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INTRODUCERE

Fenomenul de simbioza, constituie un proces general si generalizat la nivelul intregii biosfere,
care consta Intr-o relatie de interdependenta intre indivizi din aceeasi specie, Intre specii din acelasi
regn precum si intre specii din regnuri diferite.

Pe parcursul evolutiei lumii vii, viefuitoarele au intrat in legatura unele cu altele, reusind astfel
sd stabileasca si sa perfectioneze relatii conditionate de factorii de mediu precum si de particularitatile
morfo-fiziologice si biochimice ale fiecaruia.

In functionarea ecosistemelor naturale si a celor modificate de om, un rol cheie il joaca
stabilirea de simbioze intre plantele fotosintetizante si microorganismele din sol, n special cele situate
n zona rizosferei.

Avand in vedere faptul ca studii asupra genurilor si speciilor de orhidee native sau cultivate nu
sunt numeroase la noi 1n tara, cu atat mai mult nici studii asupra simbiozei care o realizeaza aceste
plante cu fungi specifici de micorize, am fost motivata sa studiez prezenta acestei relatii intre cele
doua tipuri de organisme unul considerat inferior (fungii), iar celdlat superior, dintre plantele cele mai
evoluate (angiosperme, monocotiledonate).

De asemenea ne-am propus sa clarificam, cel putin in parte, microbiota unor soluri in care se
dezvolta orhidee.Pentru aceasta am ales 5 zone de prelevare a probelor, trei dintre ele fiind zone unde
sunt prezente orhidee iar alte doua reprezinta soluri in care orhideele lipsesc.

Tema a fost aleasa deoarece nu exista date privind corelatia dintre fungi de micorize-orhidee si
natura solurilor specifice diverselor zone populate de aceste plante. Pana in prezent nu au fost studiate
nici procesele enzimatice din aceste soluri care fac posibila aprecierea evolutiei acestor tipuri de sol.

In acest context principalele obiective au fost urmitoarele:

Caracterizarea chimica a solurilor provenite din diverse zone populate de orhidee;

Evaluarea activitatilor enzimatice din solurile respective (prin evidentierea cantitativa si
calitativa a unor activitati enzimatice) cu scopul de a aprecia evolutia solurilor respective;

Stabilirea abundentei, densitatii, diversitatii si semnificatiei ecologice a bacteriilor implicate in
ciclul biogeochimic al azotului (heterotrofe aerobe, amonificatoare, nitrificatoare, denitrificatoare,
fixatoare de azot) din probele de sol in raport cu factorii de mediu;

Determinarea indicatorului enzimatic al calitatii solului (IECS) si a indicatorului bacterian al

calitatii solului (IBCS), acestia permitand compararea si ierarhizarea probelor analizate;
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Determinarea principalelor grupe de fungi in solurile cu orhidee comparativ cu cele lipsite de
orhidee;

Relatia dintre IECS si IBCS 1n solurile cu orhidee

Analiza statistica a parametrilor enzimologici studiati, pentru a observa modalitatea In care
acestia pot influenta prezenta orhideelor in solurile analizate.

Prin studiile intreprinse de noi pentru prima datd in tara noastra, am dorit sa evidentiem
prezenta micorizelor la orhidee si de asemenea sa efectudm studii de ecologie microbiana a solurilor in
care se dezvoltd aceste micorize. Aceste microorganisme aplicate pe soluri sarace in substante
organice sporesc aprovizionarea plantelor cu substantele nutritive de care au nevoie, astfel incat, sunt

considerate adevarati biofertilizatori ai solului.

|. SIMBIOZA MICORIZANTA.

Micorizele sunt rezultatul unor asociatii simbiotice, care se realizeaza intre radacinile
majoritatii plantelor si fungi specifici, pe parcursul perioadelor lor de crestere.

Acest tip de asociatii sunt relatii mutuale complexe care servesc la optimizarea rezervei de
substante minerale pentru planta gazda si ofera compusi organici i adapost ecologic pentru
fungi.

Simbioza micorizanta ca relatie mutuala aduce avantaje ambelor organisme implicate in
aceasta relatie.

Micorizele difera, in functie de morfologia, fiziologia, ecologia si taxonomia partenerilor, care
manifesta un Tnalt grad de specificitate, astfel existand: ectomicorize, endomicorize, ectendomicorize
si micorize peritrofe [Zamfirache si Toma, 2000].

Endomicorizele sunt caracterizate de faptul ca fungii sunt capabili de penetrarea celulelor
radiculare ale plantei gazda fara ca aceasta sa reactioneze in vreun fel la invazia ciupercii [Zamfirache
si Toma, 2000].

Grupul endomicorizelor se divide in trei subgrupe, acele ale micorizelor ericoide, micorizele

orhideelor si micorizele vezicular - arbusculare.

Il. ELEMENTE DE ECOLOGIE MICROBIANA.

11.3. Interactiunile fizice dintre bacterii si fungii de micorize.

Numeroase rizobacterii s-au dovedit a fi excelenti colonizatori ai radacinilor [Lugtenberg si

Dekkers, 1999; Barea si colab.,2002], proces influentat de o serie de factori externi care joacad un rol 7
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important Tn interactiunile fizice dintre aceste bacterii si radacinile plantelor [Bianciotto si Bonfante,
2002]. Mai multe bacterii s-au dovedit a fi buni colonizatori ai radacinilor, spre exemplu, unele specii
de Pseudomonas, care sunt capabile sa adere de suprafetele hifelor fungice.

Un beneficiu al acestei legaturi bacterii-hife fungice micorizante este faptul ca se faciliteaza
unele interactiuni metabolice, precum schimbul de nutrienti si de carbon, aceasta datorita contactului

strans intre bacterii si partenerii lor fungici.

