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1. STADIUL ACTUAL AL CUNOASTERII

1.1. POLUAREA ATMOSFERICA

Poluarea aerului este definita ca eliberarea in atmosfera de gaze, de particule foarte
fine sau de aerosoli lichizi, in cantitati care depdsesc capacitatea mediului de a-i absorbi,

dilua sau disipa (Nathanson, 2020).

Poluarea atmosferica a devenit in ultimele decenii una dintre cele mai grave
probleme de sandtate publica la nivel global, cu efect asupra calitatii vietii oamenilor si a

mediului Inconjurator si cu un impact major de ordin socio-economic.

Conform raportului EEA (Agentia Europeand de Mediu) din 2019, realizat intre anii
2000 si 2017, emisiile de poluanti si concentratiile acestora au crescut la nivel global, iar in
Europa, in ciuda incercarilor de reducere a lor, calitatea aerului raimane nesatisfacatoare in
multe zone. In prezent, poluarea aerului reprezinta cel mai important factor de risc pentru
sdndtatea umana si al doilea cel mai mare motiv de ingrijorare pentru sandatatea cetatenilor

europeni, dupa schimbarile climatice (EEA, 2019).

Intelegerea cauzelor poluirii atmosferice este necesara pentru a optimiza actiunile de
reducere a acesteia, a modului In care poluantii ajung in atmosferd si a transformadrilor
acestora, a efectului pe care acestia il au in timp asupra compozitiei chimice a atmosferei si
implicit asupra sanatatii oamenilor, a ecosistemelor, a climei s1, ulterior, asupra societatii si
a economiei. Desi poluarea aerului afecteaza intreaga populatie, anumite grupuri sunt mai
vulnerabile la efectele sale asupra sandtatii, cum ar fi copiii, persoanele in varsta, femeile
insdrcinate si persoanele cu probleme de sandtate preexistente. Acelasi raport al EEA din
2019 arata ca aproape toti europenii care locuiesc in zonele urbane sunt expusi unor niveluri
de poluare a aerului care depasesc limitele recomandate privind calitatea aerului, stabilite de
Organizatia Mondiald a Sanatatii (OMS). Sandtatea acestora este in special afectata de
particulele aeropurtate (PM), de dioxidul de azot (NO>) si de ozonul de la nivelul solului
(O3), care provoaca cele mai multe daune (EEA, 2019).

De exemplu, s-a constatat ca doar incarcatura atmosferica de particulele fine (PM
2,5) a cauzat aproximativ 412.000 de decese premature in 41 de tari europene in anul 2016.
Aproximativ 374.000 dintre aceste decese au fost inregistrate in Uniunea Europeana (UE).

In plus fatd de efectele asupra sanatatii si reducerea sperantei de viata, calitatea slaba a
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aerului provoaca si pierderi economice, prin cresterea costurilor de ingrijire a pacientilor,
prin scaderea productiei agricole si silvice si prin diminuarea productivitatii muncii (EEA,

2019).

Expunerea individuala la diverse tipuri de poluanti creste riscul imbolnavirii cauzate
de aerul ambiental contaminat, deoarece toxinele pot ajunge prin intermediul cailor

respiratorii si in alte zone tinta ale organismului (Samet, 2007).
1.1.1. Tipuri de poluanti

In ultimele decenii, tipurile de poluanti atmosferici precum si concentratiile acestora
s-au schimbat semnificativ: poluantii traditionali (SO2 si fumul negru, spre exemplu) au
scazut substantial in concentratii In timp ce emisiile traficului rutier au devenit principala

cauza a slabei calitéti a aerului din zonele urbane.

Compozitia, varietatea si concentratia acestor poluanti depind de tehnologia cu care
vehiculele sunt dotate precum si de conditiile de operare a acestora. Poluantii difera de la o
zona la alta 1n functie de sursele de poluare si sunt dependenti in principal de emisiile
traficului rutier deoarece vehiculele cu motoare care au combustie interna folosesc
combustibili pe baza de petrol si motorina. Cei mai importanti poluanti fitotoxici asociati
transportului rutier sunt monoxidul de azot (NO) si dioxidul de azot (NO2). Urme de alti
compusi care contin azot, cum ar fi acidul azotos (HONO), protoxidul de azot (N20) si
amoniacul (NHz3), pot fi prezente de asemenea, in gazele de esapament ale vehiculelor
(Honour et al., 2009).

Au fost realizate de-a lungul timpului numeroase studii cu privire la modul in care
poluantii atmosferici modificd parametrii precum structura fizicd, compozitia chimica si
modul in care schimbul de gaze si 1oni sunt reglate de suprafata foliara a frunzei, acestia
fiind considerati markeri de diagnosticare ai stresului provocat de poluarea atmosferica din
zonele industriale. Poluantii gazosi (care patrund prin ostiola stomatelor) si ionii in solutii
apoase, odata ce penetreaza frunza, pot produce modificari in procesele metabolice si pot

afecta suprafata acesteia prin modificarea biosintezei cerii (Cape, 1994).

Principalii poluanti atmosferici precum si modul de actiune al acestora asupra

suprafetelor foliare sunt:



e Ozonul, un oxidant puternic a carui prezenta afecteaza procesele metabolice; acesta
patrunde in interiorul plantei prin intermediul stomatelor, dar si prin difuzie la nivel
de cuticuld (Matyssek et al., 1995).

o Dioxidul de sulf (SOz), poate afecta procesele metabolice ale plantei si influenta
biosinteza componentelor suprafetei foliare; expunerile pe perioade scurte de timp la
concentratii mari de SO, cat si expunerile pe perioade lungi de timp la cantitati mici
de SO2 pot duce la acumularea de SO> in frunzele aciculare ale coniferelor si pot
produce efecte daunatoare arborilor, inclusiv pe perioada iernii, cand activitatea
fiziologica a arborilor este scazutd (Manninen si Huttunen, 1995).

e Okxizii de azot (NO si NO2) pot reactiona In mod direct cu structurile cuticulare in
urma unei expuneri de duratd la concentratii mari si pot provoca intreruperea unor
procese metabolice in urma absorbtiei foliare (Cape, 1994).

e Amoniacul poate perturba unele efecte metabolice si deci dezvoltarea suprafetei
foliare, dar fara un efect considerabil direct (Cape, 1994).

e Particulele aeropurtate PM (de praf sau funingine) sau in suspensie in picaturile de
apa nu provoaca efecte adverse semnificative, dar se pot acumula pana in punctul in
care stomatele se pot colmata sau lumina nu mai poate ajunge pe suprafata frunzei.
Acestea pot afecta totusi integritatea suprafetei frunzei in mod direct prin abraziune,
prin atingerea frunzelor intre ele sau prin particulele antrenate de miscari ale maselor
de aer (Cape, 1994).

Comparativ cu majoritatea poluantilor gazosi sau in solutii apoase, doar moleculele

organice, solutiile acide si oxizii de azot pot afecta in mod direct suprafetele foliare (Cape,

1994).

1.1.2. Efectul poluarii asupra vegetatiei

Prezenta poluantilor sub forma de particule aeropurtate PM in zonele urbane induce
modificari la nivel morfologic, biochimic si fiziologic la plante, dar si un raspuns de adaptare
al acestora pentru a limita stresul si a maximiza folosirea resurselor interne si externe (Rai,
2016). In urma interactiunii dintre plante si diferitele tipuri de poluanti, au fost observate
modificari fiziologice, ultrastructurale si biochimice la nivelul foliar al plantelor utilizate ca

indicatori ai poludrii atmosferice (Thawale ef al., 2011).



Existd mai multi factori de stres biotic si abiotic care pot provoca modificéri structurale
la nivel foliar care se manifestd prin aparitia unor simptome macroscopice cum ar fi:

- Imbatrdnirea prematurd poate fi definit ca un proces de maturare al unor organe
pe parcursul caruia tesuturile complet dezvoltate si functionale sufera modificari
fiziologice si structurale intr-un ritm progresiv si o scadere a vitalitdtii acestor
tesuturi (Giinthardt-Goerg si Vollenweider, 2007).

- Senescenta ontologica reprezintd un proces degenerativ ce are loc in ultimul
stadiu de dezvoltare al celulelor sau organelor si este caracterizat prin schimbarea
culorii coroanei arborilor (galben — apare in urma degradarii clorofilei, rosu —
sinteza de novo a antocianilor anterior degradarii clorofilei, maro — apare in urma
oxidarii componentelor celulare, negru — rezultat din inducerea fenoloxidazelor
in urma decompartimentdrii celulelor) din zonele temperate si ingdlbenirea
caracteristica acelor coniferelor.

- Senescenta celulara accelerata se manifestd inainte de venirea toamnei la
frunzele tinere.

- Moartea celulara accidentala sau programata rezultd In urma unor leziuni
mecanice ce pot fi cauzate de fenomene meteorologice (de exemplu, grindina,
inghet etc.) sau de expunerea la concentratii mari de substante chimice si poluanti
toxici.

- Raspunsul hipersensibil este un proces care apare in urma interactiunii dintre
plantd si un agent patogen si constituie un sistem de aparare al plantei la infectii
microbiene. Scopul acestui raspuns este de reducere a riscului de raspandire si
dezvoltare a patogenilor in tesuturile sandtoase (Heath, 2000).

