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INTRODUCERE 
 
 Teza are drept obiectiv investigarea efectelor morfologice şi funcţionale induse de 

interacţiunea sistemelor vii cu câmpurile electrice şi magnetice. 

 Natura nonmagnetică a membranelor, celulelor şi a ţesuturilor permite penetrarea 

câmpurilor magnetice cu o atenuare neglijabilă şi acţiunea directă la diferite nivele ale 

structurilor şi proceselor celulare. Problema actuală a interacţiei structurilor celulare cu 

câmpurile magnetice slabe (µT) este dată de pragul de percepţie şi răspuns celular. Câmpul 

geomagnetic ca factor de mediu a organismelor vii cuprinde o componentă staticǎ (principalǎ) 

cu originea în nucleul Pământului (~50 µT) peste care se suprapune o componentă 

alternativǎ generatǎ de surse naturale de origine interplanetară modulate de activitatea solară 

şi surse electromagnetice de natură tehnologică. Câmpurile magnetice ambientale sunt 

câmpuri slabe (1-100 µT) de joasă frecvenţă (0-300Hz) cu o componentă majoră de 50- 60Hz 

generată de liniile de transmisie şi distribuţie electrică. La nivel celular, energia produsă în 

acest interval al parametrilor de câmp se află sub pragul de percepţie celulară definit de 

energia indusǎ de zgomotul termic membranar şi nu justifică existenţa unui răspuns biologic 

semnificativ. Rǎspunsul biologic în prezenţa câmpurilor magnetice slabe este susţinut însǎ de 

o largă bază de date experimentale şi epidemiologice şi este caracterizat prin curbe nelineare 

doză-răspuns, cu eficienţă semnificativă în intervale de amplitudine şi/sau frecvenţă, definite 

prin „ferestre de amplitudine‟ şi „ferestre de frecvenţe”. „Ferestrele biologice” pentru 

câmpurile magnetice slabe sunt puse în evidenţǎ la diferite nivele de organizare structuralǎ, 

sau la nivel funcţional. 

 Un număr mare de publicaţii atestă existenţa unor corelaţii semnificative între datele 

clinice, epidemiologice, diferite procese biologice şi fluctuaţiile naturale ale componentei 

alternative a câmpului geomagnetic. Perturbările geomagnetice sunt considerate un factor de 

risc ecologic care pot desincroniza ritmurile biologice şi alte procese în organism sau pot 

modifica starea funcţională a creierului. In mod similar, reducerea componentei statice a 

câmpului geomagnetic poate constitui un factor de risc pentru sănătate, generând perturbări 

funcţionale ale diferitelor sisteme ale organismului [Pokhodzey 1998]. La nivel celular, 

ecranarea câmpurilor magnetice induce o diminuare a proliferării celulare, procese de 

accelerare a sintezei proteinelor, modificări la nivelul ultrastructurii celulare, etc [Belyavskaia 

2004]. Compensarea componentei statice a câmpului geomagnetic este percepută ca un 

element de stres la nivelul proceselor de transport membranar [Morariu şi colab. 1999, 

Ciorba şi Morariu 2001, Ciortea şi colab 2001]. Variabilitatea răspunsului biologic pare să 

constituie o caracteristică generală a interacţiei organismelor simple (plante, procariote) cu 

câmpurile magnetice slabe.  

 Studiul sistematic al proceselor de creştere a plantelor şi a bacteriilor în absenţa 

componentei principale a câmpului geomagnetic (câmp magnetic zero) prezentat în prima 

parte a tezei, completează tabloul de ansamblu al semnificaţiei câmpului geomagetic în 

dezvoltarea acestor organisme şi al influenţei fluctuaţiilor magnetice naturale (furtuni 

magnetice). 

 

 Membrana celulară prezintă pe de altǎ parte un important câmp electric intrinsec 

menţinut prin distrubuţia dipolilor şi prin deplasările permanente de ioni între mediile intra- 

respectiv extra-celular. Această componentă intrinsecă de câmp electric intens prezent la 

nivelul membranelor celulare reprezintă o barieră esenţială pentru acţiunea câmpurilor 
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electrice externe. Un important aspect de interes biotehnologic al interacţiei celulelor cu 

câmpurile electrice este modularea potenţialului membranar intrinsec prin intermediul unui 

câmp electric pulsat intens (kV/cm) şi de scurtă durată (µs). Peste o valoare de prag a 

potenţialului transmembranar indus are loc o restructurare a bistratului lipidic însoţită de 

permeabilizarea membranei şi transportul molecular intra şi extracelular. 

Electropermeabilizarea membranară este un proces neinvaziv care poate fi controlat şi 

modulat de parametrii electrici. Succesele care însoţesc utilizarea acestui proces în scopuri 

aplicative au dat naştere unei noi biotehnologii bazată pe tehnica electroporării 

biomembranelor. In timp ce din punct de vedere experimental literatura este impresionantă 

şi dovedeşte importanţa practică a tehnicii de electroporare, procesele moleculare care stau la 

baza electropermeabilizării membranare reprezintă un subiect mult dezbătut şi în prezent.  

 Studiile prezentate în a doua parte a tezei cuprind contribuţii originale legate atât de 

aspectele fundamentale ale procesului de electropermeabilizare membranară cât şi de 

aplicaţii ale tehnicii de electroporare ca metodă alternativă de investigare a modificărilor la 

nivel celular în diverse patologii. 

 

 

PARTEA I  

INFLUENŢA CÂMPURILOR MAGNETICE SLABE ASUPRA  

DEZVOLTĂRII PLANTELOR ŞI BACTERIILOR 

 

 Scopul primei părţi al tezei constă în ilustrarea influenţei câmpurilor magnetice 

naturale în procese bazate pe creşterea şi multiplicarea celulară a unor organisme unicelulare 

cum sunt bacteriile şi cianobacteriile şi în dezvoltarea vegetativă a plantelor. Semnificaţia 

câmpului geomagnetic în aceste procese a fost pusă în evidenţă în condiţii de compensare a 

componentei statice a câmpului geomagnetic (câmp magnetic zero). Cercetarea este motivată 

în primul rând de numărul extrem de redus de studii privind răspunsul acestor organisme în 

câmp geomagnetic compensat. S-a avut în vedere realizarea unor investigaţii complete, care 

în cazul evoluţiei plantelor au cuprins toate etapele de creştere vegetativă, experimentele 

fiind realizate pe un număr semnificativ de specii, în diferite perioade ale anului. 

 Studiile de multiplicare bacteriană au cuprins cel puţin două metode de analiză pe 

diferite tulpini bacteriene. Rezultatele preliminare legate de motilitatea celulară în câmp 

magnetic zero încheie prima parte a acestei teze. 

Datele experimentale sunt precedate de o sistematizare a bioefectelor câmpurilor 

magnetice slabe pentru fiecare sistem biologic investigat. 

 

 

III. EFECTUL CAMPURILOR MAGNETICE SLABE ASUPRA  

CRESTERII VEGETATIVE A PLANTELOR 

 1. DEZVOLTAREA VEGETATIVĂ A PLANTELOR. NOŢIUNI GENERALE 

Din punct de vedere ontologic, dezvoltarea temporală a plantelor pe durata unui ciclu 

de viaţă este definitǎ prin patru stadii [Pankaj şi colab. 2005]: 1. etapa vegetativă care 

cuprinde faza de: i) germinare a seminţelor, ii) dezvoltare a plantulei marcată prin formarea 

frunzelor şi elongarea tulpinii, iii) ramificarea; 2. etapa reproductivă definită prin fazele de 
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inflorescenţă, înflorire, formarea fructului şi maturizarea plantei; 3. senescenţa cuprinde 

procesele care au loc până la finalizarea vieţii active a plantei; 4. perioada de latenţă constă în 

suspendarea activităţilor fiziologice care pot fi însă reactivate.  

 Spre deosebire de regnul animal la care tiparul structural de bazǎ a corpului şi a 

organelor este conturat încă din faza de dezvoltare embrionară, evoluţia plantelor presupune 

formarea şi dezvoltarea continuă de noi ţesuturi şi organe. 

 Germinarea seminţelor, respectiv trecerea de la starea de repaus vegetativ la cea de 

viaţă activă, constă într-o succesiune de faze iniţiate prin preluarea apei prin pereţii celulari 

(faza de îmbibare) şi activarea hormonilor de semnalizare. Din punct de vedere fiziologic, 

procesul de germinare este finalizat odată ce radicula embională străpunge ţesuturile care 

înconjoară embrionul (embriogeneza). Balansul între capacitatea de expansiune a 

embrionului (potenţialul de creştere) şi restricţia impusă de ţesutul înconjurător 

(endospermul) reprezintă factorul determinant al duratei procesului de germinare 

 Procesul fiziologic de creştere post embrională a plantulei are la bază procesul de 

diviziune şi extensie celulară la nivelul unor ţesuturi specializate numite meristeme care se 

formează în timpul embriogenezei la polii opuşi ai seminţei (meristeme apicale) şi care 

iniţiază dezvoltarea rădăcinii şi a axulului principal al plantulei. Creşterea plantelor depinde 

de continua funcţionare a meristemelor în care balansul între proliferarea şi diferenţierea 

celularǎ este riguros controlatǎ.  

 Iniţierea organelor laterale ale plantelor cum sunt formarea frunzelor, florilor, 

fructelor implicǎ o creştere a vitezei de diviziune celulară în partea laterală a meristemului 

apical al tulpinii. Proliferarea celularǎ localizatǎ în aceastǎ zonǎ duce la formarea primordiilor 

organului lateral şi iniţierea diviziunii celulare în primordiile nou formate. Activitatea 

hormonală şi expresia genetică reprezintă principalul motor al procesului de dezvoltare al 

plantelor tinere şi mature. 

 

3. DEZVOLTAREA VEGETATIVĂ A PLANTELOR ÎN CÂMP MAGNETIC ZERO –  

     REZULTATE EXPERIMENTALE 

Interesul pentru germinarea şi creşterea plantelor în lipsa câmpului geomagnetic 

(CMZ) este legatǎ în primul rând de cercetǎrile spaţiale. In acest sens sunt relevante primele 

cercetări revizuite de Conley în 1969. O importantă contribuţie în perioada 1978-2000 au 

adus-o grupurile de cercetare din Federatia Rusa, a căror publicaţii (în limba rusă) 

greu accesibile până de curând, au fost mediatizate de Belyavskaya [2004]. Principala 

problemǎ a acestor cercetǎri rǎmâne marea diversitate a rezultatelor publicate. 

Influenţa câmpului geomagnetic compensat asupra creşterii plantelor a fost 

predominant investigatǎ în condiţii de ecranare magneticǎ pe perioade de creştere relativ 

scurte. Datele publicate în literatura de specialitate ilustreazǎ doar aspecte parţiale ale 

evoluţiei unei specii în astfel de condiţii. Cercetǎrile noastre au avut ca scop principal 

extinderea investigaţiilor la analiza întregului interval de creştere vegetativă. Alte aspecte noi 

cuprind:  

 1) monitorizarea procesului de creştere în diferite perioade ale anului pe 

acelaşi material şi în aceleaşi condiţii experimentale  

 2) testarea comparativǎ a unor specii  de plante care nu au mai fost analizate 

Selecţia plantelor a avut în vedere o varietate a speciilor de plante care să cuprindă atât 

plante de cultură cu importanţă economică (lucerna - Medicago sativum L. var. Luzerne 
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Euver , grâu - Triticum aestivum, fam Gramineae, secarǎ - Secale cereale, fam Gramineae, 

hrişcǎ - Fagopyrum esculentum, fam Polygonaceae, roşii- Lycopresicum esculentum, fam 

Solanaceae, ardei - Capsicum annuum, fam Solanaceae) cât şi plante din flora spontană 

(craiţǎ - Tagetes erecta, Tagetes patula, fam Asteraceae, gǎlbenele - Calendula oficinalis, 

fam Asteraceae). Cu excepţia seminţelor de grâu, speciile selectate nu au mai fost investigate. 

