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SUPRAFAMILIA PENTATOMOIDEAINSECTA, HETEROP'I:EF)@N
IMPREJURIMILE LOCALITATII BURU (JUD. CLUJ, ROMANIA)

PAUL-VASILE BELDEAN *

SUMMARY. — The suprafamily Pentatomoidedlnsecta,
Heteroptera)inthe environs of Buru lockty (Cluj county,
Romania). In the studied area, the biological material waliected from
5 ecosistems: mixed forest, hay field with mediuomidity, hay field
with high humidity, riverside coppice and roadsigdegetation. There
were collected at least 9 samples of each coliggioints. We revealed a
number of 189%Pentatomoideapelonging to 22 species, 15 genera and
three family. The majority of the species (19) andividuals (147)
belongs to the familyPentatomidaeMost of the species (15) live in the
hay field with medium humidity and less of the dpsc(5) live in the
riverside coppice. The highest values of the retatabundance were
shown byDolycoris baccarumin the mixed forestEurygaster mauran
the riverside coppice, anHurydema oleraceunm the hay field with
medium humidity, the hay field with high humidityné the roadside
vegetation. The highest diversity had been recofddtie hay field with
medium humidity, and the highest equitability i tfiverside coppice. A
proportion of 63.64% of the species are polyphagéuem all of the
species 40.9% belong to the Palearctic Region.

Localitatea Buru este sitdiain aval de gura deaxsare a ¥ii lara in raul
Aries. Zona este situafin amonte de #irea Ariesului din spaiul Muntilor Apuseni,
altitudinea fiind de 350 m Tn aval de localitataaussi de 400 m Th amonte. Clima este
caracteristid poztiei geografice submontane, cu valori ale temperanedii anuale
situate n jur de 8°C, iar cantitatea de predipitariazi intre 650-750 mm/an [4].

Anterior cercetrilor noastre, nu au fost publicate ladrreferitoare la fauna
de Pentatomoidealin zona localittii Buru.

Material si metode.Materialul biologic analizat a fost colectat pequasul
anilor 2002-2004. Din fiecare punct de colectardosti prelevate cel putin 9 probe,
prin metode specifice tipului de veg@eexistent: cu fileul entomologic din veggsa
ierboad (50 cosiri/proB) si prin scuturarea coronamentului arborikprarbustilor
in plasa umbrél Pentru fiecare praba fost notat datasi punctul de colectare.
Materialul colectat a fost omorat in alcool 7G%opastrat in alcool cu acega
concentrde in tuburi de plastic, separat pe probe.

" Universitatea "Babg-Bolyai”,Catedra de Taxonomig Ecologie, Cluj-Napoca, 400006, Romania.
E-mail: beldeanp@yahoo.com



P.-V. BELDEAN

Au fost prelevate probe din uatoarele ecosisteme:

1. Padure de amestec de foioas@ageto-arpinet): pe versantul stang al
Ariesului, cu expozie sudi@. Alaturi de fag Fagus sylvatichasi carpen Carpinus
betulu3, se intalnesc frecvent jugastriloer campestiesi alunul Corylus avellana

2. Fanat mezofil situat pe versantul cu expgeisudi@, Tn apropierea gaurii
de amestec de foioase din partea sténgriesului, la aproximativ 420 m altitudine.
Este format din specii déestucasi Agrostisla care se adadgspecii de:Urtica,
Trifolium, Mentha, LotusVicia, Melilotus, Onobrichis, CoronillZCentaureasi Cirsium.
Aparsi tufe de arbsti si arbori: Corylus avellana, Crataegus monogyna, Rosa canina
si Acer campestre

3. Fana higrofil situat pe malul drept al Agalui, lang podul peste rau,
fiind frecvent genubuncus,alituri de carese dezvoklt specii de:Carex, Myosotis,
Rumexi Mentha Aparsi tufe deSalixsi Populus

4. Zavoi pe malul Arigului, la aproximativ 400 m altitudine. Stratul leam
este format predominant dinus, Salixi Sambucusar in stratul ierbos predomndin
genurileLamium, Mentha, Trifoliungi Urtica.

5. Vegetdie ruderala forma& predominant dinUrtica dioica, Capsella
bursa-pastoris, Mentha longifolia, Carduus nutah€arduus acanthoides

Determinarea speciilor de pentatomoidee a fosttedécin laborator cu
ajutorul stereo-microscopului, folosind diversessubibliografice [2, 3, 6]. Pentru
fiecare specie este prezentat dwhde indivizi colectd, dominana si abunderm
relativi. Tn vederea stabilirii spectrului trofig¢ zoogeografic al fieirei specii au
fost consultate diverse surse bibliografice [13,%5, 6, 7].

Rezultatesi discutii. Din imprejurimile localisitii Buru au fost colecta189
indivizi de Pentatomoideapatinand la 22 de specii, 15 gengritrei familii. Cel
mai bine reprezentateste familiaPentatomidaecu 19 specisi 147 de indivizi.
Familia Scutelleridaeeste reprezentatprin dol specii cu 35 de indivizi, iar
familia Plataspidaeprin 7 indivizi apatinand unei singure specii (Tabel 1).

Cele 22 de specii semnalate sunt distribuite difgricele 5 puncte de
colectare studiate (Fig. 1). Deoarece majoritapeaigor acestui grup sunt fitofage
si prefeid ecosistemele deschisieinsorite, nurarul cel mai mare de specii (15) a
fost colectat din fanal mezofil. Tot din acest ecosistem a fost colegitael mai
mare nurar de indivizi, vegetga ierboas fiind bine dezvoltat, iar influena antropié
redud (o cosire/an). Cele 15 specii semnalate aici,e@dpt 68,18% din nurirul
total de specii colectate din zona studiddin fanaul higrofil au fost colectate
12 specii, vegeta ierboa$ fiind foarte bine dezvoltatiar influenta antropié
reprezentat de asemenea de o cosirefginvegetaia ruderal a fost format dintr-un
numar mare de specii vegetale, astfgldin acest ecosistem, au fost colectate 11 specii
de pentatomoidee. Dinagure au fost colectate 6 specii, iar diva 5 specii,
numarul de specii de pentatomoidee arboricole prezemteuna Romaniei fiind
redus [2].
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SUPRAFAMILIA PENTATOMOIDEAIN ZONA LOCALITATII BURU

Tabel 1
Numarul de indivizi, dominanta si abundenta relativa a speciilor de
Pentatomoidea colectate din imprejurimile localitatii Buru.

Familia, subfamilia, specia N D Pidurede Fana Fana Zavoi Vegetaie

% amestec mezofil  higrofil ruderaf

N Ar% N A% N A% N A% N A%

Suprafamilia PentatomoideaReuter 189 21 70 48 11 39
1910
Familia PlataspidaeDallas, 1851 7 6 1
Coptosoma scutellatu(@eoffroy, 1785) 7 3,703 6 8,58 1 2,56
Familia ScutelleridaeLeach, 1815 35 11 12 5 7
Subfamilia Eurygasterinae Stal, 1872 35 11 12 5 7
Eurygaster maurdLinné, 1758) 17 8,994 1 142 8 16,63 27,27 5 12,82
Eurygaster testudinarigGeoffroy, 1785) 18 9,523 10 14,284 8,34 2 18,18 2 5,13
Familia Pentatomidaeleach, 1815 147 21 53 36 6 31
Subfamilia Podopinae Dallas, 1851 6 2 1 3
Graphosoma lineatuifiinné, 1758) 6 3,174 2 285 1 2,08 3 77
Subfamilia Pentatominae s. str. 139 21 49 35 6 28
Sciocoris (Aposciocoris) homalonotus 1 0,529 1 1,42
Fieber, 1851
Sciocoris (A.) microphthalméor, 1860 1 0,529 1 2,08
Aelia acuminata(Linné, 1758) 10 5,291 9 12,86l 2,08
Aelia rostrataBoheman, 1852 1 0,529 1 1,42
Eusarcoris fabriciiKirkaldy, 1904 1 0,529 1 256
Eusarcoris aeneuScopoli, 1763) 6 3,174 4 19,05 2 4,16
Eusarcoris inconspicuugHerrich- 1 0,529 1 1,42
Schaffer, 1844)
Stagnomus (S.) amoer(isullé, 1832) 3 1,587 3 4,28
Holcostethus (H.) vernali@Volff, 1904) 8 4,232 3 14,28 1 208 2 18182 513
Carpocoris purpureipenni€©e Geer, 11 582 1 476 5 7,14 3 6,25 2 513
1773)
Carpocoris pudicugPoda, 1761) 1 0,529 1 2,08
Dolycoris baccarum(Linné, 1758) 28 14,8145 23,81 10 1428 3 6,25 2 18,18 8 20,51
Palomena prasiné.inné, 1761) 4 2,116 4 19,05
Piezodorus lituratugFabricius, 1794) 7 3,703 2 285 4 834 1 256
Pentatoma rufipefl.inné, 1758) 4 2,116 4 19,05
Eurydema dominuluScopoli, 1763) 4 2,116 3 4,28 1 2,56
Eurydema oleraceuifhinné, 1758) 48 25,396 14 20 19 39,592 18,18 13 33,34
Subfamilia Amyotinae Leston, 1953 2 2
Zicrona coeruledLinngé, 1758) 2 1,058 2 285
Numarul total de specii 6 15 12 5 11

Abrevieri: Ar - Abundena relativa. D- Dominana. N - Nunirul de indivizi.
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16
144
12
10
Numgdrul de 5 15
specii 12
11
6,
4 6
5
2,
0 ; ; ;
Padure de Fana Fana Zavoi Vegetaie
amestec  mezofil higrofil ruderak

F i g. 1.Numirul de specii diPentatomoidednregistrat in punctele de colectare studiate.

In urma calculului abundesi relative, speciile cel mai bine reprezentate n
punctele de colectare studiate Tn imprejurimilealivdtii Buru sunt: Dolycoris
baccarumin pidurea de amestec (Ar=23,81%)rydema oleraceurm fanaul mezofil
(Ar=20%), in fanaul higrofil (Ar=39,59%)si in veget#ia ruderad (Ar=33,34%)si
Eurygaster maurdn zvoi (Ar=27,27%) (Tabel 1).

Valorile dominarmei numerice, arédtca Eurydema oleraceuraste specia cel
mai bine reprezentatin zona studiat aceast specie fiind oligofag intalniéi pe
crucifere, dar frevceatatat in biotopuri higrofile c&ti in biotopuri xerofile sau
xero-termofile. Afituri de Eurydema oleraceunvalori ridicate ale dominaei s-au
mai Tnregistrat la speciilBolycoris baccarum, Eurygaster testudinagieE. maura
(Tabel 1). Cele 4 specii, sunt printre cele macyente pentatomidee din fauna
Romaniei [2].

Dintre cele 22 de specii semnalate, conform liteiatle specialitate [2, 3, 6]
doar dod specii sunt stenobiont8ciocoris (Aposciocoris) homalonoturotermofii
si Eusarcoris inconspicuugermofila. Dintre celelalte specii, dieunele tdiesc n
diferite tipuri de ecosisteme, au anumite preteriAelia acuminatasi Piezodorus
lituratus prefei biotopurile xerofile;Eusarcoris fabriciisi Eurydema dominulus
prefefi biotopurile higrofile; Palomena prasinasi Pentatoma rufipesprefet
padurile de foioaseEurygaster maurgrefei biotopurile xerotermofile.

Dintre cele 22 de specii, doBwolycoris baccaruma fost colectat din toate
cele 5 ecosisteme studiate, iar 5 specii au fdettate din cate 4 ecosisteme. Bou
specii au fost colectate din céate trei ecosistetnay fost colectate din cate diou
ecosisteme iar 10 specii au fost colectate dinwatgingur ecosistem.
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Sciocoris (Aposciocoris) homalonotusieber, 1851 este xeroterméfil
mediteraneat) intalniti pe diferite gramineePpa, Bromusegtc.). Este considegat
rara in fauna Romaniei.