- Stresul oxidativ. Acumularea speciilor reactive de oxigen (ROS) provoaca stres
oxidativ si poate duce la peroxidarea lipidelor, inactivarea proteinelor si ruperea

unor catene de ADN (Bartosz, 1997).

1.1.2.1. Impactul poluirii cu metale grele asupra vegetatiei

Termenul de ,,metale grele” se referd la orice element metalic care are o densitate
relativ mare si are efect toxic, chiar si in concentratii scazute. Acestea fac parte din grupul
de metale si metaloizi cu densitate atomicd mai mare de 4 g/cm? si includ: plumb (Pb),
cadmiu (Cd), nichel (Ni), cobalt (Co), fier (Fe), zinc (Zn), crom (Cr), arsen (As), argint (Ag),

precum si metalele platinice (ruteniu (Ru), rodiu (Rh), paladiu (Pd), osmiu (Os), iridiu (Ir)
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si platina (Pt) (Gill, 2014). Metalele grele (Pb, Zn, Cr, Ni si Cd) provenite prin arderea
incompleta a carburantilor, precum si din activitati industriale sunt eliberate Tn atmosfera sub
forma de particule cu dimensiuni variabile. Plantele pot fi utilizate cu succes ca biomonitori
ai poluarii atmosferice, studiile demonstrand ca o crestere a cantitatilor de metale grele, in
special de Pb rezultat in urma arderii combustibililor fosili si a turbei pentru incalzirea

locuintelor, provoca efecte vizibile la vegetatia Inconjuratoare (Martin et al., 2015).

CONTRIBUTII PERSONALE

2. SCOPUL SI OBIECTIVELE TEZEI DE DOCTORAT

Scopul general al tezei constd in propunerea de noi biomarkeri morfologici si
structurali la plante care pot fi utilizati ca indicatori ai poludrii atmosferice din zonele urbane.
Astfel, am initiat un studiu in care au fost evidentiate caracteristici micromorfologice si
modificari anatomice dezvoltate la frunzele speciei Pinus nigra, colectate din mai multe zone
din Municipiul Bucuresti. Atat materialul vegetal colectat din cele 21 puncte diferite (15
intersectii si artere rutiere intens circulate, o zond mai putin poluatd, Campina si 5 puncte
din interiorul parcului Alexandru Ioan Cuza), cét si pulberile depuse pe frunze si cele de pe
peretii tevilor de exhaustare ale automobilelor, au fost analizate cu ajutorul microscopiei
optice, microscopiei electronice (SEM si SEM-EDX) precum si cu ajutorul spectrometriei
de fluorescenta de raze X. Prin toate aceste investigatii, au fost urmarite mai multe
obiective:

- Evidentierea unor modificdri morfologice, micromorfologice si structurale ale acelor de
Pinus nigra expuse poludrii prin investigatii histologice si tehnici de microscopie optica,
prin comparatie cu probe colectate din zone fara poluare.

- Observarea depunerilor de diverse particule si materii la nivelul suprafetelor foliare cu
ajutorul microscopiei electronice SEM.

- Analiza elementald a depunerilor cu ajutorul spectrometriei de fluorescenta de raze X.

- Caracterizarea si clasificarea diverselor tipuri de particule aeropurtate din punct de vedere
al morfologiei, dar si al compozitiei elementale cu ajutorul microscopiei electronice SEM si

EDX (Energy-Dispersive X-ray).



3. MATERIALE SI METODE

3.1. MATERIALUL BIOLOGIC

Specia de la care au fost colectate probele de material biologic pentru identificarea
de biomarkeri structurali si morfologici, a fost Pinus nigra J. F. Arnold. Aceasta specie a fost
selectatd deoarece prezinta o serie de caracteristici care o recomanda ca un excelent material
de studiu pentru identificarea de biomarkeri ai poludrii atmosferice: prezinta frunze
sempervirescente, acestea persistand intre 4 si 7 ani ceea ce permite modificarilor fiziologice
sd se poatd exprima fenotipic; este o specie rezistentd la secetd, dar si la inghet care s-a
adaptat foarte bine la conditiile schimbarilor climatice; este o specie des Intalnita in mediul

urban fiind cultivata in parcuri, de-a lungul arterelor rutiere, gradini sau diverse spatii verzi.
3.2. ANALIZA SUPRAFETELOR FOLIARE
3.2.1. Colectarea materialului vegetal

Probele supuse analizelor au fost reprezentate de frunze aciculare ale speciei Pinus
nigra. Stabilirea punctelor de colectare a probelor de material vegetal s-a bazat pe
identificarea unor zone poluate din interiorul Municipiului Bucuresti, zone cu trafic rutier
intens (intersectii si artere rutiere principale) unde a putut fi identificata specia de interes si
dintr-o zond considerata a fi cu cel mai curat aer din Romaénia, respectiv din orasul Campina

(zona martor), Judetul Prahova.

Colectarea materialului s-a facut de la o inaltime de aproximativ 150-200 cm, aceasta
fiind considerata inaltimea aerului respirabil, conform ,,Ghidului de utilizare a speciilor in

programele de biomonitorizare” (Stefanut et al., 2017).

Coordonatele geografice ale punctelor de colectare a materialului vegetal supus

investigatiilor sunt prezentate in Tabelul 3.1.

Tabel 3.1. Coordonatele geografice ale punctelor de colectare a materialului vegetal

Situri Coordonate geografice Adresa punctelor de colectare
P1 44°27'05.9"N 26°02'45.9"E Sos Virtutii
P2 44°26'05.4"N 25°59'07.0"E Bd. Tuliu Maniu
P3 44°24'04.3"N 26°03'09.1"E Intrarea Ghimes




P4 44°24'15.1"N 26°05'46.9"E Bd. Pieptanari
P5 44°23'36.4"N 26°07'20.2"E Sos. Oltenitei
P6 44°25'34.2"N 26°07'04.8"E Bd. Unirii
P7 44°25'39.9"N 26°06'12.9"E Piata Unirii/Parc Unirii
P8 44°26'13.0"N 26°06'07.3"E Bd. Nicolae Balcescu
P9 44°27'09.8"N 26°05'11.1"E Piata Victoriei/Cotroceni
P10 44°2629.2"N 26°08'01.5"E Piata [ancului
Proba Control 45°08'29.3"N 25°46'38.6"E Str. Zapodie
Campina
P""é’;‘cf;v':“’l 47°4025.6"N 25°11'38.6"E Moldova-Sulita

3.2.2. Pregatirea materialului pentru analizele de microscopie optica

(stereomicroscopie)

Materialul colectat din teren a fost analizat in cel mult 24 de ore de la colectare pentru
a se evita contaminarea secundara cu fungi si/sau bacterii. Pentru analiza la stereomicroscop,
probele nu au fost prelucrate sau fixate deoarece s-a urmarit observarea cat mai fidela a
gradului de acoperire cu depuneri. De asemenea, materialul vegetal a fost manipulat la un

nivel minim necesar pentru a se evita pierderea depunerilor.
3.2.3. Pregatirea materialului pentru analiza asimetriei fluctuante AF

Materialul vegetal colectat din teren constand din 100 perechi de frunze aciculare din

al 2-lea an a fost analizat la cel mult 48 de ore de la colectare si pastrat la frigider la +4°C.

Probele au fost colectate din zece puncte din interiorul Municipiului Bucuresti,
respectiv 5 puncte din zone ferite de surse de poluare (probele P1, P2, P3, P4 si P5 din Parcul
Alexandru Ioan Cuza, 1.O.R) si 5 puncte din zone cu trafic rutier intens probele P6 (Bd.

Camil Ressu), P7, P8 (Bd. Mihai Bravu) si P9, P10 (intersectie Piata lancului).

Pentru analiza asimetriei fluctuante si a morfologiei generale au fost urmariti doi
parametri, respectiv lungimea (mm) si greutatea (g) fiecarui ac de pin din fiecare pereche de

ace.

3.2.4. Pregatirea probelor pentru analizele de Microscopie electronica cu

baleiaj (Scanning Electron Microscopy — SEM)



Pentru realizarea investigatiilor de microscopie electronica de baleiaj (SEM), acele
de pin au fost tdiate in fragmente de aproximativ 2-3 cm lungime din varful, de la mijlocul
si de la baza acestora si montate pe suporti de aluminiu ai microscopului electronic cu
ajutorul benzilor dublu adezive electroconductoare cat si a pastei electroconductoare cu
pulbere de Ag, astfel incat sa poatd fi studiate ambele suprafete ale frunzelor, adaxial si

abaxial.