11.8. Perspective de viitor asupra relatiei fungi-bacterii.

Rizobacteriile pot imbunatati cresterea plantelor, fixarea azotului, producerea de hormoni,
nutritia plantelor si, de asemenea, controlul bolilor la plante. Diferite rizobacterii precum Azospirillum,
Bacillus, Pseudomonas si Enterobacter au fost folosite pentru efectele lor benefice asupra cresterii
plantelor [Kloepper si colab.,1992, Hoplich si colab., 1994]. Multi biofertilizatori se bazeaza in
principal pe rizobacterii, care exercita efecte benefice asupra dezvoltarii plantelor, de multe ori legate

Interactiunile sinergice dintre fungi de micorize si bacterii fixatoare de azot, cum ar fi
Azotobacter chroococcum, Azospirillum spp. si Acetobacter diazotrophicus au fost studiate de catre
Suresh si Bagyaraj, [2002]. Atat fungii de micorize cat si rizobacteriile se completeaza reciproc in
rolul lor de fixare a azotului, productiei de fitohormoni, solubilizarea fosforului si cresterea suprafetei

de absorbtie.

I11. MATERIALE SI METODE.

I11.1. Materiale si metode utilizate in studiul identificirii prezentei micorizelor la orhidee.

Materialul vegetal utilizat in realizarea cercetarilor a fost reprezentat de radacinile a 6 specii de
orhidee, din care 3 apartin florei tarii noastre iar alte 3 sunt plante care se cultivd de multi ani 1n serele
Gradinii botanice ,,Al.Borza”din Cluj-Napoca.

Toate speciile de orhidee din lume, la ora actuala se bucura de un statut special, statut protectiv
conferit de prezenta lor pe lista CITES, sau care impiedica comerful cu plante luate din naturd, din
locul de origine si limiteaza chiar si schimburile de seminte pentru unele specii foarte rare sau pe cale
de disparitie [ Convention on International Trade in Endengered Species of wild fauna and flora — on

line, conventions.coe.int. — on line, O.G., 2000].
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Dintre orhideele din flora Romaniei am luat in studiu urmatoarele trei specii: Cypripedium
calceolus L., Dactylorhiza fuchsii (Druce)Soo si Epipactis palustris (L.)Crantz. Specii din serele
Gradinii botanice au fost reprezentate de Paphiopedilum insignae, Anoectochilus regalis si
Epidendrum radicans. Probele luate in studiu au fost supuse atat observatiilor la microscopul optic cat

si unor analize la microscopul electronic.

I11. 2. Materiale si metode utilizate in studiile de microbiologia solului.

Zonele de prelevare a probelor de lucru au fost urmatoarele: Valea Morii, sol Gradina botanica
cultivat cu Cypripedium, sol sere cultivat cu orhidee, sol pajiste de la Chinteni si sol sere necultivat cu

orhidee. Ultimele doua soluri au servit ca probe martor, in acestea nefiind prezente orhideele.

I11. 2.1.1. Prelevarea probelor.

Prelevarea probelor de sol destinate diverselor analize s-a realizat conform normelor
metodologice prevazute in ”Ghidul pentru prelevare a probelor de sol” (SR ISO 10381-2/2002) si au
fost prelucrate Tnh conformitate cu normele standardului SR 1SO 10381-6/1993.

Probele au fost prelevate cu ajutorul unui probator si cu o spatula sterild si au fost puse in
pungi sterile cu inchidere ermetica. Pe fiecare punga care cuprindea proba de sol s-a atagat cate o
eticheta pe care s-a notat locul de unde s-a facut prelevarea, ziua si ora prelevarii, adancimea de la care

s-a efectuat prelevarea.

111.2.2. Metode de analiza chimica a probelor de sol.

Analiza agrochimica a solului se face in scopul caracterizarii (aprecierii) starii de fertilitate
a solurilor, a stabilirii necesarului de elemente nutritive si chiar pentru stabilirea gradului de poluare al
solului. Se apreciaza ca humusul si formele mobile (accesibile) ale macro- si microelementelor din sol

pot da o imagine satisfacatoare a starii generale a solurilor.
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111.2.3. Metode enzimologice.

111.2.3.1. Metode enzimatice cantitative au constat in desfasurarea urmatoarelor etape:

111.2.3.1.1. Determinarea activititii dehidrogenazice actuale si potentiale, utilizata ca
indicator global al activitatii biologice a organismelor dar a fost folosita si ca test ecotoxicologic

pentru a evalua efectele poluantilor asupra microbiotei solului.

111.2.3.1.2. Determinarea activitatii fosfatazice.

Fosforul este unul dintre nutrientii esentiali pentru cresterea plantelor. In circuitul acestui
element, formele anorganice si organice sunt asociate prin procese de mineralizare si imobilizare,
mediate de activititi abiotice si biotice. In procesele de mineralizare, fractiunile organice de fosfor,
care reprezinta o cantitate mare a fosforului in sol si sedimente, sunt transformate in forme anorganice

ce sunt utilizate de obicei de plante, ca rezultat al actiunii fosfatazelor [Gianfreda si Bollag, 1996].
111.2.3.1.3. Determinarea activitatii catalazice.

Activitatea catalazicd se determind exprimand intensitatea de descompunere a apei
oxigenate care se formeaza 1n procesul respiratiei microorganismelor aerobe. Catalazele se gasesc in
aproape toate celulele animale si in cantititi mai mici la plantele superioare. In cazul

microorganismelor, catalazele se regasesc numai in cele aerobe [Regelsberger si colab., 2002].
111.2.3.2.2. Determinarea indicatorului enzimatic al calitatii solului.

