tratate constant cu apa salind odatd/saptdimana cu cate
500 ml solutie/vas de vegetatie, timp de 30 de zile. Datele au fost colectate
in faza 6, de inflorire (60-Primele flori infloresc (sporadic Tn cadrul
populatiilor) pand In faza 7: Dezvoltarea pastdilor (77-70 % din marimea
pastdii).

Pentru aplicarea tratamentelor a fost realizata o solutie stoc de NaCl
de concentratie 5M, din care s-au pregatit prin dilutie, concentratiile de
100 mM si 200 mM.

2 Pentru soiurile la care perioada de inflorire nu este limitata.
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3.4. Metodele de cercetare utilizate

Pentru realizarea tezei de doctorat cu titlul ,, Cercetari privind
reactia fiziologica a unor genotipuri de fasole la factorii de stres salin” s-au
supus testarilor fiziologice si biochimice, necesare evidentierii stresului
salin, un numar de sapte populatii locale de fasole.

3.4.1.Determinarea intensititii procesului de crestere si
dezvoltare

Cresterea diferitelor organe poate fi masurata prin metode
biometrice $i metode gravimetrice, iar in cazul de fata s-a realizat prin
determinarea suprafetei foliare a frunzelor si a numarului de boabe pe planta,
precum si  greutatea  acestora, dupd metodele descrise de
Jitdareanu si colab., 2011.

3.4.1.1. Determinarea suprafetei foliare

% Determinarea suprafetei foliare cu aparatul AM 300-0002 ADC
Bioscientific
Suprafata foliara este un indice fiziologic de o importantd majora in ceea
ce priveste caracterizarea multor procese metabolice. Pentru a se masura
acest indice, frunzele au fost detasate de pe tulpina si introduse sub folia
scanerului portabil Area Meter AM 300-002 Bioscientific Ltd (Fig. 3.11)
(Jitareanu si colab., 2014).

Fig. 3.11. Aspecte privind modul de lucru pentru determinarea suprafetei
foliare a plantelor cu ajutorul scanerul portabil Area Meter AM 300-0002 ADC
Bioscientific (original)
Fig. 3.11. Aspects of how to work for determination of the foliar surface of
plants with the help portable scaner Area Meter AM 300-0002 ADC Bioscientific
(original)
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3.4.1.2. Determinarea numarului de boabe pe planta si greutatea
acestora

S-a realizat prin numdrarea boabelor. Aceste observatii s-au
efectuat n stadiile 81-89, dupa BBCH.

Recoltarea s-a facut esalonat, fiind recoltate pastdile ajunse la
maturitate tehnologica. Dupa procesul de recoltare s-a determinat greutatea
medie pe fiecare planta in parte, utilizindu-se balanta electronica. S-au facut
observatii si asupra populatiilor locale la care pastdile au ajuns cel mai
repede la maturitate deplina.

3.4.2. Determinarea unor procese fiziologice si biochimice

In cele ce urmeazi se vor prezenta metodele utilizate in scopul
cercetarilor din cadrul tezei de doctorat privind determinarea: intensitatea
transpiratiei, continutului de pigmenti fotosintetici, conductanta stomatelor,
continutului de prolind din frunze, concentratiei de proteind din boabe,
acumularea de Na*si CI" din frunze, dar si pH-ul solului.

3.4.2.1. Determinarea ritmul de deshidratare la nivel foliar si a
continutului de apa

Pentru analiza transpiratiei s-a determinat ritmul de deshidratare
foliara prin cantdriri la interval de 1, 2, 3, 4 si 24 de ore a frunzelor
mentinute la temperatura camerei. Apa pierdutd dupa 24 de ore, raportatd
procentual la greutatea initiald a materialului vegetal este consideratd apa
libera. Acelasi materal vegetal este apoi uscat la etuva, la temperatura de
105°C, pana la o greutate constanta. Cantitatea de apa pierduta prin uscare la
etuvd este consideratd apd legatd. Apa liberd Tmpreuna cu cea legatd
reprezintd apa totald. Prima cantarire reprezinta greutatea initiald a frunzei
turgescente (Go), iar celelalte cantariri (Gi, Gz...Gn) dau prin diferente
cantitatile de apd eliminate de frunze in intervalul de timp respectiv
(Fig.3.12).

Pentru a urmari grafic ritmul de deshidratare a frunzei se echivaleaza
prima cantarire (Go) cu 100%, iar celelalte cantariri vor da valori ale
deshidratarii tesuturilor dupa relatia (Salageanu, 1965):

X1: 1OOGl/Go;
X2=100 G2/Gq.

73



Fig. 3.12. Aspecte privind modul de lucru pentru determinarea ritmului de
deshidratare la nivel foliar si a continutului de apa al plantelor (original)
Fig. 3.12. Aspects of how to work for determination the rate of dehydration
and the water content of the plants (original)

3.4.2.2. Determinarea continutului de pigmenti fotosintetici din

frunze

Determinarea continutului de pigmenti clorofilieni s-a determinat
cu dispozitivul CCM-200 PLUS, produs de firma Opti-Sciences (Fig.3.13).
Acesta foloseste o metoda nedistructiva pentru aprecierea continutului de
clorofila, care se bazeazd pe determinarea indicelui de clorofila (CCI),
definit ca raportul dintre transmisia la 931 nm si cea de la 653 nm printr-0
frunza.

Fig. 3.13. CCM 200 plus (Chlorophyll Content Meter) (original)
Fig. 3.13. CCM 200 plus (Chlorophyll Content Meter) (original)

Determinarea continutului de pigmenti clorofilieni din frunze s-a
realizat si  prin  metoda spectrofotometrica ~ descrisa  de
Jitareanu  si  colab.,, 2011, cu  ajutorul  spectrofotometrului
SHIMANDZU UV-1800.

Principiu. Aprecierea continutului de clorofila a si b s-a realizat pe
baza determindrii capacitatii de absorbtie a luminii de catre extractul
acetonic de pigmenti fotosintetici, analizata prin metoda spectrofotometrica.
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Modul de lucru: Se cantaresc 0,5 gr de material vegetal, care se
mojareaza cu putind sticld pisatd. Se adauga treptat 50 ml acetona 80%,
se omogenizeaza si se filtreaza amestecul prin filtru Gooth, la pompa de vid,
intr-un balon Erlenmeyer. Extractul acetonic de pigmenti se toarna in
balonul cotat de 50 ml si se aduce la semn, obtindndu-se concentratia de 1%.
Se determina capacitatea de absorbtie a luminii de catre extractul acetonic de
pigmenti prin citire la spectrofotometru, in spectrul vizibil (400-700 nm)
(Fig.3.14).

Cantitatea de pigmenti din proba analizata se calculeaza cu ajutorul
formulelor:

v clorofilaa (mg) = 9,78 Ass2 - 0,99 Asss
v clorofilab (mg) = 21,4 Asss - 4,65 Ace2

Tntrucat aceste formule au fost date (Holm, 1954) pentru un litru de
extract de pigmenti, cantitatea de pigmenti asimilatori din proba analizatd se
afld introducand, pentru fiecare pigment in parte, valoarea obtinutd prin
calcul, 1n relatia:

mg pigmenti x 25 /1000, in care: 25 reprezintd volumul extractului
de pigmenti obtinut din materialul vegetal analizat. Rezultatul obtinut se
raporteazda la masa proaspatd si uscatd a probei cercetate
(http://www.scritub.com).

Fig. 3.14. Aspecte privind modul de lucru pentru determinarea continutului de pigmenti
clorofilieni cu spectrofotometrul SHIMANDZU UV-1800 din plante (original)
Fig. 3.14. Aspects concerning the working for determining the content of chlorophyll
pigments with the SHIMANDZU UV-1800 spectrophotometer to plants (original)
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3.4.2.3. Determinarea conductantei stomatelor

Porometrul foliar ajutd la masurarea fluxului de vapori de apa intre
stomatele frunzelor si exterior, ceea ce este o indicatie directd a conductantei
stomatelor. Astfel, prin masuratori directe asupra frunzelor se pot afla
informatii cu privire la stresul hidric al plantelor, capacitatea de fotosinteza
sau schimbul de gaze cu atmosfera (O2/CO,).

Principiul metodei. Porometrul foliar SC-1 masoard conductanta
stomatelor folosind metoda determinarii fluxului de vapori de apa de la
suprafata frunzei spre atmosfera in conditii stationare. O micro-incintd cu
cale de difuzie cunoscutd este aplicatd pe suprafata frunzei, iar fluxul de
vapori este determinat din gradientul de presiune al vaporilor si respectiv
conductanta cunoscuta a micro-incintei (Fig.3.15) (Jitareanu si colab., 2014).

Fig. 3.15. Aspecte privind modul de lucru pentru determinarea conductantei stomatale
cu Porometrul foliar SC-1 la plante (original)
Fig. 3.15. Aspects concerning the working method for determining of stomatal
conductance, with Porometer SC-1 to plants (original)

3.4.2.4. Determinarea continutului de prolina din frunze

Continutul de prolina libera din frunze a fost determinat prin metoda
spectrofotometrica, descrisa de Bates et al., 1973.

Prolina este un aminoacid cu rol protector, sintetizat in cazul in care
plantele sunt supuse unui factor de stres. Metoda are la baza reactia prolinei
cu ninhidrina sau cu acidul ninhidric, cu formarea unui compus de culoare
galbui-rosiatica.

Modul de lucru:

- se cantaresc 0,5 g tesut vegetal si se omogenizeaza impreuna cu

acidul sulfosalicilic 3%, apoi se filtreaza prin doud hartii de
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filtru de tip Watman si se centrifugheaza filtratul la
5000 r.p.m./10 minute.

- 2 ml din acest filtrat reactioneaza cu 2 ml de acid ninhidric +
2 ml de acid acetic glacial ntr-o eprubetd, timp de o ora la
100°C, apoi se trece preparatul pe baic de gheatd pana la
sfarsitul reactiei.

- amestecul de reactie este extras in 4 ml de toluen, agitat riguros
timp de 15-20 de secunde.

- extrasul de toluen colorat este aspirat de pe faza apoasd, iar
absorbanta este cititd la spectrofotometru la 520 nm, utilizand
toluen pentru proba oarba (Covasa, 2016) (Fig.3.16).

Formula de calcul a continutului de prolina, dupa

Carillo and Gibon, (2011) este urmatoarea: (Absexiract — blank)/slope*V olexiract
! VOlatiquot *1/FW.

Fig. 3.16. Aspecte privind modul de lucru pentru determinarea continutului de prolina
din frunze (original)
Fig. 3.16. Aspects concerning the working method for determining the proline content of
leaves (original)

3.4.2.5. Determinarea gradului de acumulare a Cl" in frunze

Continutul de clor din frunze a fost determinat prin metoda descrisa
de Slabu si colab., 20009.

Modul de lucru: 0,2 g material vegetal uscat si fin macinat, se pun
intr-un balon cotat de 50 ml, peste care se adauga 30 ml de apa distilata.
Se fierb 3 ore in baie de apa sub agitare. Dupa racirea baloanelor cotate,
acestea vor fi aduse la semn cu apa distilatd. Proba se filtreaza prin filtru cu
banda alba (Fig. 3.17).
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Fig. 3.17. Aspecte privind modul de lucru pentru determinarea continutului de CI" din
frunze (original)

Fig. 3.17. Aspects of how to work for determination of the content of CI- from leaves
(original)

Concentratia de clor a fost determinatd prin titrare potentiometrica,
cu ioni de argint. S-a folosit aparatul Analytical Chroride Titrator (Fig.3.18).

Fig. 3.18. Aparatul Analytical Chroride Titrator (original)
Fig. 3.18. The device Analytical Chroride Titrator (original)

3.4.2.6.Dozarea Na® din materialul vegetal prin metoda
fotometriei in flacara

Determinarile privind dozarea Na* din materialul vegetal s-au facut
prin metoda fotometriei in flacara, si a avut loc la Institutul de Cercetari
pentru Agriculturd si Mediu (ICAM), din lasi.

Modul de lucru:

- materialul vegetal a fost taiat si uscat in etuva la 105°C, timp de
24 ore, apoi mojarat fin;

- 1 g de pulbere este supus demineralizarii cu 5 ml HNO3 (65%) si
1 ml H20;, timp de 4 ore, pe o baie de nisip electricd la T= 70°C; dupa racire,
s-au addugat 20 ml apa ultrapura si amestecul a fost mentinut 6 ore pe o baie

78



Beatrice Alexandra Modiga Teza de doctorat

de nisip electrica la T= 70°C. Acest proces a fost repetat de doua ori pentru a
obtine solutii limpezi;

- preparatul a fost transferat in balon cotat de 25 ml si adus la semn
cu apa ultrapurd; apoi dupa ce au fost filtrate prin hartie de filtru Whatman
nr. 42, solutiile au fost transferate in baloane de sticla bruna (Fig.3.19)
(Munns et al., 2010).

Fig. 3.19. Aspecte privind modul de lucru pentru determinarea Na* din plante, prin
metoda fotometriei (original)

Fig. 3.19. Aspects of working methods for determining Na* from plants, by photometry
method (original)

3.4.2.7. Determinarea continutului de proteind bruta din boabe

Determinarile privind continutul de proteind brutd din boabe au avut
loc Tn "Laboratorul de control al calitatii nutreturilor” din cadrul U.S.A.M.V.
lasi.

Metoda de determinare a proteinei in laborator este metoda Kjeldahl.
Principiul metodei constad in dozarea azotului total si transformarea acestuia
in proteina bruta prin inmultirea cu factorul 6,25 (http://www.zoonutritie.ro).

Dozarea proteinei brute prin intermediul metodei Kjeldahl se
realizeaza in trei etape de lucru: mineralizare, distilare si titrare
(Fig.3.20, Fig.3.21, Fig.3.22).

Fig. 3.20. Pregitirea probelor pentru determinarea proteinei din boabe (original)
Fig. 3.20. Preparation of samples for the determination of bean protein (original)
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1. Mineralizarea este etapa in care din proba este scos din
combinatiile organice si trecut In combinatiile anorganice, prin
fierbere, folosind o solutie de acid sulfuric concentrat.

Material vegetal + H,SO4 conc. — (NHa)2 SO4 + alti compusi

2. Distilarea este etapa in care sulfatul de amoniu rezultat la
mineralizare, este descompus prin fierbere cu o solutie de
NaOH 33% 1in exces, pand la NHs, produs care distild si este
captat intr-o solutie de H2SO4n/10.

Fig. 3.21. Determinarea proteinei - mineralizarea si distilarea (original)
Fig. 3.21. Determination of protein- mineralisation and distillation (original)

3. Titrarea este etapa in care H,SO4 n/10 Tn exces, cel care nu s-a
combinat cu NHa, este titrat cu o solutie de NaOH n/10, in
prezenta unui indicator. Prin diferenta dintre cantitatea de
H2S04 n/10 folositd la captarea amoniacului si cantitatea de
NaOH n/10 folosita la titrare, se va stabili cantitatea de H,SO4
care s-a combinat cu NHs.

Fig. 3.22. Determinarea proteinei — titrarea (original)
Fig. 3.22. Determination of protein — titration (original)
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Continutul in proteina bruta este dat de relatia:
Nt (%) = (Va X fa- Vb X T) — (Va X fa- Vpo X To)/ mp x 0,14
P.B. (%) =NtxF

F=6,25

n care:

mp = Masa proba (g)

fa= Factor (H2SOs)

fy = Factor (NaOH)

Va = H2SO4 (Ml)

Vo = NaOH (ml)

Nt = Azot total (%)

P.B. = Proteina (%)

Vo = Proba oarba

3.4.3. Modalitati de validare si valorificare a rezultatelor
obtinute

Pentru determinarea semnificatiei diferentelor dintre populatii,
prelucrarea statistica a datelor obtinute s-a facut prin analiza variantei si
testul T, pentru experiente Dbifactoriale. Relatiile si legdturile dintre
caracterele cantitative studiate, au fost analizate cu ajutorul corelatiei.

Testul Student a fost utilizat pentru compararea mediei unei
caracteristici la doud populatii. Acest test s-a determinat cu ajutorul aplicatiei
Data Analysis din Microsoft Excel.

Testul Anova reprezinta o generalizare a testului T si a aparut din
necesitatea de a compara mai multe medii. Cu acest test am analizat
interactiunile dintre variabilele testate. S-a utilizat Anova Two Factor
(Townend, 2002).

% Mirimea efectului in cazul corelatiei liniare r (Pearson)

Calculul coeficientului de corelatie s-a realizat cu Microsoft Excel
utilizand functia Correl. In naturi nu exista corelatii perfecte, ci apar doar in
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exemple ipotetice. Colton (1974) specificd o serie de reguli empirice cu
privire la interpretarea coeficientului de corelatie:
- un coeficient de corelatie de la -0.25 la 0.25 reprezintd o corelatie
slaba sau nula;
- un coeficient de corelatie de la 0.25 1a 0.50 sau de la -0.25 la - 0.50
reprezintd un grad de asociere acceptabil;
- un coeficient de corelatie de 1a 0.5 1a 0.75 saude la - 0.51a - 0.75
reprezintd o corelatie moderata spre buna;
- un coeficient de corelatic mai mare de 0.75 sau mai mare de -0.75
reprezintd o foarte buna corelatie sau asociere (Oancea, 2007).
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CAPITOLUL 4. CARACTERIZAREA PRELIMINARA A
REACTIEI UNOR POPULATII LOCALE DE FASOLE
SUPUSE STRESULUI SALIN

CHAPTER 4. PRELIMINARY CHARACTERISATION OF
THE REACTION OF LOCAL BEAN POPULATIONS
SUBJECT TO SALT STRESS

Tn primul an de studiu 2016-2017 au fost studiate 7 populatii locale
de fasole, care au fost supuse unor testari fiziologice si biochimice, precum:
suprafata foliara, continutul de apa la nivel foliar, ritmul de deshidratare
foliard, continutul de pigmenti fotosintetici, conductanta stomatelor,
continutul de Na® si CI° din frunze, continutul de prolina din frunze,
continutul in proteind brutd a boabelor, plus elemente legate de productie.
Toate aceste determindri au vizat evidentierea raspunsului la stresul salin a
genotipurilor experimentate.

4.1. Rezultate experimentale privind efectele excesului salin
asupra cresterii si dezvoltarii plantelor de fasole

Conform celor afirmate de Plesa si Cimpeanu (2001), procesele de
crestere si dezvoltare ale plantelor sunt influentate de nivelul de salinizare a
solului, iar acesta la randul lui depinde de continutul initial de saruri si de
gradul de mineralizare a apei de irigat. In mod indirect, sarurile din solutia
pentru plante, dar si prin inrautitirea regimului de nutritie si afectarea
metabolismului.

Reducerea cresterii plantelor este direct proportionald cu cantitatea
de saruri transportatd din zona radiculara in plantd, fapt care are ca efect
diminuarea turgescentei celulelor si incetinirea cresterii plantelor. Daca
ritmul de aprovizionare a frunzelor cu apa incarcatd cu saruri depaseste
ritmul de preluare a ionilor de catre celule, creste concentratia de saruri in
membranele celulare, fapt care produce o reducere a turgescentei celulelor,
iar in cazuri extreme chiar moartea celulelor mezofile. Prin urmare, efectul
nu se datoreaza potentialului diferit al apei din mediul extern si radacini, ci
potentialului din interiorul celulelor.

In cadrul acestui studiu, cercetirile cu privire la reactia fiziologica a
unor populatii locale de fasole in conditii de stres salin, au inclus masuratori

83



asupra unor caractere morfologice care tin de dinamica intensitatii procesului
de crestere: suprafata foliard, precum si asupra procesului de dezvoltare,
respectiv.  fructificare:  productia ~de boabe/plantd si  greutatea
boabelor/pastaie.

4.1.1. Influenta stresului salin asupra suprafetei foliare

Suprafata foliara este un indice fiziologic care are o importantd
majord, cu privire la caracterizarea intensitatii proceselor de crestere,
transpiratie, respiratie si fotosinteza (Covasa, 2016). Dobre si Lazar (2014)
precizeaza ca estimarea suprafetei foliare desi insuficientd ca valoare izolata
este indispensabila pentru manifestarea evapotranspiratiei si fotosintezei in
perioada de maxim impact al acestor procese.

Suprafata specifica a frunzelor este o variabila asociatd cu un numar
de aspecte functionale ale fiziologiei plantelor, inclusiv schimbul de gaze si
rata de crestere relativa (Lambers si Poorter, 1992). In urma cercetarilor
facute s-a concluzionat cd salinitatea determind cresterea grosimii frunzei,
datorita dimensiunii crescute a celulelor mezofile sau a numarului de straturi
(Kozlowski, 1997), care duce la o reducere a cresterii plantelor si a suprafetei
frunzelor.

Conform studiilor realizate de Beisan si colab., 2009, stresul salin a
determinat o reducerea considerabila a suprafetei frunzelor. Dupa
Bernstein et al., 1993, stresul salin reduce viteza de crestere a frunzei si
scade intensitatea de crestere in diferite portiuni.

Planta expusd la mediul salin are Tn general o suprafatd a frunzei
redusa, de aceea s-a urmarit efectul stresului salin asupra cresterii aparatului
foliar, din treimea de mijloc a tulpinii. Determinarea suprafetei frunzelor s-a
realizat cu aparatul portabil Area Meter AM 300- 0002 (Fig. 4.1-4.2.).

Tn urma rezultatelor obtinute in primul an de studiu, s-a observat ci
valorile suprafetei foliare au variat, in functie de populatia locala si de
concentratia salina aplicatd. Analizdnd Figura 4.1. se poate observa ca dupa
15 zile de la aplicarea tratamentelor saline, suprafata foliard, la ambele
variante tratate s-a redus comparativ cu varianta control. Cel mai puternic
afectate au fost populatii locale: Trusesti 2, Blagesti 2 si Blagesti 3, in timp
ce la celelalte, caracterul analizat a inregistrat diferente nesemnificative.
Valorile suprafetei foliare din treimea de mijloc a tulpinii la varianta control
au fost cuprinse intre 224 cm? si 561 cm?, iar pentru plantele expuse stresului
salin, acestea au oscilat de la 209 cm? pani la 407 cm?.
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Fig. 4.1. Influenta stresului salin asupra cresterii foliare, dupa 15 zile
Fig. 4.1. The influence of salt stress on foliar growth, after 15 days

Datele prezentate in Figura 4.2., privind valorile suprafetei foliare
dupa 30 zile de la aplicarea tratamentelor saline, arata un comportament
asemdnator pentru genotipurile analizate. Diferente semnificative s-au
inregistrat la populatiile locale Trusesti 2, Blagesti 2 si Blagesti 3, iar
valorile obtinute la acestea indica o inhibare a cresterii foliare sub influenta
stresului salin.