  3) decelarea influenţei fluctuaţiilor magnetice naturale în diferite stadii de 

dezvoltare ale plantelor în condiţii de câmp magnetic zero (CMZ). Câmpul magnetic zero 

trebuie înţeles ca o reducere a componentei statice a câmpului geomagnetic, variaţiile diurne 

şi fluctuaţiile magnetice generate de apariţia furtunilor magnetice rǎmân operative.  

Rǎspunsul plantelor în câmp câmp magnetic zero a fost evaluat sub douǎ aspecte: 

  1. morfologic în urmǎtoarele stadii de dezvoltare: i) germinarea seminţelor, ii) 

faza post embrională de creştere definită prin apariţia şi dezvoltarea radiculei embrionale în 

interval de 4-5 zile, iii) dezvoltare a plantulelor tinere în interval de o lunǎ, iv) stadiul de 

plantă matură pânǎ în faza de înflorire şi apariţie a rodului.  

  2. ultrastructural prin analiza electronomicroscopicǎ a frunzelor în ultimele 

douǎ stadii de dezvoltare ale plantei. 

3.1. Câmp magnetic zero – compensare şi monitorizare 

 Metoda de compensare a componentei continue a câmpului geomagnetic utilizeazǎ o 

bobinǎ de tip Helmholtz cu diametru de 1.2m, montate pe un schelet de lemn, orientatǎ în 

direcţia N-S, la un unghi pe verticală apropiat de înclinarea vectorului de câmp geomagnetic 

(Fig. 3.1).  

 

Fig.3.1. 
Sistem de compensare a componentei 

statice a câmpului geomagnetic – 
Bobina Helmholtz 

 In spaţiul delimitat de bobine, componenta statică a câmpului geomagnetic este 

redusă cu un factor de ~100. Pentru monitorizarea variaţiilor câmpului magnetic pe 

suprafaţa selectatǎ în vederea expunerii probelor a fost utilizat un magnetometru 

FLUXMASTER cu o precizie de ± 1 nT. In diferite poziţii câmpul variază în intervalul 0-

500nT. Aceste valori includ variaţii diurne ale câmpului geomagnetic. Prin acest dispozitiv a 

fost compensată numai componenta staticǎ, fluctuaţiile magnetice naturale rămân operative. 

Acest fapt ne permite evaluarea suplimentară a influenţei fluctuaţiilor magnetice induse în 

timpul furtunilor magnetice. Pentru fiecare experiment datele au fost analizate în relaţie cu 

variaţia zilnică a activiăţii geomagnetice (GMA) reprezentată prin indicele Ap. Acesta este un 

indice mediu al activităţii zilnice înregistrată de anumite observatoare pe suprafaţa 

pământului şi este furnizat de site-ul National Geographic Data Center, USA. Ca măsură a 

variaţiei activităţii geomagnetice am utilizat deviaţia standard a valorilor indicelui Ap (sd 
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Apindex) în intervalul desfăşurării experimentului. Prezenţa unei furtuni magnetice a fost 

notată prin valoarea Ap şi ziua în care aceasta a fost înregistrată.  

3.3. Germinarea seminţelor în câmp magnetic zero 

 Germinarea unei populaţii de seminţe urmăreşte o curbă sigmoidală a cărei pantă 

caracterizează viteza de germinare. Această curbă a fost determinată pentru fiecare specie 

testatǎ pe baza procentului de seminţe germinate stabilit la fiecare 3 ore în intervalul de 

expunere a lotului experimental (câmp magnetic zero - CMZ) şi a lotului martor (câmp 

geomagnetic - CGM). Efectul CMZ a fost estimat prin diferenţa normalizată a vitezei de 

germinare în câmp geomagnetic compensat şi în câmp magnetic natural, reprezentată de 

parametrul x0 a curbei de fitare Boltzman a datelor experimentale: ((xCMZ-xCGM)/ xCGM)*100.  

 După cum se observă din rezultatele prezentate  în Tabelul 1, în perioade cu activitate 

geomagneticǎ scǎzutǎ, viteza de germinare a seminţelor a fost nesemnificativ modificată în 

CMZ la toate speciile de plante selectate [Neamtu şi Morariu 2005]. Conform acestor date 

absenţa componentei statice a câmpului geomagnetic nu reprezintǎ un stres în această fază 

de dezvoltare a plantelor. 

Tabel 1. 

Viteza de germinare a seminţelor în CGM (M) şi CMZ (P), efectul CMZ şi  
variaţia GMA în intervalul de expunere a seminţelor 

Specia plantei 
x0 (%/oră) 

M – CGM; P- CMZ 
Efect CMZ 

((xCMZ-xCGM)/ 
xCGM)*100 [%] 

GMA 
(sd Apindex) 

Medicago sativa M – 30.49  0.87;   P – 29.67  0.98 – 2.6 2–10 

Tagetes patula M – 26.5  1.50;     P – 26.92  1.09 1.5 2–8 

Calendula 
oficinalis 

M – 26.06  0.13;   P – 26.03  0.64 0.11 2–8 

Triticum 
aestivum 

M – 9.09  0.16;     P – 8.79  0.12 – 3.3 2–11 

Secale cereale M – 8.93  0.31;     P – 9.11  0.11 2 2–11 

 

 Diferenţe semnificative au fost observate în perioade perturbate magnetic în setul de 

experimente efectuat pe seminţe de lucernă [Neamtu şi Morariu 2005]. Viteza de germinare 

a seminţelor este reprezentată în Fig.3.2.a. pentru nouă experimente (a) în paralel cu 

activitatea geomagnetică corespunzătoare perioadei de incubare a seminţelor (b). Efecte 

semnificative a CMZ sunt marcate pe grafic cu asterix (*). 

 In perioade cu activitate geomagnetică scăzută au fost înregistrate efecte statistic 

nesemnificative. Prezenţa unei furtuni majore (Ap=53) în faza de îmbibare a seminţelor 

(prima zi de expunere) (Exp 2) şi a unei furtuni minore (Ap=41) în a doua zi de incubare (Exp 

9) a fost corelată cu o viteză de germinare semnificativ stimulată (p<0.05) în CMZ. Perioada 

de germinare a seminţelor a fost redusă cu 10% în primul caz şi cu 6% în Exp. 9. In Fig. 3.2.b 

sunt detaliate curbele de germinare a seminţelor expuse în CMZ şi CGM pentru cele două 

perioade experimentale.  

 Rezultatele obţinute susţin ipoteza unei influenţe favorabile a fluctuaţiilor magnetice 

naturale induse de furtuni magnetice majore în fazele iniţiale ale procesului de germinare şi 

sunt în acord cu rezultatele publicate de Alexander şi Doijde [1995] şi Pazur şi Scheer [1992] 

care semnaleazǎ efecte semnificative de stimulare a germinǎrii seminţelor [1.5 T, 5 Hz] şi a 
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diviziunii celulare la alge [20-200 T, 7.5 Hz] în câmpuri magnetice alternative slabe cu 

frecvenţe apropiate de frecvenţele oscilaţiilor rezonante Schuman 
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Fig.3.2.a 
Efectul CMZ asupra germinării seminţelor de lucernă 

(a) şi variaţia activităţi geomagnetice asociate 
perioadelor de incubare (b) 

Fig.3.2.b. 
Stimularea germinării seminţelor de 

lucernă în câmp magnetic zero; (a) Exp 2, 
(b) Exp 9 

 

3.4. Efectul câmpului magnetic zero în faza postembrionalǎ de creştere  

 Influenţa CMZ în stadiul postembrional de creştere a fost evaluat prin parametrii de 

lungime a rǎdǎcinii şi a tulpinii primare, dupǎ patru zile de incubare la întuneric a seminţelor. 

Analiza statisticǎ (testul ANOVA, program Origin 7.5) a diferenţelor de creştere a plantulelor 

expuse în CMZ faţǎ de lotul martor (CGM) a cuprins 80-120 plantule. Semnificaţia datelor a 

fost estimatǎ pentru p = 0.5. Efectul CMZ a fost evaluat prin diferenţa normalizată a 

parametrilor de creştere: ((LCMZ-LCGM)/ LCGM)*100 unde L reprezintă lungimea rădăcinii sau a 

tulpinii în câmp magnetic zero şi câmp geomagnetic. Fiecare experiment/specie a fost repetat 

de 6-8 ori în diferite perioade ale anului şi fiecare perioadǎ a constat în incubarea simultanǎ a 

douǎ sau trei specii de plante. 

Rezultatele obţinute indicǎ o specificitate de rǎspuns a plantelor în funcţie de specie 

[Neamţu şi colab. 2009, Neamţu şi Morariu 2010]. In perioade cu activitate geomagnetică 

scăzută (Fig.3.3), efectul dominant asupra creşterii plantelor din sp. T. erecta L. a fost dat de 

stimularea creşterii rǎdǎcinilor în CMZ (p<0.05) (Fig. 3.4.), cu diferenţe de creştere cuprinse 

între 19% - 32,9%. Notăm cǎ acest efect a fost evidenţiat în perioadele de primǎvarǎ şi varǎ.  

O situaţie particularǎ a fost datǎ de lipsa unui efect semnificativ în perioadele de 

toamnǎ şi iarnǎ (octombrie 2005, februarie şi septembrie 2006). Acest fapt poate fi asociat cu 

descreşterea sensibilitǎţii plantelor în afara perioadelor naturale de vegetaţie. In prezenţa 

unei furtuni magnetice minore (Ap=48) în prima zi de incubare a seminţelor (iunie 2005) 

creşterea rǎdǎcinilor nu a fost afectatǎ, efect care poate fi privit şi ca o mascare a efectului de 

stimulare a CMZ pus în evidenţǎ în perioade cu activitate geomagneticǎ scǎzutǎ. 
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Fig.3.3. 
Variaţia zilnicǎ a activitǎţii geomagnetice în 
diferite perioade experimentale pe parcursul 

anului 2005. Valorile aparţinând unui 
experiment sunt conectate  prin linie dreaptǎ. 

Data iniţierii experimentului este notatǎ pe 
abscisǎ. 
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Fig 3.4. 
Valorile parametrilor de creştere în lungime a plantulelor din sp. Tagetes erecta în CMZ şi CGM în 

diferite perioade ale anului 2005 şi 2006 (A) şi efectul CMZ corespunzǎtor (B). Valorile statistic 
semnificative sunt marcate printr-un asterix (*) în dreptul parametrilor de creştere 

corespunzători. 
 

 Spre deosebire de speciile aparţinând genului Tagetes, dezvoltarea postembrională a 

sp. Triticum aestivum L şi sp Secale cerevisiae L. este cu predominaţǎ inhibată în CMZ. 

Capacitatea seminţelor de grâu de a genera rǎdǎcini a fost redusǎ în şase din opt perioade 

experimentale (Fig.3.5.). Remarcăm reactivitatea ridicatǎ a plantulelor de secară în condiţii 

de CMZ (Fig.3.5.). Fiecare expunere a seminţelor a fost urmatǎ de o reducere în medie cu 

10% ± 0.60 (p<0.5) a parametrilor de creştere în CMZ, efectul maxim fiind înregistrat în 

februarie şi septembrie 2006 (~18%).  

 Dezvoltarea sp. Tagetes patula L. ilustreazǎ un rǎspuns inconstant în diferite 

experimente, care alterneazǎ între stimularea semnificativǎ a creşterii rǎdǎcinii şi inhibarea 

dezvoltǎrii tulpinii în CMZ.  

 Creşterea postembrionalǎ a Calendula oficinalis L. nu a fost afectată, indicând o 

sensibilitate scǎzutǎ la modificarea mediului magnetic. In acelaşi timp, o creştere a activitǎţii 

magnetice în prezenţă unor furtuni magnetice minore (Ap=35; Ap=33) a fost asociatǎ cu un 

efect biologic nesemnificativ. 
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Fig. 3.5. 
Valorile parametrilor de creştere în lungime a plantulelor din sp. Triticum estivum (grâu)  

şi Secale cereale (secarǎ) în CMZ şi CGM în diferite perioade ale anului (A)  
şi efectul CMZ corespunzǎtor (B). 

