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Rezumat:

Capitolul I. Introducere generala

Mercurul (Hg) este un metal greu cu un grad ridicat de toxicitate, care contribuie
semnificativ la poluarea persistenta a mediului. Se afla pe locul al treilea in Lista Prioritara a
Substantelor de risc elaborata de ATSDR (ATSDR, 2022), ca urmare a capacitatii sale de
bioacumulare si biomagnificare. Se estimeazd cd la nivel global existd peste 3000 de situri
contaminate cu Hg, rezultate in urma diverselor activititi industriale (Kocman et al., 2013). In
ceea ce priveste plantele, mercurul are efecte toxice pronuntate, perturband metabolismul celular
prin legarea de grupari tiol din proteine, inlocuirea cationilor esentiali in molecule precum
clorofila si generarea de specii reactive de oxigen (SRO) (Natasha et al., 2020; Safari et al.,
2019). Cu toate acestea, anumite specii vegetale au demonstrat o toleranta notabild la solurile
contaminate cu Hg, soluri in care plantele sensibile nu se pot dezvolta. Strategiile de aparare ale
acestor plante includ: imobilizarea Hg in rizosfera prin intermediul substantelor secretate de
radacini, limitarea absorbtiei in radacini, sechestrarea interna a Hg, reducerea translocarii catre
partile aeriene, precum si chelatarea ionului de mercur prin intermediul fitochelatinelor —
macromolecule derivate din glutation — care faciliteaza compartimentarea vacuolara cu ajutorul
transportatorilor de tip ABC (Sun et al., 2021; Montiel-Rozas et al., 2016; Carrasco-Gil et al.,
2013; J. Park et al., 2012). Plantele care detin aceste mecanisme stau la baza solutiilor ecologice
pentru restaurarea terenurilor contaminate.

Aceastd abordare, cunoscuta sub denumirea de fitoremediere, utilizeazd plante tolerante
pentru a reabilita solurile afectate, conservand in acelasi timp fertilitatea si structura acestora, si
reprezintd o alternativd economica si ecologicd la metodele de decontaminare de tip fizico-
chimic (Mench et al., 2009). Tipurile de fitoremediere sunt diverse si depind de mecanismele
plantei: fitoextractia se bazeaza pe capacitatea plantelor de a acumula Hg si de a-l transloca spre
chelatare si sechestrare rizosferic, iar fitovolatilizarea presupune transformarea ionului Hg?* in
forma volatila Hg®, eliminata apoi in atmosfera (Tiodar et al., 2021; Tangahu et al., 2011).
Cautarea unei plante cu trasaturi de (hiper)acumulator eficient de Hg — care sd combine 0
capacitate mare de translocare cu o biomasa stabild si ridicatd — este in desfasurare. Studierea
vegetatiei autohtone din zonele contaminate cu Hg oferd indicii valoroase pentru identificarea

unor candidati promitdtori pentru fitoremediere.



Dezvoltarea plantelor in sol depinde de disponibilitatea nutrientilor, precum si de
prezenta microbiotei rizosferice, care participa activ la schimbul de apa si nutrienti cu sistemul
radicular al plantei (Park et al., 2022; Rozmos$ et al., 2022; Lehmann et al., 2020; Sacca et al.,
2017). Numeroase microorganisme prezinta o rezistentd remarcabild la stresul pe termen lung
generat de Hg datorita mecanismelor dezvoltate pentru a-i atenua toxicitatea, contribuind astfel si
la decontaminarea solului (Gonzalez et al., 2022; Chang et al., 2020; Agarwal et al., 2019).
Printre aceste mecanisme se numara biosorbtia si chelatarea intracelulara (Alcantara et al., 2017;
Say et al., 2003), iar fungii pot utiliza suplimentar legarea Hg de compusi pe baza de seleniu sau
compartimentarea Hg in vacuole (Kav¢ic et al., 2019; Gueldry et al., 2003). Un mecanism-cheie
intalnit la bacterii este reprezentat de operonul mer, ce include gena merA, codificand enzima
mercur-reductaza (MerA), responsabild de reducerea Hg?** la forma sa elementard, mai putin
toxicd, Hg® (Mathema et al., 2011; Barkay et al., 1992). Fungii, adesea mai rezistenti decat
bacteriile, pot recurge la volatilizarea Hg, insa cdile metabolice implicate raman partial elucidate
(Chang et al., 2020; Pietro-Souza et al., 2020), unele studii transcriptomice sugerand implicarea
homologiilor merA si a mecanismelor antioxidante (Chang et al., 2021). Prin urmare,
microorganismele joaca un rol esential in stimularea cresterii plantelor si in detoxifierea solurilor
contaminate.