In vederea stabilirii diversiii, am utilizat indicele de diversitate Shanon-\éen
Diversitatea cea mai mare a fost inregi&tiiat fanaul mezofil. Valori ridicatesi
apropiate intre ele, au fost Tnregistrate in pueactk colectare reprezentate de
vegetaie ruderai si fang higrofil. Valorile cele mai sizute ale diversitii au fost
inregistrate in fmlurea de amestgcin zavoiul studiat. Valorile indicelui de diversitate
Shanon-Wiener, demonstréainci odati faptul &, speciile de pentatomoidee
prefef ecosistemele ierboase, deschise (Tabel 2).

In ceea ce privge echitabilitatea, cea mai ridigdataloare a fost inregisteat
in zivoi, aici, aproape toate speciile semnalate fiiaprezentate printr-un num
redussi egal de indivizi. Situga este asefimitoaresi in pidurea de amestec, speciile
prezente fiind reprezentate tot printr-un rinmedus de indivizi, dar mai variabil
comparativ cu @/oiul studiat. Echitabilitatea este mafizati in ecosistemele ierboase,
unde majoritatea speciilor sunt de asemenea peezemnitr-un nurdr redus de
indivizi, Tnsi cateva specii comune in fauna Romaniei sunt prezeintr-un nurar
mult mai mare de indivizi. Astfel, indicele de eettilitate inregistred@zvaloarea
minima Tn fanaul higrofil, unde majoritatea speciilor sunt repetate prin 2-4
indivizi, Tn timp ce Eurydema oleraceuneste reprezentatprin 19 indivizi iar
Eurygaster mauraste reprezentaprin 8 indivizi. Si in fanaul mezofil, indicele
de echitabilitate este &ut, majoritatea speciilor fiind prezente printr-oamar
mic de indivizi, in timp cdeurydema oleraceuraste reprezentaprin 14 indivizi,
Eurygaster testudinariai Dolycoris baccarunprin 10 indivizi, iarAelia acuminata
este reprezentaprin 9 indivizi.

Tabel 2
Diversitateasi echitabilitatea ecosistemelor studiate in funge
de populatiile de Pentatomoidea.
Padure de amested-ana mezofil Fanahigrofil Zavoi Vegetaie ruderai
H 0,725 0,92 0,834 0,685 0,847
E 0,931 0,782 0,772 0,981 0,813

Abrevieri: E - Indicele de echitabilitate. H’' - Indicele de élisitate Shanon-Wiener.

Spectrul trofic. Dintre cele 22 de specii colectate, 5 sunt oligefantalnite
pe gramineeKurygaster maura, E. testudinaria, Sciocoris (Apmsaris) homalonotus,
Aelia acuminata, A. rostrajadola sunt oligofage intalnite pe crucifeleurydema
dominulus, E. oleraceumo specie Coptosoma scutellatyneste oligofag intalnit
pe leguminoase iar restul speciilor (14) sunt pgtf (Fig. 2). Dintre speciile polifage,
unele au preferte pentru anumite familii de plant&raphosoma lineaturprefeti
umbeliferele Eusarcoris fabriciisi E. aeneusprefed labiatele.
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F i g. 2.Spectrul trofic al pentatomoideelor semnalate Tprigjurimile localitisii Buru.

Analiza zoogeografié@. Dintre cele 22 de specii colectate, 9 sdmspandite in
PalearcticaEurygaster maura, E. testudinaria, Graphosoma lineg Aelia acuminata,
Eusarcoris fabricii, E. aeneus, Holcostethus (léralis, Palomena prasina, Eurydema
oleraceun), trei sunt eurosiberien€Cérpocoris purpureipennis, Pentatoma rufipes,
Eurydema dominul)strei sunt Sud-palearcticEsarcoris inconspicuus, Stagnomus
(S.) amoenus, Piezodorus liturdtumr trei sunt holarcticeSgiocoris (Aposciocoris)
microphthalmus, Dolycoris baccarum, Zicrona coesil€elelalte unitti zoogeografice
prezente sunt reprezentate prin cate o sigecie: Sciocoris (Aposciocoris)
homalonotugmediteraneat), Coptosoma scutellatutfeurasiatia), Aelia rostrata
(raspandif in Asia Mid si Europa)si Carpocoris pudicugrispandi in Asia
Vestic si zona Mediteranedi.

Concluzii.

1. Din zona studi&t au fost colectate 22 de specii de pentatomoidee
apatinand la 15 genurgi trei familii. Cel mai bine reprezentateste familia
Pentatomidaeu 19 specii.

2. Distribuia speciilor este difetitin cele 5 puncte de colectare studiate:
numarul cel mai mare de specii a fost inregistrat mefé mezofil, iar nurdrul cel
mai mic n zvoi.

3. Speciile cel mai bine reprezentate siatycoris baccarunin padurea de
amestecEurygaster mauran zivoi si Eurydema oleraceurim fanae si in vegetsia
rudera.

4. SpeciaSciocoris (Aposciocoris) homalonoteste consideratrard in
fauna Romaniei.
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5. Diversitatea cea mai mare a fost inregisiratanaul mezofil iar diversitatea
cea mai sizuta in zivoi. Valorile indicelui de diversitate Shanon-Wigrgemonstreaz
ca, speciile de pentatomoidee préfecosistemele ierboase, deschise.

6. Cea mai ridicatvaloare a echitabilitii a fost inregistrdiin zivoi, iar cea
mai sézuti valoare a fost inregisteain fanaul higrofil.

7. Dintre cele 22 de specii colectate, 5 sunt ¢dige intalnite pe graminee,
doui sunt oligofage intélnite pe crucifere, o specite asdigofag ntalnitai pe
leguminoase iar restul speciilor (14) sunt polifage

8. Dintre cele 22 de specii colectate, 9 aspandire Palearcti¢ trei sunt
Eurosiberiene, trei sunt Sud-Palearctice, iar $teit Holarctice. Celelalte uait
zoogeografice prezente, sunt reprezentate prinocéitegull specie.
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STUDIA UNIVERSITATIS BABES-BOLYAI, BIOLOGIA, XLIX, 2, 2004

SUPRAFAMILIA PENTATOMOIDEAINSECTA, HETEROPTEAF)@N
ZONA REZERVATIEI CHEILE RUNCULUI (JUD. ALBA, ROMANIA)

PAUL-VASILE BELDEAN *

SUMMARY. — The suprafamily Pentatomoid@(insecta,Heteroptera)
in ,Cheile Runcului” Nature Reserve (Alba county, Fomania). ,Cheile Runcului”
Nature Reserve are located in the Apuseni Mountdihe biological material was
collected starting with May, until September 208&f five ecosistems: shrubbery,
hay field, grassland, coppice and roadside vegatai/e revealed a number of 279
Pentatomoideabelonging to 27 species, 20 genera and 5 faniitg. Majority of the
species (19) and individuals (198) belong to thmilfa PentatomidaeMost of the
species (24) live in the hay field and less ofgpecies (5) live in the coppice. The
highest values of the numerical and relative abocelavere shown bypolycoris
baccarum, Carpocoris purpureipenraadEurydema oleraceurithe highest number
of adults was recorded in August. A proportion &67% of the species are
polyphagous. From all of the species 37% belotigetdalearctic Region.

Cheile Runcului sunt situate Tn MiinApuseni, Th amonte de depresiunea
Ocolis (altitudine aproximativ 420m) din bazinul Agidui [4]. Conform legii nr. 5
din 6 martie 2000, Cheile Runcului sunt rez@e/@aturai, avand o suprafa de
20 de hectare [8].

Anterior cercetrilor noastre, nu au fost publicate ladrreferitoare la fauna
dePentatomoideain Cheile Runcului.

Material si metode. Materialul biologic analizat a fost colectat Tnripada
mai-septembrie 2003. Au fost prelevate 15 probé&urfd) din fiecare punct de
colectare prin metode specifice tipului de vegetaxistent: cu fileul entomologic
din vegetda ierboasd (50 cosiri/proB) si prin scuturarea coronamentului arborilor
si arbustilor in plasa umbrél Pentru fiecare praba fost notat datasi punctul de
colectare. Materialul colectat a fost omorat Tnoalc70%si pastrat in alcool cu
aceea concentrde in tuburi de plastic, separat pe probe.

In zona rezerviei Cheile Runcului au fost prelevate probe din itoarele
staiuni:

1. Tufaris situat pe versantul stang al Cheilor Runcului cpozkie sudia,
la aproximativ 450 m altitudine. Predominant selimgsc: arin negruA{nus
glutinosg, mestea#n (Betula penduly maces (Rosa caning paducel (Crataegus
monogyn porumbar Prunus spinosgp par (Pyrus sylvestris specii de salcie
(Salix sp), alun(Corylus avellansi zmeur Rubus idaeys

" Universitatea "Babg-Bolyai”,Catedra de Taxonomig Ecologie, Cluj-Napoca, 400006, Romania.
E-mail: beldeanp@yahoo.com
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2. Fana situat pe malul stang aki Ocolis, la intrarea in Cheile Runcului
din aval. Este format din specii @@stucasi Agrostisla care se adadgTrifolium
pratense Mentha longifoliaetc. Pe alocuri se dezvdlspecii ale genuriloCarex,
Juncus, Myosotig Rumex

3. Pasune situat la aproximativ 420 m altitudine pe partea stamrg\iii
Ocolis. Sunt frecvente specii ale genurileestuca, TrifoliumMentha,Verbascum,
Achileaetc.

4. Zavoi situat la aproximativ 420 m altitudine in Cheile rieului, pe
ambele maluri ale @i Ocolis. Alaturi de Salix sp.aparsi specii dePopulussi
Alnus,iar stratul ierbos este bine reprezentat, fiinuniat predominant dinJrtica
dioica, Mentha sp., Verbascum sp., Carex sp., JIspLetc.

5. Vegetaie ruderala forma& predominant dinUrtica dioica, Capsella
bursa-pastoris, Mentha longifolia, Carduus nutgh£arduus acanthoideslturi
de care apaverbascum blattariai Lepidium campestre.

Determinarea speciilor de pentatomoidee a fosttedécin laborator cu
ajutorul stereo-microscopului, folosind diversessubibliografice [2, 3, 6, 7]. Pentru
fiecare specie este prezentat duwh de indivizi colectd, abundera numerié si
abunder relativi. Tn vederea stabilirii spectrului trofi¢ zoogeografic al fieirei
specii au fost consultate diverse surse bibliogedft, 2, 3, 5].

Rezultate si discutii. Din rezervada Cheile Runcului au fost colegt®79
indivizi de Pentatomoidegapatinand la 27 de specii, 20 de gergird familii. Cel
mai bine reprezentaeste familiaPentatomidaecireia ii apatin 19 specii, urmat
de familiaScutelleridaecu 4 specii, familiaCydnidaecu dod speciisi familiile
Plataspidassi Acanthosomidadiecare fiind prezente prin cate o singapecie.

Dintre cei 279 indivizi ddPentatomoideaolectai pe parcursul anului 2003,
198 apain familiei Pentatomidagar 54 familiei Scutelleridae Familia Plataspidae
este reprezentatprin 23 indivizi, familiaCydnidaeprin trei indivizi iar familia
Acanthosomidaerintr-un singur individ (Tabel 1).