 
Efectele de stimulare sau inhibare a creşterii unor specii de plante în primele patru 

zile de expunere în câmp magnetic zero, ar putea fi explicate prin potenţarea sensibilitǎţii 

plantelor în cursul fazelor de creştere intensǎ cum este stadiul postembrional de creştere la 

fel cum efectele câmpurilor alternative slabe sunt potenţate de factorii de stres [Ruzic şi 

colab. 1998, 2000] sau de starea fiziologicǎ a seminţelor [Aksyonov şi colab. 2001, Alexander 

şi Doijode 1995].  

 Sub acest aspect putem explica rǎspunsul semnificativ a sp. Tagetes erecta şi Tagetes 

patula în perioadele de primǎvarǎ şi varǎ când viteza de creştere a plantelor este potenţatǎ, 

faţǎ perioadele de toamnǎ şi varǎ, când o evoluţie mai lentǎ a creşterii este însoţitǎ de 

diferenţe nesemnificative în dezvoltarea postembrionalǎ a plantelor în CMZ şi CGM. 
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3.5. Efectul CMZ asupra dezvoltǎrii organelor laterale ale plantelor 

 Influenţa CMZ în stadiul de formare şi dezvoltare a organelor laterale ale plantelor a 

fost urmǎritǎ sub aspect morfologic şi ultrastructural.  

 Analiza morfologică a constat în monitorizarea diferenţelor înregistrate în faza de 

apariţie a plantelor şi a frunzelor şi prin evaluarea statistică a diferenţelor de lungime a 

tulpinii, a frunzelor, lungimea totală a plantei şi greutatea acesteia, numărul de boboci, flori 

şi rod. Semnificaţia statistică a datelor experimentale şi evaluarea efectului câmpului 

magnetic zero a fost determinată în mod similar dezvoltării post embrionale. 

 Influenţa CMZ pusă în evidenţǎ în faza postembrională de creştere este mult 

diminuată în faza de dezvoltare a plantelor tinere şi a plantelor mature [Neamtu şi colab. 

2009, Neamtu şi Morariu 2010]. Analiza statistică a parametrilor de creştere arată pentru 

aceeaşi specie expusă în CMZ, efecte semnificative dar şi diferenţe de creştere 

nesemnificative în diferite perioade ale anului după cum se poate observa în Fig.3.6 

exemplificatǎ pentru Calendula oficinalis.  

 

 

 

 

Fig.3.6.  
Variaţia activitǎţii 

geomagnetice (A) şi efectul 
CMZ asupra 

creşterii sp. Calendula 
oficinalis dupǎ o lunǎ de 

incubare 
 

 

 

 

  

 

 

 In absenţa câmpului geomagnetic, dezvoltarea T. erecta L., Calendula oficinalis L., 

Triticum aestivum L. şi Capsicum anuum L. a fost cu preponderenţă încetinită, evoluţie 

ilustrată prin apariţia întârziată şi dimensiunea redusă a frunzelor tinere în curs de creştere 

(Fig. 3.7.). Aspectul plantelor este mai puţin viguros după o lună de expunere în CMZ iar 

greutatea medie a masei verzi mai mică faţă de plantele din lotul martor. 

 Rezultate similare au fost semnalate de Lebedev în cazul plantulelor de orz expuse 

într-un interval de trei saptămâni în câmpuri magnetice ecranate la 10 nT [Lebedev 1977]. 

 Dezvoltarea plantulelor tinere aparţinând sp Lycopersicum esculentum şi sp Tagetes 

patula nu este influenţatǎ în CMZ în prima lunǎ de viaţǎ. Expunerea prelungitǎ a plantelor la 

cinci- şapte luni evidenţiazǎ un efect negativ a CMZ asupra dezvoltării masei verzi a plantelor 

mature aparţinând sp. Tagetes patula L. şi confirmă influenţa negativă în dezvoltarea sp. 

Capsicum anuum L. sau răspunsul nesemnificativ al sp. Lycopersicum esculentum L 
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Fig.3.7. 
Efectul CMZ asupra parametrilor de 

creştere (greutate, lungime frunze tinere) 
a plantelor din  sp. Tagetes patula, 

Calendula oficinalis Triticum estivum, 
Lycopersicum esculentum dupǎ o lunǎ de 

incubare.  
(pentru fiecare specie este reprezentată 

valoarea medie a mai multor 
experimente) 

 
 

 

 

 La majoritatea speciilor etapa reproductivă de creştere a fost nesemnificativ 

influenţată în CMZ. Se poate vorbi însă de o potenţare a creşterii în înǎlţime a plantelor 

tinere (Tagetes erecta, Tagetes patula, Capsicum anuum) şi de un proces mai rapid 

(Lycopersicum aesculentum) sau mai lent (Tagetes patula) în faza de apariţie a bobocilor şi a 

florilor. In această etapă de creştere, evoluţia plantelor de ardei a fost întârziată iar rezistenţa 

la boli mult diminuată.  

 Efectul CMZ bine conturat la unele specii în primele stadii de creştere este 

semnificativ diminuat prin expunerea plantelor pe termen lung, sugerând o capacitate 

crescută de adaptare temporală a plantelor în absenţa câmpului geomagnetic. 

 Analiza modificǎrilor ultrastructurale ale frunzelor a fost realizată pe baza 

imaginilor obţinute prin microscopie electronică, urmărindu-se în primul rând ultrastructura 

cloroplastului, organitul principal al procesului de fotosinteză [Neamţu şi colab 2009]. 

Tabloul de ansamblu al acestei analize aratǎ cǎ anularea câmpului geomagnetic a indus 

modificări negative semnificative la acest nivel, în primul rând asupra cloroplastelor şi 

nucleilor celulelor foliare ale plantelor luate în studiu, concretizate prin diminuarea 

activităţilor lor metabolice. Cu toate acestea, există o anumită diferenţiere a răspunsului 

fiecărei plante ca reacţie la lipsa câmpului magnetic, răspuns care se datorează 

particularităţilor lor somatice, filogenetice şi genetice. Plantele tinere manifestă o 

sensibilitate mai mare decât cele mature sau pe cale de îmbătrânire. De asemenea, plantele 

de cultură resimt mai mult lipsa câmpului magnetic decât plantele provenite din flora 

spontană (plante sălbaice). 

Utilizarea unor metode de analiză cantitativă a imaginilor electronomicroscopice, 

cum este analiza fractală de imagine pentru determinarea dimensiunii fractale de masă şi 

analiza proprietăţilor de corelare pe distanţă lungă (FFT şi DFA), aduc informaţii 

complementare privind modificările ultrastructurale ale frunzelor la plantele expuse în CMZ 

[Morariu şi colab 2006, Buimaga-Iarinca şi colab 2007, Neamţu şi colab 2009]. 

 Dimensiunea fractală a unei imagini este perceputǎ ca o proprietate localǎ a imaginii. 

Pentru aflarea dimensiunii fractale de masǎ a nucleelor (incluzând nucleoli, eucromatina si 

heterocromatina) si a cloroplastelor, s-au folosit imaginile de microscopie electronica ale 

acestora. A fost utiliat programul de calcul ImageJ, cu “plugins-ul” FracLac. Conturul 
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nucleilor si al cloroplastelor a fost selectat din cadrul imaginii generale, apoi analizate prin 

metoda Box Counting.  

 Corelarea pe distanţǎ lungǎ reprezintǎ o proprietate globalǎ a sistemului şi poate sǎ 

aducǎ informaţii legate de structura eucromatinei în cazul nucleilor şi de structura generalǎ a 

cloroplastelor. Această proprietate a fost determinată utilizând metodele FFT (transformata 

Fourier rapidǎ) şi DFA (detrended fluctuation analysis) pentru care am folosit un soft 

dezvoltat in cadrul grupului nostru de cercetare. Din analiza spectralǎ a rezultat exponentul 

spectral de corelare, β, care reprezintǎ panta reprezentǎrii dublu-logaritmice a spectrului.. 

Exponentul spectral de corelare (coeficient β) s-a dovedit a fi un parametru cantitativ eficient 

de caracterizare a modificărilor ultrastructurale ale frunzelor. Modificări ultrastructurale 

semnificative au fost puse în evidenţă atât în structura cloroplastelor cât şi a nucleilor. La 

toate speciile de plante analizate au fost determinate diferenţe semnificative ale coeficientului 

β la plantele expuse în CMZ faţă de martor în prima lună de incubare. Diferenţele devin 

nesemnificative în cazul cloroplastelor la plantele de roşii şi ardei în vârstă de 66 zile. La 

crăiţă diferenţele se menţin şi la această vârstă dar devin nesemnificative în etapa 

reproductivă a dezvoltării plantei, după 180 zile de incubare. 

 Aceste rezultate arată o sensibilitate mai mare plantelor tinere în absenţa câmpului 

geomagnetic şi pe de altă parte sugerează că în timp are loc un proces de adaptare a plantelor 

la modificările condiţiilor de mediu magnetic, cu restabilirea funcţionalităţii normale a 

plantei corespunzătoare procesului natural de îmbǎtrânire. Prin analiza proprietăţilor de 

corelare au fost determinate modificări persistente în structura nucleilor la plantele expuse în 

câmp magnetic zero. La ardei, crăiţă şi gălbenele, modificările structurale ale nucleilor 

ilustrate prin diferenţe semnificative ale exponentului spectral de corelare se menţin atât la 

plantele în vârstă de 66 zile cât şi după 180 zile. Aceste observaţii sugerează că procesul de 

adaptare a plantelor este doar parţial şi vizează în primul rând funcţionalitatea cloroplastelor. 

Rezultatele obţinute confirmă în cea mai mare parte observaţiile ultrastructurale. 

 

 

IV. INTERACŢIA CÂMPURILOR MAGNETICE SLABE CU  

BACTERIILE ŞI CIANOBACTERIILE 

2. EFECTE ALE CAMPULUI MAGNETIC ZERO ASUPRA DEZVOLTǍRII BACTERIILOR 

Literatura oferă date sporadice în ce priveşte răspunsul bacteriilor în absenţa 

câmpului geomagnetic. In condiţii de ecranare a câmpului geomagnetic cu un factor de 10, 

Becker determină o reducere de 15 ori în numǎrul şi dimensiunea coloniilor de 

Staphyloccocus aureus faţă de culturile martor la o expunere timp de 72 de ore [Becker 

1963]. Achkasova constată de asemenea o deprimare a funcţiilor vitale a bacteriilor în câmp 

geomagnetic ecranat [1973]. Studiul descris în continuare a avut ca scop observarea 

răspunsului bacterian în procesul de multiplicare celulară în câmp magnetic zero realizat prin 

compensarea câmpului geomagnetic cu un factor de 100. Au fost testate tulpini de bacterii 

gram pozitive (Listeria monocitogenes), gram negative (Salmonella şi Escherichia coli) şi 

microrganisme nespecifice dezvoltate pe substrat nutritiv proteic (albumina) în sisteme de 

cultivare închise (culturi „batch”) [Neamţu şi colab. 2003]. Multiplicarea celuară a fost 

evaluată prin metode directe de apreciere a numărului de germeni/ml suspensie celulară în 

paralel cu metode indirecte de monitorizare a rezervei nutritive din mediu. Acelaşi sistem de 
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cultivare a fost utilizat pentru analiza creşterii culturilor de cianobacterii din sp 

Synechocystis în mediu nutritiv Zarrouch. Paralel a fost investigată sensibilitatea bacteriilor 

în câmp magnetic 3 Gauss (300µT). 