Determinarea activitatilor enzimatice in sol constituie un instrument de cercetare pentru a evalua
procesele biochimice din aceste medii naturale si pentru gasirea unor indicatori ai calitdfii solurilor
[Dragan-Bularda si colab., 2004].

Cu cat indicatorul enzimatic este mai mare, cu atat mai mare este potentialul enzimatic al
solului. Indicatorul enzimatic al calititii solului (IECS) oferd o imagine de ansamblu asupra
potentialului enzimatic al acestuia, fiind calculata pe baza unei formule de calcul elaborata de Muntean

si colab.[1996]:

_1 s v
ECS =120

unde: IECS = indicatorul enzimatic al calitdtii solului;

10
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n = numarul activitatilor;
V; (i) = valoarea reala individuala;

Vmax (1) = valoarea teoretica maxima individuala.
111.2.4.7. Determinarea indicatorului bacterian al calitatii solului.

Indicatorul bacterian al calitatii solului permite stabilirea globalda a abundentei
microorganismelor din sol, aprecierea potentialului microbian al solurilor, stabilirea variatiilor
sezoniere ale microorganismelor, estimarea calitatii biologice a unor habitate terestre.

Determinarea indicatorului bacterian al calitatii solului (IBCS) se realizeaza pe baza formulei

de calcul propusa de Muntean [1995-1996]:
1
IBCS= o 2log,, N

unde: IBCS - indicatorul bacterian al calitatii solului;
n —numarul grupelor ecofiziologice de bacterii;

N — numadrul de bacterii apartinand fiecarui grup ecofiziologic.

111.3. Metode utilizate in interpretarea statistica a rezultatelor: au fost folosite doua teste si

anume Testul Mann-Whitney si Regresia logistica [Wilcox, 2009].

IV. REZULTATE SI DISCUTIL.
IV.1. Evidentierea micorizelor la orhideele luate in studiu.

In figura 23 observim cum hifele fungice stribat perisorii absorbanti ai radacinii speciei
Anoectochilus regalis. Stratul rizodermei nu este foarte bine definit in aceasta imagine deoarece exista
numeroase resturi de sol care adera foarte bine de celulele rizodermale. Imaginea demonstreaza si
faptul ca principala cale de intrare in contact a hifelor de fungi cu cortexul radicular il reprezinta

perisorii absorbanti.

11
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Fig.23. Sectiune transversala prin radacina de Anoectochilus regalis (40x), necolorata
(foto C. Mocan)

In figura 25 sectiunea fiind realizati prin radicina unei orhidee terestre, lipseste velamen
radicum (tipic pentru cele cu radacinile aeriene), se poate observa rizoderma nestratificatd care se
continui cu exoderma, se vad celulele alungite cu multe ingrosari de suberini. In primele straturi ale
scoartei se observa incluziuni ce par a fi de natura lipidica dupa culoarea maronie, dar care sunt resturi
ale hifelor miceliene digerate prin fenomenul de talyphopagie (fig. 26, 38) [Zamfirache si Toma,
2000].

Ceea ce se vede excelent aici este endoderma, se vad peretii tangentiali externi care raman
celulozici, iar ceilalti se impregneaza cu lignina (ingrosarile sub forma de potcoava). Din loc in loc, de
reguld in dreptul fasciculelor lemnoase, se vad celulele de pasaj (celule care raman cu pereti celulozici,
iar seva elaborata circuld si prin difuziune spre celulele scoartei). Se vad exceptional faciculele
lemnoase cu metaxilemul spre centrul cilindrului central iar razele medulare sunt puternic lignificate

spre exterior, dar maduva din centrul cilindrului central ramane celulozica.
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e

Fig.25. Sectiune transversala prin radacina de Cypripedium calceolus (20x), necolorata
(foto C. Mocan);

sageata galbena- pelotoni in celule corticale
] s K .‘

s v

Fig.53. Hife septate pe suprafata externa a celulelor radiculare (foto C. Mocan)
Observatiile facute asupra micorizelor la microscopul electronic de tip SEM sunt prezentate in
figurile 50, 51, 52 si 53.
In ultimele doua figuri se obseva cum hifele patrund in celulele radiculare (fig.52), precum si

faptul cd prezintd ramificatii la 90° (fig.53). 13
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Analizarea preparatelor la microscopul electronic de transmisie a pus in evidentd prezenta
hifelor miceliene micorizante n interiorul celulelor corticale, hife aflate in diverse faze de dezvoltare.
Tot imaginile TEM au relevat si prezenta de bacterii endofite in interiorul celulelor radiculare, bacterii

care au patruns aici odata cu fungii micorizanti.

Fig. 54. Hifa septata in interiorul celulelor corticale (foto C. Mocan)
Celula scoartei radiculare din imaginea prezentata in figura 54 este invadata de hife fungice de
marimi diferite, la unele putdndu-se observa septarea acestora. De asemenea, se observad peretele

celular care prezinta punctuatiuni.

V.2. Date microbiologice asupra solurilor cu orhidee.

In cele 5 probe de sol au fost determinate cantitativ urmitoarele activititi enzimatice:
activitatea dehidrogenazica actuala (ADA) (reducerea clorurii de 2,3,5-trifeniltetrazoliu-TTC in probe
fard adaos de glucoza) si potentiala (ADP) (cu adaos de glucoza), activitatea fosfatazica (AF) si
activitatea catalazica (AC). Datorita faptului ca diversele probe de sol pot avea un continut variabil de
apa, care ar influenta exprimarea activitatilor enzimatice raportate la greutatea solului, s-a procedat la
determinarea umiditatii si la stabilirea substantei uscate in paralel cu pregatirea probelor pentru analize
[Atlas, 2004, Cusa, 1996].
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V.2.1.1. Evolutia activitatii dehidrogenazice actuale si potentiale.

mg formazan/2,5 g s.u.