Tn  schimb, valorile obtinute la ambele tratamente, la
Blagesti 1 si Blagesti 4 au fost apropiate de cele ale variantei control, ceea ce
releva faptul ca aceste populatii s-au adaptat la factorul de stres analizat.
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Fig. 4.2. Influenta stresului salin asupra cresterii foliare, dupa 30 zile
Fig. 4.2. The influence of saline stress on foliar growth, after 30 days
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De altfel, la frunzele din zona mediana studiata, manifestarea
efectului negativ a celor doua concentratii aplicate, se poate explica prin
faptul cd aceste frunze si-au Inceput crestera sub efectul stresului salin.
Conform rezultatelor obtinute, dozele aplicate au redus abilitatea plantelor
de a absorbi apa, iar in cele din urma a condus la o reducere a suprafetei
frunzelor. Astfel, a avut loc un dezechilibru hidric, iar ionii minerali au fost
transportati odata cu apa spre zonele cu transpiratie mult mai intensa, unde
s-au si acumulat.

Rezultatele obtinute sunt in concordantd cu datele din literatura de
specialitate. Longstreth and Nobel (1979); Beisan si colab. (2009),
Zdribi et al. (2009), Attia et al. (2010) si Covasa (2016) specifica in studiile
lor cé suprafata foliara este influentatd negativ de concentratii ridicate de
saruri din sol.

In urma efectudrii analizei variantei la populatiile locale de fasole
supuse stresului salin, atat dupa 15 zile, cat si 30 de zile de la aplicarea
tratamentelor cu NaCl se constatd diferente nesemnificative intre populatiile
de la varianta control si cele de la variantele tratate cu 100 mM si 200 mM.
Pe de alta parte, la sfarsitul tratamentului salin, intre populatiile de la
varianta tratatd cu 100 mM si cele din varianta tratatd cu 200 mM au existat
diferente, insa acestea au fost statistic nesemnificative (Tabelul 4.1).

Tabelul 4.1./ Table 4.1.
Analiza variantei la populatiile locale de fasole supuse stresului cu NaCl pe o perioada
de 15 respectiv 30 de zile, cu privire la suprafata foliari/ The variance analysis of the
bean population local under stress with NaCl for a period of 15 or 30 days on the foliar

growth

Martor /100 mM NaCl  Martor/200 mM NacCl 100 mM/200 mM NaCl

15 zile 30 zile 15 zile 30 zile 15 zile 30 zile
TStat 1.18 2.19 2.60 2.81 0.95 0.23
P ns0.12 *0.02 *0.01 s 0.007 n50.,178 s 0.407
(T<=1)
T 2.1788 2.178 2.1788 2.1788 2.1788 2.1788
critic

Student’s TTEST (Paired Two Sample for Means): ™ diferente statistice nesemnificative
(p>0,05) intre variante; *diferente statistice semnificative (p<0,05) intre variante.

4.1.2. Influenta stresului salin asupra procesului de fructificare

Salinitatea este consideratd un factor semnificativ care afecteaza
productia vegetald (Gama et al., 2007) si are rezultate imediate asupra
randamentului plantelor (Greenway and Munns, 1980; Neumann, 1995).
Tn urma studiilor realizate de Salim and Pitman (1988) la fasolea Mungo,
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rezultatele au aratat ca atat randamentul materiei uscate cét si productia de
seminte la plantele cultivate timp de 14 saptimani cu 50 mM NaCl si
100 mM NaCl au fost in jur de 60% si, respectiv 25% din plantele control.

Imbunatitirea capacitatii de productie, prezintd unele particularitati
specifice, care decurg din insdsi complexitatea acestui caracter. Cresterea
potentialului productiv al soiurilor actuale necesitd optimizarea tuturor
proceselor fiziologice, in special pentru a face fatd diferitelor conditii de
stres. De aceea in studiul de fata, evalurea procesului de fructificare s-a
realizat prin determinarea unor indici biometrici: numarul de boabe/planta si
greutatea medie a boabelor/pastaie. Acest lucru s-a realizat deoarece este
important sd se cunoascd modul in care salinitatea afecteaza productia,
intrucat se pot gasi tehnici noi de culturd, care sa reduca efectele nocive ale
acestui factor abiotic, contribuind la identificarea unor populatii locale
rezistente la stres salin (Cuartero and Munoz, 1998; Covasa, 2016).

Rezultatele obtinute sunt in deplind concordanta cu cele prezentate
in literatura, conform carora stresul salin este unul dintre principalii factori
care limiteaza productivitatea legumelor Tn regiunile aride si semi-aride
(Lluch et al., 2007) si are efecte nocive directe asupra speciilor de plante
(Keck et al., 1984; Cordovilla et al., 1994). Efectul salinitatii asupra cresterii
plantelor este legat si de stadiul dezvoltarii plantelor la care s-au aplicat
dozele de saruri (Chartzoulakis and Loupassaki, 1997). Cele mai multe
deficiente de calitate se bazeaza pe disfunctii fiziologice care apar in conditii
toxice (Zorb et al., 2018).

Productia (numarul de boabe pe plantd) a fost semnificativ
influentata de tratamentul salin aplicat, la ambele concentratii. Comparativ
cu variantele netratate, la toate populatiile locale expuse stresului salin s-au
inregistrat pierderi de productie semnificative. Dupa aplicarea concentatiei
de 100 mM, cea mai redusi valoare a fost la populatia locala Blagesti 4, care
in urma tratamentului aplicat a inregistrat o productie de 94,74% din cea a
martorului. Cele mai mici productii la aceastd varianta s-a Tnregistrat la
populatiile Mosna (49,84% din varianta control) si Blagesti 3 (57,00%) din
varianta control. La varianta tratata cu 200 mM cele mai reduse valori s-au
inregistrat la populatia Blagesti 4, care a avut o productie de 93,40% din cea
a martorului. In schimb, populatiile Siveni a inregistrat o productie redusi
de 25,00%, iar Trusesti 2 de 39,13% fatd de martor (Fig.4.3).
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Fig. 4.3. Efectul stresului salin asupra productiei
Fig. 4.3. The influence of salt stress on production

In ceea ce priveste greutatea medie a boabelor/pastaie (gr.), dupi
aplicarea tratamentului cu 100 mM, valorile au scazut cu mult fatd de
varianta control si au variat intre 57,14% (Blagesti 3) si 91,85% (Blagesti 4)
din varianta control; in cazul variantei tratate cu 200 mM s-a inregistrat o
diminuare si mai pronuntatd a greutatii boabelor, care a oscilat intre 41,17%
(Mosna) si 70,27% (Blagesti 4) din cea a martorului (Fig.4.4.).

Btelitate bodeT% g|5|8\m5|ﬁnt%9 79
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Fig. 4.4. Efectul stresului salin asupra greutatii boabelor
Fig. 4.4. The influence of salt stress on weight of grains
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4.2. Rezultate experimentale privind efectele stresului salin
asupra unor procese biochimice si fiziologice la populatiile locale de
fasole studiate

Gestionarea eficientd a resurselor si imbunatatirea culturilor pot
ajuta la depdsirea stresului salin, dar astfel de strategii sunt elaborate pe
termen lung si cu costuri mari, de aceea este nevoie de dezvoltarea unor
metode simple si ieftine pentru managementul stresului salin, care pot fi
utilizate pe termen scurt. Tn acest sens, tot mai mult se incearci si se
identifice cei mai importanti factori cu privire la rezistenta la salinitate,
deoarece conform studiilor din literatura de specialitate nu au putut fi
stabiliti exact indicatorii care sa confirme toleranta la salinitate a plantelor de
cultura (Covasa, 2016).

4.2.1. Influenta stresului salin asupra continutului de apa la
nivel foliar

Importanta apei este evidentd deoarece participa direct sau indirect
la toate procesele metabolice ale organismelor vii. Aceasta este considerata
solventul universal, deoarece dizolva multe substante. Ca solvent, serveste si
ca mediu de transport al nutrientilor minerali din sol, precum si in
translocarea substantelor organice in cadrul plantei. Cea mai mare parte a
apei absorbite in plante este pierdutd prin transpiratie si doar aproximativ 1%
sau mai putin este folosit Tn diferite procese biochimice (Devlin, 1975;
Mader, 1993). Continutul de apa din frunze este un parametru fiziologic ce
poate limita eficienta fotosintezei si a productivitatii biomasei la plante.

Salinitatea are un efect dublu asupra cresterii plantelor, iar pe
masurd ce solul se usuca, concentratia de sare din solutia de sol creste,
reducand potentialul osmotic (Marschner, 1996). De aceea, o mai bund
intelegere a efectelor dominante implicate in reactia plantelor la salinitate va
facilita dezvoltarea soiurilor ameliorate si a practicilor de gestionare a
culturilor.

In viata plantelor, apa indeplineste un rol complex, intrucat participa
la formarea celulelor si tesuturilor. Totodata, transporta seva brutd de la
radacini spre frunze si seva eclaborata de la frunze spre organele de
depozitare. Apa faciliteaza absorbtia substantele anorganice si organice din
sol in organismul vegetal, avand un rol important in procesele de
termoreglare.

Apa se giseste repartizatd in organismele vegetale atat extracelular
cat si intracelular sub doud stari, respectiv: lichidd si gazoasa, iar in
constitutia corpului plantei, apa lichida se gaseste sub doud forme: apa libera
si apa legata (Surdu, 2012).

89



Apa lichida reprezintd principala componentd a tuturor celulelor,
fiind prezenta in cantitate maximd In vacuole si minima in organitele
celulare.

Apa libera se gaseste in membrana celulara, citoplasma, constituenti
celulari si vacuole; aceasta circula foarte usor, atat in interiorul celulei, cat si
de la o celula la alta, asigurand totodata turgescenta celulelor. Apa eliminata
in starea gazoasa prin transpiratie provine din fractiunea de apa libera.

Apa legatd ingheatd la temperaturi mai scizute de -10°C. Ea nu
circula in celuld sau in plantd, nu ia parte la procesele biochimice si nici la
dizolvarea substantelor organice sau anorganice. Aceasta reflectd cel mai
bine starea de hidratare a coloizilor plasmatici; este apa care mareste
capacitatea plantei de a rezista la factorii de stres, precum salinitatea.

Apa libera impreuna cu apa legata formeaza apa totald, care reflecta
apa absorbitd de catre plante si reprezintd apa pe care o are planta la
dispozitie pentru desfasurarea fotosintezei, a cresterii si a altor procese
fiziologice (Tesu, 1982).

In conditii nefavorabile de mediu, cind activitatea vitald a plantelor
se reduce considerabil, cantitatea de apa libera scade, iar cea a apei legate
creste, ceea ce determind o rezistentd mai mare a plantelor (Sand, 2001).
Cantitdti mai mari de apa liberd au indicat ca plantele posedd o ratd
metabolica ridicatd si o crestere rapida, dar rezistentd scazutd la stres.
In conditii de stres, plantele isi vor pierde din cantitatea de apa libera,
rezultind o crestere a raportului de apa legatd/apa libera. In acelasi timp,
cantitatea de apa din organismul vegetal variaza cu varsta, starea fiziologica,
regiunea geografica, cu intensitatea metabolismului, si in general, tesuturile
tinere contin o cantitate de apa mai mare decat cele batrane (Surdu, 2012).

In urma cercetirilor efectuate s-a demonstrat faptul ca plantele care
prezintdi o mai bund rezistentd la salinitate se caracterizeaza printr-0
transpiratie cuticulard si o vitezd de deshidratare a frunzelor mai redusa
(Petcu si colab., 2007).

» Efectul stresului salin asupra continutului de apa totala

Tn anul 2017, dupa 15 zile de la aplicarea tratamentului salin fata de
varianta control, populatia localda Mosna a inregistrat un continut mai ridicat
de apa totald, la ambele tratamente, cu 100 mM si 200 mM. Comparativ cu
controlul, celelalte populatii locale supuse stresului salin au inregistrat un
continut mai redus de apa totald, dar apropiat de aceastd populatie locala.
Astfel, la aplicarea concentratiei saline de 100 mM, continutul maxim de
72,77% s-a inregistrat la populatia Saveni, iar continutul minim (24,21%) la
Bléagesti 2. Concentratia de 200 mM a dus la acumularea unui continut

90



Beatrice Alexandra Modiga Teza de doctorat

maxim (82,30%) de apa totala la populatia Blagesti 2 si un continut minim
(59,93%) la populatia Blagesti 3 (Fig.4.5).
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Fig. 4.5. Influenta stresului salin asupra continutului total de apa (%), dupa 15 zile
Fig. 4.5. The influence of salt stress on total water content (%6), after 15 days

Dupa 30 de zile de la aplicarea tratamentului salin s-a observat o
usoara scadere a continutului total de apd pentru majoritatea populatiilor
locale din cadrul celor trei variante, valorile acestui parametru osciland intre
40,00% si 79,75%. Conform rezultatelor obtinute, putem specifica cd dupa
30 de zile de la aplicarea tratamentelor saline, continutul de apa totald se
mentine apropiat de cel al variantei control, ceea ce indica faptul ca aceste
populatii locale s-au adaptat stresului osmotic, n tot acest timp (Fig. 4.6).
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Fig. 4.6. Influenta stresului salin asupra continutului total de apa (%), dupa 30 zile
Fig. 4.6. The influence of salt stress on total water content (%6), after 30 days

Analiza statistica releva faptul cd dupa 15 zile de la aplicarea
tratamentelor saline, populatiile locale si concentratiile saline au influentat
statistic foarte semnificativ continutul de apa totala. La sfarsitul
tratamentului influenta celor doi factori asupra continutului total de apa
prezintd diferente statistice foarte semnmificative si distinct semnificative
(Tabelul 4.2.).

Tabelul 4.2./ Table 4.2.
Analiza variantei la populatiile locale de fasole supuse stresului salin cu NaCl
asupra continutului total de apa/ The variance analysis to local populations of beans
under stress with NaCl on total water content
» Dupa 15 zile

Populatia  714.8033 6 119.1339 16.8871  0.00085 2.9961 faladed
locala

Concent.  124.6915 2 62.34573 8.83747 0.004373  3.88529  ***
Eroare 84.6564 12 7.0547

Totali 9241511 20
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» Dupa 30 zile

Sursa de SP GL MS F P-value  Fcrit Semnificatia
variatie

Populatia 462.7291 5 92.54581 32.1650 0.00083 5.0503 falaal
locala

Concent. 88.7808 1 88.7808 30.8564 0.002599 6.6078 ok
Eroare 14.3861 5 2.8772

Totala 565.896 11

Anova Two-Factor: **diferente statistice distinct semnificative (p<0,01) intre variante;
***diferente statistice foarte semnificative (p<0,001) intre variante.

» Efectul stresului salin asupra continutului de apa libera

Apa libera este importantd in studiul prezent, deoarece reprezinta
cantitatea de apa pierdutd prin transpiratie si deshidratare, dupa 24 de ore de
expunere a frunzei la temperatura ambientala (Covasa, 2016).

In urma determinarii continutului de apa libera in frunze, dupa
15 zile de la aplicarea tratamentelor saline, s-a observat faptul cd Tntre
variante are loc o usoard scadere a acestui parametru odata cu aplicarea
solutiei saline de 100 mM pentru doud dintre populatii (Mosna si Trusesti 2)
si o usoard crestere pentru celelalte cinci populatii locale (Blagesti 1,
Blagesti 2, Blagesti 3, Blagesti 4, Saveni). Valoarea maxima a continutului
de apa libera de 41,79% a fost inregistrata la populatia Blagesti 3, iar
valoarea minimd de 22,10% la populatia locala Trusesti 2.

La varianta de 200 mM s-a observat o crestere a continutului de apa
libera la o singurd populatie studiata (Trusesti 2) si o scaderea a acestui
continut la celelalte variante experimentale. in acest caz valoarea minima
(17,70%) apartine populatiei Blagesti 2, iar valoarea maxima (40,07%)
populatiei Blagesti 3 (Fig.4.7).
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Fig. 4.7. Influenta stresului salin asupra continutului de api liberi (%), dupi 15 zile
Fig. 4.7. The influence of saline stress on free water content (%), after 15 days

Dupa 30 zile de la aplicarea tratamentelor saline, analiza apei libere
prezentatd in Figura 4.8. scoate in evidentd un continut mai redus, fatd de
varianta control pentru o singura populatie (Blagesti 4), la varianta tratatd cu
100 mM; in cazul variantei tratate cu 200 mM, continutul de apa libera a fost
mai redus la 5 populatii din cele sapte studiate (Blagesti 1, Bligesti 2,
Mosna, Saveni si Trusesti 2). Astfel, scaderea continutului de apa libera,
determind o capacitate biologica de toleranta ridicata a plantelor la conditiile
de stres abiotic.
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Fig. 4.8. Influenta stresului salin asupra continutului de apa liberi (%), dupa 30 zile
Fig. 48. The influence of saline stress on free water content (%0), after 30 days
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Analiza statisticd evidentiaza diferente distinct semnificative in ceea
ce priveste influenta celor doi factori asupra continutului de apa libera la
15 zile de la aplicarea tratamentelor saline, fata de rezultatele obtinute dupa
30 de zile. Din Tabelul 4.3. se remarca faptul ca, dupa 15 zile, factorul
populatie prezintd o influentd statistici foarte semnificativd asupra
continutului de apa libera, iar dupa 30 zile se manifestd o diferenta statistica
semnificativa, in timp ce concentratiile solutiilor saline prezintd o diferenta
nesemnificativa, dupa 15 zile si 30 de zile de la aplicarea tratamentelor

saline.
Tabelul 4.3./ Table 4.3.
Analiza variantei la populatiile locale de fasole supuse stresului salin cu NaCl asupra
continutul de api liberd/ The variance analysis to local populations of beans under stress
with NaCl on the free water content
» Dupa 15 zile

Sursa de SP GL MS F P-value Fcrit  Semnificatia
variatie

Populatia 725.5302 6 120.9217 5.1627 0.0076  2.9961 LR
locala

Concent. 24.5601 2 12.2800 0.5242 0.6049  3.8852 ns
Eroare 281.0661 12 234221

Totali 1031.1560 20

» Dupi 30 zile

Sursa de SP GL MS F P-value Fcrit Semnificatia
variatie

Populatia 1421.786 6 236.9643 6.6997 0.0026 2.9961 B
locala

Concent. 68.4231 2 34.2115 0.9672 0.4078 3.8852 ns
Eroare 4244278 12  35.3689

Totala 1914.637 20

Anova Two-Factor: ™ diferente statistice nesemnificative (p<0,05) intre variante; **diferente
statistice distinct semnificative (p<0,01) intre variante; ***diferente statistice foarte
semnificative (p<0,001) intre variante.

» Efectul stresului salin asupra continutului de apa legata
Apa legatd nu este mobild, nu asigurd turgescenta celulelor si
circulatia substantelor (Toma si Jitireanu, 2007). Totodatd, reprezinta
cantitatea de apa ramasa in tesuturi dupa deshidratare si este eliminata prin
uscare la 0 temperatura de 105°C. In conditii de stres salin, in momentul in
care activitatea vitala a plantelor se reduce, cantitatea de apa legata creste, iar
acest lucru asigurd supravetuirea plantelor.
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Dupa 15 zile sub influenta NaCl s-au observat valori mai ridicate
fata de varianta control la toate populatiile locale studiate, respectiv:
Blagesti 2 (64,6%), Blagesti 3 (19,86%), Blagesti 4 (57,88%), Mosna
(55,18%), Saveni (52,4%) si Blagesti 1 (56,38), in cazul administrarii unei
concentratii de 200 mM NacCl (Fig. 4.9).
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Blagesti 1 Blagesti 2 Blagesti 3 Bligesti4 Mosna  Sadveni Trusesti 2
H Control ®100 mM NaCl =200 mM NaCl

Fig. 4.9. Influenta stresului salin asupra continutului de api legata (%), dupa 15 zile
Fig. 4.9. The influence of salt stress on bound water content (%6), after 15 days

La sfarsitul tratamentului, valorile de la varianta tratatd cu
200 mM NaCl au crescut semnificativ la populatiile locale Blagesti 2,
Blagesti 3 si Trusesti 2, fatd de varianta control, ceea ce demonstreaza
rezistenta acestora la salinitate (Fig.4.10).
59.50
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Figura 4.10. Influenta stresului salin asupra continutului de api legata (%), dupa 30 zile
Figure 4.10. The influence of salt stress on bound water content (%0), after 30 days
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In cazul variantei control, valoarea minima (24,54%) a apartinut
populatiei Trusesti 2, iar valoarea maxima de 36,44%, la Blagesti 2. Varianta
tratata cu 100 mM NaCl a prezentat un minim (17,14%) pentru Mosna si un
maxim (32,04%) pentru populatia Blagesti 2. Odata cu aplicarea solutiilor
saline de 200 mM NaCl s-a observat o crestere a continut de apa legata, atat
fatd de varianta control, cat si de varianta tratatd cu 100 mM NaCl. Astfel,
valori maxime s-au nregistrat la Blagesti 2 (59,5%), Trusesti 2 (59,50%) si
Blagesti 3 (50,60%), iar rezultatele obtinute demonstreaza faptul ca aceste
trei populatiile locale au prezentat un grad ridicat de adaptare datorita
cantitatii mari de apa legatd, asimilatd in conditiile unui stres salin de
concentratie 200 mM NaCl (Fig.4.10).

