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INTRODUCERE

Micorizele arbusculare sunt asociatii simbiotice dintre radacina plantelor si
fungi din increngatura Glomeromycota. Peste 70% din plantele vasculare pot stabili
acest tip de simbioza (BRUNDRETT si TEDERSOO, 2018).

Fungii micorizieni arbusculari imbunatatesc nutritia plantei in mod special in
fosfor si primesc in schimb de la plantd o parte din carbonul fixat prin fotosinteza
(PARNISKE, 2008; BERRUTI si colab., 2015). Acesti fungi sunt biotrofi obligati si nu isi
pot completa ciclul de viata in lipsa unei gazde. Se cunosc 234 specii, apartinand la 11
familii si incadrate in 4 ordine din clasa Glomeromycetes (SOUZA, 2015).

Masura In care plantele beneficiazd de pe urma micorizelor arbusculare
variaza de la specie la specie. Media gradului de dependenta fatd de micorizele
arbusculare a plantelor pentru culturi de camp este 44%, a celor furajere de 56% iar a
plantelor sdlbatice erbacee de 70%. Plantele perene prezintd o dependentda mai
ridicata decat cele anuale (TAWARAYA, 2003).

Pentru a stabili simbioze micoriziene arbusculare, plantele au nevoie de un
“arsenal” genetic, reprezentat de gene specifice a caror expresie asigura realizarea
comunicarii pre-colonizare, intre cei doi parteneri si care intervine apoi in toate
stadiile colonizarii (BONFANTE si GENRE, 2010; NAKAGAWA si IMAIZUMI-ANRAKU,
2015). Nu toate plantele cultivate pot stabili micorize. Unele familii botanice precum
Brassicaceae, Caryophyllaceae si Cyperaceae nu stabilesc micorize, iar in alte familii
doar unele genuri pot stabili micorize arbusculare (MOORE si colab., 2011).

In cadrul simbiozelor micoriziene arbusculare existi structuri ce se formeaza
atat la interiorul radacinii (hife, spori, vezicule si arbusculi) cat si la exteriorul radacinii
(hife, spori si celule auxiliare) (Fig. 1). Identificarea acestora permite observarea si
studierea micorizei (BRUNDRETT, 2008; BLASZKOWSKI, 2012).

Fig. 1. Micorize arbusculare: morfotip Arum (a), Paris (b), Arum+Paris (c);
spori (d) si vezicule intraradiculare (e); bara = 50 pm
(Surse: IOANA CRISAN si colab., 2018, 2019a, 2019b; DICKSON, 2004)

Dupa colonizarea radacinii, in functie de modul de raspandire intraradiculara
a fungilor se disting doua tipuri principale: Arum si Paris. Acestea au fost denumite
dupa speciile de plante la care au fost descrise pentru prima data: Arum maculatum si
respectiv Paris quadrifolia. La morfotipul Arum hifele fnainteaza printre celule, iar in
interiorul celulelor se formeaza haustori cu aspect de arbore (Fig. 1a). Spre deosebire
de acesta, la morfotipul Paris hifele nu patrund printre celule, ci inainteaza de la celula
la celuld formand bucle de hife intracelulare (Fig. 1b). Prin analiza unui numar ridicat
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de specii de plante, s-a constatat ca exista forme intermediare sau cazuri cand acestea
apar simultan la aceeasi planta. Aceste diferente de colonizare intre speciile de plante
se datoreaza in primul rand structurii histologice, respectiv cat de restrictive sunt
spatiile intercelulare de la nivelul ridicinii (DICKSON, 2004). in al doilea rand, o
influenta este exercitata si de speciile de fungi micorizanti ce colonizeaza planta. Spre
exemplu, micoriza la patrunjel (Petroselium crispum) se incadreaza la morfotipul
intermediar cand planta este colonizatd de speciile Rhizophagus intraradices si
Funneliformis mosseae dar la morfotipul Paris cand este colonizata de speciile de fungi
Gigaspora margarita si Gigaspora rosea. In contrast cu acesta, la praz (Allium porrum)
se intalneste colonizare tip Arum indiferent de genul de fungi micorizanti care
colonizeazi planta (DICKSON si colab, 2007). in tabelul 2 sunt prezentate
morfotipurile Intalnite la principalele familii botanice.