Valea Morii Chinteni Gradina Sere Orhidee
botanica
| m2008 @ 2009 m 2010 02011 m2012 |

Fig.66. Evolutia activitatii dehidrogenazice actuale (ADA) (mg formazan/g.s.u.) inregistrata in solurile
analizate, in perioada 2008-2012.

Per ansamblu, activitatea dehidrogenazica potentiala s-a dovedit a fi mult mai intensa decat

activitatea dehidrogenazica actuald.. Acest fapt reflectd actiunea stimulatoare a sursei de carbon

(glucoza adaugata) asupra sintezei de enzime de catre microorganisme.
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Fig. 67. Evolutia activitatii dehidrogenazice potentiale (ADP) (mg formazan/g s.u.) inregistrata in

solurile analizate
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La fel ca si in cazul activitatii dehidrogenazice actuale, activitatea dehidrogenazica potentiala a
prezentat valori mari in probele de sol cultivate cu orhidee, comparativ cu celelalte probe analizate.

Si de aceasta data cele mai ridicate valori s-au inregistrat in probele de sol cultivat cu orhidee,
solul din Gradina botanica si cel din Valea Morii.

Totusi este de remarcat faptul ca valorile activitatii dehidrogenazice toatale inregistrate sunt
relativ mai scazute comparativ cu solurile agricole, ceea ce demonstreaza existenta unui potential

microbian mai scazut in solurile analizate nesupuse unor fertilizari organice si/sau minerale.

V.2.1.2. Evolutia activitatii fosfatazice.

Activitatea fosfatazica a fost detectata in toate cele 5 probe de sol analizate, distributiile
valorilor medii fiind ilustrate Tn tabelele 8, 9, 10, 11, 12 precum si in fig. 68. In ansamblu, activitatea
fosfatazica a fost mai intensa in probele de sol de la Chinteni comparativ cu probele de sol din Valea
Morii si solul cultivat cu orhidee in sere, inregistrandu-se valori numerice crescute. Valorile maxime
inregistrate in solul de la Chinteni se datoreaza acumuldrii in sol a resturilor vegetale, la sfarsitul
perioadei de vegetatie [Reis si colab., 2001], fiind vorba si de un sol de pajiste neperturbat. Este
explicabil, intrucat activitatea biologica a unui sol este mult mai intensa in sezonul cald. O alta

explicatie este datd si de cresterea cantitatii de materie organica depusa in sol.

12

104

mg fenol/g s.u.

0 B
Valea Morii  Chinteni Gradina Sere Orhidee
botanica

| m2008 ©@2009 W2010 @2011 E2012 |

Fig. 68. Evolutia activitatii fosfatazice (mg fenol/g.s.u.) inregistrata in solurile analizate

16



Crina Claudia Mocan Studii asupra micorizelor la orhidee

In figura 68 redim evolutia activitatii fosfatazice in cei cinci ani de studiu la cele cinci soluri
studiate. Se poate constata ca solul de pajiste de la Chinteni a prezentat 1n toti cei cinci ani urmariti de
noi cele mai ridicate valori privnd activitatea fosfatazica, fiind urmat de solul de la Gradina Botanica.
Este cunoscut faptul ca solurile necultivate pot prezenta activitati enzimatice insemnate, nefiind

afectate de interventia omului [Kiss si colab., 1975].

V.2.1.4. Stabilirea indicatorului enzimatic al calititii solului (IECS).

0.4

IECS

Valea Morii Chinteni Sol Gradina  Sol sere Sol orhidee
botanica

Fig. 70. Valorile indicatorului enzimatic al calitatii solului

Determinarea activitatilor enzimatice in soluri constituie un instrument de cercetare pentru a
evalua diversitatea functionala a microbiotei si a proceselor biochimice din aceste habitate.

Pe baza rezultatelor obtinute si comparativ cu datele din literatura de specialitate [Pasca si
colab., 1993; Dragan-Bularda si colab., 1995] putem considera ca unele soluri analizate dispun de un
potential biologic apreciabil.

Comparativ cu datele din literatura [Zborovschi si colab., 1989; Dragan-Bularda, si colab.,
1995], se poate afirma pe baza datelor noastre, ca activitatea fosfatazica si in special activitatea
catalazica prezinta valori mai ridicate comparativ cu cea dehidrogenazica. Acest rezultat poate fi
explicat si prin aceea ca enzimele acumulate sunt rezultatul unei activitati desfasurate de microbiota
solului timp de zeci de ani, pe cand enzimele datorate microbiotei proliferante sunt mai mult afectate
de factorii climatici manifestati in cei cinci ani de studiu.

Calitatea unui sol este cu atat mai buna cu cat IECS este mai mare [Muntean si colab., 2004].

17
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V.2.2.Analizele enzimatice calitative.

V.2.2.1. Evidentierea activitatii unor oligaze si poliaze (polizaharidaze).

Tn cele cinci probe de sol provenite din cele cinci zone au fost determinate calitativ urmatoarele
activitati enzimatice: doud activitdti oligazice — zaharazicd (invertazicd) (AZ), lactazica (f-
galactozidazicd) (AL) si trei activitati poliazice: - amilazica(AA) si dextranazica (AD) si celulazica
(ACel) Determinarea acestor activitati enzimatice s-a efectuat prin cromatografie pe hartie, tehnica
circulara [Dragan-Bularda, 2000]. Produsii hidrolitici reducatori se evidentiazd prin metoda
cromatografiei pe hartie. Cu cat este mai intens spotul produsilor hidrolitici, cu atat este mai ridicata
activitatea oligazelor si poliazelor. In cursul examinirii se compari spoturile de la probele testate cu
cele de la proba martor.