Din analiza statistica s-a evidentiat ca, dupa 15 zile, tratamentul cu
concentratie salind nu a influentat continutul de apa legata, dar dupa 30 zile
influenta a fost una foarte semnificativa, ceea ce indicd o capacitate de
adaptare ridicatad a acestor populatii locale, la conditii prelungite de stres

salin (Tabelul 4.4).
Tabelul 4.4./ Table 4.4.
Analiza variantei la populatiile locale de fasole supuse stresului salin asupra continutul
de apa legati/ The variance analysis of the bean local populations under stress with
NaCl on the bound water content
» Dupa 15 zile

Sursa SP GL MS F P-value F crit Semnificatia
de variatie

Populatia 725.5302 6 120.9217 5.1627 0.0076  2.9961 ns
Locala

Concent. 2456012 2 12.2800 0.5242  0.6049 3.8852 ns
Eroare 281.0661 12 23.4221

Totala 1031.156 20

» Dupi 30 zile

Sursa SP GL MS F P-value F crit Semnificatia
de variatie

Populatia 1844.634 6 307.439 7.6087  0.0015 2.9961 Frx
Locala

Concent. 1185.126 2 592.5632  14.6652 0.0005 3.8852 el
Eroare 484.8719 12 40.4059

Totala 3514.632 20

Anova Two-Factor: ™ diferente statistice nesemnificative (p>0,05) intre variante;
***diferente statistice foarte semnificative (p<0,001) intre variante.

97



4.2.2. Influenta stresului salin asupra ritmului de deshidratare
foliara

Salinitatea reduce accesibilitatea apei pentru plante prin cresterea
concentratiei si prin scaderea potentialului osmotic a solutiei solului. Totodata,
in tot acest timp, planta Incearcd mentinerea statusului hidric la parametri
normali, prin concentarea sucului vacuolar pentru 0 mai buna absorbtie a apei
in conditiile hipertonicitatii mediului extern. Astfel, plantele afectate de
excesul salin sufera rar de ofilire (De Costa et al., 2007).

Factorii care controleaza conditiile de stres modifica echilibrul
normal si conduc la o serie de modificari morfologice, fiziologice,
biochimice si moleculare in plante, care afecteaza in mod negativ cresterea si
productivitatea acestora. Totusi, plantele au dezvoltat adaptari la conditiile
de stres cu o serie de interventii biochimice si fiziologice, care implica
functia multor gene asociate stresului.

Cercetdrile realizate de Petcu si colab. (2007) au aratat ca plantele cu
o mai buna rezistentd la salinitate sunt caracterizate printr-o transpiratie
cuticulara si o viteza de deshidratare a frunzelor mai redusa.

Din aceste considerente, Tn cadrul acestui studiu s-a analizat ritmul
deshidratarii foliare la cele sapte populatii locale de fasole, la intervale de
1, 2, 3, 4 si 24 de ore, atat dupa 15 zile, cat si dupa 30 de zile de la aplicarea
tratamentului cu NaCl.

Conform determinarilor realizate, s-a putut observa ca dupa 15 zile
de tratament salin, la populatia locala Blagesti 2 s-a evidentiat un ritm intens
de deshidratare la toate variantele analizate (Fig. 4.11. a,b,c.). Daca in prima
ord de deshidratare acestd populatie a prezentat valori procentuale ale
continutului total de apa cuprinse 1intre 90,37% (control), 90,49%
(100 mM NaCl) si 88,03% (200 mM NaCl), in 24 de ore s-a ajuns la valori
cuprinse intre 21.85% (control), 25,79% (100 mM NaCl) si 17.70%
(200 mM NaCl), fapt ce indicd o vitezd de deshidratare a frunzelor mai
redusa in conditiile stresului salin aplicat.

In schimb, cel mai scizut ritm de deshidratare s-a Tnregistrat la
populatia locala Blagesti 3. Astfel, in prima ora de la deshidratare, valorile
au oscilat intre 94,44% (control), 89,25% (100 mM NaCl), 89,25%
(200 mM NaCl), iar dupd 24 de ore, acest parametru a indicat valori cuprinse
intre 41,35% (control), 41,79% (100 mM NacCl) si 40,07% (200 mM NacCl).
In urma celor obtinute putem afirma ca viteza de deshidratare foliara redusa
la aceastd populatie locald a determinat o capacitate buna de adaptare la o
concentratie ridicatd de sare aplicata. O viteza de deshidratare mai redusa a
avut loc si la populatiile locale Trusesti 2 si Mosna, la toate cele trei variante
luate in studiu, ceea ce indicd o buna adaptare a acestor populatii locale la
stresul salin aplicat (Fig. 4.11. a,b,c.).
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Ritmul deshidratarii foliare (%)
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Fig. 4.11.a. Influenta stresului salin asupra ritmului de deshidratare
la varianta control, dupa 15 zile
Fig. 4.11.a. The influnce of salt stress on the dehidratyon rate of control, after 15 days
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Fig. 4.11.b. Influenta stresului salin asupra ritmului de deshidratare
la varianta 100 mM, dupa 15 zile
Fig. 4.11.b. The influnce of salt stress on the dehidratyon rate of 100 mM variant,
after 15 days
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Fig. 4.11. c. Influenta stresului salin asupra ritmului de deshidratare
la varianta 200 mM, dupa 15 zile
Fig. 4.11.c. The influnce of salt stress on the dehidratyon rate of 200 mM variant,
after 15 days

La sfarsitul tratamentului, ritmul de deshidratare cel mai scazut s-a
inregistrat tot la populatia locald Blagesti 3, care in prima ora de deshidratare
a prezentat un continut total de apd aproximativ egal la toate cele trei
variante analizate, respectiv: de 93,32% (control), 93,09% (100 mM NaCl) si
93,38% (200 mM NacCl). Dupa 24 de ore, ritmul de deshidratare a prezentat
urmitoarele valori: 50,90% (control), 52,61% (100 mM NaCl), 60,00%
(200 mM NaCl), ceea ce ne face sa concluzionadm ca aceastd populatie locala
este rezistenta la concentratiile ridicate aplicate (Fig.4.12. a,b,c.).

Ritmul deshidratarii foliare (%)
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Fig. 4.12.a. Influenta stresului salin asupra ritmului de deshidratare
la varianta control, dupa 30 zile
Fig. 4.12.a. The influnce of salt stress on the dehidratyon rate of control variant,
after 30 days
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Ritmul deshidratirii foliare (%)
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Fig. 4.12.b. Influenta stresului salin asupra ritmului de deshidratare
la varianta 100 mM, dupa 30 zile
Fig. 4.12.b. The influnce of salt stress on the dehidratyon rate of 100 mM variant,
after 30 days
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Figura 4.12.c. Influenta stresului salin asupra ritmului de deshidratare
la varianta 200 mM, dupa 30 zile
Figura 4.12. c. The influnce of salt stress on the dehidratyon rate of 200 variant,
after 30 days

4.2.3. Influenta stresului salin asupra continutului de pigmenti
clorifilieni din frunze

La plante, in conditii de stres salin, fotosinteza este cel mai
important proces care este afectat la plante. Reducerea procesului de
fotosintezd sub efectul salinitdtii are loc nu numai datoritd inchiderii
stomatelor, care duce la reducerea concentratiei de CO, intercelular, cat si
factorilor nonstomatici. Studiile aratd ca sarurile afecteazd pigmentii
clorofilieni (Stepien and Klobus, 2006). Concentratiile ridicate de NaCl
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provoaca stres osmotic prin scaderea potentialului apei in interiorul celulelor
si un stres ionic datoritd inhibarii  proceselor  metabolice
(Di Martino et al., 2003).

Conform lui Khavari-Nejad and Mostofi (1998), in conditii de stres
salin la nivelul frunzelor are loc agregarea cloroplastelor, iar membranele
celulare devin rigide si distorsionate. Pessarakli (2011) spune ca procesul de
fotosintezd pentru un numar larg de specii de plante este inhibat de
concentratia NaCl.

Pigmentii fotosintetici reprezintd unii dintre cei mai importanti
factori interni, care Tn anumite cazuri, pot limita rata fotosintetica. Continutul
scazut de clorofild este probabil, un rezultat al deficientei minerale si scade
odata cu cresterea salinitatii. Acumularea de ioni in frunze afecteaza in mod
negativ continutul de clorofile (Meloni et al., 2003). Reducerea cantitatii
pigmentilor fotosintetici poate fi explicatd prin inhibarea procesului de
biosinteza sau prin degradarea accentuatd a acestora (Galani, 2014).
Continutul de clorofild la nivel foliar poate oferi informatii asupra
fotosintezei si implicit asupra productivitatii plantelor, astfel ncéat
determinarea acestuia devine un instrument important pentru a arata efectul
stresului salin asupra plantelor (Garsia-Sanchez si colab., 2002).
De evidentiat este faptul ca, clorofila a a fost mai putin sensibilda sau mai
bine protejatda impotriva stresului salin, comparativ cu clorofila b
(Bartha, 2015).

Atunci cand concentratia de saruri din sol creste, continutul de
clorofila a si b scade in cazul plantelor sensibile la acest tip de stres abiotic
(Parida and Das, 2005). Conform studiilor facute de Abdel-Kader et al.
(2008), scaderea continutului de clorofila a si b sub actiunea stresului salin
se datoreaza agregarii cloroplastelor.

Determinarea continutului pigmentilor clorofilieni reprezintd un
instrument pentru a evalua efectul stresului salin asupra plantelor.

4.2.3.1. Determinarea continutului total de clorofila (CCI) cu
ajutorul aparatului CCM 200 plus
Continutul de pigmenti clorofilieni a fost determinat cu ajutorul
aparatului CCM 200 plus, care foloseste o metoda nedistructiva, ce se
bazeazd pe determinarea indicelui concentratiei de clorofila
(Jitareanu si colab., 2011). Indicele concentratiei de clorofild (CCI) este
definit ca raportul dintre transmisia la 931 nm si cea de la 653 nm printr-o
frunza. Acest indice s-a determinat la 15 zile si la 30 zile de la aplicarea
tratamentelor saline.
Cercetarile privind continutul de clorofila, dupa 15 zile de stres salin
au evidentiat diferente semnificative intre populatiile locale studiate, valorile
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acestui indice fiind cuprinse intre 10,42 CCI (Blagesti 4) si 44,98 CCI
(Blagesti 1). La aplicarea concentratiei de 100 mM NaCl, comparativ cu
martorul s-au observat valori inferioare pentru populatiile locale Saveni,
Blagesti 3, Blagesti 2, Blagesti 1 si o crestere a indicelui continutului de
clorofila pentru celelalte populatii locale analizate. La varianta tratatd cu
200 mM NacCl, continutul acestui indice a fost superior pentru toate cele
sapte populatii luate 1n studiu; cea mai mare crestere a indicelui continutului
de clorofild s-a constatat la Blagesti 1 (44,98 CCI), iar la Saveni s-a
inregistrat cea mai micd crestere a acestui indice, respectiv (35,40 CCI)
(Fig.4.13).

Cresterea continutului de clorofila, la variantele tratate, comparativ cu
varianta control au indicat faptul ca plantele se afla in prima faza de
manifestare a stresului salin, respectiv stresul osmotic.
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Figura 4.13. Influnta stresului salin asupra indicelui continutului de clorofila,
dupa 15 zile
Fig. 4.13. The influnce of salt stres on the index chlorophyll content, after 15 days

Din datele prezentate in Fig.4.14 se poate constata faptul cid la
sfarsitul tratamentului, la varianta tratata cu 100 mM NaCl, fata de varianta
control, valorile indicelui continutului de clorofila din frunze au fost
superioare pentru trei dintre populatii (Blagesti 4, Trusesti 2, Blagesti 2),
acestea variind ntre 17,33 si 28,49 CCI. Tn schimb, la populatiile locale
Mosna, Saveni, Blagesti 3 si Blagesti 1, valorile au fost inferioare si au
oscilat intre 13,71 si 21,58 CCI; rezultatele obtinute in cadrul experientei
releva mentinerea acestor populatii in faza de stres osmotic.

La varianta tratatd cu 200 mM NaCl, populatiile locale Trusesti 2,
Mosna, Blagesti 4, Blagesti 3 si Blagesti 2 au prezentat valori ridicate fatd de
plantele control, ceea ce indica mentinerea acestora in faza de stres osmotic,
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care duce la o buna adaptare a celor cinci populatii la un ritm fotosintetic
intens si totodatd la o acumulare de produsi de asimilatie, care in cantitéti
suficiente dau posibilitatea plantelor de a supravetui toatd perioada de
vegetatie. Tn schimb, populatiile locale Saveni si Bligesti 1 au prezentat
valori inferioare, in comparatie cu varianta control; la acestea s-a declansat
cea de-a doua fazd a stresului salin, respectiv toxicitate de ioni, care
determina in final diverse perturbari la nivelul cloroplastelor.
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Fig. 4.14. Efectul stresului salin asupra indicelui continutului de clorofila, dupi 30 zile
Fig. 4.14. The influnce of salt stres on the index chlorophyll content, after 30 days

Analiza statistica privind influenta stresului salin asupra continutului
de pigmenti clorofilieni (Tabelul 4.5.) la populatiile locale de fasole luate n
studiu, la 15 si 30 de zile de la aplicarea tratamentului, prezintd diferente
statistice semnificative, in ceea ce priveste populatia si concentratia aplicata,
ceea ce ne indica ca acest parametru este influentat de stresul salin, iar
plantele luate in studiu prezintd o intensa reactie de adaptare la acest tip de
stres.
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Tabelul 4.5./ Table 4.5.
Analiza variantei la populatiile locale de fasole supuse stresului
asupra indicelui continutului de clorofilid/ The variance analysis of the beans local
population under stress with NaCl on the index chlorophyll content

» Dupa 15 zile

Sursa de SP GL MS F P- F crit Semnificatia
variatie value

Populatia  568.7727 6  94.7954 9.1980  0.0006 2.9961 &
locala

Concent. 2031946 2 14.6597 1.4224  0.2790 3.8852 ns
Eroare 123.6719 12 10.3060

Totali 721.7641 20

» Dupa 30 zile

Sursa de SP G MS F P- F crit Semnificatia
variatie L value

Populatia 2147833 5 42,9566 5.1020 0.0139  3.3258 *

locala

Concent.  98.1882 2 49.0941 5.8309 0.0209 4.1028 *

Eroare 84.1955 10 8.4195

Totala 397.167 17

Anova Two-Factor: "™diferente statistice nesemnificative (p=>0,05); *diferente statistice
semnificative (p<0,05).

4.2.3.2. Determinarea continutului de pigmenti clorofilieni prin
metoda spectrofotometricd

Continutul de pigmenti clorofilieni (a si b) s-a determinat si prin
metoda spectrofotometricd, folosindu-se formule de calcul. Tn acest sens,
dupa 15 zile de la aplicarea solutiilor saline s-a evidentiat faptul ca, ih cazul
variantei control, valorile continutului de clorofili a au oscilat de la
0,36 mg/g s.p. pana la 0,42 mg/gs.p. Dintre populatiile supuse stresului salin
cu 100 mM NaCl, doar Blagesti 2 a inregistrat 0 valoare mai mare
(0,45 mg/g s.p.) in comparatie cu varianta luatd drept control, celelalte
populatii locale avand valori mai mici cuprinse intre 0,23 mg/g s.p. si
0,41 mg/g s.p.

In cazul variantei tratate cu solutie salind de 200 mM NaCl, patru
din cele sapte populatii locale luate in studiu au prezentat valori mai mari
fata de populatiile de la varianta control, acestea situandu-se Tintre
0,37 mg/g s.p. si 0,42 mg/g s.p. La celelalte populatii continutul de
clorofila a a fnregistrat valori mai mici cuprinse intre 0,32 mg/g s.p.
(Blagesti 4) si 0,37 mg/g s.p. la Trusesti 2 (Fig.4.15).
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Fig. 4.15. Continutul de clorofila a, dupa 15 zile de la aplicarea tratamentelor saline
Fig. 4.15. The chlorophyll a, content after 15 days the saline treatment

Dupa 30 de zile de la aplicarea solutiilor saline, trei populatii locale
(Blagesti 1, Blagesti 3, Trusesti 2) de la varianta control au inregistrat valori
mai mari decét cele supuse stresului salin, cuprinse intre 0,26 mg/g s.p. si
0,39 mg/g s.p., iar patru populatii (Blagesti 4, Blagesti 2, Mosna, Saveni) au
prezentat valori mai mici cuprinse intre 0,17 mg/g s.p. si 0,36 mgs.p.

Populatiile locale Blagesti 2, Blagesti 4 si Saveni au prezentat valori
ridicate ale continutului de clorofila, atat la varianta tratatd cu 100 mM cat si
la cea cu 200 mM, comparativ cu controlul, ceea ce denotd ca acestea
prezintd un potential destul de ridicat in ceea ce priveste rezistenta la
salinitate, fapt ce le permite ulterior o buna adaptare la un ritm fotosintetic
intens (Fig.4.16).
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Fig. 4.16. Continutul de clorofili a, dupa 30 zile de la aplicarea tratamentelor saline
Fig. 4.16. The chlorophyll a, content after 30 days the saline treatment
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Din analiza rezultatelor prezentate in Figura 4.17 se poate observa
faptul ca dupa 15 zile de la aplicarea tratamentului salin, valorile
continutului de clorofila b la populatiile de la varianta control au inregistrat
valori cuprinse intre 0,16 mg/g s.p. si 0,22 mg/g s.p.

Dintre populatiile supuse stresului salin cu 100 mM NaCl, doar trei
(Blagesti 3, Mosna, Trusesti 2) au prezentat valori mai mici fata de varianta
control, care au variat intre 0,13 mg/g s.p. si 0,21 mg/g s.p.
La varianta tratata cu 200 mM, genotipurile Blagesti 2, Blagesti 3 si Mosna
au avut valori mai ridicate fatd de varianta martor, care au oscilat intre
0,15 mg/gs.p. si 0,21 mg/gs.p.
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Fig. 4.17. Continutul de clorofila b, dupa 15 zile de la aplicarea tratamentelor saline
Fig. 4.17. The chlorophyll b, content after 15 days the saline treatments

Analiza continutului de clorofila b, dupa 30 de zile de la aplicarea
tratamentelor saline a evidentiat faptul ca trei dintre populatiile variantei
control (Blagesti 3, Saveni, Trusesti 2) au prezentat valori egale
(0,19 mg/g s.p.), iar celelalte patru populatii locale au avut valori care au
oscilat de la 0,08 mg/g s.p. pana la 0,20 mg/g s.p. La varianta tratata cu
100 mM NacCl, trei populatii au inregistrat valori mai mici, care au oscilat de
la 0,08 mg/g s.p. la 0,18 mg/g s.p.; patru populatii au inregistrat o
concentratie ridicata, care a oscilat intre 0,12-0,24 mg/g s.p. comparativ cu
controlul (Blagesti 2, Blagesti 4, Mosna si Trusesti 2).

La varianta 200 mM NaCl s-au evidentiat cinci populatii locale cu
valori mai mici decat lotul control, cuprinse intre 0,05 mg/g s.p. si
0,16 mg/g s.p. (Blagesti 1, Blagesti 3, Mosna, Saveni si Trusesti 2 (Fig.4.18).
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Fig. 4.18. Continutul de clorofila b, dupa 30 zile de la aplicarea tratamentelor saline
Fig. 4.18. The chlorophyll b, content after 30 days the saline treatments

Din rezultate prezentate se poate observa cd dupd 15 zile de la
aplicarea tratamentului salin, valorile continutului de clorofilda a si b sunt
superioare celor inregistrate dupa 30 de zile de la expunerea tratamentului
salin, ceea ce indica faptul ca populatiile locale luate in studiu se inscriu n
modelul bifazic propus de Munns (1993). Astfel, durata trecerii de la prima
faza de stres osmotic la cea de-a doua faza de toxicitate de ioni a avut loc in
functie de intensitatea stresului salin si de populatia locala.

Rezultatele obtinute confirmad datele din literaturd conform carora
efectul toxic mai slab Tn plantele tratate cu NaCl este rezultatul, pe de o parte
a inhibarii mai slabe a potentialului de apa si a inchiderilor stomatelor si, pe
de alta parte, a concentratiei scazute de Na* in tesuturile plantelor tratate cu
cloruri (Nevena and Kaymakanova, 2008). Inhibarea mai puternica a acestui
parametru la doza mai mare de salinitate (100 mM) este rezultatul Tnchiderii
stomatelor, precum si a activitatii biochimice (Garsia-Sanches et al., 2002).
Reducerea cantitatii pigmentilor fotosintetici poate fi explicata prin inhibarea
procesului de biosinteza sau prin degradarea accentuatd a acestora. Si alte
cercetari confirma scaderea continutului de clorofila ca raspuns la stresul
cauzat de salinitate (Tort and Turkyilmaz, 2004; Siler et al., 2007).

Analiza statistica privind rezultatele obtinute in urma determinarii
continutului de pigmenti clorofilieni (a si b) s-a realizat dupa modelul
testului t Student utilizat pentru compararea mediei unei caracteristici la
doud populatii. In Tabelul 4.6. sunt prezentate diferentele statistice intre
varianta control si variantele tratate cu solutii saline. Aceste rezultate indica
faptul ca intre cele trei variante diferentele sunt nesemnificative, ceea ce
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denota valorile continutului de clorofild a si b de la varianta control sunt
apropiate de cele de la variantele de 100 mM, respectiv 200 mM, iar acest
lucru aratd ca la populatiile locale luate in studiu, solutiile saline nu au
influentat continutul de pigmenti. Rezultatele obtinute ne permit sa
concluzionam ca cele sapte populatii locale studiate prezinta rezistenta la
salinitate.
Tabelul 4.6./ Table 4.6.
Diferentele statistice intre varianta control si variantele tratate cu solutie salini
de concentratie 100 mM si 200 mM, privind continutul de pigmenti clorofilieni/
Statistical differences between version control and variants treated with saline
concentration 100 mM and 200 mM on the content of chlorophyll pigments

Pigmentii Populatiile
clorailient locale Interpretarea diferentelor
T-test (2- tailed)
15 zile 30 zile
Clorofilaa 7 Control vs. 100mM  t=-0.08 t=0.56
p=046" p=0.29"
Control vs. 200 mM t=-1.16 t=0.06
p=0.14" p=047"
100 mM vs. 200 MM t=0.67 t=-0.37
p=0.26" p=0.35"
Clorofilab 7 Control vs. 100mM  t=-0.28  t=-0,33

p=0.39" p=0.37"
Control vs. 200 mM t=-1.05 t=0.36
p=0.16"™ p=0.36™
100 MM vs. 200 MM t=-0.32 t=1.17
p=0.37" p=0.14"
T-test (2-tailed)- pentru fiecare indicator analizat, comparativ pe perioade analizate: ™
diferente statistice nesemnificative (p<0,05) intre probe.

