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Abstract

In this paper are presented the effect of salinity on three alfalfa genotypes provided by
the Laboratory of Alfalfa Breeding, National Agricultural Research and Development
Institute Fundulea, Romania and one population by Medicago truncatula provided by the
Laboratory of Genetic Resources, National Agricultural Research Foundation from
Thessaloniki, Greece.

The experiment was conducted in vegetation house conditions with control plants
growth in plastic pots containing chernozem cambic soil. Additionaly, the same genotypes
were grown under same conditions until 2.5 month age, when different salt concentrations
(75, 150 and 300 mM NaCl/l ) were applied. After two weeks of salt treatment, the plants
were harvested, and root length and proline content were analyzed. A significant increase of
root length, biomass and proline content was registered in Medicago sativa and Medicago
truncatula under saline stress. The salinity caused a reduction on shoot fresh biomass at all
NaCl concentrations. The proportion of fresh weight allocated by plants roots increased
with increasing NaCl levels, as shown by the responses of root/shoot ratio.
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INTRODUCERE

Salinitatea solului este unul din principalii factori de stres care reduce pro-
ductivitatea plantelor agricole in multe regiuni ale globului (Boyer, 1982).
Astfel, sunt zonele aride sau de desert (care reprezinta 25% din suprafata teres-
trd a planetei) si unele terenuri irigate (se estimeaza ca o treime din acestea sunt
in prezent afectate de salinitate). In tara noastra se inregistreazi o serie de fac-
tori naturali restrictivi, care, 1n ultima perioada, ca urmare a schimbarilor clima-
tice globale, se reflectd In mod normal: secetd excesiva frecventa care se mani-
festa pe 7.100.000 ha, exces periodic de umiditate, in conditiile anului 2005 pe
3.781.000 ha, soluri saline - 700.776.000 ha, rezerva mica si extrem de mica de
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substanta organica, pe 4.800.000 ha, aciditate puternica, pe cca 2.000.000 ha, cu
asigurare slaba cu elemente nutritive (H e ra, 2008).

Lucerna este o planta sensibila la salinitate, astfel ca producerea de genoti-
puri tolerante la salinitate ar trebui sa fie o provocare pentru orice ameliorator.
Aceasta cu atdt mai mult cu cat eforturile facute in vederea Tmbunatatirii perfor-
mantelor in conditii de stres salin nu au fost suficient valorificate. Unul din prin-
cipalele motive este acela cd mecanismele fundamentale ale tolerantei la acest
stres nu sunt complet elucidate. Evidentierea mecanismelor de rezistentd/tole-
ranta la salinitate prezintd importanta, atat in cazul plantelor ameliorate, cat si a
celor sélbatice, care cel mai adesea ofera o amplitudine mai mare a tolerantei la
acest tip de stres.

in aceasti lucrare se prezinta raspunsul plantelor de Medicago truncatula si
Medicago sativa la stresul salin la nivel de planta intreaga (efectul asupra proce-
sului de crestere) si la nivel celular (evidentierea sintezei unor substante osmotic
active).

MATERIALUL SI METODA DE CERCETARE

Au fost luate 1n studiu trei genotipuri romanesti de Medicago sativa (Granat,
Magnat si linia L 72071) si o populatie din Grecia de Medicago truncatula (A
17). Dintre cele trei genotipuri romanesti de lucerna studiate, linia L 72071, ob-
tinutd prin embriogeneza somatica, a fost selectata pentru rezistenta la salinitate.

Semanatul s-a realizat in ghivece PVC (8 cm diametru/7 cm inél{ime) in a-
mestec de sol : nisip (3 : 1), iar plantele au fost mentinute in casa de vegetatie in
conditii optime de umiditate timp de 2,5 luni, dupa care s-au constituit urmatoa-
rele variante experimentale:

> martor: plantele au fost mentinute in conditii optime pe tot parcursul ex-
perientei;

> tratamente: plantele au fost tratate cu trei concentratii diferite de clorura
de sodiu: 75 mM NaCl/l (T,), 150 mM NaCl/l (T,) si 300 mM NaCl/l (T5), (trei
repetitii pentru fiecare concentratie de sare i genotip).

Dupa doua saptadmani de la aplicarea stresului salin s-a determinat lungimea
radacinii principale si acumularea de biomasd prin masuratori biometrice
concomitent cu analiza continutul in prolind dupa metoda propusd de Bates si
colaboratorii (1973). Datele au fost analizate statistic pe baza analizei variantei.

REZULTATE EXPERIMENTALE

Rezultatele obtinute au evidentiat efectul pozitiv al stresul salin asupra cres-
terii radacinii principale, concomitent cu cresterea concentratiei de sare. La Me-
dicago sativa, L 72071, la tratamentul cu 300 mM NaCl/l, diferentele fata de
martor au fost foarte semnificative (259% fatd de martor), in timp ce la Medi-
cago truncatula — A 17 diferenta a fost nesemnificativa (113,3% din martor),
atat la tratamentul cu 300 mM NaCl/l, cat si la cel cu 150 mM NaCl/l. Celelalte
doua genotipuri de lucerna luate in studiu au avut urmatorul comportament: ge-
notipul Magnat a reactionat puternic chiar la concentratii mici de sare, in timp
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ce genotipul Granat a fost relativ putin afectat atat de concentratiile reduse de
sare, cat si de cele severe (tabelul 1).