Fitoremedierea poate fi astfel imbunatatita semnificativ prin inocularea cu
microorganisme compatibile, mai ales in soluri sdrace in parteneri microbieni nativi (Szada-
Borzyszkowska et al., 2024). Desi putine, unele studii de fitoremediere asistatd de
microorganisme realizate in conditii controlate — Th special Tn ghivece — au raportat rezultate
promitatoare (Sommer et al., 2025; Szada-Borzyszkowska et al., 2024; Guo et al., 2023; Putra et
al., 2022; Gonzalez-Chavez et al., 2019; Phanthavongsa et al., 2017). Pana in prezent, nu au fost
realizate experimente de fitoremediere asistata de microorganise in teren, pentru contaminari cu
Hg. Totusi, experienta acumulatd in remedierea altor metale grele aduce perspective utile. De
exemplu, intr-un experiment de fitostabilizare cu plopi inoculati cu micorize, s-au obtinut
reduceri semnificative ale concentratiilor de Cu, Pb, Zn si Cr in frunze, dupa un an si jumatate de
la plantare pe un teren de 1 ha (Phanthavongsa et al., 2017). Intr-un alt studiu, feriga
hiperacumulatoare de arsen, Pteris vittata, a prezentat o acumulare superioara de As>* in urma
inocularii cu o tulpind de Pseudomonas vancouverensis, atingand o concentratie de 19,56 mg As

kg™ in frunze pe un teren contaminat cu 11 mg As kg™ in sol, dupa 5 luni (Yang et al., 2020).



In concluzite, continuarea cercetarilor pentru optimizarea fitoremedierii asistate de
microorganisme este necesara pentru a eficientiza procesul de decontaminare a solurilor.
Identificarea, caracterizarea si testarea unor specii vegetale si microbiene tolerante la Hg
reprezintd un pas esential pentru dezvoltarea acestui tip de remediere bazat pe mecanisme
naturale.

Scopul tezei

Aceasta teza urmareste identificarea parteneriatelor plante—microorganisme stabile, cu
potential de utilizare in viitoare interventii de fitoremediere asistatd a solurilor contaminate cu
Hg. Prin investigarea conditiilor de mediu dintr-un sit local contaminat cu Hg, aceasta cercetare
isi propune sd inteleagd comportamentul plantelor in functie de gradul de contaminare,
distributia acestora in teren si presiunea de selectie care a modelat comunititile microbiene
adaptate la stresul cu Hg.

De aceea, acest studiul urmareste trei obiective principale:

1. evaluarea nivelurilor de contaminare cu Hg si alte elemente toxice in situl contaminat
investigat;

2. identificarea speciilor vegetale pioniere tolerante la Hg prin analiza distributiei
populatiilor vegetale, determinarea modelelor de acumulare a metalelor si corelarea trasaturilor
acestora cu strategiile potentiale de fitoremediere (fitostabilizare sau fitoextractie);

3. caracterizarea comunitatilor bacteriene si fungice din rizosfera celor mai promitatoare
specii vegetale, in special a leguminoasei Lotus tenuis, in vederea identificarii taxonilor
microbieni relevanti pentru toleranta la Hg.

Rezultatele acestei cercetari vor contribui la elaborarea unor consortii microbiene

adaptate, care sa sustind viitoarele initiative de fitoremediere in teren.