Pentru a putea compara rezultatele obtinute 1n urma analizelor
electronomicroscopice privind depunerile de particule aeropurtate de pe suprafetele
frunzelor de pin, au fost colectate probe si de pe interiorul tevilor de exhaustare ale unor
autovehicule cu motoare cu ardere interna care folosesc atat motorina, cat si benzind drept

combustibil.
3.3. ANALIZA STRUCTURILOR FOLIARE
3.3.1. Fixarea probelor

Pentru a putea observa stratul de depuneri de la suprafata epidermei, probele de
material vegetal nu au fost spdlate sau curatate si au fost manipulate cat mai putin posibil.
Dupad maximum 24 de ore de la colectare, probele au fost introduse in flacoane care contin
un amestec volumetric in proportie de 1:3 de acid acetic glacial si alcool etilic 95%. Probele

au fost fixate in acest amestec pentru minimum 12 ore inainte de sectionare.
3.3.2. Sectionarea probelor

Probele supuse sectionarii au constat din fragmente cu lungimea de aproximativ 1cm,
prelevate din zona apexului, din zona mediana si, respectiv de la baza frunzelor aciculare.
Fragmentele foliare au fost sectionate utilizand briciul botanic si microtomul manual de tip
Euromex MT.500. Sectiunile au fost executate transversal si au avut grosimi cuprinse intre
15 51 20 um. Pentru cresterea acuratetei observatiilor, au fost sectionate atat probe de material
proaspat, cat si probe fixate. Probele de material proaspat au fost sectionate dupa maximum
24 de ore de la prelevare. De asemenea, au fost executate sectiuni transversale si cu ajutorul
criotomului Histo-Line MC4000 din cadrul laboratorului de Histologie al Departamentului

de Biologia Dezvoltarii.

Au fost sectionate cu ajutorul bisturiului fragmente proaspete de ace de pin cu o
lungime de aproximativ 8 mm si introduse in solutie crioprotectoare (CRYO-M-BED

Embedding Compound), timp de 24 de ore, pentru a facilita absorbtia solutiei cat mai



profund in tesutul vegetal. Dupa tratament, probele au fost introduse in matrite de silicon cu
forma piramidala pline cu aceeasi solutie crioprotectoare si lasate timp de 30 de minute in
camera de inghetare a criotomului MC4000 la —20°C. Dupa inghetarea completa, probele au
fost montate pe suportul de aluminiu al criotomului si s-au efectuat sectiuni transversale cu
o grosime de aproximativ 10-15 um (la un unghi de 10°), atat din zona apexului, din zona
mediana, cat si de la baza frunzelor aciculare, dupa care au fost montate pe lame de sticla si

vizionate cu ajutorul microscopului optic.

3.3.3. Analiza probelor

Deoarece s-a dorit pastrarea pe cat posibil a continutului celular, sectiunile nu au fost
clarificate. De asemenea, pentru a putea decela prezenta taninurilor in structuri, sectiunile
nu au fost colorate.

Pentru analiza structurilor au fost efectuate preparate microscopice temporare prin
imobilizarea sectiunilor intre lama si lamela intr-o picatura de apa distilatd. Sectiunile au
fost analizate cu ajutorul microscopului Nikon Eclipse E200. Imaginile au fost preluate

utilizand camera digitald Nikon Coolpix 5400 atasatd microscopului.

3.4.ANALIZA CALITATIVA SI CANTITATIVA A DEPUNERILOR

3.4.1. Analiza elementala prin spectroscopie de raze X cu dispersie de energie
(EDX)

Probele studiate au constat atat din depunerile pe suprafata foliard a materialului
colectat din zonele mentionate in capitolul 3.2.1. Colectarea materialului vegetal (Tabel
3.1.), cat si in cenusa colectatd de pe interiorul tevilor de esapament al unor autovehicule cu
motor diesel sau pe benzina. Investigatiille SEM-EDX au urmat acelasi protocol de pregétire
a probelor ca cel descris anterior in cazul investigatiilor SEM (3.2.3. Pregatirea probelor
pentru analizele de Microscopie electronica cu baleiaj (Scanning Electron Microscopy —
SEM)), respectiv acele de pin au fost taiate In fragmente de 2-3 cm lungime atat de la varful,
de la mijlocul, cat si de la baza acestora si montate pe suporti de aluminiu ai microscopului
electronic cu ajutorul benzilor dublu adezive electroconductoare si a pastei
electroconductoare cu pulbere de Ag. S-a facut o evaluare atat calitativa cat si cantitativa a
elementelor identificate In probele studiate, iar pentru cuantificarea elementelor au fost
inregistrate spectrograme EDX in care sunt afisate in spectru atit procentul de masa, cat si

procentul atomic al fiecarui element identificat.



3.4.2. Analiza elementala prin spectrometrie de fluorescenta de raze X (XRF)

Continutul total de metale a fost masurat cu spectrometrul cu fluorescenta de
raze X Rigaku ZSX100e. Pentru a deosebi particulele aeropurtate depuse pe suprafetele
frunzelor de cele acumulate 1n interiorul tesuturilor, au fost analizate atat ace de pin spalate,
cat si nespalate. Atat probele spalate, cat si cele nespalate au fost uscate in cuptor la o
temperaturd de 60°C pana la stabilizarea greutatii probei uscate si mojarate pana la obtinerea
unei pudre fine. Pregatirea probelor vegetale sub forma de pulbere s-a realizat in atmosfera
de He de puritate 99,99%. Au fost introduse cate 5 g de pudra obtinuta din acele de pin, In
recipiente cilindrice speciale cu diametrul de 30 mm (cat. No. CH1530) acoperite pe ambele
parti cu folie de polipropilena Rigaku cu grosimea de 6 um (cat. No. 3399G003) si fixate cu
inele de etansare ale recipientelor. Rezultatele au fost generate In procente de oxizi ale
elementelor detectate in pudra de material vegetal (Young et al., 2016). Rezultatele finale au
fost exprimate Tn mg de metale de particule aeropurtate depuse pe kg de material uscat

conform formulei:

PMD = M, — M, (1)
PMD = continutul de metale din depunerile de particule aeropurtate;
M. = continutul de metale din probelor nespalate;

M,, = continutul de metale din probele spéilate.

3.4.3. Metode statistice de analiza
3.4.3.1. Statistica descriptiva

Analizele statistice aplicate pentru interpretarea rezultatelor au fost realizate cu

ajutorul programului software XLSTAT Pro (Xlstat Add in, 2013).

Statistica descriptivd impreuna cu diagramele Boxplot au fost utilizate
pentru a organiza si analiza sumar setul de date obtinut, oferind astfel o imagine
cuprinzatoare a distributiei, variabilitatii precum si valorile extreme prezente. De asemenea,
metodele selectate ne permit compararea diferitelor seturi de date pentru identificarea
similaritatilor sau diferentelor acestora. Prelucrarile de statistica descriptivd s-au facut pe
date nelogaritmate pentru a evidentia distributia datelor colectate in teren si pentru

intelegerea tendintelor in functie de criteriile testate.

3.4.3.2. Testul Fisher
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Inaintea utilizarii analizelor parametrice precum Testul Fisher pentru dispersii, datele
au fost testate dacd urmeazi sau nu o distributie normala. In acest scop a fost aplicat testul
de normalitate Shapiro-Wilk.

Testul Fisher F este o metoda statisticd folositd pentru testarea diferentelor
(variabilitatea) intre doud esantioane diferite (doud seturi de date). in cazul studiului nostru,
compararea variantei dintre doud esantioane: greutatea acelor de pin din partea dreapta
comparativ cu greutatea acelor de pin din partea stanga. Testul Fisher bilateral (Two-tailed)
- testeazd diferentele in ambele directii Intre variantele celor doud grupuri.

Principiul metodei se bazeaza pe formularea ipotezelor statistice:

- ipoteza nuld (HO) - Variantele celor doud populatii sunt egale;
- ipoteza alternativa (H1) - Variantele celor doud populatii sunt diferite.
Rezultatul se obtine impartind varianta esantionului mai mare la varianta

esantionului mai mic (DuToit et. al, 2012).

4. REZULTATE SI DISCUTII
4.1. MODIFICARI LA NIVELUL MORFOLOGIEI FOLIARE

4.1.1. Rezultatele masuratorilor unor parametri morfologici ai acelor de Pinus

nigra din zone cu grade diferite de poluare atmosferica

Rezultatele masuratorilor parametrilor morfologici ale perechilor de ace de Pinus
nigra indica faptul ca probele de material vegetal colectat din zonele cu trafic rutier intens
(P6, P7, P8, P9, P10), prin comparatie cu probele colectate de la arbori din zone mai putin
expuse poludrii urbane si cu conditii de nutritie si hidratare superioare (P1, P2, P3, P4, P5),
prezintd abateri mai mari de la simetria perfectd din punct de vedere al parametrilor

investigati, respectiv al greutatii si lungimii perechilor de ace.

Cel mai vizibil indicator al asimetriei fluctuante este dat de diferenta dintre lungimile
perechilor de ace (diferenta dintre acul stang si cel drept din perechea de ace dintr-o teaca),
parametrul cu cea mai mare valoare putand fi observat la probele P6 (Bd. Camil Ressu) si
P7 (Bd. Mihai Bravu), iar cea mai mica valoare la probele P1 si P3 (Parc Alexandru loan

Cuza) si P10 (Piata lancului).