4.2.4. Influenta stresului salin asupra conductantei stomatale

Schimbul foliar de gaze se realizeaza prin miscari stomatice. Acest
aspect este crucial pentru procesul de achizitie a CO, care este legat direct
de productia fotosintetici de biomasa, dar si de controlul transpiratiei in
vederea mentinerii echilibrului hidric (Bartha, 2015).

In cele mai multe conditii nefavorabile, deshidratarea este primul
semnal care induce raspunsul plantei, in concordanta cu pastrarea status-ului
apei in tesuturi. De altfel, diminuarea conductantei hidraulice a frunzelor de
obicei este cauzata de micsorarea gradului de hidratare asociata cu reducerea
conductantei stomatelor si, prin consecintd, cu reducerea asimilarii
carbonului (Sperry et al., 2002; Johnson et al., 2009; Melenciuc, 2010).
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De asemenea, un rol important in reglarea schimbarilor conductantei
stomatelor apartine semnalelor hidraulice parvenite din sistemul radicular,
iar reactia stomatelor este o urmare a diminudrii absorbtiei apei de catre
radacini (Christmann et al., 2007). Asadar, inchiderea stomatelor reduce
pierderea apei prin transpiratie, dar inevitabil conduce si la diminuarea
fotosintezei, ca urmare a micsorarii accesului dioxidului de carbon la nivelul
cloroplastelor (Tardieu and Simoneau, 1988; Siscanu si Piscorscaia, 2001).

Cercetarile anterioare au demonstrat ca speciile P. acutifolius si
P. vulgaris, apartinand genului Phaseolus pot fi clasificate ca tolerante la
saruri datorita capacitatii lor de a stoca ionii de Na* in radacini si frunze, iar
toleranta la saruri la ambele specii este asociatd cu controlul stomatal mai
bun prin ajustarea osmotica. Speciile genului Phaseolus se adapteaza la
concentratiile mari de saruri prin scaderea potentialului osmotic tisular, n
urma cresterii concentratiei ionilor anorganici, in special a Cl', Na * si K* in
frunze (Bayuelo-Jiménez et al., 2003).

Ca o reactie la componenta osmotica a stresului salin, pentru reducerea
transpiratiei stomatele sunt partial inchise. Miscarile somatice sunt acelea
care afecteazd si aprovizionarea cu COg, si datoritd acestui aspect trebuie
stabilit un echilibru intre reducerea transpiratiei si furnizarea de CO». Desi,
rolul rezistentei stomatale si a mezofilului la controlul rezistentei la difuzie a
CO2 nu a fost inca dovedit la speciile din genul Phaseolus tolerante la saruri,
efectele dovedite ale modificarilor la P. vulgaris sensibile la salinitate sunt
limitate de conductivitatea stomatala (Longstreth and Nobel, 1979).

La plantele terestre vasculare schimbul foliar de gaze se realizeaza
prin miscarile stomatice. Acest lucru este crucial pentru procesul de achizitie
a bioxidului de carbon, care este legat direct de productia fotosinteticd de
biomasa, cit si de controlul transpiratiei In vederea mentinerii echilibrului
hidric. Salinitatea a influentat negativ si rata transpiratiei, iar tendinta a fost
asemanatoare cu conductivitatea stomatica (Bartha, 2015).

Stresul salin afecteazd in mod negativ cresterea, ca urmare a
inchiderii stomatelor, care, la randul sdu, perturbd fotosinteza, precum si
migcarea apei in cadrul plantei, ducind la un dezechilibru care va duce la o
crestere redusa a plantelor.

In cazul cercetirilor de fatd, conductanta stomatica foliar la fasole a
fost determinata cu ajutorul porometrului, pentru a masura fluxul de vapori
de apa intre stomatele frunzelor si exterior, ceea ce este o indicatie directd a
aperturii, respectiv a conductantei stomatelor.

Conductanta stomatica foliara la 15 zile de la aplicarea tratamentelor
saline la varianta tratatd cu 100 mM NaCl, comparativ cu varianta control,
a avut valori descrescatoare la cinci dintre populatiile luate in studiu.
Blagesti 2 a finregistrat cea mai mare conductantd stomatald
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(24,40 mmol/m?s), iar populatia Blagesti 3 a prezentat cea mai mica
conductanta stomatica (15,12 mmol/m?s), fapt ce demonstreaza o reducere a
procesului de transpiratie (Fig.4.19).

La varianta tratatd cu 200 mM NaCl, conductanta stomatica a fost
redusd la toate populatiile locale de fasole luate Tn studiu, exceptie facand
populatia Blagesti 4, la care s-a observat o conductantd stomatica de
32,49 mmol/m?s, fapt ce releva ca stomatele sunt partial inchise si are loc o
reducere a transpiratiei plantelor.
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Fig. 4.19. Influenta stresului salin asupra conductivititii stomatice foliare, dupa 15 zile
Fig. 4.19. The influnce of saline stress on the foliar stomatal conductance, after 15 days

La sfarsitul tratamentului, conductanta stomaticd la varianta tratata
cu 100 mM NacCl, a fost descrescatoare la toate populatiile luate in studiu,
comparativ cu varianta control. Populatia locald Blagesti 4 a prezentat cea
mai mare conductanta stomaticd (16,16 mmol/m?s), iar Saveni a inregistrat
cea mai redusi valoare de 8,92 mmol/m?s, fapt ce indici o reducere a
procesului de transpiratie. Si la varianta tratatd cu 200 mM NaCl, cea mai
mare conductanta stomaticd s-a inregistrat la aceeasi populatie Blagesti 4
(14,67 mmol/m3s), iar valoarea minimd o obtinut-o populatia Blagesti 1
(7,69 mmol/m?s) (Fig.4.20).
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Fig. 4.20. Efectul stresului salin asupra conductivititii stomatice foliare, dupa 30 zile
Fig. 4.20. The influnce of saline stress on the foliar stomatal conductance, after 30 days

Tinand cont ca miscarile stomatele sunt afectate de efectul osmotic
al stresului salin, putem concluziona ca populatia locald Blagesti 4 prezinta o
tolerantad scazutd fatd de stresul osmotic, in comparatie cu celelalte populatii
locale studiate.

4.2.5. Influenta stresului salin asupra continutului de prolina din
frunze

Prolina (prescurtata Pro sau P) este un a-aminoacid alifatic si este
produs din acidul glutamic. Prolina are un efect protector fata de stresul
salin, deoarece are un rol antioxidant (Jitareanu, 2007). in acelasi timp,
prolina este definitd ca un indicator al tolerantei la salinitate si totodata a
adaptarii plantelor la astfel de conditii de mediu (Ciobanu, 2011,
Covasa, 2016).

Prolina creste potentialul osmotic celular pentru a mentine un mediu
intracelular stabil si protejeaza plantele de leziuni oxidative. In conditii de
secetd si de salinitate, fasolea acumuleaza prolina (Chen et al., 2007;
Kumar et al., 2010). De asemenea, s-a sustinut ca acumularea prolinei poate
fi folositd ca parametru selectiv pentru toleranta la stresul salin la aceasta
specie (Ramajulu and Sudkakar, 2001).

Nivelurile ridicate de prolina permit plantelor sa mentina potentialul
scazut pentru apa, favorizdnd preluarea apei suplimentare din mediul
inconjurdtor, temporizand astfel efectul imediat al deficitului de apa din
organism. De asemenea, prolina protejeaza macromoleculele Tmpotriva
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denaturarii (Schobert and Tschesche, 1978), cat si aciditatea in celuld
(Venkamp et. al, 1989) si actioneaza ca o sursa de azot pentru o crestere
rapida dupa stres. S-a raportat ca prolina atenueaza stresul indus de NaCl,
prin cresterea activitatilor de oxigenaza si carboxilaza ale enzimei Rubisco
(Sivakumar et al., 2000). Tn alte studii, s-a raportat ci acumularea prolinei
protejeaza plantele impotriva daunelor induse de radicalii liberi
(Teixeira and Fidalgo, 2009). Din acest punct de vedere, aplicarea exogena a
prolinei promite cale alternativa si suplimentara la ingineria genetica pentru
imbunatatirea randamentului plantelor sub influenta factorilor de mediu
(Kahlaoui et al., 2014).

In plante, prolina este sintetizata fie din glutamat, fie din ornitina.
S-a demonstrat cd, in conditii de stres osmotic, predomind calea
glutamatului. Activitatea crescutd sau scazutd a enzimelor implicate in
metabolismul prolinei ca raspuns la stres a fost demonstratd la o varietate
larga de specii de cultura (Ramajulu and Sudkakar, 2001), de exemplu la
linte (Misra and Saxena, 2009), tomate (Fujita et al., 2003), arahide
(Girija et al., 2002) si floarea-soarelui (Manivannan et al., 2007). Tn plus,
sinteza prolinei a fost propusa a fi o metoda de asimilare a excesului de
amoniu, actiondind ca un mod suplimentar de stocare a azotului
(Brugiere et al., 1999).

Prin mecanismele multiple de protectie si prin modificarea
metabolismului celular, plantele se pot adapta si pot rezista deshidratarii si
stresului osmotic.

Prolina are multiple functii in timpul stresului osmotic, incluzand
stabilizarea structurilor si membranelor sub-celulare, stabilizarea proteinelor
si mentinerea functiilor celulare (Hossain et al., 2010). Acumularea de
prolind Tmbunatateste toleranta la stres fard a perturba structura celulara.
Atunci cand continutul de apd din celuld scade, prolina si alte substante
solubile compatibile pot actiona ca substituenti de apa pentru a stabiliza
structura celulara prin interactiuni hidrofile si legaturi de hidrogen. Sub stres
osmotic sau de deshidratare, integritatea membranei trebuie mentinuta si
proteinele protejate de denaturare. Prolina poate interactiona cu enzimele
pentru a pastra structura proteinelor si activitatile enzimatice, dar joaca si un
rol  critic in  protejarea  activitatii  fotosintetice =~ sub  stres
(Hamilton and Heckathorn, 2001).

Szabados and Savouré (2010) au raportat o crestere a continutului de
prolini, care a sporit toleranta la stres. In plantele de fasole Mungo, prolina a
imbunatatit toleranta la saruri, prin mentinerea starii de redox
(Hossain et al., 2010). De asemenea, s-a sugerat o rata crescuta de biosinteza
a prolinei in cloroplaste, care in timpul stresului ajutd la mentinerea unui
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raport NADPH/NADP™ scazut si la reducerea fotoinhibitiei si deteriorarii
aparatului fotosintetic (Hare and Cress, 1997).

Desi, multiplele functii ale prolinei, in conditii de stres, au fost
studiate timp de 45 de ani, informatiile referitoare la cdile de semnalizare
asociate cu metabolismul prolinei sunt foarte limitate. Prolina a fost
consideratd de mult timp un osmolit compatibil, iar studiile recente au
evidentiat  multiplele  sale functii 1n  adaptarea la  stres
(Sharma and Dietz, 2006). Tn plus, s-a sugerat ca, in conditii de stres, prolina
actioneazda ca o sursa alternativd de energie, filnd o moleculd vitald de
semnalizare, capabild sd accelereze activarea raspunsurilor multiple, care fac
parte din procesul de adaptare (Maggio et al., 2002).

Szabados si Savouré (2010) au raportat ca prolina poate actiona ca 0
moleculd de semnal, care moduleaza functia mitocondriald, influenteaza
proliferarea si moartea celulara. Pe langa rolul sdu in sinteza proteinelor si
toleranta la stres a plantelor, prolina joaca un rol in inflorire, cresterea si
dezvoltarea plantelor, functiondnd atat ca molecula de semnal cat si ca
metabolit (Mattioli et al., 2009). Hare and Cress (1997) sunt de parere ca
prolina influenteaza schimbul osmotic.

Au aparut numeroase cercetari despre o corelatie intre continutul de
prolina si rezistenta plantelor la factorii de mediu nefavorabili. Acumularea
prolinei 1n celule ajutd prin faptul cd le protejeaza impotriva numeroaselor
efecte daunatoare: radiatii UV, salinitate, temperaturi joase si ridicate, stres
hidric si osmotic (Kumar et al., 2010; Ali et al., 2013).

Salinitatea interfera cu sinteza proteinelor, fenomen evidentiat de
inhibarea incorporarii aminoacizilor in proteine. Aceastd inhibitie este
marcata de o crestere a concentratiei aminoacizilor liberi, in special prolina.
In studiile facute de Petcu si colab., 2007, continutul in prolini a fost relativ
redus la Medicago truncantula si Medicago sativa, in conditii optime de
crestere de 1,7-5,4 mg prolina/g s.p. si foarte ridicat la concentratia maxima
de saruri de 156-441 mg prolina/g s.p.

Prolina (Pro) pare a fi un marker sigur al stresului la Phaseolus, dar
corelatia dintre acumularea Pro si toleranta la stres a ramas neclara.
Nivelurile Pro libere au fost uneori raportate la soiurile de fasole mai tolerate
la  excesul de sare, decdt in cele mai putin tolerante
(Cérdenas-Avila et al., 2006). Cu toate acestea, existd si cercetari opuse cu
niveluri relativ mai mari de Pro la cultivare mai sensibile: la P. Vulgaris
(Jiménez-Bremont et al., 2006), precum si la Glycine max
(Phang et al., 2008).

Rezultatele studiului prezent privind continutul de prolind din
frunzele plantelor de fasole sunt prezentate in Figura 4.21. Astfel, se poate
observa cd varianta control a inregistrat concentratia maxima de prolina la
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populatia Trusesti 2 (3,70 nmol-mg s.p.), Tn timp ce concentratia minima s-a
nregistrat la Bligesti 1 (1,10 nmol-mg s.p.). In cazul variantei tratate cu
100 mM NaCl, fata de varianta control, toate populatiile au inregistrat valori
mai ridicate, cuprinse Iintre 2,30 nmol'mg s.p. (Blagesti 3) si
5,50 nmol-mg s.p. (Saveni). In cadrul variantei tratatd cu 200 mM NaCl, se
poate observa ca trei dintre populatii au inregistrat valori mai mari,
comparativ cu varianta control. Astfel, continutul de prolina a fost de
4,70 nmol'mg s.p. (Trusesti 2), 4,40 nmol'mg s.p. (Blagesti 4) si
4.40 nmol'mg s.p. (Sdveni), iar pentru patru populatii (Mosna, Saveni,
Blagesti 2 si Blagesti 1) s-au Tnregistrat valori mai mici, cuprinse intre
2,80 — 4,40 nmol-mg s.p.

Continutul de prolina, determinat dupa 30 de zile de la aplicarea
tratamentelor saline, denota faptul ca, odaté cu cresterea concentratiei saline,
creste si concentratia prolinei in plante, la trei dintre populatii. Asadar, se
observa o crestere liniard, ce semnificd faptul cd prolina are rol in
mecanismul de adaptare al plantelor de fasole la stresul salin, ceea ce ne
permite sa concluzionam faptul ca, populatiile la care continutul de prolina a
fost mai ridicat incearcd, prin intermediul diferitelor mecanisme, sa
dobandeasca rezistenta la dozele crescute de NaCl (Trusesti 2, Blagesti 4,
Blagesti 1). Acest lucru s-a semnalat si in lucrarile realizate de
Neelam and Ajay, (2005).
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Fig. 4.21. Continutul de prolini din frunzele de fasole supuse unui stres salin,
dupa 30 de zile
Fig. 4.21. Proline content of bean leaves subjected to salt stress, after 30 days

In urma analizei variantei, s-a constat ci la populatiile de fasole
supuse stresului salin, dupa 30 zile acumularea de prolind a fost influentata
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statistic semnificativ de populatie si distinct semnificativ de concentratia de

NaCl aplicata (Tabelul 4.7.).
Tabelul 4.7./ Table 4.7.
Analiza variantei la populatiile locale de fasole supuse stresului salin pe o perioada de
30 de zile, cu privire la continutul de prolind/ The variance analysis of the beans local
population under stress with NaCl for a period of 30 days on the proline content

Sursa de SP GL MS F P-value Fcrit Semnificatia
variatie

Populatia 0.0951 6 00158 3.2696  0.0382 2.9961 *
Locala

Concent. 0.0974 2 0.0487 10.0454  0.0027 3.8852 o
Eroare 0.0582 12 0.0048

Total 0.2508 20

Anova Two-Factor: *diferente statistice semnificative (p<0,05); **diferente statistice distinct
semnificative (p<0,01).

Dupa testul T, intre varianta control si tratamente, exista diferente
statistice semnificative. In schimb, intre varianta tratatd cu solutie salind de
100 mM si 200 mM, nu exista diferente statistice (tabelul 4.8).

Tabelul 4.8./ Table 4.8.
Diferente statistice intre varianta control (I) si variantele tratate cu concentratie salina
de 100 mM (II) respectiv 200 mM (III), in ceea ce priveste continutul de prolin/
Statistical differences between version control (1) and variants treated with saline
concentration 100 mM (I1) and 200 mm (I11) ragarding the content of proline

Variante comparate t-stat P two-tail Semnificatia
1-11 -3.3539 0.0153 *
1-111 -3.3539 0.0153 *
H-111 0.9959 0.3577 ns

t-Test Paired Two Sample for Means: ™ diferente statistice nesemnificative (p>0,05) intre
variante; *diferente statistice semnificative (p<0,05) intre variante.

4.2.6. Influenta stresului salin asupra continutului de NaCl din
frunze

Salinitatea afecteaza cresterea si dezvoltarea plantelor prin
citotoxicitatea cauzata de absorbtia excesiva de ioni, cum ar fi sodiu (Na*) si
clor (CI), si prin dezechilibru nutritional (Isayenkov, 2012). Atat Na* cat si
ClI" ar trebui sa li se acorde o atentie egald, deoarece ambele sunt toxice din
punct de vedere metabolic pentru plante, daca se acumuleaza in concentratii
mari in citoplasma (Xu et al., 2000).
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» Continutul de Na* din frunzele de fasole

Natriul reprezintd un microelement localizat in tesuturile vegetale;
in plante se gaseste si sub formd de combinatiilor anorganice si organice.
Natriul este un element absorbit mai lent comparativ cu alti cationi, incat
nivelul lui Tn plante are valori mici. Rolul fiziologic al sodiului se constata
mai ales Tn reducerea transpiratiei. Acesta are ca functie mentinerea presiunii
osmotice in celule. Insuficienta sodiului la plantele halofile se manifesta prin
culoarea deschisa a frunzelor, aproape alba, prin aparitia de pete necrotice.
Simptomele carentei sunt vizibile la frunzele batrdne. Carenta de natriu
determind cloroza datorita cresterii continutului de nitriti in celule. Excesul
apare pe terenurile saline cu concentratii mari de NaCl si determind
reducerea concentratiei potasiului (Sumalan, 2009; Covasa, 2016).

In studiul prezent, la 15 zile de la tratament, continutul de Na* la cele
sapte populatii de fasole, evidentiazd cd odatd cu cresterea concentratiei
saline creste si concentratia de Na* din frunze. La varianta control, valoarea
maximd a continutului de Na® a fost de 0,16 mg /100 mg s.u., care s-a
inregistrat la  populatia Trusesti 2, iar valoarea minima de
0,08 mg/100 mg s.u. la Blagesti 1.

La varianta tratata cu 100 mM, valoarea maxima a fost determinata
la populatia locala Blagesti 4 (0,24 mg/100 mg s.u.), iar valoarea minima de
0,08 mg/100 mg s.u. la populatia Blagesti 1. Valoarea maxima observata in
cazul variantei tratate cu 200 mM este mai mare, respectiv
0,33 mg/100 mg s.u. la Blagesti 4, in timp ce valoarea minima s-a remarcat
la populatia Blagesti 2 (0,16 mg /100 mg s.u.) (Fig.4.22).
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Fig. 4.22. Continutul de Na* din frunzele de fasole supuse stresului salin,
pe o perioada de 15 zile
Fig. 4.22. The content of Na* on foliar beans under salinity stress,
for a period of 15 days
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La sfarsitul tratamentului, continutul de Na* din frunze creste odata
cu aplicarea concentratiilor saline la toate populatiile analizate. La varianta
control populatia locala Blagesti 4 a acumulat un continut maxim de Na*
(0,28 mg/100 mg s.u.), iar populatia Blagesti 1 un continut minim de
0,15 mg/100 mg s.u. In cadrul variantei tratate cu 100 mM se remarci
aceleasi populatii, respectiv Blagesti 4 care a avut un continut maxim de Na*
(0,37 mg/100 mg s.u.) si Blagesti 1 cu un continut minim de
0,17 mg/100 mg s.u. La 200 mM continutul maxim de Na* s-a inregistrat la
Trusesti 2 (0,46 mg/100 mg s.u.), Ih timp ce valoarea minima a fost la
Blagesti 1 (0.25 mg /100 mg s.u.) (Fig. 4.23).

La o parte dintre populatiile locale studiate (Blagesti 1, Blagesti 3,
Saveni), 1a nivel foliar s-au observat simptome de toxicitate, ceea ce indica
ca plantele luate in studiu nu sunt capabile sa suporte concentratiile ridicate
de saruri (100 mM si 200 mM).
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Fig. 4.23. Continutul de Na* din frunzele de fasole supuse stresului salin
pe perioada de 30 zile
Fig. 4.23. The content of Na* on foliar beans under salinity stress,
for a period of 30 days

> Continutul de CI- din frunzele de fasole
In procesul de fotosinteza este implicat si clorul care are rolul de a
indeparta oxidantii daunatori sistemelor fotochimice si stimularea
transportului de electroni. De asemenea, clorul regleaza potentialul osmotic
mentinand nivelul hidric celular, asigurand deschiderea stomatelor, fiind si
antitranspirant (Davidescu, 1988). Tn schimb, excesul acestui microelement
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influenteazd negativ cresterea plantelor, deoarece determind degradarea
metabolismului glucidic (Sumalan, 2009).