Analiza variantei evidenteaza efectul foarte semnificativ al tratamentului, ge-
notipului si al interactiunii acestora asupra lungimii radacinii (tabelul 2).

Acumularea de biomasa aeriana a fost influentata negativ de tratamentele cu
doze mari de clorurd de sodiu. Tratamentul cu doze reduse de clorura de sodiu (75
mmol NaCl/l a avut un efect nesemnificativ asupra biomasei aeriene, compara-
tiv cu concentratia de 300 mmol NaCl/l care a redus biomasa aeriana cu 50%
(Granat) sau chiar cu 67% (Magnat). Biomasa radiculara a fost mai putin afec-
tatd de tratamentele efectuate. Ca si in cazul determinarilor privind cresterea in
lungime a radacinii principale, acumularea de biomasa radiculard nu a fost in-
fluentata negativ de stresul salin, exceptie Linia L 72071 la tratamentul cu doza
redusa de sare (figurile 1 si 2).

Tabelul 1
Efectul stresului salin asupra cresterii in lungime a radicinii la genotipurile de lucerni studiate
(The effect of saline stress on length of root of the studied alfalfa genotypes)

. . Lungime radicina
Genotip Variante (mm) £ (% din martor)
Martor 175 100
Granat T, (75 mM NaCl/l) 180 102,9
T, (150 mM NaCl/l) 218 124,5
T; (300 mM NaCl/l) 228 130,3
Martor 133 100
Magnat T, (75 mM NaCl/l) 201 151
T, (150 mM NaCl/l) 327 245.8
T; (300 mM NaCl/l) 364** 273,7
Martor 277 100
T; (75 mM NaCl/l) 285 102,9
L 72071 T, (150 mM NaCl/l) 295 106,5
T; (300 mM NaCl/l) T20*** 259,9
Martor 220 100
A7 T; (75 mM NaCl/l) 220 100
T, (150 mM NaCl/l) 250 113,6
T; (300 mM NaCl/l) 250 113,6
Media generald = 270,8
DL 5% =27,69
Tabelul 2

Analiza variantei pentru lungimea radacinii
(Analysis of variance for the root length)

Sursa variantei GL Suma péatratelor (Media patratica fazlt?)l:lflllll? F
Tratament (A) 3 258438,6 86146,2 73,41 5%**
Eroare A 6 7040,42 1173,4
Genotip (B) 3 263330,3 87776,75 80,942%**
Interactiune 9 280953,1 31217,01 28,786***
Eroare B 24 26026,38 1084,43

*** semnificativ pentru probabilitatea de 0,001.
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Fig. 1 — Efectul diferitelor concentratii de sare asupra acumuldrii de biomasa
la genotipurile studiate
(The effect of different salt concentrations on biomass of studiad genotypes)
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Fig. 2 — Efectul diferitelor concentratii de sare asupra genotipului de lucerna
Magnat (a), linia 72071 (b) si Medicago truncatula A 17 (c)
(The effect of different salt treatment on Magnat (Medicago sativa (a),
L 72071 (b) and A 17 (Medicago truncatula) (c))
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Studii efectuate la bumbac (Meloni si colab., 2001), sorg (Bernstein
si colab., 1995), dar si la lucerna (Kant si colab., 1994) au aratat, de aseme-
nea, efectul mai sever al clorurii de sodiu (NaCl) asupra cresterii tulpinii compa-
rativ cu efectul asupra cresterii radacinii.

Proportia de substantd proaspata alocata cresterii radacinilor a fost in relatie
directd cu marirea dozei de NaCl, dupa cum se evidentiaza din raportul radaci-
nd/tulpind (tabelul 3). La concentratiile mici de sare (T,), efectul este nesemnifi-
cativ, dar odatd cu cresterea concentratiei de sare acesta devine foarte semnifi-
cativ sau semnificativ, in functie de toleranta genotipului studiat. La linia de lu-
cernd L 72071, linie cu toleranta la salinitate, cresterea acestui raport odata cu
cresterea salinitatii a fost mai redusd comparativ cu celelalte genotipuri de Me-
dicago sativa.

Tabelul 3

(The effect of saline stress on root/shoot ratio for studied genotypes)

. Tratament
Genotip | Martor
75 mmol. NaCl/l 150 mmol. NaCl/l 300 mmol. NaCl/l

Granat 0,40 0,55 0,70%** 0,92%%*
Magnat 0,41 0,50 0,68%* 0,73%**
L 72071/7 0,41 0,42 0,55 0,65%*
Al7 0,12 0,23 0,33 0,41

Media generala = 0,5

DL 5% = 0,04

** kx* = semnificativ pentru probabilitatea de 0,01, respectiv 0,001

Cresterea raportului radacind/tulpina este o adaptare la salinitate, deoarece
determind o absorbtie a apei si nutrientilor mai eficienta in conditii de stres salin
(Gorham si colab., 1985). De altfel, trebuie subliniat ca salinitatea are un efect
dublu asupra cresterii plantelor prin efectul stresului hidric (datoritd concentra-
tiei mari de saruri din solutia solului, salinitatea inhiba accesul plantelor la apa
din sol prin cresterea presiunii osmotice a solului) si prin toxicitatea ionilor spe-
cifici (cresterea concentratiei ionilor de Na' si Cl", diunitori pentru plante).