Cel de-al doilea parametru urmadrit pentru determinarea asimetriei fluctuante,

respectiv raportul dintre greutatea acului stang si greutatea acului drept din fiecare pereche
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de ace dintr-o teacd, a indicat de asemenea, cea mai mare diferentd la materialul colectat din
zona Bd. Mihai Bravu (P7 = 0,0212 g), respectiv P-ta Iancului (P9 = 0,0220 g). In conditii
normale de mediu, diferentele de greutate dintre acul din partea stinga si cel din partea
dreaptd sunt minime, astfel, cantarirea acelor poate fi consideratd o metoda utila in

determinarea impactului antropic asupra mediului inconjurdtor (Mammadova, 2009).

Tabel 4.1. Rezultatele masuratorilor unor parametri morfologici ai acelor de Pinus nigra

din zone cu grade diferite de poluare atmosferica.

MEDIA MEDIA

RPORIULCL | MENE i ot

NR WD WHEDIE LUNGIMEA STANG DREPT GREUTAI“
- LUNGIMI AC LUNGIMI AC _ - DINTRE ACUL
PROBA 0 ' VM) DREPT (MM ACULUI (SPALAT SI (SPALAT SI S G T,
( ) ( ) STANG SI DESH]DRATAT) DESH]DRATAT) DRE‘PT
CEL DREPT @) (®)
(VM) (€:3)

P1 14133 14143 1 0.8286 0.8155 0.0131
- 1515.7 15132 2,5 0.7615 0.7572 0.0043
P3 15202 15192 1 0.8006 0.7833 0.0173
P4 13792 13812 2 0.6846 0.6861 0.0015
Ps 734.1 733 1.1 0.7828 0,772 0.0108
Pé 14425 14455 3 0.5566 0.5617 0.0051
7 1264 12602 3.8 0.7081 0.6869 0.0212
Ps 17902 1788.5 1.7 0.8601 0.8442 0.0159
Po 1577.7 1576.6 1.1 0.6908 0.6688 0.0220
o 1251.8 12521 0.3 0.6154 0.6287 0.0133

4.1.2. Analiza descriptiva a datelor

Rezultatele studiului nostru au indicat unele diferente ale trasaturilor arborilor din

zonele cu trafic comparativ cu cele din zonele de parc.

Dimensiunile acelor

Analiza trasaturilor dimensiunilor acelor din probele proaspete spélate din cele doua
tipuri de zone a evidentiat valori mai ridicate ale acelor (ace stanga —146,524 mm; ace
dreapta —146,458 mm) din zonele cu trafic rutier comparativ cu cele din parc (ace stdnga —
131,250 mm; ace dreapta — 131,218 mm). In zonele cu trafic intens minimele si maximele
acelor au fost mai mari decét cele din zonele curate, in timp ce deviatia standard a aratat o
imprastiere mai mare a datelor in zonele curate. Acestea explicd faptul ca in punctele din

interiorul parcului, acele au prezentat o variabilitate mai mare a dimensiunilor acestora.
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Tabel 4.3. Statistica descriptiva a dimensiunilor acelor din zonele de studiu.

Parc Trafic rutier
Statistic S-PS (mm) | D-PS (mm) | S-PS (mm) D-PS (mm)
Minimum 61,000 61,000 115,800 115,500
Maximum 173,000 173,000 241,000 239,000
Medie 131,250 131,218 146,524 146,458
Deviatie standard (n-1) 32,214 32,247 24,201 24,158

in zonele din parc au fost inregistrate valori anormale (outliers), valori care au fost
mult mai mici decat intervalul normal al datelor. Acestea, pentru ambele tipuri de ace din

zona curata au tras mediile (,,+) in jos, fiind astfel observate sub mediana.

In zonele cu trafic, diagramele au aratat similaritate in ceea ce priveste raspandirea
datelor si in ambele grupuri s-a remarcat prezenta valorilor extreme care in diagrame au fost
semnalate si ca valori maxime. Valorile mediilor si medianelor nu au fost aproape de centrul

distributiei, indicand ca datele au avut o distributie usor asimetrica.

Parc Trafic rutier
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Figura 4.1. Diagrama boxplot privind statistica descriptiva a dimensiunilor (mm) acelor din

zonele de studiu.

Statistica descriptiva privind greutatea probelor proaspete cu depuneri

Greutatea acelor colectate din parc (proaspete cu depuneri) din partea stdnga si din
partea dreapta a indicat valori minime mai mici (0,065 — 0,062 g) comparativ cu a celor din
zonele cu trafic rutier (0,073 — 0,072 g). De asemenea, valorile maxime au aratat ca in zonele
cu trafic au fost varfuri mai mari in comparatie cu zonele din parc. Acestea s-au reflectat si
in mediile Inregistrate ce au caracterizat aceste zone, ceea ce sugereazad cd zonele de trafic

au fost caracterizate de valori usor mai ridicate a greutatii (Tabel 4.4.). Datele obtinute de la
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probele din parc au fost mai variate In comparatie cu cele din zonele de trafic. Chiar daca
valorile greutdtii acelor colectate din parc au fost mai mici, s-a identificat o variabilitate a

tipurilor de ace din aceasta zona.

Tabel 4.4. Statistica descriptiva a greutatii (g) acelor proaspete cu depuneri.

Parc Trafic rutier
Statistic S-PD (9) D-PD (g) S-PD (9) D-PD (g)
Minimum 0,065 0,062 0,073 0,072
Maximum 0,211 0,201 0,235 0,241
Medie 0,134 0,132 0,137 0,136
Deviatie standard (n-1) 0,035 0,033 0,030 0,028

Zonele cu trafic rutier au fost caracterizate de valori extreme ale greutatii acelor, ceea
ce poate semnifica faptul cd au fost identificate zone care au modificat semnificativ
trasaturile probelor. In timp ce mediile (,,+) din zona parcului au fost apropiate de mediane,
ceea ce indicd o simetrie in distributia valorilor atat pentru S—PD cat si pentru D-PD, in
zonele cu trafic mediile au fost peste mediane ceea ce indica faptul ca ponderea greutatilor

mai ridicate, precum prezenta valorilor extreme (outliers) a avut un impact asupra distributiei

datelor.
Parc Trafic rutier
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.
023 2
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Figura 4.2. Diagrama boxplot privind statistica descriptiva a greutatii (g) acelor de pin din

zona curata comparativ cu zonele cu trafic rutier.

Probele spalate si deshidratate

Rezultatele obtinute din masurdtorile greutatilor probelor deshidratate si spalate au
evidentiat cd, in zonele cu trafic, atat pentru S — SD, cat si pentru D — SD, valorile medii au
fost usor mai mici (0,069 — 0,068) comparativ cu zona parcului (0,077 — 0,076), dar cu o
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abatere standard usor mai mare (Tabel 4.5.). Astfel, variabilitatea rezultatelor cantaririlor
acelor in conditii de deshidratare din zonele cu trafic a fost mai mare. De remarcat insa ca
atat minimele, cat si maximele probelor din zonele cu trafic au fost inferioare celor colectate
din parc. In schimb, intr-o analiza comparativa a valorilor acelor din partea stinga cu valorile
acelor din partea dreaptd, In ambele tipuri de zone, probele din partea stangd au fost

superioare (Tabel 4.5.).

Tabel 4.5. Statistica descriptiva a greutatii (g) acelor spélate cu apa distilata si deshidratate.

Parc Trafic rutier
Statistic S-SD (g) D-SD (g) S-SD (g) D-SD (9)
Minimum 0,058 0,057 0,038 0,037
Maximum 0,109 0,105 0,106 0,103
Medie 0,077 0,076 0,069 0,068
Deviatie standard (n-1) 0,013 0,011 0,014 0,012

In ceea ce priveste greutatea probelor deshidratate din zonele din parc comparativ cu
cele din zonele cu trafic rutier, se observa faptul ca varianta acelor din partea stanga a avut
o0 gama mai mare de valori. In ceea ce priveste greutatea acelor din partea dreapta, diagrama
boxplot a evidentiat prezenta mai multor valori aberante (outlieri — marcati prin cercuri),

ceea ce sugereaza cd au existat probe cu dimensiuni semnificativ diferite de restul datelor.

in zonele cu trafic, mustitile au lungimi diferite intre partea stinga si partea dreapta,
indicand o anumitd variabilitate in raspandirea datelor. Astfel, acele din partea dreaptad au
prezentat o variabilitate mai micd comparativ cu cele din stinga. In ambele tipuri de zone,

probele din dreapta au prezentat mai multe valori extreme.
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Figura 4.3. Diagrama boxplot privind statistica descriptiva a greutatilor (g) probelor

deshidratate si spalate din zona curata comparativ cu zonele cu trafic rutier.

Testele de varianta Fisher dintre 2 esantioane: ac stang (zone din parc comparativ

cu zone cu trafic rutier), ac drept (zone din parc comparativ cu zone cu trafic rutier).

Rezultatele au indicat diferente semnificative in ceea ce priveste dimensiunile
acelor de pe partea stanga p (< 0,0001) si a celor de pe partea dreaptd p (< 0,0001). Din
raportul dintre variantele celor doua esantioane (Tabelul 4.6.) s-a observat ca diferenta dintre
variantele celor doud esantioane, zona parcului si zonele cu trafic rutier, a fost mai mare la
acele de pe partea stangd (de 3,639 x) comparativ cu acele din partea dreaptd (de 0,275 x).
In schimb, din analizele probelor spilate si deshidratate precum si probelor proaspete si cu

depuneri (nespalate), nu au fost gasite influente ale zonelor asupra greutatilor acelor.