Deoarece majoritatea speciilor acestui grup suofafjesi prefel vegetaa
ierboad, numirul cel mai mare de specii tRentatomoide424) a fost colectat din
fana, aici vegetda ierboag fiind bine dezvoltat Din pasunea studia unde
vegetaia ierboad este mult mai slab dezvoliatomparativ cu fanal studiat, au
fost colectate 10 specii, toate praticole, Tn tiogpdin tufiris au fost colectate 8
specii, fiind prezente atat specii praticole g&pecii arboricolsi arbusticole. Tot
8 specii au fost colectaté de pe vegeti ruderad, iar nundrul cel mai mic de
specii (5) a fost colectat didwoi (Fig. 1).

Valorile cele mai ridicate ale abundeimumericssi relative au fost inregistrate
la speciileDolycoris baccarunin tufirisuri (A=1, Ar=34,88),Carpocoris purpureipennis
n fana (A=1,27 Ar=16,52),Eurydema oleraceurin pisune (A=1,07, Ar=30,19),
Carpocoris purpureipennisi Dolycoris baccarumin zvoi (A=0,47, Ar=35)si
Carpocoris purpureipennis vegetda ruderai (A=0,73, Ar=22,92).
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Tabel 1
Numarul de indivizi, abundenta numerica si abundenta relativa a speciilor de
Pentatomoidea colectate din zona rexatiei Cheile Runcului.

Familia, subfamilia, specia N Tufaris Fana Pasune Zvoi Veg. rudera

N A A% N A A% N A A% N A Ar N A A%
%

Suprafamilia Pentatomoidea 279 43 11 53 20 48

Reuter 1910 5

Familia PlataspidaeDallas, 1851 23

Coptosoma scutellatum 23 130.87 11.3 7 047 132 3 02 625

(Geoffroy, 1785)

Familia Cydnidae Billberg, 1820 3
Subfamilia Sehirinae Amyotet 3

Serville, 1843

Tritomegas bicolor(Linné 1758) 2 1 0.00.87 1 0.07 188
Tritomegas sexmaculatus 1 1 0.070.87

(Rambur, 1842)

Familia ScutelleridaeLeach, 54

1815

Subfamilia Odontotarsinae Stal, 2

1872

Odontotarsus purpureolineatus 2 2 0131.74

(Rossi, 1790)
Subfamilia Eurygasterinae Stal, 52

1872

Eurygaster austriacéSchrank, 1 1 0.070.87

1776)

Eurygaster maurdlLinné, 1758) 19 9 06 7.824 027 755 6 04 125
Eurygaster testudinaria 32 15 1 13.0411 0.7320.75 2 0.13 10 4 0.27 8.33

(Geoffroy, 1785)

Familia PentatomidaelLeach, 198
1815

Subfamilia Podopinae Dallas, 20
1851

Graphosoma lineaturft.inné, 20 3 02 698 8 05395 2 013378 1 0075 6 04 125
1758)

Subfamilia Pentatominaes. str. 178

Sciocoris (S.) deltocephalus 1 1 0.070.87

Fieber, 1861

Aelia acuminata(Linné, 1758) 7 5 03334 2 0.13 3.78
Neottiglossa leporinéHerrich- 1 1 0.070.87

Schéffer, 1830)

Neottiglossa pusilléGmelin, 1 1 0.070.87

1789)

Stagnomus (S.) amoer{@sullé, 1 1 0.070.87

1832)

Staria lunata(Hahn, 1834) 2 013174

Holcostethus (H.) vernal@Volff, 6 3 02 698 3 02 26
1904)

N

13
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Tabel 1 (continued)

Holcostethus (Dryocoris) 3 1 007087 2 0.13 3.78

sphacelatug-abricius, 1794

Carpocoris purpureipennie 53 110.7325.5819 1.2716.52 5 0.33 943 7 04735 110.73 22.92
Geer, 1773)

Carpocoris pudicugPoda, 1761) 1 1 0.070.87

Dolycoris baccarum(Linné, 1758) 42 15 1 348811073956 3 02 566 7 04735 6 04 125
Antheminia lunulat§Goeze, 1778) 2 2 013174

Palomena prasiné_inné, 1761) 3 3 0.2 6.98

Piezodorus lituratugFabricius, 4 2 013174 2 013417
1794)

Rhaphigaster nebulog®oda, 2 2 013465

1761)

Pentatoma rufipef.inné, 1758) 1 1 0.07 2.32

Eurydema ventralgolenati, 1846 1 1 0.070.87

Eurydema oleraceuiinné, 47 5 0.3311.63 13 0.87 11.3 16 1.07 30.19 3 0.2 15 100.67 20.83
1758)

Familia AcanthosomidaeStal, 1

1865

Elasmucha betulagDe Geer, 1 1 0.070.87

1773)

Numarul total de specii 8 24 10 5 8

Abrevieri: N - Numrérul de indivizi. A - Abundeta numerid. Ar - Abundema relati.

254

20

1
Numirul de

specii 24
5 10
5

Tufarig Fana Pasune Zivoi  Vegetaie
ruderai

F i g. 1.Numirul de specii dePentatomoidednregistrat in punctele de colectare studiate.

Dintre cele 27 de specii, 4 au fost colectate alitet cele 5 puncte de colectare,
0 specie a fost colectadin 4 ecosisteme, déuau fost colectate din cate trei
ecosisteme, 5 au fost colectate din catei dmosisteme iar 15 specii au fost colectate
din cate un singur ecosistem.
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Dinamica populatiilor. Tn vederea efeciii studiilor de dinamig a populdilor
de Pentatomoidedn rezervda Cheile Runcului, au fost efectuate caieiclunare
n perioada mai-septembrie (Tabel 2). Atat awrhde indivizi catsi numarul de
specii variaZ pe parcursul anului (Fig. 2).

Pentatomoideele ierneain stadiul de adult astfefién mai, cand popuféle
ies din diapauzsi sunt in perioada de imperechere, se inregisirganunir mare
de speciisi indivizi, Tn timp ce in lunile iunisi iulie, cAnd majoritatea speciilor
sunt in stadiul de ou sau larve de diverse vamteyrul de indivizi aduli si de
specii scade.

In ecosistemele ierboase, atat mmmh maxim de indivizi catsi numarul
maxim de specii se inregistradn luna august, cand apar indivizii aglalin noua
generge. In septembrie nuinul de indivizisi de specii scade datarimigraiei
unor specii din aceste ecosisteme ierboase desprsecosistemele de tip forestier,
unde are loc iernarea. Aceasta exphkc atingerea maximului Tn septembrie n
tufarisurile studiate.

Tabel 2
Dinamica populatilorde Pentatomoid e ain punctele dekectare
studiate Tn zona rezervaéiei Cheile Runcului.

Perioada Tufaris Fana Pasune Zvoi Vegetaie Numarul
colectrii ruderak total

nr.ind. nr.sp. nr.ind. nr.sp. nr.ind. nr.sp. nr.ind. nr.sp. nr.ind. nr.sp. ind. sp.

Mai 8 5 12 6 13 2 3 2 10 4 46 11
lunie 7 3 10 3 4 4 2 1 5 3 28 6
lulie 9 4 20 5 11 5 6 3 9 4 55 8
August 9 5 53 17 17 6 5 3 14 5 98 21
Septembrie 10 6 20 10 8 5 4 2 10 5 52 13
120
100 98
80 -
Numarul de
indivizi s!.de 60 - 55 -
specii 6
28
20 -
13
O T T T T 1
mai iunie iulie august  septembrig
‘ —e—nr.ind. —s—nr. sp.‘

F i g. 2.Dinamica suprafamiliePentatomoide@n zona rezervéei Cheile Runcului.
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Spectrul trofic. Dintre cele 27 de specii colectate, 6 sunt oligefpe graminee
(Eurygaster austriaca, E. maura, E. testudinarialid\@cuminata, Neottiglossa
leporina, Neottiglossa pusilladou sunt oligofage pe crucifer&rydema ventrale,
E. oleraceuy o specieCoptosoma scutellatuneste oligofag pe leguminoase iar
restul speciilor (18) sunt polifage (Fig. 3).

Analiza zoogeografid. Dintre cele 27 de specii colectate, 10 agpéndire
Palearcti@ (Tritomegas bicolor, Eurygaster maura, E. testudiaaGraphosoma
lineatum, Aelia acuminata, Neottiglossa pussilalcdstethus (Holcostethus) vernalis,
Holcostethus (Dryocoris) sphacelatus, Palomena ipeasEurydema oleraceum
trei sunt Eurosiberiene&C@rpocoris purpureipennis, Pentatoma rufipes, Elasha
betulag, trei sunt Sud-Palearctic&tagnomus (Stagnomus) amoenus, Piezodorus
lituratus, Raphigaster nebulosadoua sunt Mediteraneenéfaria lunata, Eurydema
ventralg iar doud sunt Ponto-Mediteraneer@dontotarsus purpureolineatus, Sciocoris
(Sciocoris) deltocephaliusCelelalte unitti zoogeografice prezente sunt reprezentate
prin cate o singur specie: EurasiaCoptosoma scutellatym Europa Central
(Eurygaster austriaca Europa Centrélsi Mediterana Tritomegas sexmaculatys
Asia Mica, Asia Centrd si Sudul EuropeiNeottiglossa leporing Asia Vestid si
Mediterana Carpocoris pudicus Holarctica Dolycoris baccarur) Europa
Sudia si Centrah si Asia Vestid si Centrah (Antheminia lunulata

B polifage O oligofage (pe graminee)
® oligofage (pe crucifere) [ oligofage (pe leguminoase)

F i g. 3.Spectrul trofic al pentatomoideelor semnalate inazoezervaei Cheile Runcului.

Concluzii.

1. Din ecosistemele studiate in zona rezexv&heile Runcului au fost coletita
279 indivizi dePentatomoidealin 27 de specii, care aparla 20 de genuri 5
familii. Atat din punct de vedere al ndmilui de specii, cati al nunirului de
indivizi semnald cel mai bine reprezentaéste familidPentatomidae
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2. Cel mai mare nu#in de specii de a fost colectat din fgnar cel mai mic
numir a fost colectat dinaxoi.

3. Cele mai ridicate valori ale abundgimumericssi relative au fost inregistrate
de ditre speciileDolycoris baccarum Carpocoris purpureipennisi Eurydema
oleraceum

4. Atat nunirul maxim de indivizi catsi numarul maxim de specii se
inregistreaz in luna august, cand apar indivizii ag@din noua generge.

5. Dintre cele 27 de specii colectate, 18 suntfagdi, 6 sunt oligofage pe
graminee, dausunt oligofage pe crucifere, iar una este oligofag leguminoase.

6. Din punct de vedere al spectrului zoogeograit,mai bine reprezentate
sunt speciile Palearctice, urmate de cele EurasitierSud-Palearctice, Mediteraneene
si Ponto-Mediteraneene. Celelalte drizoogeografice prezente sunt reprezentate
prin cate o singudrspecie.
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SMALL MAMMALS OF THE CENTRAL TRANSYLVANIAN PLAIN:
SPECIES COMPOSITION, DIVERSITY AND ABUNDANCE

ELIANA SEVIANU" and IOAN COROIU"

SUMMARY. - The paper presents the results of the researciec¢aut
during 2002 and 2003, regarding the diversity ailsmammal communities

in two areas of the FizeBasin, using live-traps set on linear transects.
Our study resulted in capturing 200 individualsopgling to 2 orders and

8 species: one insectivore speci€socidura leucodohand seven rodent
species Microtus arvalis, Clethrionomys glareolus, Apodenaggarius,

A. flavicollis, A. sylvaticus, Myoxus glis and Dmygs nitedula The species
composition is different in the two are&3ocidura leucodon, Clethrionomys
glareolus, Myoxus gliand Dryomys nitedulare missing from our captures
in Pastaraia Valley, whileApodemus agrariugsould not be captured in
Husuieru Valley. Biodiversity indices show that spsailiversity is greater in
Husuieru Valley than in Bstaraia Valley and that the greatest number of
species (S=5), the highest species diversity (H57140.269) and abundance
(24.76 ind./100 trap-nights) in different typeshaibitats were recorded in
the meadow. In the overgrazed pasture, no smallmadrspecies could be
captured. The most abundant species in the twe Edpodemus sylvaticus
(44.01 ind./100 trap-nights) and the less abun@atdepting the arboreal
species) i€lethrionomys glareolug.19 ind./100 trap-nights).