Capitolul I1. Plantele ca si colonizatori ai unui sit contaminat cu mercur: metale

grele si bacterii asociate rizosferei

O evaluare a metalelor grele in sol a fost realizata intr-un sit contaminat cu Hg din
Romania, evidentiind niveluri ridicate de Hg, Pb, Cu, Zn si Mn. Mercurul a prezentat cel mai
mare risc ecologic, cu o concentratie mediand de 962 mg kg™ in solul de suprafata, depasind

pragul national de interventie pentru astfel de situri cu mai mult de doud ordine de marime.



Mostenirea industriald a sitului si contaminarea de fond au limitat biodiversitatea vegetala,
studiul fitosociologic indicand o acoperire vegetald redusa, dominatd de erbacee (Diplotaxis
muralis si Lotus tenuis) si graminee (Calamagrostis epigejos).

Spectroscopia portabild cu fluorescentd de raze X (XRF) a confirmat acumulari
semnificative de metale in tesuturile plantelor, in special la nivelul radacinilor. Analiza statistica
multivariata de redundanta (RDA) a evidentiat o asociere intre L. tenuis si D. muralis si
concentratiile de Hg din sol, subliniind adaptabilitatea acestora la conditii extreme de
contaminare. Lotus tenuis a prezentat cele mai mari niveluri de acumulare a Hg, cu 10.869 mg

A

kg™ (substanta uscatd) in radacini si 1.070 mg kg' in organele supraterane, urmata de D. muralis
(6.049 mg kg in radacini, 1.204 mg kg in organele supraterane). Avand in vedere tiparele de
acumulare, ambele specii pot fi utilizate drept bioindicatori ai poluarii cu Hg. De asemenea,
abundenta lor si capacitatea de a coloniza substraturi profund contaminate sugereaza un potential
ridicat pentru fitostabilizare n terenuri industriale degradate.

Pentru a caracteriza mai in detaliu interactiunile plantd—microorganism, comunitatile
procariote din rizosfera speciei D. muralis au fost analizate prin secventierea ampliconilor genei
16S rRNA si inferentd functionala pe baza algoritmului PICRUSt2. Cele mai abundente
increngituri bacteriene au fost Pseudomonadota, Actinomycetota si Acidobacteriota. In ciuda
cresterii concentratiilor de Hg, diversitatea alfa bacteriand a rdmas stabild, probabil datorita
prezentei larg raspandite a genei merA in 83% din comunitati, asa cum a fost demonstrat prin
PCR-ul realizat pe ADN-ul total extras din sol. In mod remarcabil, comunitatile merA-pozitive
au prezentat o abundentd inferatd crescutd a transportatorilor ABC, sugerdnd mecanisme
suplimentare de rezistenta la metale. Increngitura Actinomycetota a fost semnificativ imbogatita,
prezentand o abundentd relativd medie de 12 ori mai mare in comunitatile merA-pozitive
comparativ cu cele fardi merA. In ansamblu, concentratiile de metale grele din rizosfera au
explicat 35% din variabilitatea distributiei plantelor si modului in care acestea au acumulat
metalele din sol. Cele mai mari capacitati de colonizare si imobilizare a Hg-ului au fost observate
la Diplotaxis muralis si Lotus tenuis, evidentiind astfel potentialul lor ridicat pentru strategiile de
fitoremediere. Este necesara o identificare suplimentara a speciilor bacteriene cheie pentru a

optimiza abordarile de remediere asistata de microorganism.



Capitolul III. Impactul contaminarii cronice cu mercur asupra microbiotei asociata
rizosferei speciei Lotus tenuis: un traseu spre rezilienta prin relatii inter-regn de

facilitare

Contaminarea pe termen lung cu Hg exercitd o presiune selectivd asupra comunitatilor
microbiene prezente in solul de la rizosfera plantelor, insd schimbarile compozitionale ale
comunitatilor si mecanismele de rezilientd raman inca insuficient intelese. Conform ipotezei
gradientului de stres, interactiunile competitive scad in favoarea interactiunilor de facilitare pe
masura ce stresul ecologic creste. Acest studiu a investigat comunitatile bacteriene si fungice
asociate solului din rizosfera plantei Lotus tenuis si solului preluat de la sit in afara rizosferei de-
a lungul unui gradient de contaminare cu Hg (40-1,964 mg kg') si le-a comparat cu
comunitatile de control dintr-un sit necontaminat pentru a evalua raspunsurile microbiene la
stresul cauzat de Hg.