2.3. Rezultate experimentale 

2.3.2. Evaluarea creşterii bacteriene în CMZ 

Modificarea densităţii de germeni/ml suspensie bacteriană a fost estimată prin :  

  - transmisie opticǎ a suspensiei celulare determinatǎ spectrofotometric în 

domeniul spectral vizibil (520 nm - 700 nm) Salmonella şi Listeria pe baza unei curbe de 

etalonare (Fig.4.1.) 

- scala de etalonare Mc Farland stabilitǎ prin metoda împrăştierii luminii laser 

utilizatǎ în scopul extrapolǎrii densitǎţii de germeni dezvoltaţi în soluţie de albumină 5% 

(Fig.4.2.).  
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Fig.4.1. 
Scala de etalonare transmitanţă - concentraţie 
germeni bacterieni /ml suspensie germeni de 

Salmonella. λ= 400nm 

Fig.4.2. 
Scala de etalonare Mc Farland pentru un 
domeniu de concentraţii 10-5-10-3 BaSO4 

determinată prin detecţia împrăştierii radiaţiei 
laser 

 

Activitatea biochimică a fost monitorizată prin degradarea substratului energetic 

(glucoză, lactoză) si variaţia pH-ului în mediul de suspensie datoritǎ activitǎţii specifice a 

unor tulpini bacteriene: Salmonella, E. Coli, Listeria monocitogenes şi degradarea 

substratului  de albumină în prezenţa unor germeni nespecifici gram (-). 

Degradarea substratului de albumină ca urmare a dezvoltǎrii germenilor microbieni a 

fost pusă în evidenţă prin tehnici de electroforeză în gel de agaroză şi electroforezǎ în gel de 

poliacrilamidă în prezenţă de SDS (dodecilsulfat de sodiu) într-un interval de 5 zile de 

incubare în CMZ şi CGM. 

 

2.3.3. Multiplicarea bacteriană şi activitatea metabolică în culturi de Listeria, E. coli şi 

 Salmonella expuse în CMZ 

Pentru toate tulpinile bacteriene testate rezultatele obţinute pun în evidenţă o 

rezistenţă crescută în câmp magnetic 3 Gauss. In câmp magnetic zero răspunsul bacterian 

arată o dependenţă în funcţie de specie. Culturile de Salmonella răspund pozitiv în aceste 
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condiţii, stimularea dezvoltării celulare fiind semnificativă în faza de creştere exponenţialǎ 

(Fig4.3). Rezultatele obţinute indică condiţii favorabile dezvoltării enterobacteriilor din sp. 

Salmonella în absenţa câmpului geomagnetic. 
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Fig.4.3. 
Multiplicarea celulară în culturi de 

Salmonella incubate  în CGM, CMZ, CM 
3Gauss, la 240C şi în CGM la 370C 

Rezultate similare au fost obţinute în testele de metabolizare a substratului de 

glucoză. In primele patru ore conţinutul de glucoză a fost semnificativ redus (49,5%), însoţit 

de o scădere a pH-ului (6,8%) în mediu de suspensie (Fig 4.4.a, b) ceea ce confirmă 

sensibilitarea crescută a culturilor de Salmonella în CMZ.   
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Fig.4.4.a  
 Metabolizarea glucozei în prezenţa de Salmonella în 

CGM şi CMZ la 240 C şi în CGM la 370C 

Fig. 4.4.b. 
  Variaţia  pH-ului în mediul de suspensie a 
culturilorde Salmonella în CGM, CMZ la 240C şi în 
CGM la 370C 

 

Alte două tulpini au prezentat rezistenţă (Listeria monocitogenes) sau o diminuarea a 

activităţii metabolice (E. Coli) în CMZ.  

 

2.3.4. Creşterea şi activitatea metabolică a unor germeni microbieni pe substrat de  
           albumină 

In soluţii apoase, albumina constituie un mediu nutritiv proteic favorabil dezvoltării 

bacteriene. Rezultatele obţinute indică o contaminarea bacteriană favorizată în absenţa 

câmpului geomagnetic. După două zile de expunere se înregistrează o dublare a numărului de 
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germeni/ml suspensie (Fig. 4.5.). Diferenţa de creştere este menţinută la 37% în a treia zi de 

incubare în favoarea culturilor expuse în CMZ.  
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Fig.4.5. 
Multiplicarea microorganismelor în 

prezenţa albuminei ca substrat 
nutritiv în câmp geomagnetic şi câmp 
magnetic compensat cu şi fără agent 

de inhibare (tiomersal). 

 Rezultate similare au fost obţinute prin analiza degradǎrii substratului nutritiv (Fig. 

4.6.). In electroforeza în gel de poliacrilamida apariţia unor noi benzi de migrare pune în 

evidenţă prezenţa unor fragmente proteice cu greutate moleculară mai mică decât a 

albuminei (Fig. 4.6.).  

          Albumină CGM    CMZ     CGM       CMZ      CGM    CMZ  Etalon 

        Iniţială (A)    (A)  (A)        (A)+ T       (A) +              (A)            (A)          

                                             Zi 3                                                         Zi 5  

  Greutate 

moleculara 

(etalon) 

 

 

 

92,5 KDa 

 

67 KDa 

 

 

45 KDa 

Fig. 4.6.  
Electroforeza albuminei în gel de poliacrilamidă în prezenţă de SDS în prezenţă şi în absenţă de 

agent bactericid (tiomersal) dupǎ 3 şi 5 zile de incubare în CGM şi CMZ 
 

Diferenţe importante a integrităţii moleculare a albuminei se disting după trei zile de 

expunere. Separarea unei benzi distincte sub spotul iniţial al albuminei indică un proces de 

degradare mai accentuat in CMZ faţǎ de probele expuse în CGM, efect persistent după cinci 

zile de incubare.  

In gel de agaroză modificările electroforetice devin evidente după 5 zile de expunere 

şi constau în lărgirea ariei spotului de migrare, respectiv în scăderea vitezei de migrare a unei 

fracţiuni proteice. Procentul fracţiunii electroforetice cu migrare lentă creşte cu 20-45% în 

CMZ raportat la probele expuse în câmp geomagnetic. Aceste modificări reflectă un proces de 

degradare mai accentuat în CMZ şi sunt în acord cu rezultatele obţinute prin electroforeza în 

gel de poliacrilamidă. 
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Investigaţiile noastre completează studiile de toleranţă a bacteriilor (Pseudomonas, 

Enterobacter, E. coli) faţă de antibiotice [Creangă şi colab 2004, Poiată şi colab 2003] şi 

evidenţiază un răspuns bacterian dependent de specie în condiţii de compensare avansată a 

câmpului geomagnetic. Rezultatele acestor studii arată că dezvoltarea bacteriană în culturi de 

Salmonella şi virulenţa unor tulpini de Pseudomonas este potenţată în câmp magnetic zero, 

în timp ce reactivitatea unor tulpini de Enterobacter şi E. coli este deprimată sau nu este 

influenţată. Cu alte cuvinte, prezenţa unui câmp magnetic de 25-75 μT, echivalent valorii 

câmpului geomagnetic, reprezintă un mediu protector faţă de contaminarea cu germeni de 

Salmonella şi faţă de virulenţa unor tulpini de Pseudomonas. Dezvoltarea microorganismelor 

pe substrat de albumină ilustrează de asemenea un efect protector al câmpului geomagnetic. 

Pe de altă parte mediul magnetic natural creează condiţii favorabile contaminării cu tulpini 

de enterobacterii prin creşterea rezistenţei acestora la unele antibiotice.  

3. DEZVOLTAREA CIANOBACTERIILOR ÎN CÂMP MAGNETIC ZERO.  
    INFLUENŢA ACTIVITĂŢII GEOMAGNETICE  

 Cianobacterile sunt organisme care au capacitatea de creştere atât în prezenţa luminii 

(prin fotosinteză pe baza de oxigen) cât şi la întuneric pe baza glicolizei şi a fosforilării 

oxidative. Caracteristicile structurale şi biochimice sunt similare bacteriilor, fiind lipsite de 

nucleu şi cloroplaste. Cianobacteriile sunt microorganisme model pentru studiul fotosinezei, 

asimilare de azot şi adaptare la stresul de mediu. Cu excepţia unui studiu realizat cu scopul 

de a examina posibilitatea de stimulare a biomesei algelor în câmpuri electromagnetice la 

frecvenţe de 50-60Hz [Serafin şi colab 1995], nu cunoaştem alte referinţe privind influenţa 

câmpurilor magnetice slabe asupra dezvoltării cianobacteriilor.  

 Cianobacteriile aparţinând sp Synechocystis sunt organisme unicelulare care în medii 

lichide se dispersează uniform, oferind un sistem biologic avantajos pentru studiile de 

multiplicare celulară. Modificarea dezvoltarii cianobacteriilor în condiţii de compensare a 

componentei statice a câmpului geomagnetic, şi în prezenţa fluctuaţiilor naturale a câmpului 

magnetic, a fost urmăritǎ pe suspensii de Synechocystis aparţinând liniei celulare AICB 51, 

furnizate de Institutul de Cercetări Biologice din Cluj-Napoca din colecţia proprie de alge.  

 

3.2. Evaluarea vitezei de creştere a cianobacteriilor în CMZ 

 Curba de creştere în suspensii de Synechocystis a fost estimată spectrofotometric prin 

determinarea zilnică timp de 8-12 zile a absorbanţei suspensiei la valoarea de maxim specific 

spectrului de absorbţie a clorofilei a ( = 670 nm), pigmentul predominant în celula 

cianobacteriilor din sp. Synechocystis. Viteza de creştere celulară a fost cuantificată prin 

parametrul de fit “x0” obţinut prin fitarea Boltzmann a curbei de creştere celulară. Efectul 

CMZ a fost estimat prin diferenţa normalizată a vitezei de crestere x0 în probele expuse în 

CMZ şi CGM.  

3.3. Rezultate experimentale 

 In perioade cu activitate geomagnetică scǎzutǎ, viteza de multiplicarea celulară în 

CMZ variază faţǎ de probele martor sub pragul de semnificaţie statistică (p>0.5). Efecte 

semnificative au fost în schimb observate în condiţii de perturbare a activităţii geomagnetice. 

Intr-un set de 9 experimente, viteza de creştere a cianobacteriilor a fost stimulatǎ în condiţii 
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de expunere în CMZ în toate perioadele în care a fost înregistrată prezenţa unei furtuni 

magnetice. Rezultatele obţinute în aceste cazuri sunt detaliate în Fig. 4.7. prin reprezentarea 

curbelor de creştere celulară (dreapta i-iii)) în paralel cu variaţia zilnicǎ a activitǎţii 

geomagnetice (stânga).  
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Fig. 4.7. Variaţia activităţii geomagnetice 
în perioade de linişte magnetică (v) şi 

în prezenţa de furtuni magnetice(i,ii,iii) 

Dezvoltarea cianobacterilor în CMZ şi în CGM  în 
perioade de linişte magnetică (a) şi în prezenţă de 

furtuni magnetice (b,c,d) 
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 Relaţia GMA - efect CMZ aratǎ urmǎtoarele asocieri  

 Prezenţa unei furtuni minore (Ap = 35) la începutul perioadei de incubare este 

asociată cu o stimulare semnificativă a vitezei de multiplicare celulară în câmp magnetic zero 

(15%, p<0.05) (Fig.4.7, caz i). 

 Furtuni mgnetice succesive (Ap =35; 30) în prima parte a perioadei de incubare 

celulară, însoţite de o perioadă activă a GMA (Ap =26) sunt asociate cu o stimulare 

semnificativă a vitezei de creştere (10%, Fig. 4.7, caz iii).  

 Prezenţa unei furtuni minore (Ap=35) la mijlocul fazei exponenţiale de creştere este 

corelată cu un răspuns diminuat (Fig. 4.7, caz ii), efectul de stimulare (7%) fiind similar cu cel 

înregistrat în perioade cu variaţie moderată a GMA.  