Tabelul 2. Micorizele arbusculare la principalele familii botanice

Familia botanica Morfotip?!

A I A+P P
Agavaceae, Begoniaceae, Vitaceae X - - -
Boraginaceae, Convolvulaceae, Cupressaceae, Geraniaceae, Iridaceae, Liliaceae, X - - X
Rosaceae, Rutaceae, Sapindaceae, Ulmaceae, Violaceae
Oleaceae, Cucurbitaceae, X X - -
Zingiberaceae X X - X
Asteraceae, Myrtaceae, Polygonaceae, Primulaceae, Verbenaceae X - X X
Apiaceae, Fabaceae, Lamiaceae, Poaceae, Solanaceae X X X X
Caprifoliaceae - X - -
Araliaceae, Oxalidaceae - - X X
Adoxaceae, Equisetaceae, Gingkoaceae, Moraceae, Musaceae - - - X

1(A) Arum, (1) Intermediar, (A+P) Ambele simultan, (P) Paris
Surse: DICKSON, 2004; DICKSON si colab., 2007

Posibilitatile de utilizare a micorizelor arbusculare suscita un interes ridicat in
ultimii ani, reflectat de expansiunea pietei de inocul micorizian. In prezent in Europa
isi desfasoara activitatea zeci de firme producatoare de inocul. Principalele sectoare
care utilizeaza inocul micorizian sunt gradindritul si amenajdrile peisagistice,
horticultura si agricultura, fitoremedierea si terenurile de golf (CHEN si colab., 2018).

Efectele benefice ale micorizelor arbusculare asupra plantelor sunt direct
legate de colonizarea radiculara. De aceea este necesara studierea indicatorilor de
colonizare pentru o cat mai buna Intelegere: a factorilor care 1i influenteaza, a traseului
micorizei in sistemul radicular, a relatiei existente intre acesti parametrii ce evalueaza
structurile primare, secundare si tertiare ale micorizei, si semnificatia acestor legaturi
pentru biologia simbiozei si plantd. Toate acestea sunt esentiale pentru a putea
optimiza utilizarea micorizelor arbusculare in cultura plantelor.

1. Structura tezei de doctorat

Teza de doctorat cuprinde 148 de pagini si este alcatuita din doua parti.

Prima parte este dedicata studiului bibliografic si reprezinta 32.43% din teza
(48 pagini), iar partea a doua cuprinde contributia personala reprezentand 67.57% din
teza (100 pagini).

In cadrul tezei se regisesc 47 de figuri, 25 de tabele si 14 planse.
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Partea I a tezei cuprinde doua capitole:

Cap. 1. Stadiul actual al cunoasterii privind micorizele si alti fungi endofiti
radiculari benefici, este cea mai consistentd parte a studiului bibliografic. In acest
capitol s-a facut o trecere in revista a informatiilor actuale legate de micorize: definire,
plante simbionte, factori care influenteaza raspandirea fungilor, beneficii aduse
plantelor, taxonomie, biologia micorizelor arbusculare, si nu In ultimul rand se
amintesc si alte grupe importante de fungi endofiti care colonizeaza radacina plantelor.

Cap. 2. Stadiul actual al cunoasterii privind sortimentul de Iris, este dedicat
descrierii botanice, importantei si tehnologiei de cultura a sortimentului cultivat de
irisi cu rizomi. Aceasta deoarece cea mai importanta parte a cercetdrilor s-a realizat
asupra a doua specii din acest gen: Iris germanica si Iris pseudacorus.

Partea a II-a tezei cuprinde cinci capitole:

Cap. 3. Scopul si obiectivele cercetdrii, cuprinde enuntarea scopului tezei si a
obiectivelor specifice aferente cercetarilor doctorale.

Cap. 4. Material si metodd, cuprinde informatii detaliate privind locatia si
datele pedo-climatice, materialul biologic si aparatura utilizata, descrierea inoculului
micorizian utilizat, organizarea experimentelor, observatiile si determindrile realizate
impreuna cu tehnicile de laborator si metodele statistice.

Cap. 5. Rezultate si discutii, este sectiunea cea mai vasta a lucrarii, si In care se
prezinta rezultatele aferente cercetdrilor privind micorizele la Iris germanica,
continuand cu Iris pseudacorus si incheind cu studiul complementar asupra unui
sortiment de 25 de specii de plante in conditii locale.