Plantele superioare iau acest microelement din sol prin sistemul
radicular si din atmosferd In stare gazoasda, prin stomatele frunzelor.
Insuficienta lui 1n nutritie determina cloroza frunzelor, ondularea marginilor
frunzelor si inhibarea cresterii radacinilor, dar si dereglarea metabolismului
plantelor. Astfel, are loc ofilirea plantelor, oprirea cresterii, ruperea cu
usurintd a radacinilor care devin in general mici. La majoritatea plantelor
frunzele prezinta pete clorotice, care mai tarziu devin galbene. Carenta apare
mai intai pe frunzele tinere.

La nivel celular, clorul reprezintd un component osmotic activ in
vacuole, participand la reglarea schimburilor osmotice si a turgescentei
celulare. In citoplasma, clorul regleaza activitatea unor enzime, stabilizeaza
potentialul de membrana, regleazd gradientul de pH intracelular.
De asemenea, acesta este implicat in controlul transportului activ si pasiv
prin membranele plasmatice. lonul de clor este necesar ca micronutrient
pentru cresterea optima a plantelor, la o rata de numai 0,3-1 mg/g s.u. in cele
mai multe plante. Influenta ionului de clor asupra cresterii plantelor depinde
de planta (Tottingham, 1919).

Dependenta agriculturii moderne de irigari si fertilizari chimice
provoaca mai multd ingrijorare cu privire la toxicitatea clorului decit la
nivelul deficientei de CI" (Marschner, 1986).

Analizand continutul de Cl” din frunze dupd 15 zile de tratament,
la varianta control se evidentiaza  valori  cuprinse  intre
0,14-0,33 mg/100 mg s.u. La varianta tratatd cu NaCl in concentratie de
100 mM valorile sunt mai mari comparativ cu varianta control, astfel ca
maximul s-a obtinut la populatia Blagesti 4 (5,75 mg/100 mg s.u.), iar
valoarea minima la Blagesti 2 (2,17 mg/100 mg s.u.). Valorile obtinute sunt
semnificativ mai mari fatd de varianta control si in cazul populatiilor supuse
unui stres salin de 200 mM, astfel ca maximul atinge 10,95 mg/100 mg s.u.
la populatia locala Blagesti 1, iar minimul a fost de 3,27 mg/100 mg s.u. la
Blagesti 2 (Fig. 4.24).
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Fig. 4.24. Concentratia de CI"din frunzele de fasole supuse unui stres salin
pe o perioada de 15 de zile
Fig. 4.24. The content of Clon foliar beans under salinity stress,
for a period of 15 days

Datele obtinute la sfarsitul tratamentului releva faptul ca, valorile
inregistrate  in cazul variantei control, au fost cuprinse intre
0,15 mg/100 mg s.u. (Saveni) si 0,48 mg/100 mg s.u (Blagesti 2).
La varianta tratatda cu 100 mM, maximul s-a obtinut la populatia Mosna
(6,95 mg/100 mg s.u.), iar minimul la populatia Blagesti 2
(5,25 mg/100 mg s.u.). La un stres salin de 200 mM, populatia locala
Blagesti 1 a prezentat un maxim de 12,10 mg/100 mg s.u. (Fig. 4.25), ceea
ce denota incapacitatea de a stoca ionii de CI™ la nivel radicular.
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Fig. 4.25. Concentratia de C1 din frunzele de fasole supuse unui stres salin
pe o perioada de 30 de zile

Fig. 4.25. The content of CI- in the bean leaves under salinity stress,
after of 30 days salt stres
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La efectudrea testului T se observa ca: intre varianta control si
varianta de concentratie 100 mM diferentele statistice sunt nesemnificative;
intre varianta control si cea de 200 mM diferentele statistice sunt foarte
semnificative, iar intre variantele tratate cu cele doua solutii saline s-au
Tnregistrat valori statistic semnificative (Tabelul 4.9).

Tabelul 4.9/ Table 4.9.
Diferente statistice intre varianta control (I) si variantele tratate cu solutii saline de
NaCl in concentratie de 100 mM (II) respectiv 200 mM (III), in ceea ce priveste valoarea

continutului de CI/ Statistical differences between variant control (1) and variants
treated with saline concentration 100 mM (I1) and 200 mM (111) ragarding the content

of CI
Variante comparate t-stat P two-tail Semnificatia
Control-100 mM (1) -22.5725 24742 ns
Control- 200 mM (1)  -8.5817 0.000006 kel
100 mM-200 mM -2.8778 0.014069 3

(rm

Test Paired Two Sample for Means: ™ diferente statistice nesemnificative (p<0,05) intre
variante; *diferente statistice semnificative (p<0,05) intre variante; ***diferente statistice
foarte semnificative (p<0,001) intre variante.

4.2.7. Influenta stresului salin asupra continutului de proteina
bruta din boabe

Continutul de proteine poate fi afectat negativ sau pozitiv de stresul
salin. Rezultatele anumitor studii (Tort and Turkyilmaz, 2004;
Chen et al., 2007) demonstreaza o scadere sau/si o crestere a continutului de
proteine la plantele tratate cu diferite concentratii ale sarurilor.
Parida et al., (2005) au constatat o scadere a continutul de proteine solubile
din frunze, ca raspuns la salinitate. Tn alt studiu, Chao et al., (1999) au
observat o crestere a continutului de proteine la tomate
(Lycopersicon esculentum L.) ca raspuns la tratamentul cu sare.
De asemenea, Tort and Turkyilmaz (2004) au inregistrat o crestere mare a
continutului de proteine atunci cand s-a tratat planta de orz
(Hordeum vulgare L.) cu 120 mM NacCl.

Studiile privind influenta stresului salin asupra continutului de
proteina indica un efect pozitiv, dar exista cercetatori care au prezentat si
rezultate contrare, care aratd un efect negativ al stresului salin. De exemplu,
Chen et al, (2007) au constatat ca expunerea plantelor de
Vigna unguiculata L., la varsta de 14 zile si utilizand o concentratie de
75 mM NaCl a redus continutul de proteine solubile in planta. Astfel de
rezultate au fost confirmate si de Cheruth et al, (2008), Ila
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Catharnathus roseus L. si ale lui Khosravinejad et al., (2009) in urma
experientelor efectuate pe plantele de Hordeum vulgare L.

Sinteza proteinelor din plante este afectatd sever datorita stresului
salin si are ca rezultat o crestere anormala a plantelor si o productie scazuta a
culturilor, fapt relatat de Hemantaranjan (2005), in volumul
"Advances in plant Physiology”. In cadrul acestui volum se afli mai multe
studii, printre care si cel realizat de Dhingra si Sharma (1993), care pe trei
cultivare de fasole verde (Phaseolus vulgaris L.) au aratat ca stresul salin a
provocat acumularea de amoniu, nitrati si aminoacizi liberi in plante, n timp
ce sinteza de proteine a fost redusa. Totodatd, conditiile de salinizare au
condus in cazul culturii de Vigna radiata L. Wilezek la o scidere
semnificativa a proteinelor si a aminoacizilor liberi precum si a prolinei, cu o
crestere concomitenta a acestora, in semintele netratate cultivate in conditii
non-saline.

Tn volumul, "Environmental Physiology", Hemantaranjan (2007)
prezinta alte studii, cu referire la influenta stresului asupra continutului de
prolina la diverse plante. Dhanker and Matta (1992), citat de
Hemantaranjan (2007) au raportat ca nivelurile de salinitate de 7,3 dSm? la
patru variante de naut au determinat o reducere a continutului de proteine din
seminte, cu specificatia ca au fost afectate diferit.

Abd El-Samad et al., (1997) au aritat ca toleranta relativa la saruri a
plantelor de Glycine max se datoreaza acumularii de proteine solubile si
aminoacizi, iar conditiile de salinizare au condus la scaderea continutului de
proteine cu o crestere concomitenta a activitatii proteazelor in radacina.

In cercetarile prezente, la varianta tratata cu 100 mM, proteina bruti
s-a diminuat cu mult fatd de varianta control. Evidentiem faptul ca
populatiile Blagesti 4 (48,19 %), Blagesti 1 (39,36 %) si Trusesti 2 (37%), au
prezentat o diminuare a continutului de proteind brutd destul de ridicata la
varianta tratati cu 100 mM. In schimb, la varianta de 200 mM, la patru
dintre populatii s-a Tnregistrat o diminuare a continutului de proteina bruta de
48,72% (Blagesti 1), 33,81% (Blagesti 3), 54,21% (Mosna) si 30% (Saveni)
(Fig. 4.26).

Continutul de proteind a fost afectat ca urmare a dozelor aplicate, Tn
cazul a patru populatii studiate, rezultatele obtinute fiind in concordanta cu
studiile de specialitate realizate de Parida et al., (2002), Chen et al., (2007),
Cheruth et al., (2008). Astfel, stresul salin a provocat acumularea de anioni,
nitrati si aminoacizi liberi, care a determinat o sinteza redusa a proteinelor,
ce duce 1n final la o crestere anormald a plantelor si la un randament scazut
al plantelor.
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Proteina bruta (% din varianta control)
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Fig. 4.26. Diminuarea procentuali a proteinei brute la populatiile locale de fasole tratate
cu solutie salina fata de varianta control (%)
Fig.4.26. The percent decrease of the protein to local populations of beans treated with
saline solution compared to the control (%)

In urma efectudrii analizei variantei, la populatiile de fasole supuse
la stres salin timp de 30 zile, se constata ca, continutul de proteind bruta nu a
fost influentat de populatie, diferentele fiind nesemnificative statistic
(Tabelul 4.10).
Tabelul 4.10./ Table 4.10.
Analiza variantei la populatiile locale de fasole supuse stresului cu NaCl pe o perioada

de 30 de zile, cu privire la continutul in proteina bruti/ The variance analysisto local
populations of beans under stress with NaCl, for a period of 30 days on the proteine

content
Populatia  0.1197 6 0.0199 1.2118 0.3645 2.9961 ns
locala
Concent.  2.3747 2 1.1873  72.0801 0.5432 3.8852 el
Eroare 0.1976 12 0.0164
Total 2.6922 20

Anova Two- Factor: ™ diferente statistice nesemnificative (p<0,05); ***diferente statistice
foarte semnificative (p<0,001);
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4.2.8. Corelatii intre diferiti parametri analizati

In natura, fenomenele se regisesc in contact cu mediul inconjuritor.
De aceea, 1n aplicatiile practice suntem interesati nu numai de prezenta si de
semnificatia corelatiei, ci si de masura in care aceasta se manifesta in sine;
acest grad este apreciat prin calcule statistice. Tn acest sens, a fost introdus
coeficientul de corelare liniara Bravais-Pearson pentru a evalua corelatia
dintre doud marimi (Oancea, 2007).

% Determinarea coeficientului de corelatie intre continutul de CI si
productie
Corelatia dintre continutul de CI si productia medie/planta dupa
30 de zile de la expunerea la stresul salin indica un grad de asociere
acceptabil, care se incadreaza in datele din literatura de specialitate
(Fig. 4.27).
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Fig. 4.27. Corelatia dintre continutul de CI si productia plantelor,
dupa 30 de zile de expunere la stresul salin
Fig. 4.27. The correlation between content Cl-and plant production,
after 30 days of exposure to salt stress

Corelatia dintre continutul de CI° si greutatea medie a
boabelor/pastaie dupa 30 de zile de la expunerea la stresul salin indica de
asemenea un grad de asociere acceptabil (Fig. 4.28).
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Fig. 4.28. Corelatia dintre continutul de CI si greutatea boabelor/pistaie,
dupi 30 de zile de expunere la stresul salin
Fig. 4.28. The correlation of Cl-and weight grain /pod,
after 30 day sof exposure to salt stress
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CAPITOLUL 5. SELECTAREA UNOR POPULATII
LOCALE DE FASOLE REZISTENTE LA STRES SALIN

CHAPTER 5. SELECTION OF LOCAL BEANS
POPULATION RESISTANT TO SALT STRESS

Tn anul al doilea de experimentare (2017-2018), s-a reluat studiul la
toate cele sapte populatii locale de fasole, motivatia fiind aceea ca s-a dorit
reevaluarea materialului colectat si inventarierea proprietatilor ameliorative a
acestora, in scopul identificarii §i inmultirii acelor genotipuri cu caractere si
insusiri relevante, care in final s permita obtinerea de soiuri noi.

Tn urma acestor studii se poate face o inventariere a proprietitilor
ameliorative pentru materialul din colectie, deoarece In domeniul ameliorarii
plantelor este obligatoriu ca materialul initial sd prezinte o variabilitate
suficient de mare in scopul identificarii si inmultirii acelor organisme cu
caractere si insusiri noi care in final sd poatd permite in mod real obtinerea
de soiuri noi. Variabilitatea este data de totalitatea diferentierilor privind
caracterele si insusirile indivizilor dintr-o anumitd populatie. Caracterele
sunt reprezentate de totalitatea particularitatilor morfologice, fiziologice,
biochimice, si pot fi grupate in functie de parametrii utilizati pentru
exprimarea lor In caractere calitative si cantitative, mai ales c¢d un genotipul
reprezintd totalitatea genelor (zestrea ereditara) a unui individ provenite de la
parinti sau unele aparute in urma mutatiilor naturale sau induse.

Tn acest ultim capitol sunt prezentate rezultatele experimentale cu
privire la excesul salin asupra unor procese fiziologice si biochimice la
populatiile locale selectate, respectiv: suprafata foliard, ritmul de
deshidratare foliard, continutului de pigmenti fotosintetici, conductanta
stomatelor, continutul de Cl" din frunze, continutul de prolind din frunze,
plus elemente legate de productie.

5.1. Rezultate experimentale privind efectele excesului salin
asupra cresterii si dezvoltarii plantelor de fasole

In plante, cresterea este vizibila, iar dezvoltarea plantelor este de fapt
o suma de doua procese: crestere si diferentiere. Salinitatea afecteaza
plantele in diferite moduri, cum ar fi: efectele osmotice, toxicitatea ionica
specifica si/sau tulburarile nutritionale (Lauchli and Epstein, 1990). Aceste
modificari depind de multi factori care includ: specia, genotipul, varsta
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plantei, puterea ionica si compozitia solutiei de salinizare, precum si organul
in cauza.

Munns (2002), spune cad dupa salinizare celulele se deshidrateaza si
se micsoreazd, dar isi recupereazi volumul original mai tarziu. In ciuda
acestei reinnoiri, alungirea celulard si, intr-o masurd mai micd, diviziunea
celulard sunt reduse, ceea ce duce la scaderea ratei cresterii frunzelor si
radacinilor. In urmatoarele zile, reducerea diviziunii celulare si a alungirii se
traduce printr-o dimensiune mai mica a frunzei. Plantele care sunt grav
afectate suferd adesea vatamari vizibile datorate excesului de saruri. Dupa
sdptamani, dezvoltarea plantelor este afectatd, iar dupad luni, se observa
diferente clare cu privire la aspectul plantelor.

5.1.1. Influenta stresului salin asupra suprafetei foliare

Conform datelor obtinute In primul an de experimentare suprafata
foliard a fost influentata negativ de concentratiile saline aplicate. Rezultatele
din cel de-al doilea an de experienta aratd ca valorile acestui parametru au
variat 1n functie de populatie locala si de concentratia sarurilor aplicata.

Tn Figura 5.1. se observd ca dupd 15 zile de la aplicarea
tratamentelor saline apar diferente intre populatiile tratate cu o concentratie
de 100 mM si cele tratate cu 200 mM, in comparatie cu varianta control.

Aplicarea solutiei saline de concentratie 100 mM a determinat valori
care au oscilat Tntre 243 cm? (Saveni) si 431 cm? (Blagesti 3 si Trusesti 2),
fiind mai scazute in comparatie cu lotul control. Odatd cu aplicarea
tratamentului cu 200 mM, valorile acestui parametru au fost cuprinse ntre
234 cm? (Saveni) si 402 cm? (Blagesti 3).
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Fig. 5.1. Influenta stresului salin asupra cresterii foliare, dupa 15 zile
Fig. 5.1. The influnce of salt stress on foliar growth, after 15 day
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Analizand valorile suprafetei foliare dupa 30 de zile de la aplicarea
tratamentelor saline constatdim o scadere a acestora la variantele tratate
comparativ cu martorul (Fig.5.2). Tn acest caz, valorile au oscilat intre
264 cm? (Blagesti 1) si 492 cm? (Trusesti 2) in cazul variantei control; Tntre
241 cm? (Blagesti 1) si 448 ¢cm? (Trusesti 2) in cazul variantei tratatd cu
100 mM si respectiv intre 234 cm? (Blagesti 1) si 410 cm? (Blagesti 3 si
Trusesti 2) pentru frunzele de fasole, din cadrul variantei tratatd cu 200 mM.
Din analiza acestui parametru remarcam faptul ca populatiile Blagesti 2,
Mosna, Blagesti 3 si Trusesti 2 au prezentat valori ale suprafetei foliare mai
ridicate, ceea ce indica ca acestea pot prezenta o mai buna rezistenta la saruri
fata de restul populatiilor experimentate.
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Fig. 5.2. Influenta stresului salin asupra cresterii foliare, dupa 30 zile
Fig. 5.2. The influnce of salt stress on foliar growth, after 30 days

Un raspuns imediat al plantelor la salinitate ridicatd este o scadere a
suprafetei foliare. Existd un model diferential de acumulare si/sau distributie
a Na" si CI" in plante (Zhao et al., 2002) si efectele lor asupra cresterii
frunzelor. Cu toate acestea, acumularea si distributia Na* si CI" in plantele
tratate cu saruri pot fi dependente de genotip. Unele halofite pot supravietui
chiar dacd acumuleazda Na* pana la 50% din greutatea lor uscatd in lastari.
Stresul salin inhiba cresterea plantelor prin perturbarea echilibrului osmotic
si ionic celular, iar cresterea biomasei este direct legatd de productivitatea
plantelor de cultura. In alt studiu, cresterea concentratiei de NaCl in solutia
nutritiva a redus semnificativ biomasa partilor vegetative supraterane.
La concentratii mari de sdruri, se observa plasmoliza osmotica pe intreaga
suprafata a frunzei expuse (Jungkland et al., 2003).

128



Beatrice Alexandra Modiga Teza de doctorat

In urma efectudrii analizei variantei la populatiile locale de fasole
supuse stresului salin, dupa 15 zile de la tratament se constatd diferente
statistice foarte semnificative intre populatiile de la varianta control si cele
de la varianta tratatd cu 100 mM si diferente statistice semnificative intre
varianta control si cea tratatda cu 200 mM. La 30 zile de la administrarea
tratamentului salin se evidentiazd tot diferente statistice nesemnificative,
in ceea ce priveste suprafata foliara intre varianta control si varianta tratata
cu 200 mM. Pe de altd parte, atat dupa 15 zile cat si dupd 30 zile de la
aplicarea tratamentelor salin intre populatiile de la varianta tratata cu
100 mM si cele din varianta tratatd cu 200 mM diferentele statistice sunt
nesemnificative, ceea ce ne permite sa afirmam ca toxicitatea cu NaCl se
manifestd deja incepand de la 100 mM; excesul salin in crestere, de la
200 mM nu a avut efecte semnificative asupra plantelor (Tabelul 5.1).

Tabelul 5.1./ Table 5.1.
Analiza variantei la populatiile de fasole supuse stresului cu NaCl pe o perioada de 15
respectiv 30 de zile, cu privire la suprafata foliarid/ Analysis of the local populatvariance
at bean under stress with NaCl over a period of 15 or 30 days on the foliar growth

Control/100 mM Control/200 mM 100 mM/200 mM
15 zile 30 zile 15 zile 30 zile 15 zile 30 zile
TStat 5.05 1.30 2.48 1.82 0.79 0.183
P ***%0.001 "™0.12 *0.02 " 0.06 " 0.23 " 0.43
(T<=t)
T 2.0150 2.0150 2.0150 2.0150 2.0150 2.0150
critic

Student’s TTEST (Paired Two Sample for Means): ™ diferente statistic nesemnificative
(p>0,05) intre variante; *diferente statistic semnificative (p<0,05) intre variante; ***diferente
statistice foarte semnificative (p<0,001) intre variante.

5.1.2. Influenta stresului salin asupra procesului de fructificare

Evaluarea influentei stresului salin asupra productiei vegetale este
un aspect foarte important in determinarea modului in care salinitatea
afecteaza productivitatea si de aceea, procesul de fructificare a fost studiat pe
baza determinarilor a doi indici, numarul mediu de boabe/planta si greutatea
medie a boabelor/pastaie.

Analizand numarul mediu de boabe/planta si greutatea medie a
boabelor/péstdie, s-a observat cd, in comparatie cu varianta control, pentru
toate populatiile locale tratate cu 100 mM si 200 mM NacCl, acesti parametri
au scazut considerabil.

La varianta tratatd cu 100 mM cele mai reduse pierderi de productie
au fost Inregistrate la populatia Saveni, care In urma tratamentului aplicat a
inregistrat o productie de 78,12% din cea a martorului. Aceasta populatie
este urmata de Trusesti 2 si Blagesti 4, care au Inregistrat o productie de
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69,56% si 67,00% din varianta control. Tn urma tratamentului cu 200 mM,
cele mai reduse pierderi au fost la Saveni, care a Inregistrat o productie de
60,00%. In schimb, cele mai mici productii s-a observat la populatiile
Blagesti 3 (32,18% din varianta control) si Blagesti 2 (36,20%) din varianta
control (Fig.5.3).