Datele prezentate în acest capitol indică un răspuns nespecific în ce priveşte viteza de 

multiplicare a cianobacteriilor unicelulare în medii lipsite de componenta statică a câmpului 

geomagnetic (CGM) şi un răspuns biologic sensibil modulat de modificarea componentei 

variabile. Rezultatele obţinute sugerează o condiţionare a răspunsului biologic de apariţia 

furtunii magnetice în primele faze ale multiplicǎrii celulare sau de durata perturbării 

magnetice în timpul fazei exponenţiale de creştere.  

 

 

V. MOTILITATEA LISTERIEI MONOCITOGENES ŞI A  

SPERMATOZOIZILOR IN CAMP MAGNETIC ZERO  

- date preliminarii - 

 

1. MOTILITATEA CELULARĂ 

 Motilitatea este un proces dinamic care joacă un rol fundamental în funcţionalitatea 

celulară cum este transportul organitelor celulare, segregarea cromozomială în mitoză, 

modificări ale formei celulei sau în locomoţia celulelor şi a organismelor simple (prokariote, 

eukarioate) ca răspuns la stimulii externi. Motilitatea celulară se bazează pe procese 

complexe de autoorganizare mecanochimică susţinute de aşa numitele motoare moleculare 

[Fletcher şi Theriot 2004]. Acestea sunt constituite dintr-un ansamblu de proteine şi 

complexe moleculare care furnizează energia necesară mişcării prin conversia energiei 

chimice eliberată prin hidroliza legăturilor macroergice ale moleculei de ATP sau a energiei 

stocate în potenţialul transmembranar. Motoarele moleculare cunoscute pot fi grupate în 5 

categorii dintre care cele mai bine caracterizate sunt motorul rotor specific mişcării 

bacteriilor şi motoarele lineare care reprezintă una din cele mai comune forme de mişcare 

întâlnită la nivelul celulei eukariote precum şi pentru deplasarea spermatozoizilor şi a unor 

tipuri de protozoare. O categorie aparte o formează motoarele bazate pe asamblarea şi 

dezasamblarea actinei, pe care se bazeză motilitatea unor bacterii patogene: Listeria 

monocitogens, Shigella, şi Rickettia. 

3. REZULTATE EXPERIMENTALE 

 Studiile prezentate în acest capitol au avut ca obiectiv monitorizarea în câmp 

geomagnetic compensat a motilităţii unor organisme prokariote (bacterii) şi celule eukariote 

bazată pe mecanisme moleculare diferite. Au fost testate: (i) tulpini bacteriene aparţinând sp 

Listeria monocitogenes a căror deplasare are la bază mecanismul asamblării şi dezasamblării 
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actinei şi (ii) spermatozoizi umani în lichid seminal a căror motilitate este generată de 

motoare lineare având ca promotor moleculele de dineină. [Boldiszar şi colab. 2001, Neamţu 

şi colab. 2005, Truţă şi colab 2005,] 

3.1. Expunerea culturilor de Listeria monocitogenes în CMZ 

 Culturile de Listeria monocitogenes au fost furnizate de laboratorul de miocrobiologie 

a USAMV Cluj-Napoca. Această bacterie prezintă particularitatea de a sintetiza cili la 

temperatura camerei (21-220C) care la 370C sunt imobili.  

 Motilitatea bacteriei inoculate în tuburi pe medii semisolide de geloză a fost 

determinată după 48 ore de incubare prin deplasarea inelului format de cultura bacterianǎ 

dezvoltată în mediu. Paralel au fost expuse tuburi inoculate cu germeni în câmp magnetic de 

intensitate 3Gauss faţă de un martor corespunzător. Analiza motilităţii celulare a fost 

repetată după o săptămână de la scoaterea probelor din mediul magnetic modificat şi 

pǎstrate la temperatura camerei. 

3.3. Motilitatea Listeriei monocitogenes în CMZ 

Diferenţe de motilitate a bacteriilor au fost detectate după 24 ore de incubare a 

celulelor în CGM şi CMZ [Neamtu şi colab 2005]. Examenul direct la microscop pe preparate 

native a arătat o mobilitate redusă a bacteriilor incubate în CMZ, observaţie confirmată 

ulterior prin cultivare în geloză moale după o inoculare de 48 ore (Fig. 5.1).  

.   
Fig. 5.1.a 

Migrarea Listeriei monocitogens 
după 48 ore incubare la 210C.  

Martor CM 3G, probă CM 3G,martor CMZ, 
probă CMZ 

Fig. 5.1.b.  
Migrarea Listeriei monocitogens după 6 zile de 

incubare la temperatura camerei 
robă CMZ, martor CMZ, martor CM 3G, probă 

CM 3G,  

 

 In aceste probe se observă o zonă de opalescenţă discretă spre suprafaţa mediului în 

timp ce la culturile incubate în câmp geomagnetic şi în câmp 3Gauss zona de opalescenţă a 

fost mai exprimată ca intensitate şi ca grosime (>0.5 cm). Inelul format de cultura bacteriană 

s-a deplasat în lungul coloanei similar în CGM şi câmp magnetic 3G însă a rămas la linia de 

start în proba expusă în CMZ. Aceste rezultate arată că în absenţa câmpului geomagnetic 

motilitatea Listeriei este inhibată, dar nu este afectată în câmpuri magnetice mai intense 

(3Gauss). Prezenţa câmpului geomagnetic pare să fie o cerinţă esenţială pentru locomoţia 

acestei bacterii.  

 Motilitatea celulară nu a fost restabilită după expunerea în CMZ ceea ce sugerează un 

efect de lungă durată. Cu excepţia probelor incubate în CMZ, în toate tuburile pǎstrate la 
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temperatura camerei, a mai apărut la interval de o săptamână un disc opalescent în 

profunzimea mediului, cu o lăţime apropiată de primul inel, ca o consecinţă a continuării 

procesului de migrare şi multiplicare bacteriană (Fig. 5.1.b). 

Sandodze şi colab [1995] semnalează un efect similar în cazul celulelor ependimale. 

Motilitatea aparatului ciliar al acestor celule a fost practic stopată în câmp magnetic 

compensat (x100). Aceste date arată că producerea mişcării cililor şi flagelilor generată de 

mecanisme moleculare diferite (asamblarea şi dezasamblarea actinei în cazul bacteriei şi 

motor linear în cazul celulelor ependimale) este afectată în acelaşi sens în CMZ. Punctul 

comun în cele două tipuri de mecanisme constă în sursa energetică necesară motilităţii, 

bazată pe hidroliza ATP. Efecte de inhibare a unor procese celulare bazate pe procese 

energetice în care este implicată hidroliza ATP (ex. transportul ionic transmembranar) au 

fost puse în evidenţă în studii anterioare privind procesul de îmbătrânire a eritrocitelor 

umane în CMZ [Morariu şi colab 1999].  

3.2. Analiza motilităţii spermatozoizilor umani în lichid seminal 

Viteza de deplasare a spermatozoizilor reprezintă o modalitate de apreciere a 

capacităţii de fertilizare a celulelor. Capacitatea de fertilizare este atribuită grupului de celule 

rapide care se mişcă cu o viteză > 16 um/s. Sub această valoare se încadrează celulele lente şi 

celulele imobile considerate celule moarte. 

Viteza de deplasare a celulelor a fost urmărită pe o perioadă de 30 ore la diferite 

temperaturi de incubare (17 -220C) şi a fost determinată printr-o metodă de analiză de 

imagine [Neamtu şi colab 2005] prin intermediul unei camere CCD cuplată la microscop. Au 

fost analizate statistic 15-30 traiectorii ale celulelor/2 probe la interval de 3 ore, fiecare 

traiectorie fiind compusă din 6-10 lungimi/sec. Motilitatea celulară în CGM şi CMZ a fost 

caracterizată prin raportul procentual al vitezei de deplasare a spermatozoizilor rapizi faţă de 

numărul total de celule. Efectul CMZ a fost determinat prin diferenţa normalizată a 

procentului de celule rapide în CMZ şi CGM luat ca martor. 

3.4. Motilitatea spermatozoizilor umani în câmp magnetic zero 

 In CMZ remarcăm o creştere semnificativă a vitezei de deplasare a spermatozoizilor în 

primele ore de incubare (Fig.2.).  

 Stimularea motilităţii spermatozoizilor rapizi atinge un maxim care fluctuează între 

17-20% la temperaturi cuprinse în intervalul 170C -200C. Viteza celulelor revine la valoarea 

iniţială, în timp ce motilitatea celulelor în CGM scade sub această valoare. Diferenţa de 

motilitate se menţine între 5-10% pentru toată perioada în care categoria spermatozoizilor 

rapizi este viabilă.  

 La 220C viteza celulelor nu este influenţată de modificarea mediului magnetic. 

Spermatozoizii rapizi viabili se deplasează cu viteze similare atât în CGM cât şi în CMZ. 

Putem considera aceste condiţii de temperatură ca fiind un prag al sensibilităţii celulelor la 

modificări ale câmpului magnetic. Curba de viabilitate a spermatozoizilor rapizi este 

deplasată spre valori semnificativ mai mari în CMZ, însă viteza acestora nu este stimulată. 

 Stimularea vitezei de deplasare a celulelor în primele ore de incubare in CMZ la 

temperaturi mai scăzute de 220C (17-200C) pare să fie o reacţie de adaptare la condiţiile 

nefiziologice din mediu prin activarea motilităţii spermatozoizilor lenţi care trec astfel în 

categoria celor rapizi. Mărimea efectului nu depinde de temperatură şi este reversibil, 
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revenind la valoarea iniţială, după care viteza medie de deplasare a celulelor fluctuează în 

jurul acestei valori. 
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Fig.2.  

Viteza de deplasare a spermatozoizilor rapizi la diferite temperaturi de incubare 

 

 In CGM, viteza de deplasare celulară variază în jurul valorii iniţiale în primele ore de 

incubare fără a fi stimulată, după care scade până la valoarea minimă care delimitează 

categoria spermatozoizilor rapizi de cei lenţi. 

 

 

VI. CONCLUZII GENERALE 

Prima parte a tezei cuprinde o analiză a influenţei mediului lipsit de componenta 

statică a câmpului geomagnetic (câmp magnetic zero) (I) în etapa vegetative de creştere a 

unor specii de plante şi (II) în procesul de multiplicare bacteriană. In capitolul final sunt 

prezentate rezultate preliminarii privind motilitatea unor organisme unicelulare (bacterii, 

spermatozoizi) în câmp magnetic zero. 

Rezultatele originale cuprind următoarele aspecte: 
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I. DEZVOLTAREA PLANTELOR ÎN ETAPA VEGETATIVǍ DE CREŞTERE 

 A fost realizat un studiu sistematic a dezvoltǎrii plantelor în absenţa câmpului 

geomagnetic pe întregul interval de creştere vegetativǎ. Au fost investigate opt specii de 

plante: Medicago sativum, Tagetes patula L., Tagetes erecta L Calendula oficinalis L., 

Triticum aestivum, Secale cereale L., Lycopersicum esculentum L. şi Capsicum annuum L. 

în următoarele stadii de dezvoltare: i) germinarea seminţelor, ii) faza post embrională de 

creştere definită prin apariţia şi dezvoltarea radiculei embrionale pe o perioadǎ de 4-5 zile, 

iii) dezvoltarea plantulelor tinere în interval de o lunǎ, iv) stadiul de plantă matură pânǎ în 

faza de înflorire şi apariţie a rodului. 

Aspectele originale constau în: 1) extinderea studiului de la aspectele parţiale ale 

evoluţiei plantelor în câmp magnetic zero la analiza întregului interval de creştere vegetativǎ; 

2) monitorizarea procesului de creştere în diferite perioade ale anului pe aceeaşi specie şi în 

aceleaşi condiţii experimentale 3) testarea comparativǎ a unor specii de plante care nu au mai 

fost analizate 4) decelarea influenţei fluctuaţiilor magnetice naturale în condiţii de câmp 

magnetic zero în diferite stadii de dezvoltare ale plantelor.  