Cap. 6. Concluzii si recomanddri, cuprinde concluziile desprinse in urma
cercetdrilor si aferente obiectivelor specifice. Se ofera o serie de recomandari
utilizatorilor de micorize, producatorilor de inocul si cercetatorilor in conformitate cu
rezultatele si concluziile experimentelor desfasurate.

Cap. 7. Originalitatea si contributiile inovative ale tezei, precizeaza caracterul
de noutate si contributia rezultatelor obtinute la intregirea cunoasterii in domeniul
tezei de doctorat.

Bibliografia contine 217 de titluri din care 187 sunt carti si articole
majoritatea de data recentd, iar restul in numar de 30 de titluri reprezinta buletine de
informare, brevete sau trimiteri la pagini electronice.

Anexa tezei contine 14 planse constituind colaje cu imagini foto originale din
timpul desfasurarii experimentelor.

2. Scop si obiective

Scopul cercetarii intreprinse pe parcursul pregatirii doctorale a fost
identificarea micorizelor in radacina unui sortiment de plante ornamentale si
studierea dinamicii colonizarii si efectelor inoculdrii asupra unor specii de Iris in
conditiile din Cluj-Napoca.

Pentru atingerea scopului au fost realizate o serie de cercetari avand definite
obiective specifice. Cea mai Insemnata parte a cercetdrilor s-a realizat asupra a doua
specii din genul Iris, datorita importantei multiple a acestora: ornamentala, medicinala
si pentru fitoremediere. La acestea se adauga cercetdri complementare asupra altor
specii de plante, care vin sa documenteze diversitatea morfotipurilor si potentialul
micorizian In conditiile locale, constituindu-se ca reper comparativ.
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1). Cercetari privind micorizele arbusculare Ila Iris germanica

in cadrul acestor cercetiri au fost definite doud obiective specifice:

a) Evaluarea efectul inocularii cu micorize la Iris germanica, ceea ce a presupus
observatii si masuratori microscopice, biochimice si fiziologice privind:
- colonizarea radiculara
- caracteristici biologice ale plantelor
- compozitia rizomilor la plante inoculate /neinoculate
- parametrii aflati in legatura cu rata asimilatiei: stomate.

b) Descrierea dinamicii micorizelor la Iris germanica, respectiv:
- obtinerea indicatorilor pentru descrierea traseului micorizei
- identificarea influentei genotipului si fenofazei asupra colonizarii.

2). Cercetari privind micorizele arbusculare la Iris pseudacorus

In cadrul acestor cercetiri au fost definite doud obiective specifice:

a) Evaluarea efectul inoculdrii cu micorize la Iris pseudacorus, fiind efectuate
masuratori si determindri microscopice si morfometrice privind:
- colonizarea radiculara
- caracteristici biologice ale plantelor.

b) Descrierea dinamicii micorizelor la Iris pseudacorus, respectiv:
- obtinerea indicatorilor pentru descrierea traseului micorizei
- analiza persistentei influentei inocularii In al doilea an de la tratament.

3). Cercetari privind definirea statusului micorizian la un sortiment de 25 de
specii de plante in conditii locale
in cadrul acestor cercetiri au fost definite doud obiective specifice:
a) Identificarea variatiei interspecifice a colonizadrii cu micorize arbusculare
precum si a diversitatii morfotipurilor de-a lungul unui gradient genotipic
b) Compararea incidentei micorizelor arbusculare (AM) cu cea a altor grupe
taxonomice de micromicete benefice prezente in radacina (DSE si FRE).

3. Material si metoda

a) Locatia

Cercetarile s-au desfasurat in municipiul Cluj-Napoca si au fost amplasate in
cadrul Gradinii Agro-Botanice USAMV Cluj-Napoca si in partea de vest a orasului Cluj-
Napoca.

Analizele de microscopie s-au realizat in cadrul Laboratorului de
Microbiologie al Facultatii de Agriculturd, de la Universitatea de Stiinte Agricole si
Medicina Veterinara din Cluj-Napoca.

Analizele de spectroscopie s-au realizat in cadrul Laboratorului de
Spectroscopie vibrationalad si Raman din “Institutul de Stiintele Vietii Regele Mihai I al
Romaniei”, Cluj-Napoca.

b) Solul si substraturile

Analizele de sol au fost realizate la OSPA Cluj-Napoca.