Productia de boabe pe plantd (% din varianta control)

78.12
67.00

q
65.00 69.56
56.00 58.62 0.00
8.12 8.27 6.27
6.20 34.00 8.70
I I'ZI13 I

Blagesti 1 Blagesti 2 Blagesti 3 Blagesti4 Mogna  Sdveni Trugesti 2
=100 mM NaCl 200 mM NaCl

Fig. 5.3. Efectul stresului salin asupra productiei
Fig. 5.3. The influence of salt stress on production

In ceea ce priveste greutatea medie a boabelor/pastaie (%), Tn anul
al doilea de studio, concentratiile de 100 mM si 200 mM NaCl au
influentat negativ greutatea boabelor de fasole, in cazul celor sapte
populatiile locale studiate si a oscilat intre 23,05% (Mosna) si 72,11%
(Saveni) din cea a martorului (Fig.5.4).

Greutate boabe (% din varianta control)

72.11

64.13 62.00 5533

3.13 43.07
5.00 38.45
I I 235I 5.00 3 07 3 05

Blagesti 1 Bligesti 2 Blagesti 3 Bligesti4 Mosna Saveni Trugesti 2
=100 mM NacCl ®200 mM NaCl

Fig. 5.4. Efectul stresului salin asupra greutatii boabelor
Fig. 5.4. The influence of salt stress on weight of grains
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Rezultatele obtinute sunt in deplind concordanta cu datele prezentate
in literaturd de Giannakoula and Ilias (2013) si Covasa (2016), conform
carora, concentratiile ridicate de NaCl au influentd negativd asupra
productiei.

5.2. Rezultate experimentale privind efectele excesului salin
asupra unor procese biochimice si fiziologice la populatiile locale de
fasole studiate

Principalele cauze care duc la o scadere de pana la 70% a productiei
agricole sunt factorii de stres abiotic precum: salinitatea, seceta si
temperaturile ridicate sau scazute. Totodata, organismele vii sunt incapabile
sa controleze factorii de mediu, astfel ca majoritatea, au dezvoltat
mecanisme de evitare sau de adaptare la aceste tipuri de stres
(Ciuzan, 2013).

In acest sens, adaptarea la stresul salin a diferitelor plante de cultura
este intens studiata in zilele noastre, In Incercarea de a se identifica cei mai
importanti indicatori care dau acea rezistenta la stresul salin.

5.2.1. Influenta stresului salin asupra continutului de apa la
nivel foliar

Toate procesele fiziologice care au loc in plante, decurg normal doar
in cazul asigurdrii optime cu apa. Apa este un component structural activ al
celulei si faciliteaza interactiunea dintre molecule, serveste in calitate de
substrat in procesul de fotosinteza, participa la respiratie si la diverse procese
hidrolitice si sintetice. De aceea, cunoasterea continutului de apa din frunze
permite determinarea particularitatilor ecofiziologice ale plantelor,
elucidarea mecanismelor de adaptare la factorii de mediu.

Totodatd, continutul si starea apei in celule si tesuturi determina
rezistenta plantelor la factorii nefavorabili din mediul ambient, intensitatea
proceselor de crestere si a productivitatii. Acest confinut in plante variaza in
functie de particularitatile genetice, varsta, regimul de apa, nutritie minerala,
anotimp si fotoperioade etc (Duca si colab., 2001).

% Efectul stresului salin asupra continutului de apa totala

In anul al doilea de studiu, dupa 15 zile de la aplicarea tratamentului
salin fata de varianta control, toate populatiile au inregistrat un continut mai
scazut de apa totald, in cazul administrarii solutiei saline de 200 mM
(Fig.5.5). La varianta control se evidentiazd populatia locala Mosna, care a
avut cel mai mare continut de apa totald (92,78%). La aplicarea concentratiei
saline de 100 mM, continutul maxim de 88,81% s-a obtinut la populatia
Blagesti 1, iar continutul minim (59,32%) la Trusesti 2. Concentratia de
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200 mM a dus la acumularea unui continut maxim (85,87%) de apa totala la
populatia Blagesti 1 si un continut minim (44,02%) la populatia Trusesti 2.

88.81 92.78
85.87 88.7

83.96 g2.73 83.14

75.19 78.

66.13 5. 63.21
56.44 s6.15 T 59.32

‘I | | [| “l ||4402

Blagesti 1 Blagesti 2 Blagesti 3 Blagesti4 Mosna  Saveni Trugesti 2
mControl ®100mM NaCl w200 mM NacCl

Fig. 5.5. Influenta stresului salin asupra continutului total de apa (%), dupi 15 zile
Fig. 5.5. The influence of salt stress on total water content (%), after 15 days

Dupa 30 de zile de la aplicarea tratamentului salin s-a observat o
usoard crestere a continutului total de apa pentru majoritatea populatiilor
locale din cadrul celor trei variante, valorile acestui parametru osciland intre
69,14% si 92,72%. Conform rezultatelor obtinute, putem specifica ca la
sfarsitul tratamentului salin, continutul de apa totala se mentine apropiat de cel
al variantei control, ceea ce indica faptul ca aceste populatii locale s-au adaptat
stresului osmotic, n tot acest timp (Fig.5.6).
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Blagesti 1 Blagesti 2 Blagesti 3 Blagesti4 Mosna Saveni Trugesti 2

HControl ®100mM NaCl =200 mM NacCl

Fig. 5.6. Influenta stresului salin asupra continutului total de apa (%), dupi 30 zile
Fig. 5.6. The influence of salt stress on total water content (%), after 30 days

Analiza statisticd relevd faptul ca dupa 15 zile de la aplicarea
tratamentelor saline, populatiile locale si concentratiile utilizate nu au
influentat statistic continutul de apa totala. La sfarsitul tratamentului
influenta celor doi factori asupra continutului total de apa prezinta diferente
statistice semnificative (Tabelul 5.2).

Tabelul 5.2./ Table 5.2.
Analiza variantei la populatiile locale de fasole supuse stresului salin cu NaCl
asupra continutului total de api/ The variance analysis to local populations of beans
under stress with NaCl on total water content

» Dupa 15 zile

Populatia 1802.82 6 300.4700 44298 0.0136 2.9961 kel
locala
Concent. 885.4674 2 442.7337 6.5272 0.0120 3.8852 *

Eroare 813.9404 12  67.8283
Totala 3502.228 20
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» Dupa 30 zile

Populatia 181.6259 6 30.2709 0.7515 0.6201 2.9961 ns
locala
Concent. 18.6070 2 9.3035 0.2309 0.7972 3.8852 ns

Eroare 483.3325 12  40.2777

Totala 683.5655 20
Anova Two-Factor: ™ diferente statistice nesemnificative (p=>0,05) intre variante;
*diferente statistice semnificative (p<0,05) intre variante.

% Efectul stresului salin asupra continutului de apa libera

Tn urma determinarii continutului de apa libera in frunze, dupi
15 zile de la aplicarea tratamentelor saline, s-a observat faptul ca, comparand
variantele intre ele, are loc o usoara scadere a procentului de apa liberd in
cazul aplicarii solutiei saline de 100 mM si 200 mM, pentru toate populatiile.
La varianta 100 mM valoarea maxima a continutului de apa libera a fost de
61,04% la populatia Blagesti 4, iar valoarea minima de 34,89% la populatia
locala Trusesti 2. In cazul variantei de 200 mM, valoarea minima (29,01%)
apartine populatiei Trugesti 2, iar valoarea maxima (52,17%) populatiei
Blagesti 1 (Fig.5.7).

75.41 75.00 73.33

70.51 67.33 691 6304
1.04 2.50
52.17 50.26
5 5
3 533 75 752 1.22 _0.03322
0.98
34.89

Blagesti 1 Blagesti 2 Blagesti 3 Blagesti4 Mosna  Saveni Trugesti 2
HControl ®I100mM NaCl =200 mM NacCl

Fig. 5.7. Influenta stresului salin asupra continutului de apa liberi (%), dupa 15 zile
Fig. 5.7. The influence of saline stress on free water content (%), after 15 days

Dupa 30 zile de la aplicarea tratamentelor saline, analiza
continutului de apa libera prezentata in Figura 5.8 scoate in evidenta un
continut mai redus, fatd de wvarianta control pentru patru populatii
(Blagesti 1, Blagesti 3, Saveni si Trusesti 2), la varianta tratatd cu 100 mM,;
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in cazul variantei tratate cu 200 mM, continutul de apa libera a fost mai
redus la patru populatii din cele sapte studiate (Blagesti 2, Blagesti 4, Saveni
si Trusesti 2). Astfel, reducerea continutului de apa liberd, determini o
capacitate biologicd de toleranta ridicatd a plantelor la conditiile de stres
abiotic.

65.97

59.31 59.70
5375 553 6150 55 24 50,08 0757 42
54.96 ; 51.44 oS 40
44.79
“ ‘ |335||‘ ‘ “‘ ‘ |45 |

Blagesti 1 Blagesti 2 Blagesti 3 Blagesti4 Mosna  Sdveni Trugesti 2

HControl ®100mM NaCl =200 mM NacCl

Fig. 5.8. Influenta stresului salin asupra continutului de apa liberi (%), dupa 30 zile
Fig. 5.8. The influence of saline stress on free water content (%), after 30 days

Analiza statistica evidentiaza diferente statistice foarte semnificative
in ceea ce priveste influenta celor doi factori asupra continutului de apa
libera la 15 zile si 30 de zile de la aplicarea tratamentelor saline
(Tabelul 5.3).

Tabelul 5.3./ Table 5.3.
Analiza variantei la populatiile locale de fasole supuse stresului salin cu NaCl asupra
continutul de apa libera/ The variance analysis to local populations of beans under stress
with NaCl on the free water content
» Dupa 15 zile

Populati  1609.897 6 268316  8.5274 0.000923  2.996 L

a locala 2 1

Concent.  1599.887 2 799.943 0.000048  3.885 ok
5 2

Eroare 377.5796 12 31.4649

Totala 3587.364 20
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» Dupa 30 zile

Populatia 1609.897 6 268.3162 8.5274 0.00092 2.9961 Fxx
locala

Concent. 1599.887 2 799.9435 254233 0.00004 3.8852 Fkk
Eroare 3775796 12  31.4649

Totala 3587.364 20

Anova Two-Factor: ***diferente statistice foarte semnificative (p<0,001) intre variante.

% Efectul stresului salin asupra continutului de apa legata
Dupa 15 zile sub influenta NaCl s-a observat valori mai ridicate fata
de varianta control la patru populatiile locale studiate, respectiv: Blagesti 1
(33,70%), Blagesti 2 (42,79%), Blagesti 3 (32,47) si Blagesti 4 (8,92%), in
cazul administrarii unei concentratii de 200 mM NaCl (Fig.5.9).

42,79

33.70 34.21

32.8
32.47
24.43

01 22.10

: 19.45 10,194 15.01
12.86 13. 160 502 1201 103

' I 8.14T0-15

1

Blagesti 1 Blagesti 2 Blagesti 3 Blagesti4 Mosna Saveni  Trugesti 2
H Control B 100 mM NaCl =200 mM NacCl

Fig. 5.9. Influenta stresului salin asupra continutului de api legati (%), dupa 15 zile
Fig. 5.9. The influence of salt stress on bound water content (%6), after 15 days

La sfarsitul tratamentului, valorile obtinute la varianta tratatd cu
200 mM NaCl au fost semnificativ mai ridicate fata de varianta control, la
trei dintre populatiile locale studiate: Blagesti 1 (33,41%), Blagesti 2
(40,64%), Saveni (34,91%) (Fig. 5.10), ceea ce demonstreaza rezistenta
acestora la salinitate.
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Fig. 5.10. Influenta stresului salin asupra continutului de apa legati (%), dupi 30 zile
Fig. 5.10. The influence of salt stress on bound water content (%), after 30 days

Din analiza statistica s-a evidentiat ca, dupa 15 zile, tratamentul cu
concentratie salind nu a influentat continutul de apa legata, dar dupd 30 zile
influenta a fost una foarte semnificativd, ceea ce indicd o capacitate de
adaptare ridicatd a acestor populatii locale, la conditii prelungite de stres
salin (Tabelul 5.4).

Tabelul 5.4./ Table 5.4.
Analiza variantei la populatiile locale de fasole supuse stresului salin asupra continutul
de api legatd/ The variance analysis of the bean local populations under stress with
NacCl, on the bound water content
» Dupa 15 zile

Populatia 1609.897 6 268.3162 8.5274 0.00092 2.9961 Fkx
locala

Concent.  1599.887 2 799.9435 25.4233 0.00004 3.8852 fale
Eroare 3775796 12  31.4649

Totala 3587.364 20

» Dupa 30 zile

Populatia 752.4230 6 1254038 1.70598 0.2028 2.9961 ns
locala

Concent. 5.35178 2 267589 0.03640 0.9643 3.8852 ns
Eroare 882.0997 12 73.50831

Totalia 1639.874 20
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Anova Two-Factor: ™ diferente statistice nesemnificative (p=0,05) intre variante; ***diferente
statistice foarte semnificative (p<0,001) intre variante.

5.2.2. Influenta stresului salin asupra ritmului de deshidratare a
frunzelor

Ritmul de deshidratare reprezintd un indicator specific al intensitatii
procesului de transpiratie (Covasd, 2016), deoarece semnifica cantitatea de
apa eliminatd in unitatea de timp. Se exprimd in mg/ord/dm? si g/ord/g
(Toma si Jitareanu, 2007).

In urma determindrilor efectuate in anul al doilea de studiu, s-a putut
constata cd, dupa 15 zile de la aplicarea tratamentelor saline, la populatiile
locale Mosna si Blagesti 1 s-a evidentiat cel mai intens ritm de deshidratare,
la toate cele trei variante analizate, fapt ce relevd o incapacitate de adaptare
la stres salin (Fig. 5.11. a.b.c.).

Dacd in prima ora de dehidratare aceste populatii locale prezinta
valori ale continutului total de apa cuprinse intre 91,11% si 90,50% fatd de
varianta control, Tn schimb la varianta tratatd cu 100 mM valorile oscileaza
intre 93,22% si 94,21%; dupa 24 de ore s-a ajuns la valori cuprinse intre
26,67% si 24,58% pentru varianta control si intre 33,05% si 48,65% pentru
cea tratatd cu 100 mM. La administrarea tratamentului salin cu 200 mM,
ritmul de deshidratare a fost mai redus cu mult fatd de aplicarea
tratamentului cu 100 mM. Tn acest caz se observi o reducere a vitezei de
deshidratare a frunzelor in conditiile unui stres salin ridicat. Comparand
ritmul de deshidratare inregistrat dupa 24 de ore cu varianta control, se
constatd ca valorile procentuale indicd o vitezd de deshidrarare mai redusa,
care ar putea demonstra o buna adaptare.

Ritmul de deshidratare (%0)
B Gi ®m1h ®m2h @3h O4h O24h

Trusesti 2

Saveni

Mosna
Blagesti 4 6964 25.00
Blagesti 3 = 8023 32.66

77— 2949

Blagesti 2

Blagesti 1 - .' “-69.83 2458

Fig. 5.11.a. Influenta stresului salin asupra ritmului de deshidratare
la varianta control, dupa 15 zile
Fig. 5.11.a. The influnce of salt stress on the dehidratyon rate of control, after 15 days
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Ritmul de deshidratare (%)

BGi B1h @2h O3h O4h O24h

Trusesti 2 42004109 — 2138
Saveni =77:94— 3750
Mosna “B136— 7712 3305

Blagesti 4 9.:07 38.95
Blagesti 3 8494+ 5028
Blagesti 2 “57.66
Blagesti 1 [S100520425 864! 8378 — “48.65

Fig. 5.11.b. Influenta stresului salin asupra ritmului de deshidratare
la varianta 100 mM, dupa 15 zile

Fig. 5.11.b. The influnce of salt stress on the dehidratyon rate of
100 mM variant, after 15 days

Ritmul de deshidratare (%)

BGi mlh B2h @3h O4h O24h

Trusesti 2 56— 81.25
Saveni 8264 5000
Mosna 8456+ 57.72

Blagesti 4 7525 5248

Blagesti 3 8325 49.74

Blagesti 2 5902

Blagesti 1 — 4783

Fig. 5.11.c. Influenta stresului salin asupra ritmului de deshidratare
la varianta 200 mM, dupa 15 zile
Fig. 5.11.c. The influnce of salt stress on the dehidratyon rate of
200 mM variant, after 15 days

La sfarsitul tratamentului, analiza ritmului de dehidratare scoate in
evidentd o scadere a acestuia la toate populatiile, comparativ cu valorile care
s-au obtinut la 15 zile, Tn cazul celor trei variante experimentale
(control, 100 mM si 200 mM). Conform studiilor de specialitate realizate de
Covasa (2016) valorile obtinute sunt normale, deoarece plantele luate in
studiu s-au aflat la sfarsitul perioadei de vegetatie. Astfel, parametru analizat
a nregistrat valori apropiate de lotul control, iar acest lucru indica o viteza
de deshidratare redusid, care se manifestd odata cu aplicarea dozei de
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200 mM NaCl pentru toate populatiile locale de fasole luate in analiza
(Fig. 5.12. a.b.c.). Astfel, putem afirma ca plantele supuse dozelor de NacCl,
dar si unui deficit hidric, prezinta mecanisme de toleranta si s-au adaptat prin
ingrosarea stratului de cuticuld, pentru a retine apa si a reduce in cele din
urma transpiratia.

Ritmul de deshidratare (%0)

BGi m1h m2h @3h O4h O24h

Trusesti 2 979 44.56
Siveni 7954 42.57
Mosna 8443 4599

7849 3835
8620 5521
B1.51 4415
BO.61 43.03

Blagesti 4
Blagesti 3
Blagesti 2
Blagesti 1

Fig. 5.12.a. Influenta stresului salin asupra ritmului de deshidratare
la varianta control, dupa 30 zile

Fig. 5.12.a. The influnce of salt stress on the dehidratyon rate of control variant,
after 30 days

Ritmul de deshidratare (%o)
BGi B1h @m2h @3h O4h O24h

Trusesti 2 - SRSg=—T—RT o2 4508

Saveni 857.0 &40 8054 47.86

Mosna 7517 4094

Blagesti 4 6.04—34.02
Blagesti 3 SRS AR———g2 TR * 5622
Blagesti 2 .73 40.30
Blagesti 1 §F5—46.25

Fig. 5.12.b. Influenta stresului salin asupra ritmului de deshidratarela varianta
100 mM NaCl, dupi 30 zile
Fig. 5.12.b. The influnce of salt stress on the dehidratyon rate of 100 mM variant,
after 30 days
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Ritmul de deshidratare (%6)

BGi B1h @2h @3h O4h O24h

By =
Trusesti 2 “8148  44.03
Saveni “81.82 —47.19
Mosna FA2— 4032
Blagesti 4 —FFFR—41.75
Blagesti 3 |[M00S0AlIR0EI Il =g 78— §1.88 “48.55

Blagesti 2 AR g0-g4——87 31— 56 64
Blagesti 1 84.21—I 7805 3733 4008
Fig. 5.12.c. Influenta stresului salin asupra ritmului de deshidratare

la varianta 200 mM NaCl, dupa 30 zile

Fig. 5.12.c. The influnce of salt stress on the dehidratyon rate of 200 mM variant,
after 30 days

5.2.3. Influenta stresului salin asupra continutului de pigmenti
clorifilieni

5.2.3.1. Determinarea continutului total de clorofila (CCI) cu
ajutorul aparatului CCM 200 plus

Tn anul 2018, dupd 15 zile de stres salin s-au evidentiat diferente
semnificative la populatiile locale luate in studiu, valorile acestui indice
osciland de la 14,20 pani la 33,52 CCI. Tn cazul expunerii plantelor de fasole
la concentratia de 100 mM NaCl, in comparatie cu varianta control, s-au
obtinut valori inferioare pentru populatiile Blagesti 1, Trusesti 2, Saveni si
Mosna si o crestere a indicelui continutului de clorofild pentru celelalte trei
populatii (Blagesti 2 si Blagesti 3, Bligesti 4). In schimb, in cazul aplicarii
tratamentului cu 200 mM, continutul de clorofila a fost superior doar pentru
o singura populatie luatd in studiu si inferior pentru celelalte sase populatii;
cea mai mare crestere a indicelui continutului de clorofila s-a constat la
Blagesti 3 (27,78 CCI), iar Trusesti 2 a inregistrat cea mai micad crestere
(16,26 CCI) (Fig. 5.13). Rezultatele obtinute demonstreaza o sporire a
acestui indice la plantele expuse salinitdtii, ceea ne indicd faptul ca
populatiile locale care au prezentat un indice ridicat s-au aflat in prima faza
de manifestare a stresului salin (Munns, 2008).
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Fig. 5.13. Influenta stresului salin asupra indicelui continutului de clorofild, dupa 15 zile
Fig. 5.13. The influnce of salt stress on the index chlorophyll content, after 15 days

Din datele prezentate in Figura 5.14 se poate observa faptul ca dupa
30 de zile, continutul de clorofila din frunze prezinta valori care la
majoritatea populatiilor de fasole, in cazul expunerii la 100 mM NaCl, este
inferior pentru toate populatiile luate in studiu, acestea fiind cuprinse intre
12,35 si 22,21 CCI, ceea ce indica trecerea acestor populatii la cea de-a doua
faza a stresului salin, cea de stres ionic.