There are only few research regarding the small manfauna of the
Transylvanian Plain [2, 3, 5, 11, 20, 21, 25, 3@jne of the papers containing no
more than several references on species preseat ngr no data regarding our
study area are available. The aim of our researth determine the composition of
populations of the small mammal communities in Fiwess Basin and the species
distribution and abundance in the major habitaesypresent in the Transylvanian
Plain.

Methods. General description of the are&he study was carried out during
two years (2002 - 2003) in the R§zZBasin, situated in the central, northwestern pfrt
the Transylvanian Plain (Fig. 1), on a surface D& km?2 and a length of 67 km
between the source and the confluence with the goraiic River, 3 km downstream
from Gherla town [28]. Hills and valleys dominake trelief, with altitudes ranging

" The Focal Centre for Biodiversity Monitoring andi@ervation, 400609 Cluj-Napoca, Romania
E-mail: eliana_sevianu@clujnapoca.ro
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between 300 and 415 m and slopes with inclinatibr7-85 degrees [24]. The
predominant soil types are clay and sandy, favonater drainage [31]. The entire
area suffers from a significant water shortage tdune scarcity of water sources,
both subterranean and surface waters. The cultiaglls cover more than 85% of
the entire surface, while the forests occupy lkas 7% (according to sources from
the Ministry of Agriculture, Forests and Rural Dimment). Sessile oalQUercus
petraeg, hornbeam Carpinus betulusand downy oak@. pubescens forming
different plant communities depending on the skex@osure, dominate the woodlands
of the Fizg Basin. On dry slopes, with well draining soilsp\gs Quercus pubescens
a xerothermophilous oak species. Turkey cQkgrcus cerriy is also present on
the slopes with southern exposure, while bedegs sylvatica grows on the
ones with northern exposure.

The research was focused on two different aregstirRia Valley situated in
the E-SE of the “Sic Reed Beds” Natural Reservéh wisurface of approximately
150 ha, and Huwieru Valley situated to the west of the Ki&iver, with a surface
of approximately 1,230 ha (Fig. 1).

Beclean

TRANSYLVANIA
PLAIN

-; M&- ~ "Campia
V7 £ Turzii

Fig. 1 Study areas location in the FjzBasin

0 30 60 Kilometers

In Pastiraia Valley, we investigated four major habitatagpwhich occupy
different proportion of the entire area (Fig. 2)dahe boundary zone [8] between
woodland and the neighboring habitats:
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- deciduous woodland of sessile oak and hornbeammijrig Querco petraeae
— Carpinetumplant association [15], relatively young, growiog slopes (10-18°
inclination) with NE exposure, together with otliere species lik€erasus avium,
Tilia cordataand Acer campestrand herbaceous plants likesarum europaeum,
Anemone nemorosa, Hepatica nobilis, Corydalis c&vasolida, Vicia silvatica,
Mercurialis perennis, Oxalis acetosedad Symphytum tuberosym

- meadows, situated at the foothill of the slopthWE exposureAgrostideto
— Festucetum sulcatgdant association), witigrostis tenuis, Festuca sulcata, F.
pratensis, Trifolium campestre, Medicago lupulisaronica chamaedrys, Verbascum
blattaria andCarduus acanthoidd23];

- degraded and overgrazed pasture at the foothilh® slope with SW
exposure, withAgrostis tenuis, Festuca sulcata, Xeranthemumduoetj Eryngium
campestre, Urtica dioicf23];

- pasture with thorny shrubs likérataegus monogyna, Prunus spinasel
Rosa caningPrunus spinosae-Crataegetuptant association), grown on the slope
(25-30°) with SW exposure;

- ecotone areas between the sessile oak-hornbeadiand and the meadow,
and between the woodland and the pasture with yhehrrubs.

[OWoodland (sessile oak-
hornbeam)
[Pasture with thorny shrubs

EMeadow

[MOvergrazed pasture

HOther

W3%  []10%

F i g. 2 Habitat types proportion in #tiraia Valley

Other existing habitats, like abandoned farmlamdhard, dense shrubbery,
etc., were not investigated during our study.

In Husuieru Valley we investigated four major habitatpdy, as well the
boundary area between the woodland and the adjaebitats. In Hguieru Valley
there still exists a small part of the ancient fmakst and the habitat types proportion
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are slightly different (Fig. 3) from #tiraia Valley, due to the presence of other
habitat types like cultivated fields, dense shrupbehich were not included in our
research.

[Iwoodland (sessile oak-hornbean)

Pasture with thorny shrubs
[l Other

] 0ak woodland
19%
@EMeadow

m 6% C B1%

F i g. 3 Habitat types proportion in Huieru Valley

The habitats investigated in kliieru Valley were:

- deciduous woodland of sessile oak and hornbeamwigg on slopes with
N exposure (same plant association asisiiRaia Valley);

- meadows, situated at the foothill of the slopthw exposure (same plant
association);

- pasture with thorny shrubs grown on the slopé Bitexposure (same plant
association);

- oak woodland Quercetum robori-petraeplant associationjvith Quercus
petraea, Q. robur, Q. pubesceasd Q. cerris and rather dense shrubbery and
abundant herbaceous vegetation, on the slope vaikp&sure;

- ecotone area [8] between the sessile oak-hornbezodland and meadow
and between the oak woodland and the pasture hotimy shrubs.

Standard methods were applied for capturing smathmals [13]. At each
location, we used 100 live-traps set in two paldites placed at 15 m distance,
passing through the habitats described above 4Figg. 5). Each trap-line contained
50 traps set at the interval of 15 m. We used esbsunflower seeds, bits of
walnuts and lard as bait. The traps were checkee¢ anday, in the morning. All
trapped individuals were marked by having shavethall surface of fur on their
backs. Upon capture, each mammal was anesthetidateafollowing parameters were
noted: capture point coordinates, species, sexghiydiiometrical measurements and
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the status of external sexual characters. Theithdils were then released at capture
point. In cases when species identification codtlbe made with accuracy in the
field, the specimens were studied in the laboratasing dentition as criteria for
identification [20, 21, 27]. The number of specieptured in the whole area was
calculated, as well as the number of species ih lmmiations and in each different
habitat. The species diversity and distributionsofall mammals in the habitats
were evaluated applying Shannon’s (H) and Simpsm)'sndices [9, 10, 16]. The
abundance was evaluated according to the numbedigiduals caught in 100 traps-
nights (ind./100 trap-nights) [17]. Inagtiraia Valley, the traps were active between
29.07.2002 and 03.08.2002 resulting in a numbes0&f trap-nights. The traps in
Husuieru Valley were active between 17.07.2003 and22003 resulting in a
number of 600 trap-nights, with a total of 1,20fptnights on both locations.

Results and discussions. Species composition and the diversity of small
mammal communitieBluring the two years of investigations were capt2@0 small
mammals belonging to 2 orders and 8 speciesastifdia Valley, we captured 105
individuals and 95 in Huieru Valley (Table 1).

Table 1
The species and number of individuals captured in Pastaraia and Husuieru
Valleys, and their relative abundance

No. Crt Spe_cie_s{number of Pastiraia Husuieru '_I'otf’all_no. of Relative
individuals Valley Valley individuals  abundance %

Order Insectivora

1  Crocidura leucodon 0 9 9 45
Order Rodentia

2 Microtus arvalis 18 9 27 135

3 Clethrionomys glareolus 0 5 5 25

4 Apodemus agrarius 8 0 8 4.0

5  Apodemus flavicollis 19 28 a7 23.5

6  Apodemus sylvaticus 60 39 99 49.5

7  Myoxus glis 0 1 1 0.5

8  Dryomys nitedula 0 4 4 2.0
Total 105 95 200

The Insectivoraorder represents 4.5% of the total captured indadisl
being represented by one single species. The f85 %% are rodents, the majority
being the species of tiuridae family (77%), followed byArvicolidae(16%), the
smallest percentage being held by Mgoxidaefamily (2.5%).

Small mammals occupy distinct kinds of biotopesoediag to their specific
ecological requirements. The species and numbiedfiduals captured in 8tiraia
Valley was different according to the type of habihvestigated (Fig. 4), as follows:
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1) Woodland of sessile oak and hornbeam

Apodemus flavicollis 7

Apodemus sylvaticus 27
2) Meadow

Microtus arvalis 17

Apodemus agrarius 7

Apodemus flavicollis 4

Apodemus sylvaticus 9

3) Overgrazed pasture
No captures
4) Pasture with thorny shrubs

Microtus arvalis 1
Apodemus flavicollis 6
Apodemus sylvaticus 14
5) Ecotone
Apodemus agrarius 1
Apodemus flavicollis 2
Apodemus sylvaticus 10
420m
377m : (alt)

(alt)

Fig. 4 The trap-lines position and the repartition obiitats in Ristiraia Valley
Numbers 1-5 represents the habitats mentioned above

In Husuieru Valley, the species and number of individwaptured varied

according to the habitat type (Fig. 5) as follows:
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1) Woodland of sessile oak and hornbeam

Clethrionomys glareolus 3
Apodemus flavicollis 11
Apodemus sylvaticus 17
Myoxus glis 1
Dryomys nitedula 1
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2) Meadow
Crocidura leucodon
Microtus arvalis
Apodemus flavicollis
Apodemus sylvaticus

3) Pasture with thorny shrubs
Crocidura leucodon
Microtus arvalis
Apodemus flavicollis
Apodemus sylvaticus

4) Oak woodland
Clethrionomys glareolus
Apodemus flavicollis
Apodemus sylvaticus
Dryomys nitedula

5) Ecotone
Crocidura leucodon
Apodemus flavicollis

RPErow pvoo s

wWOonN

NN

Fig. 5 Trap-lines position and the repartition of hali#tan Hwyuieru Valley
Numbers 1-5 represents the habitats mentioned above

The faunistic spectrum was quite different in tka tareas.Crocidura
leucodonthe only species dhsectivoracaptured during this research, was found
only in Hwuieru Valley.Clethrionomys glareolus, Myoxus géied Dryomys nitedula
are missing from our captures iis®iraia Valley, whileApodemus agrariusould
not be caught in Hwieru Valley.

Our research revealed that the small mammal contgndmielling in the
Husuieru Valley had a relatively high diversity of spes (H=1.907; ¢=0.273)
compared to #stiraia Valley, that shows a rather low species ditye($1=1.112;
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¢=0.392). These results might have appeared dumitoohabitat differences
between the two areas where trap-lines were setlamdo the presence in klieru
Valley of fragments of the old oak forest, a habitdh the value of diversity indices
bigger than for the entireaftiraia Valley (Table 2). The species diversity inghieru
Valley is similar to the one found indBatau area (Apuseni mountains, Romania),
situated at a much higher altitude (1,219 m), irediforest habitat type [4].

Our research showed that the highest specific sityewas recorded in the
meadows (Table 2, Fig. 6). It seems that the meaddgth large number of tall
herbaceous plants, offers better ecological camtitifor small mammals than the
other habitats investigated. Specific diversityhie meadows of the Fig8asin is
greater (c=0.269) than in the natural meadows (gitibe similar plant species) of
Eastern Lithuania (c=0.453), in the Moletai digtfit7], probably due to climatic
differences between the two areas.