Substraturile care au fost utilizate In vase de vegetatie au fost pe baza de turba
si pe baza de humus de scoarta.

Vv
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c) Material biologic

Speciile de plante utilizate in cadrul cercetarilor au fost:

1) Iris germanica L. cu sase cultivare ce prezinta culori contrastante ale
florilor: ‘Black Dragon’ (negru), ‘Blue Rhythm’ (albastru), ‘Sultan’s Palace’ (rosu), ‘Lime
Fizz’ (galben), ‘Pinafore Pink’ (roz), ‘Pure As The’ (alb)

2) Iris pseudacorus L.

3) 25 de specii din Colectii din Gradina Agro-Botanicd USAMV Cluj-Napoca:
Ageratum houstonianum, Aster dumosus, Coreopsis tinctoria, Cosmos bipinnatus, Crocus
vernus, Dahlia variabilis, Galanthus nivalis, Gladiolus x grandiflorus, Helianthus annuus,
H. tuberosus, Hemerocallis fulva, Hyacinthus orientalis, Iris reticulata, Leucojum
aestivum, Liatris spicata, Lilium candidum, Muscari armeniacum, Narcissus poeticus, N.
pseudonarcissus, Rudbeckia hirta, Scilla bifolia, Tagetes erecta, Tanacetum vulgare,
Tulipa gesneriana, Zinnia elegans (INDEX SEMINUM).

Biopreparatele micoriziene utilizate au continut:

- 2 specii de fungi Glomeromycota (Funneliformis mosseae, Rhizophagus intraradices)
- 5 specii de fungi Glomeromycota (Funneliformis mosseae, Rhizophagus intraradices,
Claroideoglomus claroideum, Funneliformis geosporus, Rhizoglomus microaggregatum).

d) Organizarea experimentelor
Experimentele s-au desfasurat in perioada 2016-2019 conform tabelului 2.

Tabelul 2. Experimentele privind micorizele arbusculare

Sursa Categoria de plante Studiu?! Perioada de desfasurare
Experimente Iris germanica Efectul inoculdrii (C) 2016-2018
organizate in blocuri (6 cultivare) Dinamica colonizirii (C)
randomizate Iris pseudacorus Efectul inoculdrii (G+C) 2018-2019

Dinamica colonizarii (C)
Colectii din Gradina Agro- | 25 specii de plante | Status micorizian (C) 2018
Botanicd USAMV Cluj anuale/perene

1Experiment desfdsurat in: cimp (C), vase de vegetatie (G)

e) Analizele de laborator
Radacinile au fost pregatite pentru microscopie utilizidnd metoda VIERHEILIG
si colab. (1998). Evaluarea microscopica s-a realizat urmand metodologia TROUVELOT
si colab. (1986). In total in cadrul analizelor microscopice s-au evaluat peste 5000 de
mostre de radacina. Indicatorii de colonizare aferenti micorizelor arbusculare (AM) au
fost obtinuti utilizdnd programul Mycocalc (https://www?2.dijon.inrae.fr).
Indicatorii de colonizare obtinuti au fost:
- F% = frecventa de colonizare
- m% = intensitatea colonizarii in fragmentele de radacina
- M% = intensitatea colonizarii in sistemul radicular
- a% = abundenta structurilor de schimb in fragmentele de radacina
- A% = abundenta structurilor de schimb in sistemul radicular.
Parametrii stomatelor au fost determinati sub microscop pe amprente foliare.
Analizele spectroscopice Fourier Transform Infrared Spectroscopy ale rizomilor
s-au realizat utilizand metoda pastilei spectrale KBr.

f) Metodele statistice
Datele s-au prelucrat utilizand ANOVA, testul Duncan, corelatia si PCA.

Vi
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4. Rezultate si discutii

4.1. Rezultate si discutii ale cercetarilor privind micorizele
arbusculare la Iris germanica

Iris germanica a prezentat morfotip Paris tipic de colonizare.

La plantele de Iris germanica s-a identificat o corelatie semnificativa pozitiva
intre tratamentul de inoculare si rata de dezvoltare a mugurilor in lastari (r=0.25*) dar
nesemnificativa Intre inoculare si dinamica de crestere a plantelor (r=0.12). Astfel, rata
de dezvoltare a crescut de la 71% la plantele neinoculate la 88% la plantele inoculate
cu micorize arbusculare, in timp ce dinamica de crestere a crescut de la 28% la
plantele neinoculate la 31% la plantele inoculate.