1. Germinarea seminţelor 

 Absenţa componentei statice a câmpului geomagnetic nu reprezintǎ un factor de stres 

în faza de germinare a seminţelor. Procesul este favorabil influenţat în prezenţa furtunilor 

magnetice majore, în cazul în care perturbarea magnetică este prezentă în faza iniţială a 

procesului de germinare (faza de îmbibare). In acest sens au fost obţinute rezultate în 

germinarea seminţelor de Medicago sativa L şi Secale cereale L. 

2. Faza post embrională de creştere 

In această fază de creştere, rezultatele obţinute indică o specificitate de rǎspuns a 

plantelor în funcţie de specie. In perioade cu activitate geomagneticǎ scǎzutǎ creşterea plantei 

este cu preponderenţă i) stimulată pentru sp. Medicago sativa L. şi Tagetes erecta L., ii) 

inhibată în cazul Triticum aestivum L. şi Secale cereale L. iii) Calendula oficinalis L. prezintǎ 

o senzitivitate scǎzutǎ.  

 Răspunsul semnificativ înregistrat poate fi privit ca o potenţare a sensibilitǎţii 

plantelor în cursul unor faze în care procesul de creştere este intens, cum este stadiul 

postembrional de creştere. 

 Variaţii crescute ale activitǎţii geomagnetice echivalente apariţiei furtunilor magnetice 

nu influenţeazǎ faza de creştere postembrională. O sensibilitate mǎritǎ este sugeratǎ de 

rǎspunsul sp. Tagetes erecta în prezenţa unei furtuni minore în faza de îmbibare a 

seminţelor. 

3. Dezvoltarea plantulelor tinere în interval de o lunǎ 

 valuarea statistică a parametrilor de creştere arată pentru aceeaşi specie, în diferite 

perioade ale anului, atât efecte semnificative în CMZ cât şi efecte la limita pragului de 

semnificaţie statistică. In absenţa câmpului geomagnetic, dezvoltarea T. erecta L., Calendula 

oficinalis L., Triticum aestivum L. şi Capsicum anuum L. a fost cu preponderenţă încetinită, 

evoluţie ilustrată prin apariţia întârziată şi dimensiunea redusă a frunzelor tinere în curs de 

creştere. După o lună de expunere în CMZ aspectul plantelor este mai puţin viguros iar 

greutatea medie a masei verzi mai mică faţă de plantele din lotul martor. 
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4. Plante mature –expunere cinci - şapte luni în CMZ 

 Etapa reproductivă de creştere nu este semnificativ influenţată în CMZ. Se poate vorbi 

însă de o potenţare a creşterii în înǎlţime a plantelor tinere (Tagetes erecta, Tagetes patula, 

Capsicum anuum) şi de un proces mai rapid (Lycopersicum aesculentum) sau mai lent 

(Tagetes patula) în faza de apariţie a bobocilor şi a florilor. 

5. Analiza ultrastructuralǎ a frunzelor 

 Analiza ultrastructurală a frunzelor prin pune în evidenţă modificări negative în 

structura cloroplastelor şi nucleilor celulelor foliare ale plantelor luate în studiu, concretizate 

prin diminuarea activităţilor lor metabolice. Există o anumită diferenţiere a răspunsului 

fiecarei plante: plantele tinere manifestă o sensibilitate mai mare decât cele mature sau pe 

cale de îmbătrânire. De asemenea, plantele de cultură (Lycopersicum aesculentum, 

Capsicum anuum L) resimt mai mult lipsa câmpului magnetic decât plantele provenite din 

flora spontană (Tagetes patula L.). 

 In concluzie, efectul CMZ bine conturat la unele specii în primele stadii de creştere 

este semnificativ diminuat prin expunerea plantelor pe termen lung, sugerând o capacitate 

crescută de adaptare temporală a plantelor în absenţa câmpului geomagnetic. 

II. MULTIPLICAREA BACTERIILOR 

Rezultatele noastre completează studiile de toleranţă faţă de antibiotice [Creangă şi 

colab 2004, Poiată şi colab. 2003] şi evidenţiază un răspuns bacterian dependent de specie în 

condiţii de compensare x100 a câmpului geomagnetic. Culturile de Salmonella răspund 

pozitiv în aceste condiţii, dezvoltarea celulară fiind semnificativ stimulată. Reactivitatea 

culturilor de Listeria monocitogenes indică o bună adaptare a acestei specii în timp ce 

multiplicarea celulară în culturi de E. coli nu este afectată sau este nesemnificatv deprimată. 

Dezvoltarea microorganismelor pe substrat de albumină este semnificativ stimulată în CMZ. 

Aceste rezultate arată că prezenţa câmpului geomagnetic reprezintă un mediu protector faţă 

de contaminarea unor microorganisme şi a unor germeni bacterieni patogeni cum este 

Salmonella, fără a influenţa semnificativ dezvoltarea altor germeni (Listeria monocitogenes, 

E. coli).  

La valori relativ crescute ale câmpului magnetic (300µT) dezvoltarea bacteriană nu 

este afectată. 

Multiplicarea cianobacteriilor 

Viteza de multiplicare a cianobacteriilor nu este influenţată în câmp magnetic zero în 

perioade cu activitate geomagnetică redusă. Corelarea semnificativă (p<0.05) între viteza de 

creştere a populaţiei celulare şi variaţia activităţii geomagnetice sugerează o sensibilitate 

crescută a multiplicării cianobacteriilor în prezenţa furtunilor magnetice minore. Răspunsul 

biologic este condiţionat de apariţia furtunii magnetice în primele faze ale multiplicǎrii 

celulare sau de durata perturbării în timpul fazei exponenţiale de creştere. 

 

III. MOTILITATE CELULARĂ – date preliminarii 

 Influenţa mediului magnetic lipsit de componenta statică asupra motilităţii celulare a 

fost urmărită în cazul unor organisme unicelulare procariote (tulpini bacteriene din sp. 
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Listeria monocitogenes) şi celule eukariote (spermatozoizi umani) lipsite de proprietăţi 

magnetotactice, a căror deplasare este generată de motoare moleculare diferite.  

 Rezultatele obţinute au evidenţiat o dependenţă a motilităţii Listeriei monocitogenes 

de prezenţa câmpului geomagnetic. In câmp magnetic zero migrarea bacteriană este inhibată, 

efect persistent la expunerea ulterioară în câmp geomagnetic, sugerând un efect de lungă 

durată. Motilitatea bacteriană nu este afectată în câmpuri magnetice crescute (300 µT).  

Un răspuns diferit este dat de motilitatea spermatozoizilor umani. Studiul vitezei de 

deplasare celulară în intervalul de temperatură 17-220C indică un efect de stimulare a 

motilităţii în primele ore de expunere în CMZ la temperaturi mai scăzute de 220C. Acest 

răspuns pare să fie o reacţie de adaptare la condiţiile nefiziologice din mediu prin activarea 

motilităţii spermatozoizilor lenţi care trec în categoria celor rapizi.  
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PARTEA II 

EFECTE ALE CÂMPURILOR ELECTRICE INTENSE, DE SCURTĂ DURATĂ 
ASUPRA CELULELOR VII:  

ELECTROPERMEABILIZAREA BIOMEMBRANELOR 

1. INTRODUCERE 

 Procesul de electropermeabilizare, cunoscut şi sub denumirea de electroporare, este 

un fenomen de membrană iniţiat prin aplicarea unor pulsuri de câmp electric de formă 

exponenţială sau dreptunghiulară, intense (kV/cm) şi de scurtǎ duratǎ (s-ms) unor 

suspensii, culturi celulare sau ţesuturi vii şi constă în îndepărtarea temporară a barierei 

membranare pentru moleculele din mediul intra şi extracelular, la atingerea unui potenţial 

transmembranar critic. Peste această valoare are loc străpungerea dielectrică a membranei şi 

transportul transmembanar consecutiv de ioni şi molecule [Neumann and Rosenheck, 1972; 

Zimmermann şi colab. 1974; Kinosita şi Tsong, 1977] prin aşa numiţii pori apoşi.. Ca proces 

molecular, este acceptată ideea electropermeabilizării ca proces reversibil de restructurare a 

bistratului lipidic.  

 Electropermeabilizarea membranară este un proces controlat şi modulat de 

parametrii electrici ai câmpului aplicat şi este influenţat de o serie de factori chimici, fizici şi 

biologici. Ca biotehnologie, electroporarea membranelor oferă soluţii optime pentru 

rezolvarea unor scopuri aplicative, fiind utilizată cu success în toate domeniile care presupun 

manipularea celulelor vii. Deşi înţelegerea mecanismelor moleculare ale procesului de 

permeabilizare membranare continuǎ sa rǎmânǎ un subiect de studiu deschis, motivat de 

înţelegerea limitatǎ a bazelor teoretice a fenomenului [Teissie si colab. 2005, Weaver 2003, 

Weaver si Chizmadzev 1996] metoda electroporǎrii este astǎzi larg utilizatǎ pentru 

incorporarea celularǎ a unei mari diversitǎţi de molecule, cum sunt substanţele farmacologic 

active, antibiotice, oligonucleotide, ARN, ADN [Favard 2007, Gehl, 2003, Rolls 2006, Golzio 

şi colab. 2002], eliberarea transdermicǎ a substanţelor active [Prausnitz 1996, Denet şi colab. 

2004, Pavselj şi colab 2005b], fuziunea celularǎ [Zimmermann 1982], electroinsertia 

membranarǎ a proteinelor [Teissie şi Ramon 1998], sterilizare [Rowan şi colab. 2000, Teissie 

şi colab. 2002], ablaţia ţesuturilor [Davalos şi colab. 2005, Lavee  şi colab. 2007].  

 Importanţa practică a procesului de electropermeabilizare membranară cuprinde 

urmǎtoarele aspecte: 
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 este un proces fizic, neinvaziv si reversibil în intervale cunoscute a 

parametrilor electrici 

 este influenţat de factori care pot fi controlaţi şi utilizaţi în scopul modulării 

procesului în sensul dorit 

 sistemele celulare obţinute sunt compatibile cu organismul  

 este creată o cale de acces directă la locul de acţiune a substanţei active şi este 

evitată astfel biodegradarea acesteia 

 Manipularea celulară prin tehnica electroporării a facilitat dezvoltarea unor noi căi de 

terapie medicală. 

 

II REZULTATE EXPERIMENTALE 

1. TEHNICA ELECTROPERMEABILIZĂRII BIOMEMBRANELOR - INSTALAŢIA  

        EXPERIMENTALĂ 

 In scopul abordarii tematicii de cercetare privind electropermeabilizarea 

biomembranelor a fost proiectat şi construit un aparat complex având în componentă un 

generator de pulsuri electrice dreptunghiulare şi cu descărcare exponenţială  [Fig.2.1] 

proiectat pentru generarea unor pulsuri de tensiune de formă dreptunghiulară sau 

exponenţială având durata şi amplitudinea programabile în intervale definite în Tab 2.1.  

      Tabel 1.1 Intervale de valori a parametrilor de 
     puls – amplitudine şi duratǎ, pentru pulsuri 

dreptughiulare şi pulsuri exponenţiale 
 

 Instalaţia este prevăzută cu o celulă de electroporare funcţionând în flux cu o 

capacitate de procesare de 2 ml probă biologică. Cuva de lucru este plasată într-un bloc 

termostatat cu precizie de 0,5C în domeniul 2-400C. 