Activitatile oligazice (AZ, AL) au fost prezente in toate probele de sol analizate.

Activitdtile polizaharidazice (= poliazice) ale solurilor constituie o componentd principald a
potentialului enzimatic al unui sol, deoarece polizaharidele reprezinta substantele cele mai importante din
resturile vegetale care ajung in sol. Desigur la sinteza enzimelor din sol contribuie si zaharurile ajunse n
sol in urma secretiei radiculare [Kiss si colab., 1975].

Dintre activitatile polizaharidazice analizate importante s-au dovedit a fi doua activitati — cea
amilazica si cea celulazica (Fig. 73 si 74). Activitatea amilazica (AA) este direct proportionala cu
cantitatea de humus si cu capacitatea de schimb cationic [Eliade si colab., 1975]. Este interesant ca din
analiza cromatogramei din Fig. 64 se poate observa ca activitatea amilazica a fost foarte intensa in toate
probele de sol fara a se diferentia calitativ in functie de cantitatea de humus care a variat mult in functie de
zona de prelevare.

Activitatea celulazica a celor cinci soluri luate in studiu releva ca aceasta este prezenta in
probele 1- 5 de sol, prin formarea din substratul enzimatic (celuloza pulvis) a produsului final de
hidroliza, glucoza. Spotul de glucoza este destul de aseméanator la solul din Valea Morii, cu cel din
solul de la Chinteni, respectiv solul din Gradina botanica si cel din sere de orhidee. Este mai putin
intensa la solul din sere. Pe baza intensitatii spotului putem aprecia ca celulaza acumulata este
apreciabila, avand in vedere cd enzima a fost detectatd intr-o cantitate foarte micd de amestec de
reactie.

Activitatea dextranazica a fost prezenta mai cu seama in primele patru probe de sol, cea mai

intensa inregistrandu-se la Gradina botanica si la solul din sere cultivat cu orhidee, fiind slaba in

18



Crina Claudia Mocan Studii asupra micorizelor la orhidee

proba de sol din sere, acest fenomen putand fi pus, de asemenea, pe prezenta ei in cantitati mici
nedetectabile in lichidul analizat. Se constatd cd in urma hidrolizei dextranului a rezultat ca produs

final glucoza.

V.3. Analizele microbiologice.

Acest studiu privind dinamica populatiilor microbiene implicate in circuitul azotului din soluri
cultivate cu orhidee se impune ca o necesitate in conditiile in care date privind rolul, functia si
dinamica acestor bacterii Tn aceste soluri nu exista. Deci acest studiu analizeaza pentru prima data
evolutia si diversitatea acestor populatii bacteriene din soluri cu orhidee comparativ cu soluri fara
orhidee. Analizele microbiologice prin care s-a determinat distributia spatiald a densitatii bacteriilor
heterotrofe aerobe si a bacteriilor implicate in ciclul biogeochimic al azotului s-au realizat in cele 5
tipuri de sol analizate.

Tn probele de sol analizate, bacteriile implicate Tn circuitul biologic al azotului au fost prezente
in cantitati destul de reduse (tabelele 13, 13a, 13b) in 3 cazuri cele mai mari valori ridicandu-se la
ordinul zecilor de mii. Dintre bacteriile studiate BAM au prezentat valori mai ridicate, in timp ce NiB
au prezentat valori mai scazute in toate solurile.

Bacteriile heterotrofe aerobe sunt prezente in numar mare comparativ cu celelalte grupe, si
constatam faptul cd in solurile unde activitatea dehidrogenazica si cea catalazica este mai ridicata
acolo avem si cele mai numeroase bacterii heterotrofe aerobe (Sol Gradind botanica, Sol orhidee si
solul din Valea Morii).

in anul 2009, numarul tuturor grupelor de bacterii studiate creste usor, asa cum creste si
valoarea activitatilor enzimatice studiate, cu exceptia intalnita la solurile de la sere unde conditiile de
mediu se mentin oarecum constante si astfel nu exista varitii semnificative ale numarului de bacterii
din sol.

Grupele de bacterii studiate in anul 2010 au inregistrat valori mai scazute fatd de primul an
(2008) si mai ales cel de al doilea (2009). Aceasta scadere este in concordanta cu scaderea activitatilor
enzimatice, datorate in principal conditiilor meteorologice mai putin favorabile.

In anul 2011 se mentine situatia inregistrati in anii anteriori, insi valorile numerice se
micsoreazad putin. Aceeasi imagine este Inregistrata si in tabelul 13d, cu rezultatele obtinute in anul

2012, insa valorile gasite s-au menginut apropiate de cele din ultimii trei ani de studiu.
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Fig. 76. Distributia numerica a bacteriilor heterotrofe acrobe (BHA) n solurile analizate
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Fig. 77. Distributia numerica a bacteriilor amonificatoare (BAM) in solurile prelevate
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Fig. 79. Distributia numerica a nitratbacteriilor (NaB) in solurile analizate
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Fig. 80. Distributia numerica a bacteriilor denitrificatoare (BDN) in solurile analizate

V.3.2. Distributia procentuala a grupelor de bacterii implicate in ciclul azotului dupa

zonele de prelevare.