Indexul conductantei potentiale a stomatelor foliare a crescut in medie cu
12.77% la plantele inoculate fata de cele neinoculate.

Interpretarea analizelor spectroscopice FT-IR a mostrelor de rizom a indicat
faptul ca In urma inocularii cu micorize unele cultivare au prezentat o acumulare mai
buna a amidonului (‘Pinafore Pink’) sau a acidului miristic (‘Sultan’s Palace’, ‘Lime
Fizz’, ‘Pinafore Pink’ si ‘Pure As The’).

In conditiile locale fenofaza a exercitat o influentd foarte semnificativa asupra
frecventei de colonizare si a intensitatii colonizarii fragmentelor de radacina (F%, m%,
p<0.001***) explicand peste 50% din varianta Inregistrata in cazul acestor indicatori
(n*=0.69, 0.75). Spre diferents, cultivarul a avut o influentd nesemnificativd asupra
acestor indicatori de colonizare micoriziana (F% p=0.68, m% p=0.78, M% p=0.84).

Intre frecventa colonizirii primdvara si frecventa colonizirii toamna, s-a
remarcat o corelatie semnificativa (r=0.34*), demonstrand pe de-o parte importanta
colonizarii timpurii a radacinii, precum si existenta unei continuitati a colonizarii pe
durata de vegetatie.

Spre toamna a scdzut frecventa de colonizare (-18.36%) dar a crescut
intensitatea colonizarii sistemului radicular (56.30%) si frecventa sporilor si
veziculelor intraradiculare (22.73%) comparativ cu primdvara, semnaland intrarea
simbiozei intr-o etapa endofita de latenta ca raspuns la statusul metabolic al plantei.

4.2. Rezultate si discutii ale cercetarilor privind micorizele
arbusculare la Iris pseudacorus

Iris pseudacorus a prezentat morfotip Paris tipic de colonizare.

In primul an experimental (2018), tratamentul de inoculare a explicat 4.85% din
varianta aferenta frecventei de colonizare micoriziana si 1.51% din varianta aferenta
intensitdtii de colonizare in fragmentele de rdadadcina. Pentru plantele din vase de
vegetatie tratamentul de inoculare s-a corelat semnificativ pozitiv cu intensitatea
colonizarii in fragmentele de radacina (r=0.47*), demonstrand eficacitatea
biopreparatelor. Interactiunea dintre conditiile de cultura (vase de vegetatie/camp) si
tratamentul de inoculare a exercitat o influenta semnificativd asupra frecventei de
colonizare (p=0.03*).

In cazul plantelor din vase de vegetatie s-a identificat o corelatie pozitivd intre
tipul de substrat si toti parametrii de colonizare micoriziana. Aceasta demonstreaza
faptul ca tipul de substrat influenteaza direct succesul simbiozei.

VI
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Inocularea nu a exercitat o influentd semnificativa asupra indicatorilor de
colonizare 1n al doilea an de la inoculare (F% p=0.45, m% p=0.65, M% p=0.95). Dar,
valoric intensitatea colonizarii fragmentelor de radacina a fost cu 12.05% mai ridicata
la plantele care au fost inoculate in anul precedent.

In al doilea an (2019), fenofaza a exercitat o influentd foarte semnificativa
asupra frecventei si intensitatii de colonizare a fragmentelor de radacina si a
sistemului radicular (F%, m%, M% p<0.001***), si explicand peste 90% din varianta
inregistratd in cazul indicatorilor de colonizare (n%>0.95). S-a remarcat o scidere a
mediei indicatorilor de colonizare inspre toamna: de 79.34% pentru intensitatea
colonizdrii sistemului radicular si de 71.71% pentru intensitatea colonizarii
fragmentelor de radacind si respectiv de 45.73% pentru frecventa de colonizare,
marcand declinul simbiozei.

S-a identificat ca intensitatea colonizarii fragmentelor de radacinad in noul an
de vegetatie depinde de intensitatea colonizarii sistemului radicular toamna la sfarsitul
perioadei de vegetatie (r=0.64*).