 

2. CONTRIBUŢIA PARAMETRILOR DE PULS ELECTRIC IN PROCESUL DE 

 ELECTROPERMEABLIZARE A MEMBRANEI ERITROCITARE 

 Intervalul de valori ai parametrilor de puls electric utilizat pentru permeabilizarea 

reversibilă a membranei celulare este cuprins între 1-20 kV/cm pentru amplitudine şi 10s – 

10 ms pentru durata pulsului. Valori scăzute ale amplitudinii pulsului pot genera câmpuri 

sub valoarea critică necesară permeabilizării membranare. In schimb intensităţi de câmp 

Puls dreptunghiular Puls exponenţial 

Durata 

µs-ms 

Intensitat

e  

KV/cm 

Durata  

µs-ms 

Intensitat

e  

KV/cm 

20µs -50μs 0-12 10-800μs 0-12 

50µs -100μs 0-8 0,8-8ms 0-4 

100µs -

400μs 

0-4 8-20ms 0-2 

0.4µs -

1.5ms 

0-2 20-50ms 0-1 

1.5µs -5ms 0-1   
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prea mari determină străpungerea dielectrică ireversibilă a membranei, urmată de un eflux 

masiv a componenţilor intracelulari. 

Investigaţiile noastre au avut ca scop determinarea ponderii parametrilor de puls 

electric - amplitudinea şi durata - în electropermebilizarea reversibilǎ a eritrocitelor umane 

[Neamţu şi colab 2000]. Au fost urmărite două procese diferite: cinetica de eflux a 

macromoleculelor de hemoglobină (65 000 Da) (Fig 2.1.) şi influxul unor particule de 

dimensiune micǎ cum sunt ioni de mangan (55 Da) normal impermeabili prin membrana 

eritrocitarǎ, pentru patru combinaţii a parametrilor de puls electric: 

 a) E = 4kV/cm,  = 40 s;  c) E = 4kV/cm,  = 100 s;  

 b) E = 5 kV/cm,  = 40 s;  d) E = 5 kV/cm,  = 100 s 
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Fig.2.1 

Cinetica de eflux a hemoglobinei prin membrana 
eritrocitară electroporată, pentru diferite 

combinaţii ale parametrilor de puls electric. 
Temperatura de incubare - 40C 

 Efluxul moleculelor de hemoglobină urmăreşte o curbă ascendentă care atinge o 

valoare de platou după 30 min corespunzătoare echilibrării concentraţiei moleculelor de 

hemoglobină în compartimentele intra şi extracelulare.  

 Prin expunerea suspensiilor celulare la oricare din combinaţiile de parametrii de 

câmp electric se obţin în proporţii diferite două populaţii celulare distincte 

  a) fantome eritrocitare cu conţinut redus de hemoglobină 

 b) eritrocite cu conţinut integral de hemoglobină şi membrana parţial 

permeabilă la ionii de mangan. 

Permeabilitatea la ionii de mangan a membranelor celor două populaţii de celule 

diferă foarte mult. Distribuţia ionilor de mangan în compartimentele intracelulare este 

puternic asimetrică fiind incorporată aproape exclusiv în fantomele eritrocitare.  

Rezultatele pun în evidenţă complexitatea fenomenului de electropermeabilizare. Diferite 

domenii de valori ai parametrilor pulsurilor de câmp electric induc o permeabilizare selectivă 

pentru diverse specii moleculare. Cele două „specii” testate: hemoglobina şi ionii Mn2+ sunt 

consideraţi reprezentativi pentru capetele unui spectru larg de specii moleculare discriminate 

prin masă molară şi implicit dimensiune.  

 Refacerea integrităţii şi a impermeabilităţii membranare a celulelor fantomă obţinute a 

fost testată prin determninarea permeabilităţii la mangan a celulelor electroporate şi incubate 

la 37
0
C (Fig. 2.2). 
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Fig.2.2 

Concentraţia intracelulară a ionilor de 
mangan în fantome celulare obţinute 
prin expunerea eritrocitelor la diferiţi 

parametrii ai pulsurilor de câmp 
electric 

Deşi permeabilizarea membranară indusǎ de pusuri la E = 4kV/cm,  = 100 s pusă în 

evidenţă atât prin efluxul molecular de hemoglobină cât şi prin influxul ionilor de mangan 

este similară cu permeabilizarea înregistrată prin electroporarea cu pulsuri la E = 5 kV/cm,  

= 40 s, refacerea integrităţii membranare este diferită şi este dependentă de durata pulsului 

aplicat. Aceste date confirmǎ faptul cǎ parametrul durată de puls este factorul care 

controlează procesul de reînchidere a porilor apoşi induşi în membranele electroporate.   

 

 

3. INACTIVAREA PROCESULUI DE REINCHIDERE A ELECTROPORILOR IN     

       MEMBRANE ERITROCITARE IRADIATE CU ELECTRONI 

Mecanismele moleculare ale fenomenului de permeabilizare membranară continuă să 

rămână unul din aspectele mult dezbătute în literatura de specialitate. Este acceptat faptul că 

inducerea permeabilizarii membranare este un proces atribuit domeniului lipidic, însă 

stabilitatea stării permeabile după electroporare sugerează că alte structuri moleculare, cum 

sunt proteinele membranare şi citoscheletul ar putea fi implicate în procesul de reînchidere a 

porilor [Teissie şi Rols 1994, Rols şi Teissie 1992, Chang şi Reese 1990]. Membrana şi reţeaua 

proteică citoscheletală sunt privite ca un sistem complex, asocierea lor fiind localizată la 

nivelul proteinelor integrale a bistratului lipidic printr-o proteină de legătura, ankirina. 

Ipoteza implicării citoscheletului în procesul de electropermeabilizare este susţinută de mai 

multe grupuri de cercetare [Rols şi Teissie 1992, Chang şi Reese 1990]. 

Cercetările noastre au avut ca scop identificarea componentei proteice cu contribuţia 

dominantă între diferiţii componenţi care ar putea fi implicaţi în etapa de refacere a 

membranei eritrocitare electroporate [Neamţu şi colab. 1999]. In acest sens a fost exploatat 

avantajul oferit de metoda “analizei ţintă” aplicată în urma inactivării funcţiei unei proteine 

cauzată prin iradierea cu un fascicul de electroni de energie înaltă. S-a arătat că metoda oferă 

posibilitatea de a evalua greutatea moleculară a unei proteine. [Kempner şi Macey 1989]. 

3.1. Analiza ţintă 

 Ipoteza de bază a metodei se referă la faptul că fiecare ciocnire între electronii cu 

energie înaltă şi molecula ţintă afectează puternic complexul molecular, care îşi pierde astfel 

funcţia biologică. Fracţiunea rămasă nealterată descreşte exponenţial cu media ciocnirilor:  

N/N0 = e-KD         (3.1) 
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 Media “ţintelor“ este proporţională cu doza D, iar constanta K conţine informaţii 

directe legate de masa sistemului molecular ţintă.  

 Parametrul accesibil experimental este panta curbei numite „curbă de inactivare‟ 

obţinută prin reprezentarea logaritmică a dependenţei fracţiunii proteice active de doza 

radiaţiei. Greutatea moleculară a sistemului este calculat prin relaţia: 

9104,6  KMm         (3.2) 

determinat empiric de Kepner şi Marcey [1968] şi teoretic de Kepner şi Haigler [1985]. 

3.2. Iradiere cu electroni şi electroporare 

 Suspensii eritrocitare au fost iradiate la temperatura azotului lichid (2700K) cu 

fascicul de electroni cu energie 5 MeV, generat de un accelerator linear. La această 

temperatură este exclusă formarea radicalilor liberi ai apei (efect secundar dominant care 

ecranează efectul primar al radiaţiilor). 

 Procesul de electropermeabilizare a fost cuantificat prin gradul de hemoliză a 

eritrocitelor electroporate cu pulsuri electrice rectangulare 40µs şi amplitudine variabilă în 

intervalul 2-6 kV cm-1 , sau la o valoare fixă de 4 kV cm-1 la temperatură joasă (0-40C.) 

Concentraţia de hemoglobină extracelulară a fost determinată spectrofotometric la λ= 410 

nm iar gradul de hemoliză a fost stabilit prin raportul normalizat a absorbanţei în probele 

electroporate şi în hemolizatul suspensiei iniţiale 

3.2. Rezultate experimentale 

 Efectul direct al radiaţiilor cu electroni asupra membranei eritrocitare, a fost urmărit 

pentru doze de iradiere cuprinse între 1-6 kGy, în ambele faze ale procesului de 

electropermeabilizare membranară:  

  1) inducerea permeabilizării monitorizată prin efluxul moleculelor de 

hemoglobină la temperatură scăzută (40C). 

  2) refacerea impermeabilităţii membranei pentru aceste molecule prin 

incubarea suspensiei electroporate la temperaturi cuprinse între 0-370C . 

 In timp ce pentru prima fază a procesului de electropermeabilizare acţiunea directă a 

radiaţiilor ionizante pare să fie irelevantă, procesul de refacere termică a impermeabilităţii 

membranare este puternic afectat. Timpul de viaţă a stării permeabile a membranei 

eritrocitare este redusă la creşterea temperaturii, cu descreşterea simultană a permeabilităţii 

membranei pentru hemoglobină. Acest proces a fost investigat pentru eritrocite iradiate la 

patru doze de iradiere: 1, 2, 4 şi 6 kGy, electroporate la E=4kV cm-1 şi incubate 1h la 

temperaturi crescânde (Fig 3.3.).  

 Prezenţa moleculelor de hemoglobină în mediul extracelular a fost folosită pentru 

cuantificarea stării de permeabilizare a membranei celulare. In acelaşi mod a fost testată o 

probă neiradiată (martor).  

 Pentru a estima prin metoda analizei target greutatea moleculară a structurilor 

afectate prin iradiere au fost luate în calcul rezultatele obţinute la 370C. In cazul de faţă, 

curba de inactivare este dată de logaritmul variaţiei hemoglobinei intracelulare ln(1-H/H0) 

faţă de doza de iradiere (Fig 3.4). Prin creşterea dozei de iradiere, capacitatea de a refacere a 

funcţiei membranare de barieră pentru moleculele de hemoglobină este progresiv alterată. 
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Fig 3.3. 

Dependenţa electrohemolizei eritrocitelor 
iradiate de temperatura de incubare. 

Iradiere cu fascicul de electroni 5 MeV, la 

doze de 0-6 Gy. E=4kV/cm, τ=40 s, 
temperatura 40C 
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Fig 3.4 
Curba de inactivare a refacerii 

membranare (T=370C) pentru diferite doze 

de iradiere. 

 Graficul prezintă o pantă K=0,145 (kGy)
-1

. Aplicând aceastǎ valoare în relaţia (3.2) 

obţinem o masǎ moleculară M~ 930kDa, valoare foarte apropiată sistemului molecular 

spectrină sub formă de tetramer. Toate celelalte structuri proteice membranare au o masă 

moleculară sub 400 kDa. Spectrina este componentul proteic de bază ce formează reţeaua 

citoscheletului eritrocitar. Rezultatele noastre confirmă implicarea reţelei de spectrină în 

procesul de refacere a membranei electroporate.  

 

 

4. DETERMINAREA DISTRIBUŢIEI DIMENSIONALE A CELULELOR PE BAZA  
 EXPERIMENTELOR DE ELECTROPERMEABILIZARE MEMBRANARA 

 

 Pentru orice specie celularǎ datǎ se poate defini o valoare criticǎ a diferenţei de 

potenţial transmembranar efectiv 
ef

c . Dacǎ intensitatea câmpului electric extern este 

suficient de mare vor fi electropermeabilizate toate celulele a cǎror razǎ îndeplineşte condiţia 

limitǎ: 

ERef

c
2

3
         (4.1) 
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 Procesul de electropermeabilizare devine astfel dependent doar de dimensiunea 

celulei. Intr-o populaţie celulară care în mod obişnuit este neomogenă ca dimensiune, 

potenţialul critic indus sub acţiunea câmpului electric este atins iniţial de celulele cu 

dimensiunea cea mai mare. La creşterea intensităţii câmpului, procentul celulelor ce ating 

condiţia critică favorabilă electroporării creşte la rândul ei. Intr-un domeniu de valori a 

intensităţii de câmp, toate celulele sunt permeabilizate. Astfel, pentru o populaţie de celule 

normal distribuită, curba de electropermeabilizare prezintă o dependenţă sigmoidală (Fig 2.5). 