Secventierea ampliconilor genei 16S rRNA a revelat comunitati microbiene cu structuri
distincte comparand comunitatile provenite din solurile contaminate cu cele din solul control.
Totusi, diversitatea alfa a ramas stabila de-a lungul gradientului de Hg, sugerand adaptarea
microbiana si rezilienta la stres. Mesorhizobium, simbiotul fixator de azot al L. tenuis, a fost
prezent in toate conditiile de mediu, in timp ce Pseudomonas a fost de patru ori mai abundent in
solurile contaminate si de doua ori mai abundent in solurile de la rhizosfera comparativ cu
solurile din afara rizosferei, indicand rezistenta sa la Hg si rolul sdu potential ca simbiont non-
rizobial, ce faciliteaza eficienta formarii nodozitatilor la nivelul radacinilor plantelor. Analiza
functionald a ADN-ului din sol pentru gena merA a evidentiat absenta acesteia in solurile de
control, dar prezenta sa in 85% din probele solului de rizosfera contaminate cu Hg, indicand
adaptarea bacteriana printr-un proces activ de detoxifiere. Modificarile observate in comunitatile
fungice au reflectat, de asemenea, adaptarea acestora la stresul cauzat de Hg. Glomerales, un
ordin bogat in ciuperci micorizante, a inregistrat o crestere de trei ori in solurile de la rizosfera
contaminate cu Hg, subliniind rolul lor crucial in achizitia de apa si nutrienti pentru plante in
conditii extreme.

Analiza abundentei diferentiale, utilizdnd algoritmul ANCOM-BC2, a identificat mai
multe unitati taxonomice bacteriene abundente n solurile de la rizosfera contaminate cu Hg,

inclusiv Streptomyces, un agent de biocontrol cu potential de promovare a cresterii plantelor,



Allorhizobium-Neorhizobium-Pararhizobium-Rhizobium si Shinella, doud specii rizobiale
promotori ai cresterii plantelor, precum si Nocardioides si Skermanella, care pot conferi
rezistentd la metale si ariditate, respectiv. Printre fungii mai abundenti in solurile rizosferice
contaminate cu Hg s-au numarat endofite (Darksidea si Acrocalymma paeoniae) care pot
imbunatati toleranta plantelor la stres, fungi care promoveaza cresterea plantelor (Mortierella
alpina si Chaetosphaeronema), precum si speciile patogene (Aspergillus terreus si A. flavus) si
cele care prezinta activitate de suprimare a agentilor patogeni (Humicola si Vishniacozyma). De
asemenea, Septoglomus, Dioszegia si Articulospora au fost asociate cu plantele care au acumulat
cele mai mari cantitati de Hg in organelle supraterane, evidentiind contributiile posibile ale
fungilor la absorbtia si toleranta la Hg.

Aceste rezultate contribuie la o intelegere mai profunda a rezilientei microbiotei din solul
de la rizosferd in conditiile expunerii cronice la Hg si oferd candidati microbieni promitatori

pentru dezvoltarea strategiilor de fitoremediere asistata de microorganisme.

Capitolul IV: Concluzii generale si originalitatea rezultatelor
IV.1. Concluzii

La nivel global, degradarea solurilor reprezintd o problema tot mai acuta, alimentata de
practici industriale si agricole nesustenabile, cu implicatii majore asupra biodiversitatii,
securitatii alimentare, calitatii resurselor de apa si reglarii climatice. Dintre poluantii solului,
mercurul se remarca prin persistenta ridicata, toxicitatea severa si capacitatea de bioamplificare,
ceea ce impune implementarea urgenta a unor strategii eficiente de remediere. Fitoremedierea,
metoda ce valorificd plantele pentru stabilizarea si detoxifierea contaminantilor, se contureaza
drept o solutie promitatoare — mai ales atunci cind este sustinutd de o microbiota tolerantd la
Hg prezenta in solul de la rizosfera plantei, capabila sd favorizeze supravietuirea plantelor si
imobilizarea metalelor.