Tabel 4.6. Rezultatele testelor Fisher pentru evaluarea diferentelor dintre probele colectate

din parc si probele din zone cu trafic rutier (ace de pe partea stanga si ace de pe partea

dreaptad).
s-PD d-PD s-SD d-SD | S-PSmm | D-PS mm
Raport 1,480 1,449 0,830 0,790 3,639 0,275
F (Valoare observati) 1,480 1,449 0,830 0,790 3,639 0,275
F (Valoare critici) 1,762 1,762 1,762 1,762 1,762 1,762
DF1: Grade de libertate
1 49 49 49 49 49 49
DF2: Grade de libertate
2 49 49 49 49 49 49
p-valoare (Test bilateral) 0,174 0,198 0,518 0,413 | <0,0001 | <0,0001
Alpha 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05

16




Testele de varianta Fisher dintre 2 esantioane (ac sting comparativ cu ac drept din

zonele din parc si ac stang comparativ cu ac drept din zonele cu trafic rutier)

Testele de varianta Fisher dintre greutatea si dimensiunea acelor de pe partea dreapta
in comparatie cu acele de pe partea stanga nu au evidentiat diferente semnificative. Chiar
daca raportul dintre variantele celor doud esantioane (stdnga si dreapta) per fiecare varianta

de probd (zone din parc, zone cu trafic) au evidentiat usoare diferente intre acestea,

rezultatele nu au atins pragul minim necesar de semnificatie (p < 0,05).

Tabel 4.7. Rezultatele testelor Fisher pentru a evalua diferentele dintre acele stangi

comparativ cu cele drepte.

Parc Trafic rutier
PN DS PS mm PN DS PS mm
Ratio 1,140 | 1,286 0,997 | 1,116 | 1,224 0,997
F (Valoare observati) 1,140 1,286 0,997 1,116 1,224 0,997
F (Valoare critic) 1,762 | 1,762 1,762 1,762 1,762 1,762
DF1: Grade de libertate 1 49 49 49 49 49 49
DF2: Grade de libertate 2 49 49 49 49 49 49
p-valoare 0,649 | 0,382 0,992 | 0,703 | 0,482 0,992
Alpha 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05

Probele proaspete

in general, acele din zonele cu trafic rutier au avut dimensiuni si greutiti mai mari,
dar cu o variabilitate mai micd in comparatie cu acele din parc. Aceste diferente sugereaza
ca atat poluarea cat si alti factori de mediu din zonele cu trafic influenteaza cresterea si
dezvoltarea acelor, conducand la un profil diferit al acestora in comparatie cu acele din

zonele mai curate.

Valorile mai mici observate la probele din parcuri reflectd conditii de mediu mai
favorabile si o crestere mai sandtoasa a acelor de pin, in timp ce valorile mai mari si prezenta
outlier-ilor in zonele cu trafic rutier indicd influenta negativa si variabild a poludrii si a
altor factori de stres asupra dezvoltarii acelor si totodata faptul ca indivizii au reactionat in

mod disproportionat la poluare sau la alti factori, specifici traficului rutier.
Probele spalate si deshidratate

Greutatile acelor spélate si deshidratate dupa cantarire au aratat ca valorile medii

sunt mai mici in zonele cu trafic, dar cu o variabilitate usor mai mare, ceea ce poate indica
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un impact mai complex al poludrii asupra acestor probe. Acele din partea stinga au avut, in
general, valori superioare celor din partea dreapta, atat in zonele de parc, cat si in cele cu
trafic, iar prezenta valorilor aberante (outlieri) a fost mai pronuntata in zonele cu trafic rutier,

indicand o influenta semnificativa a acestor conditii de mediu asupra distributiei datelor.

Studiul demonstreaza influenta mediului urban poluat asupra caracteristicilor
acelor de pin, atit in ceea ce priveste dimensiunea, cit si greutatea acestora, evidentiind
necesitatea unei monitorizari atente a acestor indicatori in evaluarea impactului poluarii

asupra vegetatiei urbane.

Chiar daca rezultatele de statisticd descriptiva au evidentiat diferente intre probele
testate reflectate prin valori ale minimelor, maximelor, mediilor si diagrame boxplot,
analizele Fisher au indicat faptul ca variabilitatea dintre acestea a fost mica, astfel unele
dintre aceste masuratori nu au atins pragul de semnificatie minim (p<0.05) necesar.

Cu toate acestea, diferentele semnificative intre dimensiunile acelor din zonele de
parc si cele cu trafic rutier precum si Raportul de varianta au aratat cd variabilitatea
dimensiunilor acelor din partea stanga a fost cu mult mai mare in zonele cu trafic rutier
comparativ cu cele din partea stanga din parcuri.

Este important de retinut cd varianta mai mare observata la acele din zona cu trafic
rutier (in special pentru cele din partea stdnga) indicd o frecventd mai mare a acestor variante
de ace 1n aceastd zond. Acest lucru poate reflecta variatiile in conditiile de mediu (ex.
poluare) care afecteaza uniformitatea cresterii acelor.

In schimb, analizele au evidentiat ci greutatea acelor nu a fost influentati de
expunerea arborilor la poluarea din trafic. Lipsa semnificatiei la greutate se poate explica
prin faptul ca, desi dimensiunile variaza, masa acelor nu este influentatd in acelasi mod, ceea

ce poate reflecta o adaptare a arborilor la conditiile de stres.

Lipsa rezultatelor semnificative in ceea ce priveste AS vs AD din aceeasi zona

Asemanarea intre acele din partea stanga si acele din partea dreapta poate fi explicata
prin faptul ca, desi au fost observate usoare diferente intre cele doua tipuri de probe, acestea
nu au fost suficiente pentru a atinge pragul de semnificatie statisticd. Astfel, exista
probabilitatea ca variabilitatea naturald si factorii de mediu sd nu fi fost suficient de diferite
pentru a produce diferente mai semnificative in dimensiune si greutate intre cele doua

variante de ace ale speciei selectate pentru studiu.
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4.2. MODIFICARI LA NIVELUL MICROMORFOLOGIEI FOLIARE

Rezultatele analizelor de microscopie electronica cu baleiaj (SEM) au evidentiat ca
probele colectate din zonele cu trafic intens din Bucuresti prezentd alterdri ale
micromorfologiei foliare comparativ cu cele colectate din zone mai putin expuse poluarii

atmosferice. Abaterile de la micromorfologia normala includ:

e alterari premature ale configuratiei stratului de ceara;

e ingrosdri peri-stomatice asemanatoare cu ,,inelele Florin™;

e celule epidermice cu pereti cutinizati, suprafete foliare neregulate;
e alterarea prematurd a structurii complexului stomatic;

e eroziunea depunerilor intra-stomatice de ceard;

e seratii anormale.
4.2.1. Alterari premature ale configuratiei stratului de ceara

La conifere, ceara epicuticulara este secretata si depusd pe suprafetele foliare in
decursul maturarii frunzelor. Este secretata intens la frunzele mai tinere de 1 an, cu intensitate

mai redusa la frunzele de 2 ani si aproape deloc la cele mature care au 3 ani.

Frunzele tinere colectate din zone nepoluate au ceara epicuticulara depusa sub forma

unei retele dense de microtubuli cantonata in special in zona stomatelor (Fig.4.4.a,b).

Figura 4.4. Dispunere normala a cerii epicuticulare la frunze de 1 an — material
colectat din Campina a — aspect general, b — detaliu.
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In conditiile stresului provocat de diferiti poluanti atmosferici ritmul de producerere
al cerii nu poate compensa degradarea acesteia asa incat devin vizibile alterari chiar si la
frunzele de 1 an. Aceste degradari au fost observate la toate probele de frunze tinere si au

constat din compactarea retelei de tubuli prin fuzionarea acestora.

o

e
SEI 10KV WD10mm S$S40 X2,000  {0pm  — SE| - 20kV." WDiimm 'SS45 x20q0 " MR
Sample 0000 23 Jun 2021 Sample AS . 02Jul2

Figura 4.6. Alterari timpurii ale structurii 1n retea a tubulilor de ceara, la frunzele de 1 an, a
— fantd mediana vizibild, stadiu incipient de alterare; b — alterari profunde.

La frunzele complet maturate, degradarile timpurii ale cerii cuticulare sunt mult mai
vizibile si sunt caracterizate prin aspectul complet amorf, atat la periferia aperturii camerei
suprastomatice, cét si in interiorul acesteia. Mai mult, ceara depusa periferic, in decursul

maturdrii foliare se destructureaza si ,,cade” colmatand camera suprastomatica (Fig.4.7.a,b).

>
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Figura 4.7. Alterari avansate ale cerii cuticulare la frunze mature de 2 ani a - ceara
destructurata care colmateaza aproape total camera suprastomatica, b- camera
suprastomatica colmatata integral.
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4.2.2. Ingrosari peri-stomatice asemanatoare cu ,inelele Florin”

La probele la care depunerile de particule sunt consistente, iar camera suprastomatica

este colmatata s-a observat o ingrosare circulard care urmareste conturul stomatei (Fig.4.9.).