In cazul expunerii la 200 mM NaCl, populatiile Blagesti 2,
Blagesti 3, Blagesti 4 si Trusesti 2 au prezentat valori superioare fatd de
plantele luate ca martor, ceea ce denotd mentinerea acestor populatii in faza
de stres osmotic; de altfel, aceste valori ridicate indica o buna adaptare la un
ritm fotosintetic intens, ceea ce le poate permite acestora o0 acumulare de
produsi de asimilatie in cantitati suficiente de a supravetui o lungé perioada
de vegetatie (Munns and Tester, 2008; Covasa, 2016). La sfarsitul
tratamentului salin la o parte din populatiile locale (Blagesti 1, Blagesti 3 si
Saveni) s-a observat simptome specifice stresului ionic (cloroza si necroza).
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Fig. 5.14. Influenta stresului salin asupra indicelui continutului de clorofila, dupi 30 zile
Fig. 5.14. The influnce of salt stress on the index chlorophyll content, after 30 days

Analiza statistica privind influenta stresului salin asupra continutului
de pigmenti clorofilieni (Tabelul 5.5) la populatiile locale de fasole luate in
studiu, prezintd atat diferente statistice semnificative intre populatiile din
cadrul acelorasi variante, cat si intre populatiile din cadrul variantelor
diferite, ceea ce ne indica ca acest parametru este influentat semnificativ de
stresul salin, dar o parte din populatiile luate in studiu manifestd o intensa

reactie de adaptare la acest stres abiotic.
Tabelul 5.5./ Table 5.5.
Analiza varintei la populatiile de fasole supuse stresului asupra
indicelui continutului de clorofili/ The variance analysis of the beans local population
under stress with NaCl on the index chlorophyll content

» Dupa 15 zile

Populatia  568.7727 6 94.7954 9.1980 0.0006 2.9961 *
locala
Concent. 29.3194 2 14.6597 1.4224 0.2790 3.8852 ns

Eroare 123.6719 12 10.3060
Totala 7217641 20
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» Dupa 30 zile

Sursa SP GL MS F P-value Fcrit  Semnificatia
de variatie
Populatia 214.7833 5  42.9566  5.1020 0.0139 3.3258 *
locala
Concent. 08.1882 2 49.0941  5.8309 0.0209 4.1028 *

Eroare 84.1955 10 8.41955

Totala 397.1670 17
Anova Two-Factor: ™ diferente statistice nesemnificative (p>0,05); *diferente statistice
semnificative (p<0,05).

5.2.3.2. Determinarea continutului de pigmenti clorofilieni prin
metoda spectrofotometricd

Degradarea clorofilei In conditii de stres ecologic are loc ca urmare a
cresterii  activitatii clorofilazei (Taiz and Zeiger, 1998). Reducerea
continutului total de clorofila este o indicatie tipica oxidarii pigmentilor si a
degradarii clorofilelor (Anjum et al, 2011) si determind o scadere a
capacitatii de captare a luminii (Abaaszadeh et al., 2007).

Cercetirile realizate de Garsia-Sanchez et al., (2002) au demonstrat
o scadere a continutului de pigmenti clorofilieni, la plantele cultivate n
conditii saline; acest lucru poate fi atribuit atdt degradarii crescute a
clorofilei, cat si prin faptul ca a fost inhibatd sinteza substantelor organice.
Scaderea continutului de clorofild la plantele supuse stresului a fost
considerata ca fiind un simptom tipic al stresului oxidativ (Smirnoff, 1996)
si a fost atribuitd inhibarii sintezei clorofilei, Tmpreuna cu activarea
degradarii acesteia, prin activitatea catalitica a enzimelor (Santos, 2004).

Rezultatele obtinute in acest studiu au indicat scaderi semnificative
ale concentratiei clorofilei a si a clorofilei b la unele populatii locale, fiind in
concordanta cu rezultatele anterioare ale lui Turan et al., (2007) obtinute la
Phaseolus wvulgaris L. si ale 1lui Taffouo et al, (2010) Ila
Vigna subterranean L.

In urma cercetarilor efectuate, analiza spectrofotometrici realizati la
15 zile de la aplicarea solutiilor saline, evidentiaza faptul ca, Tn cazul
variantei control, valorile continutului de clorofild a au oscilat de la
0,09 mg/g s.p. pana la 0,20 mg/g s.p. Dintre populatiile tratate cu solutie
salind de 100 mM NaCl, cinci dintre acestea (Saveni, Trusesti 2, Blagesti 3,
Blagesti 2, Blagesti 1) au Tnregistrat valori mai ridicate, care au variat intre
0,16 mg/g s.p. si 0,25 mg/g s.p., in comparatic cu varianta control, iar
celelalte doua (Blagesti 4 si Mosna) au avut valori mai mici, cuprinse intre
0,12 mg/g s.p.si 0,16 mg/g s.p. In cazul populatiilor tratate cu solutie salina
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de 200 mM NaCl, cinci din cele sapte populatii luate in studiu au prezentat
valori mai mari (Saveni, Trusesti 2, Blagesti 4, Blagesti 2 si Blagesti 1),
comparativ cu varianta control, acestea fiind cuprinse intre 0,16 mg/g s.p. si
0,26 mg/g s.p.; in timp ce la celelalte, continutul de clorofila a a oscilat,
fnregistrand valori mai mici cuprinse intre 0,12 mg/g s.p. (Mosna) si
0,15 mg/gs.p. la Blagesti 3 (Fig.5.15).

Aplicarea tratamentului salin de 200 mM a determinat valori
superioare ale continutului de clorofila a cuprinse intre 0,16 mg/g s.p. si
2,26 mg/gs.p., pentru cinci din cele sapte populatii locale, ceea ce ne permite
sd afirmam faptul cd in momentul recoltarii probelor, plantele se aflau in
prima fazd de manifestare a stresului si anume in faza osmotica. Este bine
cunoscut faptul in prima faza de stres, dupa Munns (1993) sau respectiv a
doua faza, dupa Schubert et al., (2009), cea de stres osmotic, plantele expuse
la salinitate prezinta crestere redusd, frunze mici, cu continut mare de
clorofila, ca urmare a perturbarii extensiei celulare, pe fondul biosintezei
celulare (Mengel et al., 2017).
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Fig. 5.15. Continutul de clorofila a, dupa 15 zile de la aplicarea tratamentelor saline
Fig. 5.15. The chlorophyll a content, after 15 day the saline treatments

Dupa 30 de zile de la aplicarea tratamentelor saline, in cazul
variantei tratate cu 100 mM NaCl, comparativ cu varianta control, trei
populatii (Saveni, Blagesti 3, Blagesti 1) au inregistrat valori mai mici
cuprinse intre 0,13 mg/g s.p. si 0,18 mg/g s.p., iar patru populatii (Mosna,
Trusesti 2, Blagesti 2, Blagesti 4) au avut valori mai ridicate, variind ntre
0,19 mg/g s.p. si 0,25 mg/g s.p. Dintre populatiile locale tratate cu
200 mM NacCl, comparativ cu varianta control, cinci dintre ele au prezentat
valori ridicate, variind de la 0,20 mg/g s.p. pana la 0,33 mg/g s.p., ceea ce
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indicd ca acestea prezintd un potential mai ridicat cu privire la rezistenta la
stresul salin aplicat. Putem concluziona faptul cad populatiile locale care
manifestd o intensitate fotosintetica ridicata, prezintd totodata si un potential
de adaptare ridicat in ceea ce priveste rezistenta la stresul salin aplicat
(Fig.5.16).
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Fig. 5.16. Continutul de clorofila a, dupa 30 zile de la aplicarea tratamentelor saline
Fig. 5.16. The chlorophyll a content, after 30 day the saline treatments

Din analiza rezultatelor prezentate Tn Figura 5.17. se poate observa
faptul cd dupd 15 zile de la aplicarea tratamentului salin, valorile
continutului de clorofila b la populatiile de la varianta control au inregistrat
valori cuprinse intre 0,07 mg/g s.p. si 0,11 mg/g s.p. Dintre cele supuse
stresului salin cu 100 mM NaCl, Mosna, Blagesti 2 si Blagesti 4 au prezentat
valori foarte scazute, cuprinse intre 0,06 mg/g s.p. si 0,09 mg/g s.p.,
comparativ cu varianta control, iar trei populatii au avut valori mai mari,
intre 0,08 mg/g s.p.si 0,17 mg/g s.p., comparativ tot cu varianta control. Trei
populatii tratate cu solutie de 200 mM NaCl, respectiv Sdveni, Blagesti 4 si
Blagesti 1 au prezentat valori ridicate, comparativ cu lotul control, cuprinse
intre 0,08-0,10 mg/g s.p., iar alte trei populatii locale au obtinut valori de
0,08 mg/g s.p. Astfel, dupa 15 zile de tratament cu solutie salind se remarca
populatia locald Trusesti 2, cu valori maxime ale continutului de clorofila b,
in special la varianta tratatd cu 100 mM (0,17 mg/g s.p.), dar si un maxim la
200 mM de 0,11 mg/gs.p., comparativ cu celelalte populatii.
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Fig. 5.17. Continutul de clorofila b, dupa 15 zile de la aplicarea tratamentelor saline
Fig. 5.17. The chlorophyll b content, after 15 day the saline treatments

Analiza continutului de clorofila b, dupa 30 de zile de la aplicarea
tratamentelor saline, evidentiaza ca populatiile locale au prezentat valori
cuprinse intre 0,05 mg/g s.p. si 0,17 mg/g s.p. Astfel, dupa 30 de zile de
tratament cu solutie salind, la varianta 100 mM se remarcd populatia
Blagesti 3, cu un continut maxim de clorofild b (0,22 mg/g s.p.) urmata de
Blagesti 4 (0,19 mg/g s.p.), Mosna si Trusesti 2 (0,17 mg/g s.p.). Varianta
tratatd cu solutie salind de 200 mM NaCl prezinta cinci populatii locale cu
valori mai mari decat lotul control, cuprinse intre 0,18 mg/g s.p. si
0,22 mg/gs.p. (Fig.5.18).

0.20
0.170.18 49
|0‘ l | “ II I|

Blagesti | Blagesti 2 Blagesti 3 Blagesti4  Mosna Saveni  Trusesti 2

= Control =100 mM NaCl =200 mM NacCl

Fig. 5.18. Continutul de clorofila b dup: 30 zile de la aplicarea tratamentelor saline
Fig. 5.18. The chlorophyll b content, after 30 day the saline treatments
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Din analiza rezultatelor prezentate anterior se poate observa faptul
ca dupa 15 zile de la aplicarea tratamentului salin, la o parte din populatiile
locale, valorile continutului de clorofila a si b au fost inferioare celor
inregistrate dupa 30 de zile de la expunerea la stresul salin, ceea ce indica ca
aceste populatii locale se inscriu in modelul bifazic propus de Munns (1993).
Astfel, durata trecerii de la prima faza de stres osmotic la cea de-a doua faza
de toxicitate de ioni se manifestd in functie de intensitatea concentratiei
saline aplicate si de populatia locala cultivata (Covasa, 2016).

Ashraf (1994) este de parere ca reducerea continutului de clorofila
sub influenta stresului salin este de asteptat. Acest aspect este raportat si de
Igbal et al., (2006) care confirma ca scaderea este una semnificativa in cazul
populatiilor sensibile.

Analiza statisticad privind rezultatele obtinute in urma determinarii
continutului de pigmenti fotosintetici s-a realizat cu ajutorul testului T
Student utilizat pentru compararea mediei unei caracteristici la doua
populatii. Tn Tabelul 5.6. se pot observa diferentele statistice nesemnificative
intre varianta control si variantele tratate cu solutii saline, In cazul celor doua
determinarii efectuate, dar si diferente statistice foarte semnificative intre
varianta control si varianta tratata cu 200 mM, la sfarsitul tratamentului.

Tn primul caz, valorile continutului de clorofili a si b de la varianta
control au fost apropiate de cele de la variantele tratate cu solutie salind de
100 mM respectiv 200 mM, iar acest lucru demonstreaza diferente statistice
nesemnificative asupra continutului de pigmenti clorofilieni, doar la 15 zile
de la tratament.

Tabelul 5.6./ Table 5.6.
Diferente statistice intre varianta control si variantele tratate cu concentratie salini
de 100 mM, respectiv 200 mM, in ceea ce priveste continutul
de clorofili a si clorofila b/ Statistical differences between version control and variants

treated with saline concentration 100 mM and 200 mM ragarding the content of
chlorophyll aand b

Pigmentii Populatiile

clorofilieni  locale Interpretarea diferentelor
Testul t
15 zile 30 zile
Clorofila a 7 Control vs. 100mM  t=-1.75 t=-1.54
p=0.12" p=0.17"
Control vs. 200 mM  t=-1.11 t=-7.26

p=0.30" p = 0.0003™"
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t=0.46 t=-2.11
100 mM vs. 200 mM
p =0.66"™ p=0.07"™

Clorofilab 7 Control vs. 100 mM  t=-0.73 t=-2,11
p =0.48" p =0.07™

Control vs. 200mM  t=0.36 t=-0.33
p=0.72" p=0.01"

100 MM vs. 200 mM  t=0.84 t=-0.79

p=0.43™ p =0.45™
T-test (2-tailed) pentru fiecare indicator analizat, comparativ pe perioade analizate: "diferente
statistice nesemnificative (p=>0,05) intre probe; **diferente statistice distinct semnificative
(p<0,01) intre probe; ***diferente statistice foarte semnificative (p<0,001) intre probe.

5.2.4. Influenta stresului salin asupra conductantei stomatale

Cercetdrile recente au confirmat cd inchiderea stomatelor la
Tnceputul expunerii la salinitate poate contribui la scaderea fluxului de ioni
toxici Tn procesul de transpiratie (Kerstiens et al., 2002).

Koyro (2006) sugereaza ca reducerea conductivitatii stomatale
reprezintd un mecanism adaptiv pentru a face fatd sarii excesive, reducand
incarcatura de sare a frunzelor si contribuind la cresterea longevitatii prin
mentinerea sarurilor la niveluri subtoxice mai mult timp decat s-ar intampla
dacd nu s-ar diminua ratele de transpiratie.

Tn anul 2018, conductanta stomatica foliara la 15 zile de la aplicarea
tratamentelor saline la varianta tratatd cu 100 mM NaCl, comparativ cu
varianta control, a fost descrescétoare la trei din populatiile luate 1n studiu
(Fig.5.19). Populatia la care s-a remarcat cea mai mare conductantd
stomatald a fost Mosna (94,81 mmol/m?s), iar Sdveni a prezentat cea mai
micd conductantid stomatica (40,30 mmol/m?s). La varianta tratati cu
200 mM NaCl, conductanta stomatica a fost redusa la patru dintre populatii,
respectiv Blagesti 1 (27,40 mmol/m?s), Blagesti 3 (37,76 mmol/m?s), Saveni
(42,14 mmol/m?s) si Mosna (82,37 mmol/m?s), iar restul au Tnregistrat o
conductantd stomaticd ridicatd, Blagesti 2 (42,44 mmol/m?s), Blagesti 4
(40,40 mmol/m?s) si Trusesti 2 (80,12 mmol/m?s), fapt ce indicd ca la
acestea, stomatele sunt partial inchise si manifestda astfel o reactie la faza
osmoticd a stresului salin. Totodata are loc reducerea procesului de
transpiratie, confirmdnd rezultatele obtinute in studiile efectuate de
Munns and Tester (2008), Galani (2014) si Covasa (2016).
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Fig. 5.19. Influenta stresului salin asupra conductivititii stomatice foliare, dupa 15 zile
Fig. 5.19. Influnce of the saline stress on the foliar stomatal conductance, after 15 days

La 30 de zile dupa tratamentul aplicat, cea mai ridicatd conductantd
stomaticd foliara la varianta tratatd cu 100 mM NaCl, comparativ cu
controlul s-a inregistrat la populatia Blagesti 2 (65,34 mmol/m?s), iar cea
mai mica la Mosna (30,46 mmol/m?s). La varianta tratatd cu 200 mM NaCl,
cea mai mare conductanta stomaticd s-a obtinut la aceeasi populatie
Blagesti 2 (71,23 mmol/m?s), iar valoarea minima a obtinut-o Blagesti 1
(24,82 mmol/m?s) (Fig.5.20). La populatiile cu transpiratie ridicatd s-au
observat simptome specifice stresului ionic, respectiv cloroza si necroza,
ceea ce ne indicd faptul ca o parte din populatiile locale luate in studiu nu se
mentin in prima faza a stresului salin, si nu sunt tolerante la concentratiile
aplicate.
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Fig. 5.20. Influenta stresului salin asupra conductivititii stomatice foliare, dupa 30 zile
Fig. 5.20. Influnce of the saline stress on the foliar stomatal conductance, after 30 days

In urma efectudrii analizei statistice (Tabelul 5.7.) la populatiile
locale de fasole supuse stresului salin, se observa diferente statistice
semnificative ntre populatiile analizate, ceea ce ne indicd un comportament
diferit la concentratiile saline aplicate, in functie de capacitatea genetica a
fiecarei populatii. intre populatiile din cadrul variantelor tratate diferentele
au fost nesemnificative, ceea ce ne sugereaza ca conductivitatea stomatica a
inregistrat valori apropiate de lotul control. Astfel, putem concluziona ca o
parte din populatiile locale luate in studiu prezintd o bunad capacitate de

adaptare la stresul salin.
Tabelul 5.7./ Table 5.7.
Analiza variantei la populatiile de fasole supuse stresului asupra conductantei
stomatelor/ The variance analysisto local populations of beans under stress salinity
of stomatal conductance
» Dupa 15 zile

Populatia 699.492 5 939.8983 4.6405 0.0188 3.3258 *
locala

Concent. 80.7945 2 40.39727 0.1994 0.8223 4.1028 ns
Eroare 2025.387 10 202.5387

Totala 805.674 17
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» Dupa 30 zile

Sursa de SP GL MS F P-value F crit Semnificatia
variatie
Populatia 3630.1360 5 726.0272 4.7660 0.0173  3.3258 *
locala
Concent. 2754591 2 13.77296 0.0904 0.9142  4.1028 ns
Eroare 1523.326 10 152.3326
Totala 17

5181.008

Anova Two-Factor: ™ diferente statistice nesemnificative (p>0,05); *diferente
statistice semnificative (p<0,05).

5.2.5. Influenta stresului salin asupra continutului de prolina din
frunze

Prolind este un aminoacid esential pentru cresterea plantelor in
conditii de stres ecologic, cum ar fi salinitatea (Choudhary et al., 2005),
n special la soiurile sensibile, spun Olgun et al., (2008). Acumularea de
prolind este un indicator fiziologic important pentru raspunsul plantei la
stresul salin (Shi and Yin, 1993). La un nivel mai ridicat de salinitate de
100 mM NacCl, concentratia de prolind poate creste de 3 pana la de 3,5 ori
comparativ cu varianta controlul (Amuthavalli and Sivasankaramoorthy,
2012).

Rezultatele privind continutul de prolind se regasesc in Figura 5.13.,
unde se observd cd varianta control a prezentat concentratia maxima de
prolina la populatia Blagesti 1 (2,70 nmol-mg s.p.), in timp ce concentratia
minima s-a Tnregistrat la Blagesti 4 (0,09 nmol-mg s.p.). Tn cazul variantei
tratate cu 100 mM NaCl, fatd de varianta control, aproape toate populatiile
au Tnregistrat valori mai ridicate, cuprinse intre 3,10 nmol'‘mg s.p.
(Blagesti 4) si 7,00 nmol-mg s.p. (Mosna).

La varianta tratatd cu 200 mM NaCl, s-au evidentiat cinci populatii
care au Inregistrat valori mai mari fatd de varianta control:
9,40 nmol'mg s.p. (Mosna), 12,10 nmol-mg s.p. (Saveni), 9,70 nmol-mg s.p.
(Blagesti 4), 9,30 nmol'mg s.p. (Blagesti 3) si 12,10 nmol.mg s.p.
(Blagesti 2), iar doua dintre populatii (Blagesti 1 si Trusesti 2) au obtinut
valori mai mici cuprinse intre 3,80-5,30 nmol‘mg s.p. La aceastd varianta,
cel mai mare continut de prolind s-a Inregistat la populatia Blagesti 2 si
Saveni, cu o valoare de 12,10 nmol-mg s.p. Valori ridicate s-au inregistrat si
la Blagesti 4 (9,70 nmol-mg s.p.), Mosna (9,40 nmol-mg s.p.) si Blagesti 3
(9,30 nmol-mg s.p.).

Cu privire la continutul de prolind, determinat dupa 30 de zile de la
aplicarea tratamentelor saline, s-a constatat ca odatd cu cresterea
concentratiei saline, creste si concentratia prolinei in plante, la sase dintre
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populatii. Acest lucru semnifica faptul ca prolina are rol in mecanismul de
adaptare al plantelor de fasole studiate la stresul salin, ceea ce ne permite sa
concluzionam faptul cd populatiile, la care continutul de prolina este unul
ridicat, incearca prin intermediul diferitelor mecanisme sa dobadndeasca
rezistenta la concentratii ridicate de NaCl aplicate. Rezultatele obtinute sunt
in  concordanta cu datele din literatura de  specialitate
(Neelam and Ajay, 2005) (Fig.5.21).
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Fig. 5.21. Continutul de prolina exprimat in nmol.mg s.p. din frunzele de fasole
supuse unui stres salin pe o perioada de 30 de zile
Fig. 5.21. The proline content (nmol-mg FW) of foliars beans under salinity stress

in urma analizei variantei la populatiile de fasole supuse stresului
salin, la sfarsitul tratamentului se constatd cd acumularea de prolind a fost
influentata statistic nesemnificativ de populatie si statistic foarte semnificativ
de concentratia cu NaCl (Tabelul 5.8.).
Tabelul 5.8./ Table 5.8.
Analiza variantei la populatiile de fasole supuse stresului salin
pe o perioadi de 30 de zile, cu privire la continutul de prolini/ The variance analysis to

local populations of beans under stress with NaCl, for a period of 30 days on the proline
content

Sursa SP GL MS F P-value  Fcrit  Semnificasia
de variatie

Popuatia 0.1346 6 0.0224 0.3376 0.9039 2.9961 ns
locala

Concent. 1.8181 2 0.9090 13.6768 0.0008 3.8852 ok
Eroare 0.7976 12 0.0664

Total 2.7503 20
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Anova Two-Factor: ™ diferente statistice nesemnificative (p=>0,05); ***diferente statistice
foarte semnificative (p<0,001).

5.2.6. Influenta stresului salin asupra continutului de CI" din
frunze

Clorul este un element prezent in toate plantele. Haas (1945), citat
de Nieman (1965) a sustinut influenta clorului asupra sistemelor enzimatice;
ionul Cl activeaza citocrom-oxidaza; oxidarea citrocromului C redus de
catre coenzima I este acceleratd de prezenta clorului. Concentratia de clor
din plante determind randamentul si calitatea productiei, din doud motive;
clorul este un nutrient mineral, iar deficienta acestuia induce probleme
metabolice, care interfereazi cu cresterea plantelor. In schimb, excesul de
clor are ca rezultat disfunctii fiziologice grave care afecteaza atat calitatea,
cat si productia plantelor. Ionul de clor poate influenta calitatea productiei
prin conferirea unui gust sarat. Cu toate acestea, majoritatea deficientelor de
calitate se bazeaza pe disfunctii fiziologice care apar in conditii de toxicitate
(Geilfus, 2018).