The second habitat, in terms of species divergitthe Fizg Basin, was
the oakwoodland (Table 2, Fig. 6). The faunistic spectrdiffers from a similar
habitat in the Somal Mic Basin (Transylvanian Plain) where oipodemuspecies
were caught, possibly because "they have removieer ®pecies by interspecific
competition or, the other species, having a lowndbuace, didn't have the possibility
to be caught” [3]. Besid&podemuspecies, we capturgdlethrionomys glareolus
andDryomys nitedula.

The pasture with thorny shrubs in the kiBasin had lower species diversity,
¢=0.425, S=4 (Table 2) than in the similar haliitathe Somgul Mic Basin, where
¢=0.17 and S=8 [3]. The four species captured énRize Basin were actually the
dominant ones in the Som# Mic Basin. The absence éfpodemus agrariuim
our captures might be related to the fact thatrapst were placed in its preferred
biotopes, which are cultivated fields [27] and dahgbitats [21, 14]Microtus
agrestiscould not be captured because it is a hygrophispesies which prefers
high humidity and low temperature biotopes [23brex araneusnd Crocidura
suaveolenslid not occured in our captures, although thetaabbnditions seemed
favourable for both species [20, 25].

The species diversity in ecotone habitats (fores&aow, forest-pasture
with thorny shrubs) was slightly higher than intpes with thorny shrubs (Table 2),
although the number of species captured was equal.

The lowest species diversity was recorded in thedland of sessile oak
and hornbeam (Table 2). This might be due to tble ¢d undergrowth and the rather
poor herbaceous vegetation, habitat features tleairrgoortant for the distribution
and density of most small mammal species.

In the overgrazed pasture, no small mammal indalidould be captured.
Overgrazing gives birth to an even layer of shoasges with fewer flowers, having
normally low value for small mammals [1]. Short 8@ vegetation fails to provide
shelter for small mammals, which are much more sggddo predators likButeo
buteo, Falco tinnunculuandLanius excubitor.
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Table 2
The species structur e of small mammal communitiesin different habitats
Habitat S N Shar‘mon Slméason
Sessile oak-hornbeam woodland 5 67 0.894 0.506
Meadow 5 55 1.45 0.269
Pasture 0 0 - -
Pasture with thorny shrubs 4 42 1.06 0.425
Oak woodland 4 19 1.23 0.333
Ecotone 4 17 1.07 0.419
Pastaraia Valley 4 105 1.122 0.392
Husuieru Valley 7 95 1.907 0.273
Overall area 8 200 1.421 0.323

S- number of species, N- number of individualsSHannon's index, c- Simpson’s index

& Shannon |
[ Simpson |

Meadow ..

s = = = © £ =
S x% S Ey Ogc 3
i 5 = = e wd& 7
o 8 8 £2 5E€Z §
o8 ] < pEQg o
= = =® %og
= n < Habitat type

F i g. & The variation of biodiversity indices related tettype of habitat

The abundance and distribution of small mammadlse abundance of

small mammals in the investigated habitats is Wéeiand reflects the existence of
suitable life conditions for certain species. Tlghlst abundance of small mammal
species was recorded in the meadow and ecotone amdathe lowest in the pasture

with thorny shrubs (Table 3).
The meadow was the habitat with the greatest nunitighest diversity

and abundance of small mammal species. Lack oingraz the beginning of summer
allows many plants to bloom [1] and therefore offgra rich and diverse trophic
source and shelter for small mammals.
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Table 3
The abundance of species, expressed in number of individuals captured in
100 trap-nightd/ habitat type

Woodland of sessili/Iea dow Degraded Pasture with  Oak

Species / Habitat oak-hornbeam pasture thorny shrubswoodland Ecotone
Crocidura leucodon 0 1.8 0 1 0 2.77
Microtus 0 1036 0 1.33 0 0
arvalis

Clethrionomys 0.68 0 0 0 151 0
glareolus

Apodemus agrarius 0 3.15 0 0 0 1.38
Apodemus flavicollis 4.1 4.50 0 3.33 3.78 5.55
Apodemus sylvaticus 10.04 4.95 0 8.33 6.81 13.88
Myoxus glis 0.22 0 0 0 0 0
Dryomys nitedula 0.22 0 0 0 2.27 0

Ecological characterization of the species captur@dbcidura leucodon,
the onlylnsectivoraspecies captured during the research, was iéehiifithe following
habitats: meadow, pasture with thorny shrubs aotbee areas. The species had low
overall absolute abundance (5.57 ind./100 traptsiigiihe greatest absolute abundance
was recorded in ecotone areas (Table 3). Our mdseamfirmed the findings of
other studies [20, 12, 6] that the species inhaldyitsn spaces and forest edges,
preferring dryer conditions, probably because tisedt fauna is richer here.

Microtus arvalis was captured only in open spaces covered withacedus
vegetation, and it was most abundant in meadows§1i0d./100 trap-nights) and
least abundant in the pasture with thorny shrub®3(ind./100 trap-nights). Our
study confirmed the results of other studies [19,2I7] thatM. arvalis prefers open
meadows lacking tree cover, also occupying thesgradaces among shrubs on
meadows.

Clethrionomys glareolus was captured only in forested habitats, but it had
a low abundance (Table 3). The species was moreabtiin the oak forest (1.51 ind./
100 trap-nights) than in the sessile oak-hornbeaest (0.68 ind./100 trap-nights).
According to M u r a r i u [21], the species preféorests dominated by beech
(Fagus sylvaticg grown on sunny slopes. | str at e [12] reredrthe preference
of this species for oak forests with well developguergrowth. Our research
confirmedC. glareoluspreference for oak forests (still situated on suslopes)
with a certain amount of undergrowth. M i k | 01€] also stressed the importance
of undergrowth for the presence, density and dpdisribution forC. glareolus

Apodemus agrarius was captured only in meadows and in ecotone areas.
The species was most abundant in meadows (3.1800dtrap-nights). The overall
abundance oh. agrariuswas low. According to some authors [21, 14], thecses
is mostly found in damp habitats. Our investigatiid not include wet areas,
neither agricultural field, another preferred habj27].
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Apodemus flavicollis was captured in all investigated habitats. The ésgh
abundance was recorded in ecotone areas (5.55.00dtfap-nights), and the
lowest in pastures with thorny shrubs (3.33 ind)/1fap-nights). According to
some authors [7, 21, 29,], the species is raretp@mtered in open spaces, being
closely associated with compact forests. The reseiita study in Bulgaria [26]
showed tha#. flavicollis was captured mostly in wet forests and in othduithts
characterized by high humidity, as fér sylvaticusonly on dry slopes and in
cultivated fields. Our research showed that theispavas present in all investigated
biotopes, together witl. sylvaticus| s t r a t e [12] obtained the same results
during a research undergone in the Tarnava Pldleansylvania). During a study
in the mosaic landscape of Lithuania [17], the m®ewvas captured in meadows,
croplands, drainage ditches with high herbaceogsta#on, shore of lakes and alder
groves, proving to be a generalist specdfedlavicollis presence in the open spaces
in our study area might be explained by the cldsaity of forests. The species
was the second most abundant in the overall adea@2nd./100 trap-nights).

Apodemus sylvaticus was the species with the highest abundance (44.01
ind./100 trap-nights). We captured this speciealirinvestigated habitats. It had
the highest relative abundance in all researchéitdta (Table 3), excepting the
meadow A. sylvaticuds a generalist species, being frequent in decklamgd mixed
forests, but also in open ar¢2%]. The highest abundance was recorded in ecet@aes
(13.88 ind./100 trap-nights), and the lowest (5r&b/100 trap-nights) in meadows.

A. sylvaticusandA. flavicollisare two species phylogenetically and taxonomi-
cally closely related, and their ecological prafiees are slightly different but overlap
[18] and they often live in the same habitat.

Myoxus glis and Dryomys nitedula were captured, as expected, only in
forested habitat. nitedulais a species typical for deciduous forests, buthnig
also encountered in evergreen ones [27]. Both epeawie forest dwellers, but the
estimation regarding their abundance has to berdedacautiously as we did not
set traps in the canopy, their natural habitat.

Conclusions. 1. As a result of the studies undergone duringyears in the
Fizes Basin, we identified 8 small mammal species béfantp 2 orders (1 insectivore
species and 7 rodents).

2. The efficiency rate of the traps, during oulesgsh, was of 16.66%.

3. The highest number of species (S=5), as wéltleakighest species diversity
(H=1.45; c=0.269) and abundance (24.7 ind./100-tigpts) of the small mammal
species were recorded in meadows.

4. In ecotone habitats the abundance of speciea hiadilar value (23.58 ind./
100 trap-nights), with that recorded in the meadbwisthe species diversity was
lower (H=0.894; ¢=0.506).

5. In the over exploited and heavily grazed pasteremall mammal species
could be captured.
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6. The most abundant species wgsodemus sylvaticugt4.01 ind./100

trap-nights) and the least abundant (exceptingrbereal species) w&ethrionomys
glareolus(2.19 ind./100 trap-nights).

7. Apodemus flavicollisvas encountered in every investigated biotope,

proving to be a habitat generalist and not a spaeigtricted to forested areas.

10.

11.

12.

13.
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STUDIUL GENULUI OPEGRAPHAACH. IN ROMANIA

KATALIN BARTOK Usi FLORIN CRI SAN®

SUMMARY. - Study of the GenusOpegrapha Ach. in Romania. The paper
deals with the taxonomic review of the ger@Dpegrapha eleven species
occurring in Romania are presented, the actual ndatare, synonymy,
identification key and ecology are given. For egpécies distribution map is
presented, using the UTM grid system of 50 x 50 Akmong these species,
four are rare in Romani@pegrapha dolomitica, O. gyrocarpa, O. lyncea
O. vermicellifera

Din punct de vedere sistematic, aparteaggenuluiOpegraphaeste né
discutadi. Tnainte de 1980 famili&raphidaceaecuprindeasi acest gen, aturi de
genurileGraphis, Phaeographis, Enterographa, Lithograpihaylographa Dupi
1980 genul a fost inclus Tn famil@pegraphacegeordinul Arthoniales,iar in 1995
n familia Lecanographaceaerdinul Lecanographalesin 2001 N a s h T. H. [62]
include din nou famili@dpegraphaceaécuprinzand genurileecanactis, Opegrapha
si Sagenidiops)sin ordinul Arthoniales Tn prezent exigtclasificiri in care genul
Opegraphaeste inclus, aturi de genurileLecanactissi Cresponeain familia
Opegraphacegeordinul Opegraphale$88].

Toate speciile din acest gen prezifdrma biologi@ crustoas, epi - sau
endofloidid, epi - sau endoliti; caracteristicile principale fiind apoteciile lame,
neregulat ramificate, proeminente deasupra taldlogst corp de fructifigie numit
histeroteciu, prin formai dispoziia lui amintgte de scrierea cuneifotincaracter
prin care acgi licheni pot fi ysor identificai si separa de restul lichenilor.

Descrierea morfologic tal crustos, Tn general corticol, rar saxicoliligp
sau epi - endofloidic, stibe pari la gros, de diferite culori: alb, gri, gri-maroniu
maroniu Tnchis p&nla masliniu-verzui, protal adesea prezent sub fbda mozaic.
Fotobiontul estdrentepohlia Ascomata constdintr-o apotecie lirat alungig, rar
rotunjita, ramificati sau stelat + sesii, rar imersat. Excipulul talin lipsste,
rareori se dezvdaitun fals excipul talin; excipulul propriu-zis estegru, opac,
dispus Tn mod continuu sub hipoteciu, cu K nu dereaz sau se coloredzosu-
bruniu sau rasliniu-verzui, rareori galben-verzui, portocaliwsdb-pruinos Epiteciul
incolor la speciile cu discul apoteciei fisuratuirla speciile cu apoteciul expus.
Himeniul nu se coloredzcu | sau poate da o col@ea+ roscat-brura sau + albasir

U Universitatea “Babg-Bolyai”, Facultatea de Biologiei Geologie, Catedra de TaxonomieEcologie,
400015Cluj -Napoca, Romania, E-mail: bartok _katalin@yalwoon si florincrisan1964@yahoo.com
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Hipoteciul incolor paa la gilbui pal, cu K nu se coloreasau se coloreaz masliniu-
verzui. Asce cu 8 ascospori, clavat-cilindrice zergand uneori un inel apical care
se coloreax cu | albastru, fisitunicat dehiscente. Ascospauitiseptai, fusiformi
sau aciculari, | -, uneori prezentand un perispixii®e, incolori sau ornamenssi
rosii-bruni la maturitate.