In Valea Morii bacteriile amonificatoare au fost prezente in procentul cel mai mare,
(90%),urmat de bacteriile denitrificatoare, nitratbacterii si nitritbacterii.
Este cunoscut faptul ca in solurile mlastinoase si turboase procesele microbiene din ciclul

azotului sunt mai reduse.
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Pentru solul de la Chinteni, situatia este similarda cu cea din Valea Morii, bacteriile
amonificatoare fiind cele mai numeroase, urmate de cele denitrificatoare, iar cele nitrificatoare avand
un procent scazut sub 1% (fig.82).

Solul din Gradina botanica (fig.83), prezintd in procentul cel mai ridicat de 98% bacteriile
amonificatoare, celelalte fiind in procent destul de scazut de doar 2%.

La probele de sol prelevate din sere, sol necultivat cu orhidee (fig.84), predominante sunt
bacteriile amonificatoare, celelalte grupe de bacterii fiind prezente intr-un procent foarte scazut.

La probele de sol prelevate din sere, sol cultivat cu orhidee (fig.85), constatam prezenta in
numar mai ridicat a bacteriilor denitrificatoare si nitrificatoare fata de solurile de la Chinteni, Gradina
botanica si sol sere necultivat cu orhidee.

Explicatia acestei distributii neuniforme a grupelor de bacterii implicate in ciclul azotului ar
putea fi pusa pe seama faptului ca solurile de la Valea Morii, respectiv sol sere cultivat cu orhidee
prezinta o structura care creazad mediu propice pentru dezvoltarea acestor bacterii. Aceste soluri sunt
mai umede si au un continut mai mare de turbi. In aceste doud soluri procentul bacteriilor

nitrificatoare si denitrificatoare este mai ridicat.

Valea Morii

50, 3% 2%

90%

| BBAM EmBDN ONaB CINiB |

Fig. 81. Variatia cantitativa (%) a bacteriilor din ciclul azotului la solul de la VValea Morii
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Fig. 82. Variatia cantitativa (%) a bacteriilor din ciclul azotului la solul de la Chinteni
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Fig. 85. Variatia cantitativa (%) a bacteriilor din ciclul azotului la solul de la sere cu orhidee

V.3.3. Stabilirea indicatorului bacterian al calititii solului (IBCS).

Pentru estimarea calitatii solului provenit din diverse zone de studiu, am utilizat cele cinci
grupe ecofiziologice de bacterii si anume: bacteriile heterotrofe aerobe (BHA), bacteriile
amonificatoare (BAM), bacteriile nitrificatoare (nitritbacterii-NiB si nitratbacterii-NaB) si bacteriile
denitrificatoare (BDN). Potentialul microbian al solurilor analizate este moderat cu valori cuprinse
intre 3,8 — 3,5. Astfel solul din Gradina Botanica s-a dovedit a avea un potential bacteriologic relativ
insemnat, fiind urmat de solul din sere si solul cultivat cu orhidee in sere, cel mai redus potential fiind
intalnit in solul de la Chinteni (pajiste partial degradatd) si la cel din Valea Morii, un sol turbos si

inmlastinit.

23



Crina Claudia Mocan Studii asupra micorizelor la orhidee

3.85
q
3.75 -
3.7 -
3.65 -
3.6 - o
3.55 - -
3.5 -
3.45 -

3'4 _
3.35

Valea Morii Chinteni Sol Gradina Sol sere Sol orhidee
botanica

IBCS

Puncte de prelevare

Fig. 86. Distributia valorilor IBCS pentru diversele soluri analizate
Intre valorile IBCS si cele ale IECS s-a stabilit existenta unei corelatii pozitive, semnificative
la p < 0,05, ceea ce atesta paralelismul dintre potentialul bacterian si cel enzimatic al solurilor,

indiferent de punctul de prelevare.

V.4. 1zolarea tulpinilor de Azotobacter din probele de sol.

Pentru izolarea bacteriilor din genul Azotobacter, s-a utilizat un mediu electiv, mediul de
cultura Ashby, bogat in substante organice si lipsit de azot legat. Pe acest mediu solid, s-au realizat
insamantari prin procedeul grauncioarelor de sol, din toate probele de sol luate Tn studiu. Cu ajutorul
unei pipete Pasteur sterile s-au introdus pe suprafata mediului grauncioare de sol cu diametrul de 1- 3
mm. Tn fiecare cutie s-au insamantat 25 de granule de sol (Fig. 87a).

Dupa insdmantare, cutiile Petri s-au incubat la 28° C, timp de 10-14 zile. In perioada de
incubare 1n jurul grauncioarelor de sol au aparut colonii mucilaginoase, care apoi s-au brunificat (Fig.
87b), acestea fiind tipice pentru bacteriile din genul Azotobacter.

Din aceste colonii s-au trecut pe medii proaspete prin metode de subcultivare pana cand s-au
obtinut culturi pure din care s-au putut evidentia microscopic bacterii fixatoare de azot din genul
Azotobacter . Aceste bacterii au fost puse in evidenta si la nivelul celulelor scoartei radiculare la
orhidee prin anlize efectuate la miicroscopul electronic de transmisie (fig. 88).
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Fig. 88. Bacterii fixatoare de azot din genul Azotobacter in celule radiculare, imagini obtinute

prin microscopia electronica de transmisie
V.5. Izolarea fungilor din sol.

Pentru a determina prezenta ciupercilor (micromicete) in cele 5 tipuri de sol analizate, s-au
folosit doua tipuri de medii, mediul Martin si mediul Csapek-Dox care este pentru izolarea ciupercilor
parazite si saprofite [Hulea, 1969, Dragan-Bularda, 2000].