S-a identificat existenta unei corelatii semnificative intre talia plantelor si
tratamentul de inoculare din anul precedent (r=0.33*), demonstrand efectul de lunga
durata al biopreparatelor cu fungi micorizieni arbusculari.

4.3. Rezultate si discutii ale cercetarilor privind definirea
statusului micorizian la un sortiment de 25 de specii de plante
in conditii locale

In conditiile din Gridina Agro-Botanici USAMV Cluj-Napoca, s-a identificat
prezenta concomitentd a micorizelor arbusculare Glomeromycota (AM) cu alte grupe
de micromicete endofite radiculare din ncrengatura Ascomycota (dark septate
endophytes=DSE) si subincrengatura Mucoromycotina (fine root endophytes=FRE).

Pe baza analizei componentelor principale (PCA), in cadrul gradientului
genotlplc se disting 3 grupuri (Fig. 2):

Primul grup (grupul A) s-a caracterizat prin frecventd ridicata de
colonizare DSE (55-85%) si frecventa variabila de colonizare cu micorize
arbusculare (35-90%) in timp ce FRE au fost prezenti doar la unele specii.

- Al doilea grup (grupul B) s-a caracterizat prin prezenta FRE simultan cu o
colonizare moderata pana la ridicata cu micorize arbusculare (35-80%),
dar nivelurile ridicate FRE asociindu-se cu niveluri mai scazute de
colonizare micoriziana (precum la Coreopsis tinctoria si Tagetes erecta).

- Al treilea grup (grupul C) s-a caracterizat prin frecventd ridicata de
colonizare cu micorize arbusculare (75-100%) simultan cu o colonizare
moderata sau scazuta DSE (<20%) si variabila FRE (<35%).

Orientarea vectorilor (F% AM, DSE, FRE) sugereaza o potentiald interactiune
negativa intre aceste grupe de micromicete (Fig. 2), explicabild prin competitia pentru
carbonul preluat de la planta. Morfotipul de colonizare micoriziana identificat a
corespuns celui Arum tipic precum la Tulipa gesneriana si Dahlia variabilis, sau Paris
tipic precum la Helianthus tuberosus si Hemerocallis fulva, existand la alte specii forme
intermediare (Cosmos bipinnatus) sau atipice (Lilium candidum).
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Fig. 2. Frecventa (F%) endofita AM (Glomeromycota) vs. FRE (Mucoromycotina) vs. DSE (Ascomycota)
in riadacina a 25 de specii de plante in conditiile din Cluj-Napoca (2018)
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5. Concluzii si recomandari

Iris pseudacorus si Iris germanica au prezentat colonizate AM tip Paris.

Faptul ca fenofaza a exercitat o influenta semnificativa asupra indicatorilor de
colonizare demonstreaza controlul metabolismului plantei asupra simbiozei.

Se recomanda inocularea cu micorize a plantelor de Iris germanica atat pentru
a obtine o dezvoltare vegetativa buna inaintea infloririi cat si pentru cresterea calitatii
rizomilor destinati procesarii.

Se recomanda inocularea cu micorize la Iris pseudacorus in programele de
fitoremediere datorita efectelor de durata asupra dezvoltarii vegetative.

in conditii locale s-a remarcat influenta puternici a gradientului genotipic
asupra colonizarii de catre micromicetele benefice, semn al unei posibile specificitati.

6. Originalitatea si contributiile inovative ale tezei

Teza aduce o contributie la cunoasterea biologiei, comportarii, dinamicii si
efectelor micorizelor arbusculare in conditiile locale.

Prin rezultatele obtinute s-a demonstrat posibilitatea de a utiliza indicatorii de
colonizare pentru a reconstitui traseul micorizei de la fenofaza la alta sau sezon de
vegetatie la altul, fapt util in special in cercetarile realizate in conditii de cAmp.

Prin cercetarile din cadrul tezei s-a obtinut:

- prima descriere completd a morfotipului si dinamicii colonizarii de catre
micorizele arbusculare la Iris germanica, cea mai cultivata specie din acest gen

- utilizarea pentru intdia data a metodei FT-IR pentru caracterizarea rizomilor de Iris
germanica propunand doua regiuni spectrale ca zone marker de calitate a rizomilor

- prima documentare in conditii locale a diversitatii morfotipurilor micoriziene
arbusculare.
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