Chimism: variabil, nu au fost identifitgprodusi lichenici, conin pigmeni,
unele specii caim acid giroforic.

Ecologie: sunt mai ales specii corticole, pe oitidil foioaselor tinerai
mature Fagus, Quercus, Fraxinus, Carpinus, Sambucaas)pe conifere, in etajul
colinarsi montan. Mai apar pe stancigbstite, acide, neutre sau bazice, rar pe sol
sau resturi vegetale. Talul speciilor corticoleedst mare parte endofloidic apare
ca o pojght sulgire, albicioad sau cafenie, talul speciilor saxicole fiind deceb
mai gros.

Cheia de determinare

S T T 0T 2
o T == 11o (o] o TP 5
2a. Atat pe roci calcaroase gape roci silicioase ...........ccceeveeeeeeriies O.calcarea
2b. Exclusiv numai pe roci silicioase sau numat@aase................cccceeevveevveeenenn. 3
3a. Exclusiv pe rocCi SiliCioase.............ueeeeec e O..gyrocarpa
3b. EXCIUSIV P rOCI CAlCArOASE ...uvvuui i ceee e ee e e e e e 4
4a. Cu | himeniuki subhimeniul se coloreain oranj-rgu............... O. dolomitica
4b. Cu | himeniul se coloreain partea supericain albastryi bazal in oranj-rgu,

iar subhimeniul se coloreain albastru.........ccccoeeeeeviiiiiiinie e oo O. rupestris
5a. Talul nu apare colorat TN [UMIV ... 6
5b. Talul in lumia UV apare colorat in albastru..............occceeeennnnn. 0. lyncea
6a. Protalul @Ste PreZENT..........vviiiiiiiiieiiiiiiiiiiii s rrraraee 7
6b. Protalul @Ste abSENt ..... ... 8
7a. Protal negru, histeroteciu proeminent ......cccc.cccevvvvvvnnnnne..... Q. rufescens
7b. Protal alb-gibui, ocru sau verde-oliv, rar negru, histeroteszgil......O. viridis
8a. Triltimea histeroteciului 90-130M .........ccccoveveveereriereeeeeeeeee et eeeeeee e 9
8b. Triltimea histeroteciului maximum 1Q0n .................cc.co.............. Q. VUl gata
9a. Cu | himeniul nu se colore@az...............ccceevvvvevvieeieeeieeee, O..vermicellifera
9b. Cu I himeniul S€ COIOrEAZ..........uuuuneii e 10
10a. Cu I himeniul se coloreain albastru .............ccevvvieiriiiniinenimmmnenennnnsd 0. atra
10b. Cu I himeniul se coloream ragu aprinsS .........cooeeeuerirrieeeeeenrninnms! Q. varia

O. atra Pers. in Neue Ann. Bot., I. Stiick, 1794, p. 20, tafiig. 28. -O.
denigratavar. atra Ach., Lichenogr. Univers., 1810, p. 260 et in Kgétensk.-Akad.
Nya Handl., 1809, p. 101.G. cerasiiChev. in Journ. Phys., Chim., Hist. Nat., vol.
XCIV, 1822, p. 38 (non Pers.)Graphis scriptavar.atra Galloe in Bot. Tidsskrift,
vol. XXVIII, 1908, tab. X, fig. 50.
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Ecologia: specie comanfrecvent pe ritidomul de=agus, Fraxinus, Carpinus,
Sambuccus, llexar pe conifere. Se dezvaloptim in @durile din etajul colinasi
montan inferior (intre 650-800 m altitudine), raeldbogate in precipitd. Specie
fotoschiafii-moderat schiafil, xeromezofii-mezofiki, moderat termofil, moderat
acidofila L U4TsR4.

Distributia in Roméania (Fig.1).

Judeul Arad: Slatina de MurgES-91, Birzava ES-70, Cladova ES-50 [11].

Judeul Baciu: Valea Oituzului MM-71, Valea Uzului MM-61/71, Gl MM-42,
Parjol MM-65/66/75/76, Dealul Bgura MM-62/72, Cgnea MM-24 [70],
Poiana $rariei, Izvorul Alb, Dealul Prihodiei, Plaiul Mocanului MM-42 [58].

Judeul Bistrita-Nasaud: Arcalia KN-91 [22], Valea Satului LN-27 [7].

Judeul Bihor: Varful Rachita FS-35/36 [4], Valea Bulzului FS-28 [2], Val8&hkel,
Dealul Cornului, Zece Hotare FS-07/17/27 [40].

Judeul Botosani: Padurile Horlceni, Gorovei, Mculesti MP-50, Varful Campului
[19], Hiliseu MP-50/51, Edureni MP-41 [15].

Judeul Brasov: Muntii Fagaras LL-25/35, Muntele Podragu LL-25 [49].

(Bucurssti): Pidurea Snagov MK-21 [57].

Judeul Harghita Cheile Bicazului MM-08 [64, 65].

Judeul HunedoaraM-tii Poiana Rust sub Vf. Ruscata, Luncani FR-15/16 [2003 Hb
BK].

Judeul lasi: Padurea Birnova NN-41 [77].

Judeul Carg-Severin:Remetea-Pamici ER-63/64 [79], Bile Herculane FQ-17
[13, 35, 39, 47, 52, 53, 55, 61, 80, 81, 82], Bedgtn, Dealul Glavcina EQ-
45, ValeaTigansca-Reca EQ-55 [72], Pescari EQ-54, Cozla EQi34,
Mehadia, Muntele Stjuc FQ-16/17 [35, 39, 81], Muntele Domogled FQ-
16/17 [13, 35, 39, 47, 81], MihakQ-07 [49].

Judeul Cluj: Gradina Botani@ din Cluj FS-97/98/GS-08 [33,49],a8urea Baciu
FS-98 [6], Valea lerii FS-76/86 [9].

Judeul Mehedini: Plavisevita EQ-93 [13, 35, 39, 47, 52, 81].

Judeul Neam: Muntii Ceahbu MN-20 [64,66], Rdurea Huririei MN-52 [84],
Gura Birzautei MM-50 [70].

Judeul SuceavaMuntii Rarau LN-95, Varful Bodia, Piciorul Cresturii, Turnuri,
Piatra Zimbrului, Valea Sead.N-95 [64, 83].

Judeul Sibiu: langi Sibiu KL-77/87 [45,46].

Judeul Tulcea:Padurea Letea PL-91 [12, 36, 39, 74]

Judeul Vaslui: Padurea Lipodt NM-55, Ridurea Gpusneni NM-55 [84], Rdurea
Dobrovat NM-56 [39, 77].

Judeul Vrancea:Pidurea Angheldi NM-00 [70], Fadurile Gilugarescu, Urechgti,
Cioara NM-10 [70, 71].

Fara localitate: Transilvania [41, 43], Maramgi[d7, 76], judeul Suceava [41, 43].
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O. calcarea Sm. in Engl. Bot., vol. XXV, 1807, tab. 17900pegrapha
chevallieri Leight. in Ann. and Magazin Nat. Hist., ser. 2o).\XIIl, 1854, p. 90,
tab. V, fig. 4. -O. trifurcatavar.calcareaArn. in Flora, vol. LXVII, 1884, p. 662.

Ecologia: saxicdl, pe roci calcaroase sau silicioase Tn locuri umidetajul
colinar si pe substrat antropogen (tencuieli), peereladirilor vechi. Specie rac
Schiafiki, mezofik-mezo-higrofif, micro-mezoterriy subneutrofd-moderat bazifd.
L,UeTsRe.

Distributia in Roméania (Fig.2).

Judeul Bistrita-Nasiud: Muntii Rodnei LN-17/27 [28, 35, 39], Rodna LN-35 [35,
39, 81], Valea Vinului LN 35/36 [86].

Judeul Alba: Cheile Intregalde FS-82 [28,29,30], Piatra SintjoiidES-93 [32].

Judeul Harghita:Cheile Bicazului MM-08 [64].

Judeul SuceavaPietrele Doamnei LN-95 [64].

Judeul Valcea:M-tii Buila KL-61 [29,30], M-tele Albu GR-21 [29].

Fara localitate: Maramurg[51,81].

O. dolomitica (Arnold) Koérb. in Parerg. Lich., 1861, p. 250- rupestrisvar.
dolomitica Arnold in Flora, vol. XLIII, 1860, p. 78. ©. saxicolaf. dolomitica
Arnold in Flora vol. LXVII, 1884, p. 660.

Ecologia: saxical, de obicei pe fele verticale sau pe surplombele
stancilor. Xerofifi, bazifila. U;Rq.

Distributia in Roménia (Fig.3).
Judeul Carg-Severin:Muntele Domogled FQ-16/17 [49]

O. gyrocarpa Flot. in Flora, vol. VIII, 1825, p. 34%). rupestrisvar.arenaria
Stein apud Cohn, Kryptog.-Flora von Schlesien, IpR. Halfte, 1879, p. 268.
Ecologia: saxical, exclusiv pe roci silicioase. Schi#filhigrofila, micro-mezoterrd,
moderat acidofi-subneutrofif. LoUsT5sRs.

Distributia in Romania (Fig.4).

Judeul Brasov: M-tele Solomon langBrasov LL-85/95 [39], Mii Piatra Craiului
LL-54/64 [39,53,54]

O. lyncea (Sm. In Sm & Sowerby) Borrer in Hooker in Sm., Erfgora,
vol. V,1833, p.144.Lichen lynceusm. apud Sm. et Sowerb., Engl. Bot., vol. XII,
1801, tab. 809. Lecanactis lynce&r., Lichenogr. Europ. Reform., 1831, p. 375.
Ecologia: pe ritidom uscat, rugos dguercussau neted dd-agus expus la
iluminare direct, £ abunderitin parcuri. Puternic fotofil L.
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Distributia in Roménia (Fig.5).

Judeul Bihor: La Morminti FS-36 [4].

Judeul Carg-Severin:Biile Herculane, Valea Cernei FQ-17 [35,39,49,56 NH
BP 1151, BP 78622, Lojka 1877].

Judeul HunedoaraM-tii Poiana Rust sub Vf. Ruscata, Luncani FR-15/16, [2003
Hb BK].

O. rufescens Pers. in Neue Ann. Bot., I. Stiick, 1794, p. 2B, t§ fig. 3. —
O. herpeticaAch., Method. Lich., 1803, p. 23, in Kgl. Vetenskkad. Nya Handl.,
1808, p. 98. -O. siderellaAch., Method. Lich., 1803, p. 25, in Kgl. Vetenskkad.
Nya Handl., 1808, p. 100.

Ecologia: specie cosmopadliin locuri umbrite, pe ritidomul bogat ih nutrien
de Fraxinus, Fagus, Corylus, Acer, Ulmudearte rak pe conifere. Moderat schiafijl
xeromezofifi-mezofik, micro-mezoterm moderat acidofiFsubneutrofii. L3TsUyRs.

Distributia in Roméania (Fig.6).

Judeul Arad: Slatina de MureES-91 [11], Arad ES-20/21 [49], Radna ES-50 [35, 3
49,76,81], Birzava ES-70 [11].