Din fiecare tip de sol (2g.) analizat s-au efectuat dilutii de sol, utilizandu-se tehnica dilutiilor, si
apoi s-au realizat insimAantari pe mediile de culturd. Dilutiile folosite au fost de 10* 10°°,10°°, pentru
toate cele 5 probe. Numarul de hife a fost calculat inmultind numarul de colonii care s-au dezvoltat cu
valoarea inversd a dilutiei, in acest caz cu 107.

Dupa dezvoltarea ciupercilor in mediul de cultura, s-a trecut la identificarea lor, iar analiza
macroscopicd si microscopicd a relevat faptul ca in solul de la Gradina botanica (fig.89) exista cu
precadere genul Penicillium, dar si Fusarium, in solul de la sere (fig.90) Penicillium si Rhizopus, la
Chinteni (fig.91) Penicillium, iar in celelalte doua soluri (Valea Morii si sol orhidee) s-au evidentiat
genurile Penicillium si Fusarium (fig. 93, 94). Din figurire prezentate reiese faptul ca sunt mai bine
dezvoltate si mai numeroase micromicetele din solurile care apartin perimetrului Gradinii botanice,
deci putem spune ca aceste soluri prezintd o microbiotd mai complexa decat cele din natura ( Valea

Morii si Chinteni).
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Fig. 90. Micromicete din sol Sere (foto C. Mocan)

V.7. Interpretarea statistica a rezultatelor.
V.7.1. Testul Mann-Whitney.

Este unul din cele mai puternice probe neparametrice. Poate fi utilizat atat cu esantioane mici
de subiecti, cat si cu esantioane mari $i necesitd numai masuratori de tip rang sau cand nu indeplinim
conditiile aplicarii testului t independent. Acest test opereaza cu numere ordinale. Testul este util

pentru a determina daca media a doua grupuri este diferita una de alta.
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Fig. 95. Distributia ADA exprimata prin valorile maxima, minima si mediana, pentru

esantioanele de sol provenite de la Chinteni si Gradina botanica

Testul Mann-Whitney pentru valorile activitatii dehidrogenazice actuale inregistrate la solurile
naturale din Chinteni si Valea Morii pe baza valorii p=0,0079 este semnificativ (valoarea este sub
0,05), existand diferente semnificative de locatie intre distributiile variabilei de raspuns (activitatea
dehidrogenazica actuald) pentru cele doua grupe comparate (Chinteni si Gradina Botanicd), (vezi fig

95 si 96).
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Fig. 96. Distributia ADP exprimata prin valorile maxima, minima si mediana, pentru

esantioanele de sol provenite de la Chinteni si Gradina botanica
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Pentru valorile activitatii dehidrogenazice potentiale inregistrate 1in solurile de la Chinteni si

Gradina botanica, testul Mann-Whitney este, de asemenea, semnificativ, rezultat pe care 1l preconizam
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pe baza valorilor activitatii dehidrogenazice actuale.
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Fig. 101. Distributia BDN exprimata prin valorile maxima, minima si mediana, pentru
esantioanele de sol provenite de la Chinteni si Gradina botanica.
In cazul variabilei de rispuns a bacteriilor denitrificatoare, pentru grupele comparate (Chinteni
si Gradina botanicd), valoarea p=0,3571 datd de testul aplicat, releva faptul cd nu sunt diferente

semnificative de locatie intre distributiile valorilor bacteriilor denitrificatoare, deci testul este

nesemnificativ (vezi fig. 101).
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Fig. 108. Distributia BHA exprimata prin valorile maxima, minima si mediana, pentru

esantioanele de sol provenite de la Chinteni si Valea Morii

In ceea ce priveste distributia bacteriilor heterotrofe aerobe, testul Mann-Whitney prin valoarea

calculatd p=0,3413, aratd cd nu existd diferente semnificative intre cele doud grupe comparate,

Chinteni si Valea Morii, testul fiind Tn acest caz nesemnificativ (vezi fig. 108).
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V.7.2. Regresia logistica.

In stiintele experimentale, deci si in biologie, sunt studiate variatiile a doi parametri, adica a
douda marimi cantitative in cadrul aceleasi populatii statistice. Am utilizat acest test pentru a putea
constata care dintre parametrii enzimologici sau bacterieni au influenta asupra prezentei orhideelor in
sol.

Se constata faptul ca la valori ale activitatii dehidrogenazice actuale peste 2, sansele de aparitie
a orhideelor cresc semnificativ.in ceea ce priveste activitatea fosfatazica, la o crestere a valorilor
acestei activitati peste 7,5 sansele de aparitie a orhideelor scad progresiv.

Valori ale bacteriilor amonificatoare, la un numar mai mic decat cel inregistrat in toate probele

analizate, sub 5000, scad sansele de aparitie a orhideelor.

Bacteriile denitrificatoare la valori inregistrate peste 200 bact./ 2,5g s.u., scad sansele de
aparitie a orhideelor.

Atunci cand numarul de bacterii heterotrofe aerobe este in crestere , cresc si sansele de aparitie
a orhideelor.La valori inregistrate ale nitrit bacteriilor peste 125 bact./2,5g s.u., cresc sansele de
aparitie a orhideelor.