Activittile antropogene duc adesea la acumularea excesiva a
anionului clor (CI") in sol, fie direct prin aplicarea deseurilor de origine
animald, care sunt de obicei bogate in acest element, fie prin depuneri
atmosferice din surse industriale si municipale. Excesul de CI- in mediul
inconjurdtor poate afecta utilizarea terenurilor agricole prin scaderea
fertilitatii solului. Astfel, contaminarea solurilor cu CI trebuie evitatd, iar
fertilitatea solurilor deja contaminate ar trebui restauratd. Evitarea necesita o
intelegere a surselor antropice ale Cl, iar ameliorarea necesitd o serie de
masuri.

Cercetdri suplimentare sunt necesare in explorarea culturilor, care
pot rezista la concentratii mari de Cl- (Geilfus, 2018).

Dupa 30 de zile de la aplicarea tratamentelor saline, Tn cazul
variantei control, continutul de Cl" al frunzelor a prezentat valori cuprinse
intre 1,30-2,66 mg/100 mg s.u. Pentru varianta tratatd cu solutie salina
100 mM valorile sunt mai mari comparativ cu varianta luatd drept control;
maximul a fost Tnregistrat la populatia Blagesti 2 (12,21 mg/100 mg s.u.), iar
minimul la Blagesti 4 (3,19 mg/100 mg s.u.). Valorile sunt semnificativ mai
mari decat la varianta control pentru sase populatii supuse unui stres de
2000 mM NaCl; in acest caz, valoarea maxima ajunge la
18,67 mg/ 100 mg s.u. la populatia Blagesti 2, iar valoarea minima este de
4,56 mg/100 mg s.u. la Blagesti 4 (Fig.5.22).
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Fig. 5.22. Concentratia de CI din frunzele de fasole supuse unui stres salin,
pe o perioada de 30 zile
Fig. 5.22. The content of Cl-on foliar beans under salinity stress, for a period of 30 days

Analiza variantei la populatiile de fasole supuse stresului salin timp
de 30 de zile demonstreaza faptul ca acumularea de Cl" a fost influentata
nesemnificativ de populatie si distinct semnificativ de concentratia de NaCl
aplicata (Tabelul 5.9).

Tabelul 5.9./ Table 5.9.
Analiza variantei la populatiile de fasole supuse stresului cu
NaCl pe o perioada de 30 de zile, cu privire la continutul de CI- din frunze

The variance analysis to local populations of beans under stress with NaCl,
for a period of 30 days on the CI-content

Sursa SP GL MS F P-value Fcrit  Semnificasia
de variatie

Populatia 13466.39 6 2244398 2.0104 0.1428  2.9961 ns
locala

Concent. 17779.74 2 8889.868 7.9631 0.0062  3.8853 *x
Eroare 13396.57 12  1116.381

Totala 44642.69 20

Anova Two- Factor: ™ diferente statistice nesemnificative (p=>0,05); **diferente statistice
distinct semnificative (p<0,01).

Tn urma efectudrii testului T se observa ci intre varianta control si
varianta supusd unui stres salin de concentratie 100 mM existd diferente
statistice foarte semnificative. Intre varianta control si cea supusi unui stres
salin de concentratie 200 mM, exista diferente statistice semnificative.
Diferente statistice distinct semnificative se manifestad intre variantele tratate
Ccu solutii saline (Tabelul 5.10).
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Tabelul 5.10./ Table 5.10.
Diferente statistice intre tratamentele saline cu privire la continutului de CI- din
frunze/Statistical differences between saline treatments on the contents of CI-in leaves

Variante comparate t-stat P two-tail Semnificatia
Control vs. 100 mM -3.91308 0.007864 **
Control vs. 200 mM -2.97548 0.024781 *
100 mM vs. 200 mM -0.50368 0.0632443 **

t-Test Paired Two Sample for Means: *diferente statistice semnificative (p<0,05) intre
variante; **diferente statistice distinct semnificative (p<0,01) intre variante.

5.2.7. Corelatii intre diferiti parametri analizati

Calculul coeficientului de corelatie s-a realizat cu Microsoft Excel
utilizand functia Correl. In naturd nu existd corelatii perfecte, ci apar doar
exemple ipotetice. Tn acest sens, Colton (1974) specifica o serie de reguli
empirice cu privire la interpretarea coeficientului de corelatie.

% Determinarea coeficientului de corelatie intre clorofila totala
(clorofila a + b), prolini si productia plantelor
Corelatia dintre continutul total de clorofila si prolind, dar si intre
continutul total de clorofild si productivitatea plantelor, la sfarsitul expunerii
la stresul salin, aratda o corelatie moderata (Fig.5.23 si Fig.5.24), conform
regulilor stabilite de Colton, (1974).

14
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Fig. 5.23. Corelatia dintre continutul total de clorofild (a+b) si prolini,
dupa 30 de zile de stres salin

Fig. 5.23. The correlation of total chlorophyll (a+b) and proline content,
after 30 days of saline stress
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Fig. 5.24. Corelatia dintre continutul total de clorofili (a+b) si productia
plantelor, dupa 30 de zile de stres salin

Fig. 5.24. The correlation oftotal chlorophyll (a+b) and plant production
content after 30 days of saline stress

% Determinarea coeficientului de corelatie intre continutul de

prolina si CI

La majoritatea plantelor expuse excesului de NaCl acumularea de
prolind a fost corelata cu concentratia ionilor din tesuturi, sugerandu-se astfel
rolul osmoreglator al prolinei in conditii de stres salin. Pentru anul al doilea
de studiu, interpretarea statistica aratd ca existd o corelatie pozitivd moderatd
intre concentratia de CI si prolind, in conditii de stres salin, conform
regulilor stabilite de Colton (1974) (Fig.5.25.).
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Fig. 5.25. Corelatie dintre continutul de prolini si continutul de CI'din frunze
Fig. 5.25. The correlation of proline content and the content of CI- to the leaves
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CONCLUZII

» Concluzii privind efectele excesului salin asupra cresterii si
dezvoltarii plantelor de fasole

1. Masuritorile privind suprafata foliara la populatiile

locale de fasole scot in evidenta ca:

R/
0‘0

In ambii ani de studiu suprafata foliardi a scizut direct
proportional cu aplicarea concentratiilor saline,
manifetandu-se un efect negativ al sarurilor la frunzele din
zona mediand, deoarece aceste frunze si-au inceput cresterea
sub efectul stresului salin, cat si prin faptul cd ionii minerali
sunt transportati odatd cu apa spre zonele cu transpiratie mai
intensd unde se acumuleaza, generand fenomene de toxicitate.
Valori mai ridicate ale suprafetei foliare comparativ cu
varianta martor s-au inregistrat la populatiile locale Blagesti 2,
Blagesti 4 si Trusesti 2, care indica 0 buna rezistenta la stresul
salin.

2. Din observatiile cu privire la procesul de fructificare

putem concluziona urmatoarele aspecte:
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In primul an al studiului, productia a scizut semnificativ la
toate populatiile locale tratate cu solutie salina de 100 mM si
200 mM. La varianta tratatd cu 200 mM s-au inregistrat cele
mai mici valori la populatia Blagesti 4, care a avut o productie
de 93,40% din cea a martorului.

Concentratiile de 100 mM si 200 mM NaCl au influentat
negativ si greutatea boabelor de fasole, in cazul celor sapte
populatii locale studiate si a oscilat intre 41,17% (Mosna) si
91,85% (Blagesti 4).

in al doilea an de studiu, populatiile cele mai productive au
fost Blagesti 1, Trusesti 2 si Saveni, la ambele variante. In
acest caz, productia a oscilat intre 32,18% (Blagesti 3) si
78,12% (Saveni).

Greutatea de boabelor/ pastdi a fost redusd cu mult si de
aceastd data si a oscilant intre 23.05% si 72.11% la ambele
variante.
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» Concluzii privind efectele excesului salin asupra unor procese
biochimice si fiziologice

3. Din analizele referitoare la continutul de apa din frunze

a rezultat ca:

/7
0‘0

7
0.0

Analiza apei libere la sfarsitul tratamentului, evidentiaza un
continut mai redus In comparatie cu varianta control pentru
cinci populatii (Blagesti 1, Blagesti 2, Mosna, Trusesti 2 si
Séaveni), la varianta tratatad cu 200 mM, ceea ce indica faptul
ca apa libera a marit capacitatea biologicd de tolerantd a
plantelor la astfel de conditii de stres.

Remarcam 1nsa cresterea cantitatii de apa legata care a
sporit rezistenta plantelor la concentratia ridicatad de
200 mM. In cei doi ani de studiu, populatiile locale
(Blagesti 1, Blagesti 2, Blagesti 3, Sdveni si Trusesti 2)
au prezentat un grad mai ridicat de adaptare datorita
cantitatii mari de apa legata, asimilatad in conditiile unui
stres salin.

4. Maisuratorile referitoare la intensitatea procesului de

transpiratie au evidentiat urmatoarele:

K/
0‘0

Plantele cu o mai bund rezistentd la salinitate au fost
caracterizate printr-o transpiratie cuticulard si o viteza de
deshidratare a frunzelor mai redusa. In acest sens, in primul
an de studiu s-au evidentiat populatiile locale Trusesti 2 si
Blagesti 2.

Pentru anul doi de studiu, putem afirma ca toate populatii
luate in studiu au prezentat o capacitate buna de adaptare la
conditiile de stres salin aplicate pe o perioada lunga de timp,
deoarece au inregistrat o viteza de deshidratare mai redusa
in comparatie cu varianta luatd martor, odatd cu aplicarea
solutiei saline de 200 mM NacCl.

5. Analizele referitoare la continutul de pigmenti

fotosintetici din frunze au scos in evidentd urmatoarele aspecte:

/7
0‘0

In primul an de studiu, dupd 30 de zile de tratament salin, in
cazul expunerii la 100 mM si 200 mM NaCl rezultatele
obtinute la populatiile Mosna, Saveni, Trusesti 2, Blagesti 4,
Blagesti 2 si Blagesti 1, indicad mentinerea acestora in faza
de stres osmotic si o buna adaptare la un ritm fotosintetic
intens.
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< 1n al doilea an de studiu, aplicarea tratamentului salin de
200 mM a determinat valori superioare ale pigmentilor
clorofilieni pentru populatiile locale Blagesti 4, Blagesti 2 si
Saveni, ceea ce ne permite sa concluzionam faptul ca aceste
populatii prezintd un potential mai ridicat pentru toleranta la
stres salin.
6. Determindrile privind conductanta stomatica au

evidentiat urmatoarele aspecte:
% Stresul salin influenteazd conductanta  stomatelor
determinand diferente semnificative intre populatii.

% 1In ambii ani de studiu, conductivitatea stomaticd foliara,
dupa 30 de zile de la aplicarea tratamentelor saline a fost
redusa la populatiile locale de fasole, exceptie facand
Blagesti 2, de la varianta 200 mM, fapt ce confirma o
toleranta mai buna fata de stresul osmotic, in comparatie cu
celelalte populatii locale.

7. Determinarea concentratiei de NaCl din frunze a
relevat o serie de aspecte:

< In primul an de studiu, la sfarsitul tratamentului, la cele

sapte populatii de fasole se evidentiazd faptul ca, odata cu

aplicarea unui numar mai mare de udari cu NaCl, sporeste si

concentratia de Na* din frunze, valoarea maxima inregistrata

in cazul variantei tratate cu 200 mM a fost de

0,46 mg Na*/100 mg s.u. la populatia Trusesti 2, iar valoarea

minima la Blagesti 1 (0,25 mg Na*/100 mg s.u.).

Valorile continutului de CI" au fost mai mari la varianta

tratatd cu 200 mM NaCl, comparativ cu controlul. Valoarea

maxima a fost de 12,10 mg/100 mg s.u. la Blagesti 1, iar cea

minima a fost de 5,45 mg/100 mg s.u. la Trusesti 2.

Tn anul doi de studiu, valorile continutului de Cl" au fost

semnificativ mai mari fata de varianta control, la tratamentul

cu 200 mM. Valoarea maxima atinge 18,67 mg/100 mg s.u.

la Blagesti 1, iar cea minima a fost de 4,56 mg/100 mg s.u.

la Blagesti 4.

8. Din analizele referitoare la continutul de prolind din

frunze rezulta faptul ca:

% Tn primul an de studiu, la sfarsitul tratamentului s-a observat
cd odatd cu cresterea concentratiei saline a crescut si

X3

%

X3

%

concentratia prolinei in plante, la patru dintre populatii
(Trusesti 2, Blagesti 4, Blagesti 1, Blagesti 2). Aceasta
crestere liniard semnificd faptul cd prolina are rol in
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mecanismul de adaptare al plantelor de fasole, la stresul
salin.

% In anul al doilea de studiu, dupa 30 de zile de la aplicarea
tratamentelor saline, s-au remarcat aceleasi populatiile
locale (Blagesti 2, Blagesti 4 si Trusesti 2), ceea ce ne
determind sa afirmam ca acestea incearca prin intermediul
diferitelor mecanisme sd dobandeasca rezistenta la salinitate.
9. Analiza continutului de proteina brutia din boabele de

fasole supuse stresului salin a demonstrat ca:

% La sfarsitul tratamentului cu NaCl, continutul de proteind a
fost afectat negativ ca urmare a dozelor aplicate, indicand un
efect negativ al stresului salin in cazul tuturor populatiilor
locale studiate, care a determinat o sintezd a proteinelor
redusa, ce a dus in final la o crestere anormala a plantelor si
la un randament scazut al populatiilor. Totusi, un procent
ridicat de proteina, comparativ cu martorul s-a Tnregistrat la
Trusesti 2, Blagesti 2 si Blagesti 4.
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CONCLUSION

» Conclusion on the effects of saline exces on the growth and
development of beans plants

1. Measurements on the foliar surface to local beans

populations show that:

7
0‘0

In the first and the second year of the study, the foliar

surface decreased directly proportionally to the applied
saline concentrations, manifesting a negative effect of
the salts on the leaves in the middle area, as these leaves

began to grow under the effect of saline stress, as well

as by the fact that ions minerals are transported with
water to the areas where they accumulate with greater

perspiration, generating toxic phenomena.
Higher values of the foliar surface have been recorded in

the local populations Blagesti 2, Blagesti 4 and
Trusesti 2, which indicate good resistance to salt stress.

2. From observations on the fructification process we
can conclude the following:

R/
0.0

In the first year of the study, production decreased
significantly to all local populations treated with saline
solution of 100 mM and 200 mM. At the variant
treated with 200 mM the lowest values were recorded
in the furry population Blagesti 4, which had a
production of 93.40% of that of the witness.
Concentrations of 100 mM and 200 mM NaCl
influenced negatively and the weight of bean beans, in
the case of the seven local populations studied and has
oscillated between 41.17% (Mosna) and 91.85%
(Blagesti 4).

In the second year of study, the most productive
populations were Blagesti 1, Trusesti 2 and Séveni, to
both variants. In this case the production has oscillated
between 32.18% (Blagesti 3) and 78.12% (Saveni).
The weight of grains/pods has been reduced much and
this time, has oscillating between 23.05% and 72.11%
to both variants.

» Conclusions on the effects of saline excess on some biochemical
and physiological processes
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showed that:

0‘0

3. The analyzes of the moisture content of the leaves

Free water analysis at the end of treatment highlights a
lower content compared to the control variant for five
populations (Blagesti 1, Blagesti 2, Mosna, Trusesti 2
and Saveni), to the 200 mM treated variant, indicating
that free water has increased biological capacity of plant
tolerance to such stress conditions.

Instead, there was an increase in the amount of
bound water that increased the plant's resistance to
the high concentration of 200 mM. In the two years
of study, the local populations (Blagesti 1 Blagesti
2 Blagesti 3 Saveni and Trusesti 2) showed a higher
degree of adaptation due to the large amount of
bound water, saline treated under stress.

4. Measurements of the intensity of perspiration

showed the following:

R/
0.0

Plants with better to salinity resistance are characterized
by cuticular perspiration and a lower leaf dehydration
rate. In the first year of the study, have been highlighted
the populations Trusesti 2 and Blagesti 2.
For the second year of the study, all populations in the
study have a good ability to adapt to saline stress
conditions over a long period of time, as they
experienced a lower rate of dehydration compared to the
control variant, to the variant 200 mM NacCl.

5. Chlorophylle pigment concentrations in leaves

revealedthe following aspects:

K/
0‘0

In the first year of the study, after 30 days of saline
treatment, in the case of exposure to 100 mM and
200 mM NaCl, results obtained in the populations
Mosna, Saveni, Trusesti 2, Blagesti 4, Blagesti 2 and
Blagesti 1, indicate their maintenance in the phase of
osmotic stress and a good adaptation to an intense
photosynthetic rhythm.

In the second year of study, the application of 200 mM
saline treatment resulted in higher levels of chlorofilien
pigments for local populations Blagesti 4, Blagesti 2 and
Saveni which allows us to conclude that these
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populations have a higher potential for tolerance to

saline stress.

6. Stomatal conductance determinations led to
following observations:

« Saline stress affects stomatal conductance leading to
significant differences between populations.

« In the first year of the study, and in the second year,
foliar stomatal conductance after 30 days of saline
treatment was generally reduced to local populations of
beans, except for the populaton Blagesti 2, from variant
200 mM, which confirms a better tolerance to osmotic
stress compared to other local populations.

7. Determination of NaCl concentration in leaves
revealed a number of issues:

% In the first year of study, at the end of treatment, to the
seven bean populations, it is shown that as the saline
concentration increases, so does the Na * concentration
in the leaves, the maximum value recorded for the
200 mM variant was 0.46 mg Na *100 mg s.u. to the
Trusesti 2 and the minimum value to the population
Blagesti 1 (0.25 mg Na*/100 mg s.u.).

< The CI" content values were higher to the treatment
variant 200 mM NaCl compared to the control. The
maximum value reached was 12.10 mg/100 mg F.W. to
Blagesti 1, and the minimum value was 5.45 mg/ 100
mg F.W. to Trusesti 2.

¢ In the second year of the study, the CI - content values
are significantly higher than the control variant, to the
variant 200 mM. The maximum value is 18.67 mg /100
mg F.W. to Blagesti 1 and the minimum value is 4.56
mg /100 mg F.W. to Blagesti 4.
8. From the determination of leaf proline

concentrations resulted that:

¢ In the first year of study, at the end of treatment, it is
observed that as saline concentration increases, the
proline concentration in plants also increases to three of
the populations (Trusesti 2, Blagesti 4, Blagesti 1,
Blagesti 2). At the same time, a linear increase is
observed, meaning that proline has a role in the
mechanism of adaptation of beans to saline stress.
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¢ In the second year of the study, after 30 days of saline
treatment, stood out the local populations of
Blagesti 2, Saveni, Blagesti 4 and Trusesti 2; these are
trying through different mechanisms to gain resistance
to salinity.
9. Analysis of the raw protein content of beans under

salt stress has shown that:

< At the end of treatment, the protein content was
adversely affected by the doses administered, indicating
a negative effect of salt stress on all local populations
studied, which resulted in a synthesis of low proteins,
which ultimately led to abnormal plant growth and a low
populations yield. However, a high percentage of
protein, compared to the witness was recorded to
Trusesti 2, Blagesti 2 and Blagesti 4.
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RECOMANDARI

Pornind de la obiectivul general al cercetérilor si anume acela de a

contribui la 0 mai bund intelegere a mecanismelor fiziologice implicate in

toleranta la stres salin a speciei Phaseolus vulgaris L. si la identificarea unor

populatii locale de fasole tolerante la salinitate, putem formula urmatoarele

recomandari:
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1. Caurmare a faptului ca raspunsul pozitiv sau negativ al plantelor la

excesul de NaCl este bine corelat cu valoarea concentratiei
pigmentilor asimilatori la nivel foliar i cu cantitatea de apa legata,
putem considera acesti parametri ca definitorii in evidentierea
tolerantei la stres salin si 1i recomandam spre utilizare n viitoare
cercetari.

Biosinteza de prolind cu rol de protectie impotriva actiunii negative
a excesului de saruri din sol, cu toate ca se coreleaza cu acumularea
de sodiu si clor la nivel foliar, nu reprezintd un criteriu suficient in
aprecierea rezistentei plantelor, de aceea nu se recomanda ca dovada
concludentd a rezistentei la stres, in cazul speciei
Phaseolus vulgaris.

Populatiile locale Blagesti 2, Blagesti 4 si Trusesti 2 expuse stresului
salin s-au caracterizat printr-o buna capacitate de gestionare a apei,
de realizare a fotosintezei si de bioacumulare a substantelor
organice, ceea ce le recomanda pentru testarea suplimentard in
conditii de camp si ca material genetic in programe de ameliorare a
plantelor.
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RECOMMENDATIONS

Building on the overall objective of research, namely to contribute to
a better understanding of the physiological mechanisms involved in the
tolerance to saline stress of Phaseolus vulgaris L. and to the identification of
local populations of bean tolerant to salinity, we can make the following

recommendations:

1. Due to the fact that the positive or negative response of plants to
excess NaCl is well correlated with the value of the
concentration of the assimilating pigments at the foliar level and
the amount of water linked, we may consider these parameters
as defining in tolerance to saline stress and recommend them for

future research.

2. The biosynthesis of proline as a protective role against the
negative action of excess soil salts, although it correlates with
the accumulation of sodium and chlorine at foliar level, is not a
sufficient criterion in assessing plant resistance, therefore it is
not recommended as conclusive evidence of stress resistance in

the case of Phaseolus vulgaris.

3. Local populations Blagesti 2, Blagesti 4 and Trusesti 2 exposed
to saline stress were characterized by a good capacity for water
management, photosynthesis and bioaccumulation of organic
substances, which recommends them for testing under field
conditions and as genetic material in plant breeding

programmes.
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