Aceasta teza de doctorat a urmarit identificarea unor strategii eficiente de fitoremediere
pentru un sit contaminat cu Hg, prin atingerea a trei obiective principale: (1) evaluarea nivelului
de poluare a solului, (2) identificarea speciilor vegetale tolerante la Hg si (3) caracterizarea
comunitatilor microbiene asociate solului de la rizosfera acestor specii.

Evaluarea sitului a evidentiat mercurul ca principal contaminant, concentratiile din solul

de la rizosfera plantelor depasind pragurile nationale de interventie cu peste doua ordine de



marime. Vegetatia era rara, insd Diplotaxis muralis si Lotus tenuis s-au remarcat ca specii
dominante, L. tenuis acumuland cele mai ridicate concentratii de Hg atat in radacini (10.869 mg
kg™ substanta uscatd), cat si in organele supraterane (1.070 mg kg! substanta uscata). Analiza
comunitatilor microbiene din rizosfera speciei D. muralis a evidentiat o diversitate alfa stabila
de-a lungul gradientului de Hg, probabil datorita prezentei larg raspandite a genei merA,
sugerand o adaptare microbiand pe termen lung. Increngaturile bacteriene dominante au fost
Pseudomonadota, Actinomycetota si Acidobacteriota, iar L. tenuis si D. muralis au demonstrat
un potential important de fitostabilizare prin imobilizarea Hg-ului la nivelul radacinilor
(Capitolul 11).

Analiza detaliatd a solului de la rizosfera speciei Lotus tenuis a evidentiat modificari
semnificative ale comunitatilor microbiene ca raspuns la contaminarea cu Hg, in comparatie cu
solurile necontaminate. Capacitatea acestei specii de a forma simbioze fixatoare de azot o
recomandi drept o plantd pionierd valoroasi pentru ecosistemele contaminate cu mercur. In
ciuda unui gradient larg de contaminare (40-1976 mg kg™), diversitatea alfa a comunitatilor
microbiene a ramas stabild, sustindnd ipoteza conform careia expunerea cronica la Hg
favorizeaza selectia unor comunititi rezistente. In acord cu ipoteza gradientului de stres, este
probabil ca interactiunile dintre microorganisme sa fi evoluat spre forme de facilitare reciproca,
contribuind astfel la mentinerea diversitatii si stabilitatii functionale. Analiza diferentiala a
abundentei a identificat bacterii potential rezistente la Hg (precum Streptomyces, Allorhizobium-
Neorhizobium-Pararhizobium-Rhizobium, Shinella, Nocardioides) si fungi (Darksidea,
Mortierella alpina, Vishniacozyma), asociate solurilor contaminate din rizosfera plantelor, cu
potential de a sustine sandtatea plantelor si de a contribui la atenuarea stresului (Capitolul III).

Aceastd cercetare subliniazd importanta sinergiei dintre toleranta plantelor si rezilienta
microbiotei din solul de la rizosfera plantelor in conditii de contaminare cu mercur, oferind o
baza solidd pentru dezvoltarea strategiilor de fitoremediere asistata de microorganisme.
Identificarea microorganismelor cu valoare functionala, asociate cu specii vegetale tolerante la
Hg, reprezinta un instrument esential pentru interventii eficiente de remediere. Rezultatele
obtinute sprijind utilizarea bioaugmentarii cu microorganisme autohtone, adaptate la conditiile
locale, pentru a favoriza stabilizarea metalelor si instalarea plantelor native in ecosisteme

contaminate cu Hg.



IV.2. Originalitatea lucrarii

Aceasta teza aduce contributii originale in domeniul fitoremedierii prin identificarea unor
specii  vegetale autohtone promitatoare, tolerate la Hg, aldturi de caracterizarea
microorganismelor din solul de la rizosfera asociata acestora. Lucrarea reprezinta prima evaluare
cuprinzdtoare a florei si a comunitatilor microbiene din solul de la rizosfera din sitului
contaminat cu Hg din perimetrul fostei platforme industriale Chimica Turda, oferind o imagine
taxonomica detaliata si integrata a diversitatii bacteriene si fungice.