Solutia solurilor saline poate avea un potential de —24 bar si chiar mai mare.
Plantele, in aceste conditii dezvolta o paleta larga de gradiente de potential de la
radacina la frunza si nu mai pot face fata necesarului fiziologic de transpiratie,
afecteaza sinteza proteinelor, fenomen evidentiat de inhibarea incorporarii ami-
noacizilor in proteine (B 1um, 1988), ceea ce duce 1n final la ofilirea plantei.

Aceasta inhibitie este marcata de o crestere a concentratiei aminoacizilor
liberi, 1n special prolind, fenomen evidentiat si prin rezultatele obtinute de noi.
Astfel, in conditii optime continutul in prolind a fost relativ redus la toate geno-
tipurile studiate (1,7-5,4 uM prolina/g s.p.), dar foarte ridicat la tratamentele cu
concentratia maxima de sare (156-441 uM prolind/g s.p.) (tabelul 4).
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Tabelul 4
Efectul stresului salin asupra continutului de prolind (uM prolina/g s.p.)
la genotipurile studiate
(The effect of saline stress on proline content of studied genotypes)
. Tratament
Genotip | Martor ™ /1ol NaCUl_|_150 mmol. NaCVI_| 300 mmol. NaCVl
Granat 3,26 155,69 220,68 268,32
Magnat 3,27 152,32 231,2 441,76
L 72071 5,40 182,56 197,12 201,6
A 17 1,7 67,2 131,04 156,36

Substantele osmotic active (prolina si glicinbetaina, de exemplu), se conside-
ra ca stabilizeaza proteinele si structurile celulare si pot creste presiunea osmoti-
ca a celulei (Y eo, 1998). Acest raspuns este homeostatic pentru apa din celule
si integritatea proteinelor, care sunt perturbate in cazul in care solutia solului
contine cantitdti mari de NaCl, ceea ce duce la pierderea apei din celule prin
procesul de plasmoliza.

Sunt rezultate care arata corelatia dintre nivelul de rezistenta la sare si nive-
lul aminoacizilor. Astfel, Ahmad si colaboratorii (1981) au evaluat cateva e-
cotipuri de Agrostis stolonifera (iarba-campului), in functie de raspunsul acesto-
ra la salinitate. Astfel, la ecotipurile rezistente, absorbtia si cantitatea de apa la
nivelul partii aeriene au fost superioare. Plantele rezistente au acumulat mai pu-
tin Na" si Cl" si mai multi prolini si alti aminoacizi, concluzionand ci rezistenta
la salinitate este conditionatd de acumularea in celule de substante care sa per-
mitd mentinerea unui potential ridicat al apei. Rezultatele obtinute de noi evi-
dentiaza o corelatie semnificativ negativa (r = -0,56*) intre biomasa aeriana si
continutul in prolina (figura 3).
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Fig. 3 —Relatia dintre biomasa si continutul in prolina al genotipurilor de Medicago studiate
(Relationship between biomass and proline content of studied Medicago genotypes)
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Exista studii recente (Rontein si colab., 2002), care arata ca exista o limi-
tare metabolica privind nivelurile de osmoprotectori care se pot realiza si ca gra-
dul in care plantele sunt capabile sa tolereze stresul salin nu este neaparat core-
lat cu cantitatea de osmoprotectori atinsa.

CONCLUZII

U La nivel de plantd intreagd raspunsul speciilor de Medicago sativa si Me-
dicago truncatula la stresul salin a constat in reducerea acumularii de biomasa
aeriand concomitent cu dezvoltarea mai puternica a radacinii, respectiv cresterea
raportului radacind/tulpina.

U La nivel celular, a fost evidentd acumularea de prolina ca raspuns la ac-
tiunea stresului salin. Rezultatele obtinute releva ca nivelul prolinei nu este in
concordanta cu gradul de toleranta la salinitate, deoarece din genotipurile stu-
diate nu cel mai tolerant a avut continutul maxim de prolind. Aceasta sugereaza
ca sinteza prolinei este necesara, dar nu suficienta pentru toleranta la salinitate.

Hkkok

Lucrarea a fost realizata in cadrul proiectului bilateral de colaborare cu Grecia (NAGREF —
Salonic) ,,Modalitdti de imbundtdtire a agriculturii durabile prin cresterea rezistentei leguminoa-
selor la salinitate”, care a avut ca scop studierea mecanismelor de reglare moleculard in timpul
cresterii, dezvoltarii si fixarii azotului atmosferic in conditii normale si de salinitate, la specia
model Medicago truncatula si genotipuri romanesti de Medicago sativa tolerante la sare.
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