M -
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Figura 4.9. Ingrosiri peristomatice la material cu diverse proveniente a, b — material
colectat din zona Intrarea Ghimes (sector 5, Bucuresti), ¢, d — material colectat din zona
Soseaua Oltenitei (sector 4, Bucuresti)Stomate cu depuneri si ingrosdri peristomatice - e, f,
g- material provenit din din zona Bd.Unirii (Sector 3, Bucuresti) 4#- material provenit din
din zona Bd. N. Balcescu (Sector 1, Bucuresti).

Aceste ingrosari sunt fie discrete, dar vizibile (Fig.4.9.a, b, c, d), fie foarte elevate si

evidente (Fig.4.9. e, f, g, h.).

Ingrosarile peri-stomatice previn deschiderea larga a ostiolelor avand rol in reglarea
elimindrilor de apd prin stomate (Pautov ef al., 2017), iar prezenta acestor ,,borduri”
peristomatice poate schimba directia de crestere a hifelor scazand astfel sansele de

patrundere a acestora prin deschiderea ostiolara (Mohammadian et al., 2009).
4.2.3. Celule epidermice cu pereti cutinizati, suprafete foliare neregulate

La toate probele la care suprafetele foliare sunt populate de depuneri, peretii externi
ai celulelor epidermice sunt bombati prezentdnd ingrosdri si cutinizdri accentuate care

confera un relief general striat, atipic pentru frunzele speciei P. Nigra.
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Figura 4.12. a — ingrosari normale, relief aproape uniform (proba control colectatad din zona
Campina) b — ingrosari exagerate ale peretilor externi ai celulelor epidermice, relief
epicuticular foarte neuniform.

4.2.4. Alterarea prematura a structurii complexului stomatic

La toate probele colectate din zone cu trafic intens s-a putut observa o compromitere
a functionarii complexului stomatic prin colmatarea completd cu depuneri a camerei

suprastomatice.
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Sample 0000 24 Jun 2021 Sample . 0000 24 Jun 2021

Figura 4.13. a — colmatare timpurie, in profunzime sunt vizibili microtubulii, b — colmatare
combinata ceara-depuneri, parietal se observa insule de microtubuli.

Pe masura ce frunza ajunge la maturitate, ceara intrastomaticd se compacteaza
ajungand ca la frunzele care au peste 2 ani sd formeze adevarate dopuri care limiteaza
schimbul de gaze si de apa. Aparatul stomatic prezinta un rol important in procese fiziologice

esentiale ca fotosinteza, respiratia si transpiratia.
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Figura 4.14. ¢ si d — Colmatarea camerei suprastomatice la frunzele imature
4.2.5. Eroziunea depunerilor intra-stomatice de ceara

Formarea dopurilor de ceard este un proces fiziologic normal la conifere si se
manifestd la acele complet maturate. Aceste structuri au in principal rolul de a limita
pierderile de apa prin transpiratie (Brodribb si Hill, 1997) si de a reduce sansele de
contaminare endogend cu fungi prin impiedicarea patrunderii acestora prin ostiole (Deckert

et al., 2001; Mohammadian et al., 2009).

5 4 ;
SEI 20kV  WD1imm A g 20V WD12mm $837

SEl 20kV.  WD1imm $S50 X4,000 Spm  — SEI 20k WDfimm' $S50 x3,000 S5pm
Sample 0000 29 Jun2021  Sample 0000 29 Jun 2021

Figura 4.16. b, c, d, si e — perforatii ale dopurilor de ceara in stadiu incipent de formare.

4.2.6. Seratii anormale

Una dintre cele mai interesante micromorfologii vizibila la acele mature cu varste de
2-3 ani a fost prezenta de denticuli epidermici in zona mediana a limbului, structuri ce
contureaza un debut de seratie suplimentara Intr-o zona in care In mod normal seratiile sunt

absente.
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Figura 4.19. a — aspect limb cu margini serate normal (Proba control, Campina); b — detaliu
de limb normal cu margine serata (P .control Campina); ¢ - seratii mediane, atipice; d —
detaliu denticuli.

4.2.7. Colonizarea cu fungi

Colonizarea cu fungi nu reprezinta o abatere de la micromorfologia speciei, dar poate
reprezenta una dintre consecintele unor alterari ale structurii cerii epicuticulare. In literatura
de specialitate exista numeroase studii care demonstraza ca bresele din structura compacta a
cerii cuticulare favorizeazd colonizarea si infectiile fungice. Mai mult, se considera ca
prezenta de infectii fungice semnalizeaza cd ceara cuticulard este semnificativ afectatd

(Grodzinska-Jurczak, 1998).

£l 20KV

SEI 206V X WD1imdy X270 50y, — si
Samplé Ty Es 0000 293Un 2021 Sample

Figura 4.24. a, b — Patrunderea hifelor in interiorul stomatei; ¢, d — colonizare masiva cu
fungi.
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4.3. MODIFICARI LA NIVELUL STRUCTURILOR FOLIARE

Observatiile realizate cu ajutorul microscopului optic ale sectiunilor transversale au
revelat o serie de modificari structurale la probele provenite din zone poluate. Aceste
modificari includ formarea de canale rezinifere in numar crescut, degenerarea tesuturilor
liberiene, hipertrofierea celulelor Strasburger si acumularea de compusi fenolici in diverse
tesuturi. Aceste modificari au fost observate la aproape toate probele analizate si afecteaza
structuri implicate in mecanismele de apdrare (canalele rezinifere), in mentinerea
echilibrului hidric (stomatele), in transportul apei si a asimilatelor (tesuturi conducatoare —
xilem si floem), precum si structuri asociate acestora cum sunt: endoderma, celulele

Strasburger si teaca de sclerenchim.

Figura 4.25. a — Canale rezinifere — aspect normal la material colectat din zona Campina;
b, c- Numar crescut de canale rezinifere la material colectat din zone poluate; d — detaliu
de fascicul conducdtor cu floem si xilem integre (material colectat din zona Campina).

Compusii fenolici se acumuleazd de reguld in vacuole sub formad de conjugate
hidrofile. Existd numeroase studii privind corelatia dintre continutul total in compusi fenolici
ai acelor de conifere si expunerea la diverse surse de poluare. Mai mult, concentratia de
compusi fenolici totali din frunzele coniferelor este consideratd un indicator biologic al
calititii aerului (Pasqualini et al., 2003). In probele analizate de noi au fost observate
frecvent depuneri de compusi fenolici in mai multe categorii de tesuturi: conducdtoare — in
celulele si vasele de floem si in celule de parenchim lemnos mecanice — in teaca

perifasciculard de sclerenchim si in colenchimul hipodermic asimilatoare — in celulele de
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mezofil asimilator parenchimatice — in parenchimul de transfuzie si in unele tesuturi

protectoare — celule endodermice.

Figura 4.27. e — celule sclerenchimatice cu polifenoli, mici cavitéti rezultate prin
dezintegrarea vaselor liberiene; f — degenerarea floemului si acumulare de polifenoli in
celule de sclerenchim.g — aspect general degenerare floem; 4 — detaliu de degenerare a

floemului;

Figura 4.30. q — acumulare de polifenoli in celulele de colenchim (in proximitatea
depunerilor); r — detaliu degenerare floem; s — detaliu depuneri in camera suprastomatica; t
— stomata colmatata cu depuneri, detaliu.
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4.4. CARACTERIZAREA PRINCIPALELOR TIPURI DE DEPUNERI

Pentru identificarea elementelor componente ale depunerilor observate pe suprafata
probelor analizate au fost utilizate doua metode: Analiza elementala prin spectrometrie de
Sfluorescenta de raze X (XRF) si Analiza elementala prin spectroscopie de raze X cu dispersie

de energie (EDX).

Analiza elementala prin spectrometrie de fluorescenta de raze X (XRF) a permis

evaluarea continutului total de metale depuse pe suprafetele foliare ale probelor analizate.

Tabelul 4.8. Continutul In metale din depunerile de pe suprafetele foliare.