Pentru ceilalti parametrii: ADP, AC, NaB, putem spune ca nu exista nici o relatie Intre valorile

obtinute in urma analizelor si sansele de aparitie, testul fiind nesemnificativ.
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Fig. 122. Estimarea efectului variabilei ADA asupra probabilitatii de aparitie a orhideelor si

indicatori ai calitatii ajustarii
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Fig. 126 Estimarea efectului variabilei BHA asupra probabilitatii de aparitie a orhideelor si
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Din graficul de mai sus (fig.126), observam faptul ca atunci cand numarul de bacterii

heterotrofe aerobe este in crestere , cresc si sansele de aparitie a orhideelor.
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CONCLUZII GENERALE

Prin prezenta teza s-a inceput studiul la noi in tara asupra simbiozei de tip micorizant la cateva
specii de orhidee (trei din flora spontana a tarii noastre si trei specii cultivate in serele Gradinii
botanice ,,Al.Borza” din Cluj-Napoca), precum si studiul microbiologiei solurilor provenite din diverse
zone populate cu orhidee. Lucrarea analizeaza pentru prima data rezultatele unei abordari complexe de
ecologie microbiana a solurilor cu orhidee in care au fost studiate bacteriile implicate in ciclul
azotului.

Astfel, din datele acumulate pana in prezent in aceste studii efectuate, putem afirma ca:

Dintre orhideele studiate cinci specii prezintd micorize (Dactylorhiza fucsii, Epipactis
palustris, Cypripedium calceolus, Anoectochilus regalis, Paphiopedilum insigne), pe parcursul
intregului ciclului biologic, exceptie facdnd doar specia epifita — Epidendrum radicans care nu
aprezentat micorize n nici una din etapele ciclului biologic..

Calea de patrundere la nivelul celulelor corticale s-a demonstrat a fi in proportia cea mai mare
perisorii absorbanti, atunci cind sunt prezenti.

Fungi de micorize s-au dovedit a fi prezenti in numar mare inainte si in momentul infloririi
orhideelor.

Rezultatele noastre au demonstrat ca fungii prezenti in interiorul celulelor radiculare trec prin
toate etapele evolutiei intracelulare dezvoltand pelotoni in celulele corticale si manifestand fenomenul
de talyphopagie.

Fungii de micorize s-a dovedit ca nu afecteaza niciodatd endoderma si cilindrul central al
radacinii orhideelor.

La speciile native, prezenta numeroasd a fungilor de micorize concordd cu existenta a
numeroase radacini laterale ramnificate.

Fungi de micorize n toate cazurile studiate corespund descrierii celor care apartin grupului
Rhizoctonia.

Solurile cultivate cu orhidee prezintd un pH alcalin §i o conductivitate ridicata, iar cel de la
Chinteni lipsit de orhidee prezinta conductivitatea cea mai scazuta (45,3 pS/cm) si pH-ul cel mai
scazut (5,95), fiind cel mai acid sol dintre toate cele cinci soluri studiate.

Cantitatea de azot n solurile cu orhidee nu a variat comparativ cu cea din solurile necultivate

cu orhidee, rezultand faptul ca micorizele Tmbunatatesc nutritia cu azot a orhideelor.
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Cantitatea de fosfor determinata de noi a fost cea mai mare in solurile din spatiul Gradinii
botanice, iar in celellate nivelul fosforului a fost mult mai redus.

Activitatile enzimatice determinate de noi au fost prezente in toate probele de sol studiate,
existand doar diferentieri in functie de tipul de sol.

Activitatea dehidrogenazica actuald, activitatea dehidrogenazica potentiald si activitatea
catalazica au fost mai intense in solurile in care se dezvolta orhidee.

Activitatea fosfatazica, in schimb in mod interesant a fost mai intensa in solurile studiate de noi
in care nu exista orhidee (Chinteni, sol sere).

Indicatorul enzimatic al calitatii solului prin valorile Inregistrate in cercetarile noastre arata ca
solurile cu orhidee sunt calitativ mai bune, privind potentialul microbian al acestora.

Cele cinci activitati enzimatice calitative au fost prezente in toate probele de sol, intensitatea
lor diferind in functie de tipul acestora, demonstrand prezenta unui potential enzimatic complex.

Bacteriile heterotrofe aerobe, nitrat-bacteriile si nitrit-bacteriile, au fost prezente in numarul cel
mai mare la solurile cu orhidee pe cand bacteriile denitrificatoare s-au dovedit a fi in numar mai mic.

Conform rezultatelor indicatorului bacterian al calitatii solului, s-a demostrat a fi mai ridicat in
solurile cu orhidee ceea ce dovedeste o incarcatura bacteriana mai mare a acestora.

Bacteriile din genul Azotobacter s-au pus in evidentd atdt in solurile cu orhidee cét si in
celelate doua soluri, dar procentul cel mai mare in ceea ce priveste prezenta acestor bacterii in sol a
fost inregistrata 1n solul din Gradina botanicd, urmat de cel din Valea Morii si apoi in solul cu orhidee.

Datele noastre de microscopie electronica au demonstrat ca bacteriile din genul Azotobacter
sunt prezente nu doar 1n solul din rizosfera ci si in interiorul celulelor radiculare la orhidee.

Analizele de determinare a micromicetelor din solurile studiate au relevat prezenta acestora in
numar mare in toate cele cinci soluri studiate, inregistrandu-se valori mai ridicate in solurile in care
vegeteaza orhidee si anume solul din Gradina botanica si cel de la sere cu orhidee. Dintre genurile de
micromicetele evidentiate cele mai frecvent intalnite in solurile analizate au fost genurile Penicillium
si Fusarium.

Analizele statistice efectuate aratd faptul cd cel mai bun predictor pentru aparitia orhideelor
intr-un sol este reprezentat de variabila activitate dehidrogenazica actuald (ADA), dovedind faptul ca
aceasta activitate enzimatica a solului prin valorile sale inregistrate are cea mai mare importanta in
predictia aparitiei si prezentei orhideelor Intr-un anumit sol, putdnd fi luatd ca etalon 1n aceasta

situatie.
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