Judeul Alba: M-tii Sebsului FR-95 [35,38,39,42,81], M-tele Dealul Rece B&-
[42,81].

Judeul Bagciu: Oituz MM-71, Parjol MM-65/66/75/76, Targu Ocna, daviagura
MM-62/72 [70].

Judeul Bistrita-Nasiud: Arcalia KN-91 [22,24].

Judeul Botosani: Dersca MP-41, Lozna MP-41, Héu MP-50/51 [15].

Judeul Brasov: Valea Milaesti LL-83 [35,39,81,86,87].

Judeul Cara-Severin Belobrgca, Dealul Glavcina EQ-45 [39,72].

Judeul Harghita Cheile Bicazului MM-08 [64].

Judeul HunedoaraM-tele Auselul FR-94 [35,38,39,42,81], Dealul Donea FR-87][42
Valea Nugoarei FR-53 [53,55], Gura Zlata FR-42 [10,35,3881 MNH BP
61665 Foriss 1913], Cugir, Domnea FR-87 [MNH BP 84 & 6riss 1912], M-
tii Poiana Rust sub Vf. Ruscata, Luncani 2003, FR-15/16, [2002BH3.

Judeul lasi: Pidurea Repedea NN-41 [39,77].

Judeul Maramure: Cicarku FT-78/88 [MNH BP 61654, MNH BP 61647 Foriss
1941].

Judeul Mures: San-Mihai de Rdure LM-37 [48].

Judeul Neam: M-tii Ceahku MN-20 [64,66], Rdurea Hurariei MN-52 [39,77,84],
Izvorul Muntelui MM-29 [64].

Judeul SuceavaM-tii Rarau, Duruitoarea, Poiana Sitriei, Valea Seag Piciorul
Maicilor LN-95 [64].

Judeul Vaslui: Padurea Gpusneni NM-55, Rdurea Gadeasa NM-40 [39,77,84].

Fara localitate: Maramure[51,81], judeul Mures [87].
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O. rupestris Pers. in Neue Ann. Bot., I. Stick, 1794, p. 2@.-<entrifuga
A. Massal, Miscell. Lich., 1856, p. 480. persooniiAch., Method. Lich., 1803, p.
17. —0. saxicolaAch., Synops. Lich., 1814, p. 710- saxatilisDC. apud Lam. et
DC., Flore Franc., edit. 3., vol. Il, 1805, p. 3Ht2Synops. Plant., 1806, p. 66.

Ecologia: saxical, exclusiv calcaroas Foto-schiafih - moderat fotofi,
mezo-higrofii, moderat termofil, bazifila. LgU7T¢Ro.

Distributia in Roméania (Fig.7).

Judeul Alba: Piatra Singuratic FS-93 [32], Cheile Ramaui GS-03 [28,32], Dealul
Magura FR-96 [68], M-tele Vulcan FS-52, Cheile Cibt&-70, Cheile Bulzgi
FS-73, Sérita-Belioara FS-44 [28].

Judeul Baciu: Targu Ocna, Dealul Byjura MM-62/72, Valea $hicului MM-51 [70].

Judeul Bihor: Magura Biitei FT-10 [27,28], Vadu Cgului FT-10 [28].

Judeul Brasov: M-tele Solomon LL-54/55/64 [39,63], Mk Piatra Craiului LL-
54/55/64 [35,39,50,53,54,63], M-tele Agplal -15/25 [35,39,44,45,47,50,81],
Valea Creptura LL-64 [86].

Judeul Carg-Severin:Baile Herculane, Valea Cernei FQ-17 [35,39,81,82, MBIPI
35564 Lojka 1877], M-tele Domogled FQ-16/17 [3533982], Pescari EQ-54,
Cozla EQ-84 [19], Mehadia FQ-07 [49,81], Defilealadau FQ-16/17 [82].

Judeul (Cluj): Cheile Turului GS-06/16 [20,28], Cheile Turzii G6{28], M-tele Mare
FS-75 [21], M-tele Pietrele Albe FS-38 [31], fil Piatra Rgie FS-83 [28].

Judeul Harghita:Cheile Bicazului MM-08 [14,64], Gura Biglului MM-08/18 [17].

Judeul Hunedoara:Cheile Caciunesti FR-49 [28], Varful Ceret FR-69 [26],
Godineti FR-19 [28], Ohaba-Ponor FR-64 [MNH BP 35652 lajjk

Judeul Mehedini: leselnita FQ-05 [2002, 2004 Hb BK].

Judeul SuceavaPietrele Doamnei LN-95 [64].

Judeul Sibiu: M-tii Fagarasului LL-15 [35,39,44,45,47,50,81].

Fara localitate: judeul Brasov [87].

O. varia Pers. in Neue Ann. Bot., I. Stiick, 1794, p. 3@.-cymbiformis
FIk. apud Hepp., Flecht.-Flora von Wirzburg, 182475. —-O. rimalis Pers. apud
Ach. in Kgl. Vetensk.- Akad. Nya Handl., 1809, 911

Ecologia: specie corticdl apare mai ales pe ritidomul arborilor cu pH
neutru sau acidefaxinus, Tilia, Quercus, Carpinuspecii de pomi fructiferi), rar
pe conifere. Moderat-schiafjl mezofik, moderat termoffl, moderat acidofi-
subneutrofii. L,UsTgRs.

Distributia in Roménia (Fig.8).

Judeul Alba: Hususu KM-71 [35,39,81], Mtii Sebeaului FR-95, M-tele Dealul
Rece FR-96 [35,39,42,81].

Judeul Arad: Arad ES-20/21 [35,39,49,72], Radna ES-50 [49]ji&dade Mure
ES-91 [11], fira localitate [MNH BP 1146 Hazslinszky].
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Judeul Baciu: Targu Ocnha, Dealul Byura MM-62/72, Valea Shicului MM-51,
Padurea Ceituia NM-00 [70], Varful BErhaus NM-36 [67], Dealul Perchin MM-
82, Valea Cgin NM-71/81, Zemg¢ MM-55, Valea Uzului NM-61/71, Gmea
MM-24, Parjol MM-65/66/75/76, Oituz MM-71, PraleaNi480, Camanca MM-
35 [70], Plaiul Mocanului, Dealul Prihagdiei, Muntele Cleja MM-42 [58].

Judeul Bihor: Valea Bulzului FS-28 [2], la MorminFS-36, Varful Rchita FS-
35/36 [4].

Judeul Bistrita-Nasaud: Arcalia KN-91 [22,24], Valea Vinului LN-35/36, M
Rodnei LN-17/27 [86], Valea Satului LN-27 [7].

Judeul Botosani: Dersca MP-41, ®lureni MP-41 [15].

Judeul Brasov: Brasov LL.85/95 [34,39,45,74,85], Predeal LL-83 [34];tMPiatra
Craiului LL-64 [49], M4ii Bucegi LL-73/LL-82 [34].

Judeul Carg-Severin:Remetea-Padmici ER-63/64 [35,79,81], Pescari EQ-54, Cozla
EQ-84 [19], Biile Herculane Valea Cernei FQ-17 [35,39,49,53,58882],
M-tele Domogled FQ-16/17 [35,39,49,53,55,81], Beésba EQ-45 [39,72].

Judeul (Cluj): langi (Cluj) [35,39,49,81]Gradina Botanié din Cluj FS-97/98/GS-
08 [33, MNH BP 51393 Codoreanu, Micle 1960], Ciueda30 [35,39,81].

Judeul Harghita: Cheile Bicazului MM-08 63], lang Capalnita LM-93/94 [1],
Piatra Poengi Politele Bardgului MM-08 [64].

Judeul Hunedoara:M-tele Awelul FR-94 [35,39,42,81], Valea GblFR-42/43
[35,39,63,78,81], Valea Réwr FR-43 [55], Deva FR-48 [49], Valea Valeriasca
FR-42/43 [39,82], Gura Zlata FR-42 [35,81,87], Bus&-43 [35,39,47,52,53,81],
langa Hunedoara FR-46/47 [35,39,42,49,81], Cugir FR¥&RH BP 61820,
BP 50787, BP 61755 Foriss 1913].

Judeul lasi: Padurea Barnova NN-41 [77], Dealul Mare-H&rIMN-95 [16], Grajduri
NM-40 [77].

Judeul Maramurg: M-tii Maramurgului LN-29/GT-18, Cicadu FT-78/88 [39, 43,
81, MNH BP 1697 Fériss 1913, BP 35580, BP 618136B®11 Foériss 1918].

Judeul Mehedini: Ogradena EQ-93, Cazanele Mici EQ-93/FQ-04 [64delhita
FQ-05 [2002, 2004 Hb BK].

Judeul Mures: San-Mihai de Bdure LM-37 [48].

Judeul Neam: Poiana Faloni MN-20 [64], #lurea Carligata MN-80 [16], Valea
Tarcutei MM-37 [67], Gura Brzautei MM-50 [69], Izvorul Muntelui MM-29
[64], Padurea Bilanesti MM-79 [84].

Judeul PrahovaSinaia LL-81/82 [39,45,74,85], Mi-Ciucas Padurea Zganul ML-13
[39,73,75], Mtii Bucegi LL-73/LL-82 [34].

Judeul Satu-Mare:Bixad FU-71/81 [MNH BP 61804 Fériss 1941jivada FU-
50/60 [MNH BP 61730 Foriss 1938].

Judeul Sibiu: Sibiu KL-77/87 [39,81,86,87], Huslus KM-92 [43], Valea C&rsoarei
LL-16 [49,53,55], Mtii Cibinului KL-62/63 [60].

Judeul SuceavaCodrul secular Stioara MN-04 [78], Masivul Rau LN-95, Dealul
Praca, Poiana Sifstriei, Valea Seacl. N-95 [64,83].
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Judeul Tulcea:Babadag PK-37[12].

Judeul Vaslui: Padurea Dobrodt NM-56 [77], Ridurea Cociuba NM-40 [84].
Judeul VranceaPadurea Glugarescu NM-10 [70,71], #lurea Cioara NM-10 [71].
Fara localitate: Transilvania [45,47], jud. Hunedoa48][

O. vermicellifera (Kunze) J.R.Laundon, Lichenologist 2, 1963, p.139.
Pyrenotheca vermicellifer{unze (in Reichenb. et Schub.) Lich. Exs. M. 60, 1823
- O. fuscella(Fr.) Almb., Bot. Not. Suppl. 1 (2): 1948, p.1-254 Pyrenotheca
vermicelliferaFries, Lichenographia Europea reformata Praemituichenologiae
fundamenta. Lundae, 1831, p. 451.

Ecologia: corticdl, pe foioase, Tn special pe trunchiuri umbriteldmus
Moderat schiafd, xero-mezofii-mezofik, moderat termofil, moderat acidofil.
L3U4T7Rs.

Distributia in Roméania (Fig.9).
Judeul Cara-Severin:Baile Herculane FQ-17 [MNH BP 35596 Lojka 1874].

O. viridis Pers. apud Ach., Method. Lich., 1803, p. 220~viridescens
Rohling, Deutschl. Flora, vol. 1ll, 2. Abth., 1813, 52. —-Zwackhia involutaorb.,
Syst. Lich. German., 1855, p. 286, tab. IV, fig.e8darerg. Lich., 1861, p. 255.

Ecologia: specie cortical pe ritidomul foioaselor, coménin special pe
ritidomul cripat al copacilor tineri, la baza tulpinii, cel maés peCarpinus,
Fraxinus, Acer, Corylus, llex, SaliModerat schiafl, mezofik, moderat termofi,
moderat acidofl - subneutrofil. L;UsT-Re.

Distributia in Romania (Fig.10).