Proba/Continutul
de metale din P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9 P10
depuneri
- | 17.0 5 R
Al - 8,75 P - 390 (879 (344 |395 |- 10.71
1454 | 248 65.1
e ) ) ) 9 9 ) ) ) 0 )
56.3 . 288 513 (503
Ca 1 - - 24.56 P - - 7 3 -
T
Ti 459 |2 [|= |= x e e [ [IER e
4 5

16.8 30.8 |23.7
& j 3 j j 6 6 j ] ] ]

34.2 < | 12.8
Mn - 1 - 18.65 4 N -

779 | 309 433 (13,7 (302 | 618 | 1038

5 : 9| ) : : E . .

fe 267 | 8 6 6 6 8 5 2
Co - = = - = - - 496 |- -
Ni » B 7.04 |- B - . . - .
As - - 9.17 | 7.70 - - 3.99 |- - 3.70
Sr - 1.66 | - - - - 553 | - 8.01 | -
Cr - - ;4=7 - - - 8.28 | - - 10.61
Ge - - . . (1)“ - 686 |- : g
Y. < - 490 |- - - 4.54 | - 7.14 | -
Ce . . 13’4 . . . ' = . 49.40
Cu - |- |- |ee |- |25 [ess |- |3% |-
Zn - - - - 8,28 |- 5,70 | 8,67 | - -

Probele care au avut continul cel mai ridicat de Strontiu, Ytriu, Cupru si Titan au fost
cele colectate din zona Piata Victoriei — Sectorul 1 (P9); probele care au acumulat cantitatile
cele mai ridicate de Aluminu, Crom, Cesiu, Arsen si Nichel sunt cele care au provenit din
zona Intrarea Ghimes — Sectorul 5 (P3); probele cu acumuldrile cele mai crescute de Vanadiu
si Germaniu au fost prelevate din zona Soseaua Oltenitei — Sectorul 4 (P5); probele la care
s-au inregistrat concentratiile cele mai mari de Cobalt si Zinc au fost cele care au provenit
din zona Bulevardul Nicolae Balcescu — Sectorul 1 (P8), iar cele la care s-a acumulat in
cantitdtile cele mai mari Fier, Mangan, Potasiu si, respectiv Calciu au fost probele prelevate
din zonele Piata lancului — Sectorul 2 (P10), Bulevardul Iuliu Maniu — Sectorul 6 (P2),

Bulevardul Pieptanari — Sectorul 5 (P4) si, respectiv Soseaua Virtutii — Sectorul 6 (P1).
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Analiza elementald prin spectroscopie de raze X cu dispersie de energie (EDX) ne-
a permis discriminarea tintitd a compozitiei in elemente a diverselor tipuri de depuneri

observate pe suprafata probelor analizate.

Dupa aspect, morfologie si compozitie elementala, depunerile au putut fi grupate in

mai multe categorii:

Particule cristaloide de 2-5 pm, cu aspect neregulat

Fig 4.32. a — imagine preluatd la SEM, b — diagrama dispunerii elementelor componente.
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Fig 4.33. Spectrul EDX al elementelor componente.

Conform datelor din Figura 4.33., acest tip de particule contin in special Siliciu,

Aluminiu si Sodiu si, intr-o proportie redusa, Calciu, Potasiu si Fier.
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Particule cristaloide sub forma de prisme compuse cu aspect stelat

Fig 4.37. a — imagine preluata la SEM, b — diagrama dispunerii elementelor componente.
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Fig 4.38. Spectrul EDX al elementelor componente.

Datele obtinute au ardtat ca acest tip de particule sunt alcatuite preponderent din

Calciu si, In proportie mai micd, din Siliciu si urme de Aluminiu, Fier si Potasiu.

Depuneri crustoase de forma neregulat prismatica

Fig 4.46. a — imagine preluatd la SEM, b — diagrama dispunerii elementelor componente
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Fig 4.47. Spectrul EDX al elementelor componente

Datele analizei EDX demonstreaza ca astfel de particule sunt formate in special din

Aluminiu si, in proportie scazutd, din Sulf, Cupru si Siliciu.

Agregate amorfe compacte

Fig 4.53. a — imagine preluata la SEM, b — diagrama dispunerii elementelor componente.
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Fig 4.54. Spectrul EDX al elementelor componente.
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Analiza EDX a demonstrat cd astfel de depuneri au o compozitie elementala
complexad 1n care predomina Plumbul, alaturi de Stibiu si Staniu, dar contin, In proportie mai

mica, si Sodiu, Aluminiu, Siliciu, Fier si Magneziu.

Agregate compacte fin granulate

Fig 4.57. a — imagine preluatd la SEM, b — diagrama dispunerii elementelor componente.
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Fig 4.58. Spectrul EDX al elementelor componente.

Datele obtinute in urma analizelor EDX au aratat ca astfel de depuneri sunt
constituite predominant din Argint si contin doar urme de Siliciu, Sulf, Clor, Aluminiu, Fier
st Magneziu.

Depuneri sub forma de cristale prismatice compacte

Fig 4.59. a — imagine preluatd la SEM, b — diagrama dispunerii elementelor componente.
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Fig 4.60. Spectrul EDX al elementelor componente.

Rezulatele analizei EDX au demonstrat ca acet tip de particule sunt compuse in special

din Zirconiu, dar si din cantitati mai mici de Siliciu, precum si urme de Aluminiu si Fier.
Particule sub forma de microsfere

O categorie de particule frecvent observata in depunerile de pe suprafata acelor de
pin negru a fost reprezentata de formatiuni sferice de dimensiuni mici (0,5-3um). Acest tip
de microparticule desi prezintd o micromorfologie foarte asemanatoare caracterizata printr-
un aspect neted-sticlos au o compozitie elementald usor diferitd care ne-a permis

clasificarea in 5 tipuri dupd cum urmeaza:

e Microsfere care contin in principal Aluminiu si Magneziu (Figura 4.63 A).
Analiza EDX a indicat cd microsferele au continut ridicat de Aluminiu s1 Magneziu, dar si

Siliciu, Sodiu si Bariu, in cantitdti mai mici.

e Microsfere cu Siliciu si Aluminiu (Figura 4.63. B).

Analiza EDX a indicat ca astfel de microsfere au continut ridicat de Siliciu, Aluminiu si
Sodiu, in cantitdti mai mici, precum si urme de Fier, Magneziu, Potasiu si Calciu.

e Microsfere cu un continut ridicat de Siliciu si Sodiu (Figura 4.63. C).

Analiza EDX a indicat ca astfel de microsfere au un continut ridicat de Siliciu si Sodiu,
dar si Aluminiu, Fier, Calciu si Magneziu, dar In cantitati mai mici.

e Microsfere constituite Tn principal din Siliciu si Aluminiu (Figura 4.63. D).

Analiza EDX a indicat ca astfel de microsfere au continut ridicat de Siliciu si Aluminiu,
dar si cantitati reduse de Sodiu, Fier si Magneziu.

e Microsfere formate preponderent din Siliciu (Figura 4.63. E).

Analiza EDX a indicat ca astfel de microsfere au continut ridicat de Siliciu, Aluminiu in

cantitate mai micd, dar si Sodiu, Fier si Potasiu.
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L,

Figura 4.63. A — Microsfere Al-Mg, B — Microsfere Si-Al-Na, C — Microsfere Si-Na, D —
Microsfere Si-Al, E — Microsfere Si-Al-Na-Fe
(a —imagini SEM, b — diagrama EDX, ¢ — spectru EDX).



Alte tipuri de particule
Pe parcursul investigatiilor la microscopul electronic cu baleiaj au fost observate o
serie de particule care nu se pot incadra in niciuna dintre categoriile descrise anterior. Cel

mai probabil, aceste microfragmente se incadreaza in categoria de microplastice.

SEI 20V WD1imm S840
Sample

Figura 4.64. Microfragmente cu origine antropica.

Analiza EDX a unui astfel de tip de microparticule a evidentiat ca sunt formate in
special din Siliciu, dar si din cantitati mici de Aluminiu si Sodiu, precum si din urme de Fier

s1 Magneziu.

In prezentarea rezultatelor analizelor EDX au fost selectate numai graficele si
diagramele asociate particulelor de interes. Rezultatele extinse obtinute in urma analizelor

EDX sunt prezentate in Anexa 2.

4.5. SINTEZA REZULTATELOR

Analiza probelor atat morfologica, micromorfologica, cat si structurald a evidentiat o

serie de abateri de la carateristicile speciei Pinus nigra. Aceste abateri au constat din:

e manifestarea asimetriei fluctuante a acelor

e alterari premature ale configuratiei stratului de ceara
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e ingrosari peri-stomatice asemanatoare cu ,,inelele Florin”

e celule epidermice cu pereti cutinizati, suprafete foliare neregulate
e alterarea prematura a structurii complexului stomatic

e croziunea depunerilor intra-stomatice de ceara

e seratii anormale

e canale rezinifere suplimentare

e degradarea timpurie a floemului

e hipertrofierea celulelor Strasburger

e acumularea de compusi fenolici

Deoarece aceste modificari sunt stabile, consideram ca se pot constitui in markeri
morfologici si structurali ai poludrii. Toate abaterile de la structura normala indentificate
de noi sunt argumente suplimentare care sustin si completeza datele existente in literatura
conform carora, pinul negru poate fi un indicator util in evaluarea starii de poluare a
unor zone. Specia Pinus nigra a fost subiectul a numeroase studii complexe prin care s-a
dovedit ca reprezintd un eficient acumulator de metale, pesticide, hidrocarburi aromatice
policiclice (Kaya et al., 2010, Pavlovic et al., 2017, Baroudi et al., 2021, Zeiner et al., 2021,
Chudzinska et al., 2014, Oleksyn et al., 1987, Rimondi et al., 2020, Piccardo et al., 2005,
Klingberg et al, 2022, Parzych si Sobisz, 2012) ceea ce il recomada atat ca specie
biomonitor a poluarii aerului (Baroudi et al., 2022, Katsidi et al., 2023, Chiarantini et al.,
2016, Klanova et al., 2009, Rai, 2013, Zsigmond et al., 2021, Keskin si Ili, 2012, Berlizov
et al., 2007) cat si ca filtru verde pentru reducerea gradului de poluare (Koksal et al, 2024,
Petrova, 2020, Petrova, 2024, Juranovic, et al, 2019). S-a dovedit cd pinul negru
reactioneaza la poluarea atmosferica printr-o multitudine de tipuri de raspuns inclusiv la

nivel genetic si epigenetic (Katsidi ef al., 2023).