In cazul electroporării eritrocitelor, curba de electrohemoliză este caracterizată prin 

parametrii: E1/2 reprezintă intensitatea câmpului electric care determină hemoliza a 50% din 

populaţia eritrocitară şi R½ atribuit razei celulare medii. Pe baza eficienţei procesului de 

electropermeabilizare () definită de raportul între numărul de celule permeabilizate şi 

numărul total de celule am propus o relaţie care defineşte distribuţia dimensională a unei 

populaţii celulare. 



x(y)

0

'')dxf(x1)(y       (4.2) 

unde f(x) este funcţia distribuţiei dimensionale normalizate, x şi y fiind variabilele 

adimensionale: x = R/R1/2 ;  y = E/E1/2. Condiţia critică dată de ecuaţia (4.1) devine cu noile 

variabile: 

xy = 1        (4.3) 

Prin derivarea ecuaţiei (4.2) in raport cu x, funcţia de distribuţie dimensională normalizată 

f(x), devine: 

dy

d

x
xf


2

1
)( 

       (4.4) 

Această formulă poate fi utilizată pentru caracterizarea funcţiei de distribuţie 

dimensionale în condiţiile în care eficienţa procesului este determinată experimental. 

Avantajul net al acestui mod de abordare constă în faptul că utilizarea variabilelor 

normalizate au o validitate universală, fiind independente de valorile specifice ale 

conductivităţii membranare, dimensiunea celulei, şi proprietăţile electrice ale mediilor 

interne şi externe celulare. 

 Funcţia de distribuţie dimensională a fost verificată în experimente de 

electrohemoliză eritrocitară realizate în două condiţii experimentale diferite. Curbele de 

electrohemoliză au fost obţinute prin metoda unicelulară respectiv metoda multicelulară. 

1.  metoda unicelulară – utilizează diluţii mari de suspensie celulară 

(0.01%) care permite (i) electroporarea unei singure celule adusă între electrozi şi (ii) 

determinarea valorii de prag a intensităţii de câmp electric care produce hemoliza celulară.  

2. metoda multicelulară – expunerea unor suspensii celulare cu 

hematocrit 1% pulsurilor electrice presupune electroporarea a 60-80% celule. Eficienţa 

electrohemolizei este calculată prin raportul: numărul de celule lizate / numărul total de 

celule. 

 Dependenţa normalizată a procentului de celule electropermeabilizate în funcţie de 

intensitatea câmpului electric aplicat este reprezentată în Fig.2.5. pentru două valori ale 

duratei de puls: 1 ms (A) şi 50 s (B). 

 In Fig 2.6 sunt redate histogramele funcţiilor de distribuţie dimensională normalizate 

obţinute prin derivatizarea numerică a dependenţei eficienţei electroporării. 
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Fig 2.5. 
Dependenţa sigmoidală a eficienţei 

electrohemolizei de intensitatea pulsului 

electric. Durata de puls; A –1 ms, B – 50 s 
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Fig. 2.6. 

 Funcţia de distribuţie dimensională normalizată. Durata de puls; A –1 ms, B – 50 s 
 

Pentru condiţii experimentale ce diferă prin durata pulsului electric aplicat, 

distribuţia dimensională calculată este similară şi anume prezintă un singur pic relativ îngust 

centrat la R1/2 şi o formă similară. Lărgimea ambelor distribuţii este ~ 0,3R1/2  ceea ce 

corespunde unei valori de aproximativ 1 m.  

 

 

3.5. ELECTROPERMEABILIZAREA MEMBRANARĂ ÎN PATOLOGIA DIABETICĂ ŞI  

       LEUCEMICĂ 

In condiţiile unei hiperglicemii cornice se produc modificări chimice, structurale şi 

funcţionale ale proteinelor din ţesuturile permeabile pentru glucoză, ceea ce determină 

instalarea unor complicaţii cunoscute în patologia diabetică cum sunt: afecţiuni renale, 

oculare, nervoase, vasculare. Mecanismele prin care excesul de glucoză poate afecta 

structurile proteice sunt atribuite intensificării (i) glicozilării enzimatice a poteinelor, (ii) a 

glicozilării neenzimatice a poteinelor, (iii) căii poliol, (iv) depleţiei mioinozitolului 

intracelular. Glicozilarea hemoglobinei conduce la formarea unor hemoglobine anormale 

HbA1a, HbA1b, HbA1c cu consecinţe în funcţionalitatea eritrocitului: flexibilitate redusă a 

celulei, vâscozitate intrinsecă crescută care se presupune că contribuie la reducerea 

deformabilităţii eritrocitelor diabetice. Modificări în permeabilitatea membranei eritrocitare 
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au fost puse în evidenţă şi în patologii maligne [Moore şi colab. 1979]. Studii RMN au arătat 

un influx mult mai lent a ionilor de mangan în celulele roşii şi limfocite în cazurile de 

leucemie cronică.  

In acest context am utilizat tehnica electroporării pentru a analiza modificarea 

permeabilităţii membranare a eritrocitelor umane în patologia diabetică tip I şi tip II şi 

patologia leucemică: leucemie limfatică cronică, limfom Hodgkin (Fig 2.7, Fig. 2.8). 
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Fig.2.7. 
Electrohemoliza în suspensii eritrocitare 

1% provenite de la subiecţi sănătoşi şi în 

patologia diabetică - diabet zaharat tip I 

şi tip II 
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Fig 2.8. 
Electrohemoliza unei suspensii eritrocitare 1% 

în cazuri normale şi în patologia malignă: 
a. leucemie limfatică cronică, 

b. insuficienţă medulară 

c. limfom Hodgkin, 
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Electropermeabilizarea membranei eritrocitare a fost caracterizată prin 

electrohemoliza unei suspensii eritrocitare 1%, expusă unor pulsuri electrice dreptunghiulare 

de scurtă durată (100/μs) şi amplitudine variabilă în intervalul 3-7 KV/cm. Curba de 

electrohemoliză obţinută, are ca parametru caracteristic valoarea E1/2 a intensităţii câmpului 

electric care determină hemoliza a 50% din populaţia eritrocitară. Acest parametru a fost 

utilizat pentru a caracteriza modificările de permeabilitate a celulelor patologice faţă de cele 

normale. In cele două tipuri de patologie, curbele de hemoliză reprezintă media 

experimentală a cazurilor luate în studiu.  

Se observă o deplasare similară a curbelor de electrohemoliză în diabet zaharat tip I şi 

tip II faţă de curba martor în sensul creşterii amplitudinii pulsului electric necesar 

permeabilzării celulare (Fig 2.7). Deplasarea relativă E0 este +7% şi indică o rezistenţă 

membranară crescută a eritrocitelor afectate de excesul glicemic în sânge. 

Electropermeabilizarea membranară este nesemnificativ modificată faţă de normal în 

leucemie limfatică cronică (Fig.2.8.a), insuficienţă medulară (Fig.2.8.b) şi limfom Hodykin 

(Fig.2.8.c).  

Rezultatele obţinute au pus în evidenţă următoarele aspecte: 

- diminuarea permeabilităţii membranare în patologia diabetică cu EE=+7%, este 

corelată cu o creştere a glicozilării hemoglobinei intraeritrocitare; 

- permeabilitatea membranei eritrocitare electroporate este similară în cazuri de 

diabet zaharat tip I şi tip II; 

- permeabilitatea nomală în leucemie limfatică cronică, insuficienţă medulară, limfom 

Hodgkin este corelată cu valori normale ale hemoglobinei glicozilate. 

Scăderea permeabilităţii membranei eritrocitare la hemoglobină în diabet zaharat, 

respectiv creşterea rezistenţei membranare la electrohemoliză poate fi explicată prin 

glicozilarea hemoglobinei şi formarea unei hemoglobine anormale. Vâscozitatea acestei 

hemoglobine este crescută iar volumul mărit. Ca urmare viteza de difuzie în mediul 

extracelular este diminuată în comparaţie cu hemoglobina normală. Efluxul diferit pentru 

cele două tipuri de hemoglobină determină pentru un anumit grad de hemoliză, o valoare a 

E1/2 deplasată faţă de normal în sensul creşterii intensităţii pulsului de câmp electric necesar 

permeabilizǎrii membranare. 

 

III CONCLUZII 

 Cercetǎrile prezentate în această parte a tezei cuprind urmǎtoarele rezultate originale:  

 A fost conceput şi realizat un aparat de electroporare complex cu posibilitate de generare 

a douǎ tipuri de pulsuri electrice: dreptunghiulare şi cu descărcare exponenţială. 

Amplitudinea şi durata pulsurilor sunt programabile, măsurate şi afişate. Aparatul are 

posibilitatea de aplicare programată a unui număr de 1-10 pulsuri succesive pe aceeaşi 

fracţiune de probă la o singură trecere printre electrozi. Celula de electropermeabilizare 

ataşatǎ aparatului, este termostatată cu precizie de 0,50C în domeniul 2-400C, şi 

funcţioneazǎ în flux cu o capacitate de procesare a 2ml probă biologică. 

 Ponderea amplitudinii şi duratei de puls electric în procesul de permeabilizare 

membanarǎ a fost determinatǎ prin electroporarea eritrocitelor umane utilizând diferite 

combinaţii a parametrilor de puls. Procesul a fost urmǎrit prin cinetica de eflux a 
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macromoleculelor de hemoglobină (65 000 Da) şi influxul ionilor de mangan (55 Da) 

normal impermeabili prin membrana eritrocitarǎ.  

 a fost dovedită posibilitatea de control a permeabilizării membranare prin ajustarea 

amplitudinii şi a duratei pulsului electric aplicat. 

 a fost pusă în evidenţă existenţa unor pori de dimensiuni diferite în membrana 

eritrocitară electropermeabilizată 

 procesul de reînchidere a porilor membranari induşi sub acţiunea pulsului de câmp 

electric este controlat în mare măsură de durata pulsului aplicat. La acelaşi grad de 

permeabilizare refacerea integrităţii şi a impermeabilităţii membranare se 

realizează în intervale de timp mai lungi prin creşterea duratei de puls. 

 Pe baza dependenţei potenţialului transmembranar de dimensiunea celulei, am propus o 

relaţie care defineşte distibuţia dimensională a unei populaţii eritrocitare. Funcţia de 

distribuţie dimensională a fost verificată în două condiţii diferite de electroporare:   

 A fost identificată componentei proteică cu implicare majoră în procesul de refacere 

membranară. In acest sens a fost exploatat avantajul oferit de metoda “analizei ţintă” care 

oferă posibilitatea de a evalua greutatea moleculară a unei proteine a cărei funcţie este 

inactivată prin iradierea cu un fascicul de electroni de energie înaltă. 

 Metoda de analiză ţintă a fost aplicată rezultatelor obţinute în faza de refacere a 

membranelor eritrocitelor electroporate, expuse iniţial iradierii cu electroni la diferite 

doze. Inactivarea acestei fazei a permis identificarea proteinei implicată în procesul de 

reînchidere a porilor membranari ca fiind spectrina sub formă de tetramer. Spectrina 

reprezintă unitatea structurală de bază a reţelei citoscheletale. Rezultatele noastre 

confirmă şi aduc dovada concretă a participării citoscheletului eritrocitar în procesul de 

electropremeabilizare membranară. 

 Am utilizat tehnica de electropermeabilizare membranară ca modalitate alternativă de 

identificare a modificărilor celulare în patologia diabetică (tip I şi tip II) şi în patologia 

malignă (leucemie limfatică cronică, insuficienţă medulară, limfom Hodgkin). Prin 

această tehnică au fost puse în evidenţă modificări la nivel celular în patologia diabetică. 

Modificarea cineticii de eflux a hemoglobinei prin membrana eritrocitară electroporată a 

fost corelată cu creşterea glicozilării hemoglobinei intraeritrocitare şi a fost explicată prin 

creşterea constantei de timp a difuziei transmembranare a moleculelor de hemoglobină 

anormale cu vâscozitate şi volum crescut. 
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