Speciile Diplotaxis muralis si Lotus tenuis au fost identificate drept specii pioniere
autohtone, tolerante la Hg, cu un potential semnificativ de fitostabilizare, capabile sa
supravietuiascd in soluri intens contaminate si sd acumuleze Hg la nivelul radacinilor.
Microbiota din solul asociat rizosferei acestor plante a prezentat mecanisme de rezistenta,
sugerand implicarea microorganismelor in procesele de detoxifiere a mercurului.

Aceasta cercetare scoate in evidenta si complexitatea interactiunilor dintre regnuri diferite
in cadrul microorganismelor din sol, care faciliteazd supravietuirea plantelor in medii
contaminate cu Hg. Studiul a explorat rezilienta comunitatilor microbiene de-a lungul unui
gradient extins de contaminare, evidentiind bacterii si fungi cu rezistentd la Hg care contribuie,
probabil, la stabilitatea ecosistemului pe termen lung. Spre deosebire de studiile anterioare,
adesea limitate la niveluri moderate de contaminare si Seturi de date restranse, aceasta lucrare
ofera o perspectiva de ansamblu asupra proceselor de adaptare microbiana in conditii extreme.
De asemenea, identificarea speciilor de bacterii si fungi asociate cu zonele de contaminare severa
reprezinta o resursd valoroasa pentru dezvoltarea de consortii microbiene optimizate, cu aplicatii
directe in fitoremedierea asistata de microorganisme.

In ansamblu, aceasti teza ofera perspective valoroase pentru aplicarea remedierii in situ,
propunand o abordare integrativd de tip sistem plantid-microorganisme, bazata pe asocierea
plantelor tolerante la Hg cu parteneri bacterieni si fungici functional benefici pentru a creste

eficienta procesului de fitoremediere.

IVV.3. Perspective
Aceasta lucrare fundamenteaza directii viitoare de cercetare privind implementarea
strategiilor de fitoremediere centrate pe D. muralis si L. tenuis. Experimente in conditii

controlate de sera sunt necesare pentru a evalua toleranta acestor specii la diferite concentratii de



Hg Tn sol, folosind fie soluri contaminate din teren, fie soluri suplimentate cu Hg. Totodata, teste
de inoculare a solului ar trebui sa investigheze potentialul de remediere a bacteriilor si fungilor
promitatori, atat individual, cat si In consortii, pentru a elabora strategii eficiente de
fitoremediere asistata de microorganisme.

Experimentele de teren 1n situl contaminat sunt esentiale pentru cuantificarea eficientei
fitostabilizdrii prin masurarea imobilizarii Hg in radacini si a potentialului de bioacumulare.
Studii suplimentare ar trebui sa se concentreze pe izolarea si caracterizarea microorganismelor
identificate, pentru a valida in conditii in vitro proprietatile de promovare a cresterii plantelor si
rezistenta la Hg. Analize genomice si transcriptomice ale tulpinilor extrem de tolerante ar putea
evidentia mecanismele celulare implicate in adaptarea la stresul generat de Hg. Alternativ,
metagenomica si metatranscriptomica aplicate pe probe din teren pot dezvilui cdile functionale
utilizate de comunitatile microbiene in conditii de contaminare cronica.

Din perspectivda fundamentala, intelegerea mecanismelor implicate in absorbtia si
toleranta mercurului in plante este cruciald, Tntrucat determinantii genetici implicati in
acumularea Hg in tesuturile vegetale sunt inca necunoscuti. Identificarea acestor cai moleculare
ar putea deschide noi directii pentru dezvoltarea unor strategii de inginerie genetica, fie in scopul
obtinerii unor specii hiperacumulatoare, fie pentru crearea unor culturi sigure, adaptate solurilor
contaminate cu Hg.

In concluzie, aceasti lucrare oferd un punct de plecare pentru doud directii majore de
cercetare: studii fundamentale privind mecanismele de tolerantd la Hg in plante si
miroorganisme, si cercetari aplicate care sustin dezvoltarea unor strategii eficiente de remediere

a solurilor contaminate cu Hg, prin interactiuni planta—microorganisme.
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