Analizele la microscopul electronic cu baleiaj au permis identificarea de depuneri cu
morfologii diverse, variind de la cristaloide prismatice, structuri granulare laxe sau

compacte, cruste, pelicule, agregate amorfe sau microsfere.

Analizele elementale au demonstrat ca particulele identificate pe probele analizate
de noi au o compozitie diversd si complexa care cuprinde: Aluminiu, Siliciu, Calciu,
Magneziu, Mangan, Fier, Fosfor, Sulf, Potasiu, Plumb, Ytriu, Zirconiu, Stibiu, Staniu,
Strontiu, Argint, Cobalt, Titan, Germaniu, Cesiu, Arsen, Clor, Vanadiu. Elemente ca Zinc,

Mangan, Vanadiu, Bariu, Aluminiu, Zirconiu, Ytriu, Cesiu, Rubidiu, Stibiu, Staniu, Bariu,
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Crom, Fier si Cupru sunt recunoscute ca fiind principalele componente ale particulelor
generate de traficul rutier (Hjortenkrans et al., Guéguen et al., 2012). Principalele surse de
contaminare din zonele cu trafic intens sunt gazele de exhaustare (in special, Nichel si Zinc),
particulele generate de uzura franelor si cele din uzura anvelopelor. Se considerd ca
principalele metale emise prin uzura franelor sunt Cuprul, Stibiul si Zincul, in timp ce
Plumbul si Cadmiul sunt considerate reziduuri istorice emise prin utilizarea aditivilor la
combustibili (Johansson et al., 2009, Hjortenkrans et al., 2006). in plus, fatd de elementele
semnalate 1n literatura ca fiind generate de traficul rutier, analizele efectuate de noi au
identificat si alte elemente cum ar fi: Zirconiu, Stibiu, Staniu, Strontiu, Argint, Cobalt, Titan,
Germaniu, Cesiu, Arsen, Clor si Vanadiu. Aceste elemente ar putea proveni tot din uzura
sistemelor de franare deoarece materialele utilizate la producerea acestora sunt foarte
diverse. De asemenea, alte activitdti, cum ar fi generarea de cdldura in centralele termice sau
focurile de artificii, pot genera o varietate de elemente acropurtate. De exemplu, spectacolele
pirotehnice genereaza particule care contin Potasiu, Bariu, Strontiu, Cadmiu, Sulf si Fosfor

(Kumar et al., 2016).

O categorie speciald de depuneri identificate este cea reprezentatd de microsfere.
Datorita dimensiunilor mici, adesea sub 3um, acestea se incadreaza in categoria particulelor
in suspensie de 2,5 um, asa-numitele PM2,5. In prezent, sunt publicate studii privind aspectul
si compozitia particulelor rezultate din gazele de exhaustare (Chernyshev et al., 2018,
Pallares et al., 2019, Wang et al., 2019, Chernyshev et al., 2018, Neer & Koylu, 2006), dar
in niciun studiu nu sunt descrise particule perfect sferice cu astfel de origine. Rezultatele
noastre demonstreazi ci microsferele aeropurtate pot proveni si din gazele de exhaustare. in
materialul prelevat din interiorul tevilor de exhaustare ale unor autovehicule cu motoare cu
ardere internd care folosesc motorind si, respectiv benzind au fost izolate particule
microsferice cu acelasi aspect, dimensiuni si compozitie ca cele identificate pe suprafetele
foliare (Rapoartele EDX sunt disponibile in Anexa 2). Datoritd dimensiunilor reduse, aceste
particule sunt cu risc pentru o serie de afectiuni asociate cu PM2,5 care includ boli
respiratorii, cardiovasculare, neurologice sau dermatologice (Valavanidis et al., 2008, Wu et
al., 2019, Manisalidis et al., 2020, Zhang et al., 2015, Yang et al., 2020, Sierra-Vargas et al.,
2023, Kim et al., 2020). Rezultatele noastre au indicat ca microsferele rezultate din
exhaustare contin cantitati apreciabile de Aluminiu (intre 2,79% si 11,88% din greutatea
microsferei) care inhalat odatd cu microsfera poate ajunge in sistemul circulator si de aici in

mai multe tesuturi, inclusiv in cel cerebral. Se cunoaste faptul ca Aluminiul poate traversa
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bariera sange-tesut cerebral (hemato-encefalicd), acumulandu-se in arii cerebrale care sunt
bogate in receptorii transferinei (Inan-Eroglu & Ayaz, 2018). In prezent, sunt disponibile
studii in care sunt aduse dovezi privind efectul neurotoxic al Aluminiului, care includ
formarea placii beta-amiloide si a nodurilor neurofibrilare — factori etiologici primari ai

instalarii maladiei Alzheimer (Exley, 2017, Exley & Clarkson, 2020).

5. CONCLUZII

1. Specia Pinus nigra prezinta o serie de calitati care o recomada ca biomonitor al
calitatii aerului. Acestea sunt: rezistenta crescuta la poluantii atmosferici, capacitatea
de a adaptare la conditiile mediului urban, manifestarea unor raspunsuri usor
detectabile sub atiunea poluantilor atmosferici si frecventa ca specie decorativa in
peisajul urban, de-a lungul arterelor rutiere in parcuri si in diverse tipuri de spatii
Verzi.

2. Manifestarea asimetriei foliare la pinul negru poate fi un indicator al expunerii la
poluare. Acest parametru se evidentiaza la pinul negru prin fluctuatii ale greutatii si
lungimii acelor perechi.

3. Modificari structurale evidente ca: dezvoltarea de canale rezinifere suplimentare,
degradarea floemului, hipertrofierea celulelor Strasburger si acumularea de compusi
fenolici In tesuturi care in mod obisnuit nu produc acest tip de compusi, pot fi
indicatori ai expunerii la poluare.

4. Alterarea prematurd a configuratiei stratului de ceara, celule epidermice cu pereti
cutinizati neuniform, suprafete foliare neregulate, alterarea prematurda a structurii
complexului stomatic sunt manifestari de raspuns la poluare si pot fi utilizate ca
indicatori ai poluarii atmosferice.

5. Seratiile mediane anormale identificate pe suprafata limbului foliar la Pinus nigra,
sunt aberatii structurale semnalate pentru prima data la o specie de conifere si pot fi
utilizate ca biomarkeri ai poluarii.

6. Prezenta micromorfologiei de tip ”inel Florin™ este mentionata pentru prima data la
specia Pinus nigra, $i se poate constitui intr-un indicator al poluarii.

7. Colonizarea masiva cu fungi a suprafetelor foliare poate fi un indicator al eroziunii

de la nivel epicuticular cauzatd de divesi agenti poluanti.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

Toti indicatorii identificati sunt biomarkeri ai poludrii si pot constitui baza unor
protocoale rapide si la costuri reduse de evaluare a calitatii mediului .

Pinus nigra este un excelent material de studiu pentru identificarea diverselor
particule aeropurtate. Depunerile consistente de ceara epicuticulara imobilizeaza o
varietate de particule aeropurtate, arborii de pin negru actionand ca un eficient "filtru
verde”.

Depunerile de pe suprafetele foliare au aspect, structurd si compozitie elementala
diferita, cele mai multe continand Siliciu si Aluminiu dar si Calciu, Magneziu,
Mangan, Fier, Fosfor, Sulf, Potasiu, Plumb, Ytriu, Zirconiu, Stibiu, Staniu, Strontiu,
Aur, Argint, Cobalt, Titan, Germaniu, Cesiu, Arsen, Clor, Vanadiu..

Principalele surse de contaminare din zonele cu trafic intens sunt gazele de
exhaustare, particulele generate de uzura franelor si cele din uzura anvelopelor. La
acestea se adauga si alte tipuri de particule generate de activitati antropice cum sunt
arderea carbunilor sau spectacolele pirotehnice.

Microsferele identificate pe suprafetele foliare ale acelor expuse traficului intens
provin si din materialul exhaustat de automobile, atét la cele cu benzina cét si la cele
cu motorind, nu numai din arderea carbunelui asa cum se specifca in literatura de
specialitate.

Microsferele identificate, deoarece au dimensiuni mici sunt respirabile si prezinta
un risc crescut pentru sandtate, microparticulele aeropurtate fiind asociate cu
dezvoltarea de afectiuni respiratorii, cardiovasculare si neurologice.

Microsferele care contin Aluminiu odata inhalate pot prezenta un risc pentru
dezvoltarea de anomalii structurale la nivelul tesutului cerebral care sunt recunoscute
ca fiind precursoare instalarii maladiei Alzheimer.

Simpla evaluare a depunerilor existente pe acele de pin negru poate oferi informatii

valoroase asupra particulelor aeropurtate cu risc crescut pentru sanatate.
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