Judeul Baciu: Valea Oituzului MM-61/71, Valea Uzului MM-61/71a2¢h MM-71/81,
Zema MM-55, Canea MM-24, Pralea MM-80, Camanca MM-35idBrea
Urechati NM-10, Dealul Migura MM-62/72 [70], Plaiul Mocanului MM-42 [58].

Judeul Bihor: Valea Bulzului FS-28 [2], Varful #hita FS-35/36 [4], ReniieFS-28
[5], Zece Hotare, Dealul Mare, Dealul Vasului, \éalighilg, Dealul Cornului,
Valea Petis, Dambul Pietroasa FS-09/49-05/45 [40].

Judeul Bistrita-Nasaud: Arcalia KN-91 [22,24], Valea Vinului LN-35/36 [86M-tii
Rodnei LN-17/27 [35,39,81], Valea Satului LN-27,[Rodna Veche LN-35/36
[35,39,81,86,87].

Judeul Botasani: Dersca, Bdureni MP-41, Hikeu MP-50/51 [15], Varful Campului
MP-50, Rdurile Horkceni, Gorovei, \culesti MP-50 [18].

Judeul Brasov: langi Predeal LL-83/84, Mii Bucegi LL-73/LL-82 [39,85].

Judeul Carg-Severin:Valea Cernei Ble Herculane FQ-17 [35,39,56,61,81], Cozla
EQ-84, Pescari EQ-54 [19], Defileul deiu FQ-16/17 [35,39,56,72].

Judeul (Cluj): Padurea Baciu FS-98 [6], Valea lerii FS-76/86 [7],dle Capra FS-
38/39 [5].
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Judeul Harghita:Cheile Bicazului MM-08 [65], Cheile Mici MM-08 [134].

Judeul HunedoaraM-tii Retezat FR-42/43 [10,35,39,81], Valea Raulailt FR-63
[55,81].

Judeul Maramure: M-tii Maramurgului LN-29/GT-18, Cicatu FT-78/88 [39,43,81,
MNH BP 61743 Fériss 1918].

Judeul Neam: Gura Birzautei MM-50 [70], I1zvorul Muntelui MM-29 [64], Masivul
Ceahfu MN-20 [66].

Judeul PrahovaM-tii Bucegi LL-73/LL-82 [34].

Judeul Sibiu: Valea Cafisoarei LL-16 [53,55], Mtii Cibinului KL-62/63 [60].

Judeul SuceavaMasivul Raiiu LN-95 [83], Dealul Prga, Poiana Sitstriei, Valea
Sead, Piciorul Scurt LN-95 [64].

Judeul VranceaPPadurea Cioara, #lurea Urechgi NM-10 [71].

Fara localitate: Maramurg[51], Transilvania [87].

O. wulgata Ach., Method. Lich., 1803, p. 20 in Kgl. Vetenskkad. Nya
Handl., 1809, p. 100, Lichenogr. Univers., 181®25b et Synops. Lich., 1814, p. 73. —
O. cinereaChevall. in Journ. Phys., Chim., Hist. Nat., woCIV, 1822, p. 41. -O.
vulgatavar.cinereaBlombg. et Forss., Enumer. Plant. Scand., 188009.

Ecologia: specie cortical pe ritidom cu pH acid, cel mai des pe conifere,
rar pe Fagus, Carpinus, Fraxinus, pe pante abgigte Acer. Moderat schiafi)
higrofila, micro-mezoterrd, acidofili. LyUgTsRa.

Distributia in Romania (Fig.11).

Judeul Alba: Vidra FS-43, Avram lancu FS-33/43 [25], tMSebaului FR-95 [39],
M-tele Detunata FS-72 [39,81,82].

Judeul Arad: Arad ES-20/21 [35,39,76,81], Slatina de MulES-91 [11].

Judeul Carg-Severin;Valea Cernei Ble Herculane FQ-17 [39,63 MNH BP 35621
Lojka 1877, 35625 Lojka 1874], Mehadia FQ-07 [MNIR B8671, 35676 Lojka],
Cozla EQ-84, Pescari EQ-54 [19], M-teledfitc FQ-16/17 [39,73,75].

Judeul Gorj: Gureni FQ-69 [39,63].

Judeul Harghita:Cheile Bicazului MM-08 [64].

Judeul HunedoaraValea Cofi FR-42/43 [35,39,63,81,82], Valea Rau FR-43
[39,55,63], Valea Valeriasca FR-42/43 [82], Valé@uRMare FR-32 [35,39,47,
52,53,63,81], Valea Raul de Mori FR-43 [47], De\re#8 [35,37,39,49,81].

Judeul Maramurg: Sipana GU-01 [MNH BP 61668 Foériss 1943], Cicar] FT-
78/88 [MNH BP 61735, 61673 Foriss 1918].

Judeul Mehedini: Cazanele Mici EQ-93/FQ-04 [61].

Judeul Neam: Izvorul Muntelui NM-29, Masivul Cealili MN-20 [64].

Judeul Sibiu: M-tii Cibinului KL-62/63 [60].

Judeul SuceavaMasivul Ra#u, Stancile Runculiciorului, Piciorul Nicanului,d®rul
Maicilor, Piciorul Odiii, Pietrele Doamnei LN-95 [64].

Judeul Valcea Valea Gilinesti KL-82 [23].

Judeul VranceaPadurea Cioara NM-10 [71].

Fara localitate: judeul Cluj [87], Maramure [51].
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Fig. 1. Opegrapha atra

F i g. 2. Opegrapha calcarea
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F i g. 7. Opegrapha rupestris

F i g. 8. Opegrapha varia
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Fig.9. Opegrapha vermicellifera

Fig. 10. Opegrapha viridis
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Legenda figurilor:

* semnalari facute intre anii 1853 - 1960;
+ semnalari facute intre anii 1960 - 2003;

x semnalari facute intre anii 1853 - 2000.

Distributia speciilor genului Opegrapha in Romania.




STUDIA UNIVERSITATIS BABES-BOLYAI, BIOLOGIA, XLIX, 2, 2004

STUDIUL PIGMENTILOR CICLULUI XANTOFILIC LA ALGA VERDE
SCENEDESMUS OPOLIENSIB. RICHTER IN CONDTII DE
FOTOINHIBITIE INDUSA PRIN INTENSITATI MARI ALE LUMINII

VICTOR BERCEA *, ANA NICOAR A’ si NICOLAE DRAGO §~

SUMMARY.- The Study of Xanthophyll Cycle Pigments h Scenedesmus
opoliensis P. Richter Green Alga under Conditions of Photoinkbition
Induced by Higher Light Intensities. The paper presents the photoinhibition
induction and the role of the xanthophyll cyclerpants inScenedesmus
opoliensisalga suspensions. The effects of 1000, 1500,, 28D and 3000
umol.m?s? light intensitis, for a period of exposure of 80, 90 and 120
min were recorded. The levels of chlorophyll a brehd that of carotenoids
were modified in the first 30 min of light exposumroportionally to the
intensity of light. Photoinhibition modifies theroposition of photosystems,
The redox state recorded by absorption at 320 rthY@@ nm points out that
photoinhibition changes the photosystems activifidé® activity of photo-
systems has a positive correlation with the accationl of proteins. The
deepoxidation reactions of violaxanthin were diyedtfluenced by the
intensity of light. During the reconversion stalipe, epoxidation of zeaxanthin
is slower and depends on the photodamage prodychdi light. Indexes
DEPS and EPS have pointed out the existence ofatfitbophyll cycle with
this species, as well as the protective role okémhophylls.

Organismele cu fotosint@oxigenia@ si-au dezvoltat atat mecanisme care
capteaz cu mare eficietd lumina cati mecanisme capabile de disiparea excesului
de energie, ultimele avand un rol decisiv In prigeglantelor fga de fotoinhibiie
si fotooxidare [19]. Fotoinhibia se manifedt in vivo prin sé@derea produtei
cuanticesi prin reducerea eficieai fotochimice a fotosistemului PS 1l [2, 13].
Fotosinteza genereazinevitabil, specii de oxigen reactiv care inaeti# centrii
de reage fotosintetici, cauze@Zotodistrugerea pigméifor si peroxidarea lipidelosi
a proteinelor membranelor, efecte cunoscute sulbidieea de fotooxidare [17].
Pentru evitarea aamarilor in astfel de condi, aparatul fotosintetic s-a adaptat
prin crearea de mecanisme de disipare a excesuénetgie [3, 4]. Aceste mecanisme
includ xantofilele, difererele de pH transtilacoidal [5, 12] precuginfosforilarea
proteinelor [23]. In adaptarea pe termen lungtereoncentrga xantofilelor prin

;Institutul de Cercetri biologice 400015/Cluj-Napoca. E-mail: icb@madihtcj.ro
Universitatea ,,BabgBolyai”, Fac. de Biologigi Geologie Cluj-Napoca. E-mail: ndragos@biolog.ubbm
Cercetare finagata in Programul Ndonal CERES nr. 3-121/2003



V. BERCEA, A. NICOARA, N. DRAGCS

expunerea la luminputerni@ [6] in condiii de temperatuir coboréi [22]. Violaxantina
sufeti o conversie dependérde lumira in zeaxanti@, prin intermediul anteraxantinei,
proces inversat in condide intuneric. Aceastsecvem reversibifi a celor dod
reagii este cunoscitsub denumirea declu xantofilic.

Disiparea energiei de excitare in exces se prodiieet in interiorul
complexelor antenare cloraficarotenoid captatoare de luriale fotosistemelor
[3, 11]. Excesul energetic este transferat zeaxgintare este interconvertibitu alte
xantofile din acest ciclu. Exciia in exces a antenei PS Il este digipsradiativ
cauzénd diminuarea nefotochiriia fluorescetei clorofilei din PS 11 [8, 18].

Experienele efectuate au avut ca scop evitra ciclului xantofilic la
alga verdeScenedesmus opoliensis condiiile fotoinhibitiei produse de lumina
intengi precumsi schimhirile de compozie ale aparatului fotosintetic (clorofile,
carotenoide, proteine, PSslIPS 1).

Materiale si metode. Aga verdeScenedesmus opolienBifRichter AICB 141
(Fig.1) provine din Colgé de culturi de alge a 1.C.B. Cluj-Napoca (AICB).[
Tulpina AICB 141 a fost crescuin soldia nutritiva Bold (BBM), in condiii de
agitare continéi cu aer (5% C§), iluminare contina (600 umol.m%s"; Hansatech
Quantum Sensor QSPAR), la temperatura d€ 28

Fig. 1 Morfologia
cenobiilor laScenedesmus
opoliensisin microscopie

optic (¢ = cdmp Tntunecat)
Cenobiile sunt formate din
céte 4 celule, cele terminale
prezentand prelungiri
caracteristice, sub forinde
tepi, ai perglor celulari.

T p
N\ =2) \{ . < };

Dupa 16 zile de crgere s-a otinut o suspensie uniforirsi deng (0,9
unitati relative a densitii optice misurat la 750 nm). Crgerea culturilor s-a
apreciat prin trasarea curbelor desteee pe bazalog, a densiitii optice [24]. La
finele perioadei de cgtere s-a determinat biomasa (subgtarscat), concentrgda
pigmernilor asimilatorisi a proteinelor celulare.
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Suspensia algals-a expus la lumina de diferite inteagitPAR (radiaia
activa fotosintetic): 1000, 1500, 2000, 25§B000pumol.m?.s?, timp de 120 minute,
la temperatura camerei (perioada de iluminare)s@a de lumiri s-au folosit
becuri halogen de 500W reglabile. Suspensia adggat magnetic pe intreaga
durat a expunerii la lumih pentru omogenizarea umbririi celulare, iar intre
suspensigi sursa de lumif s-a interpus un filtru cu &gpentru evitarea Tratzirii.
Probele analitice au fost prelevate la interval@@eninute, prin filtrare.

Dupa expunerea la lumin suspensia algals-a merinut la semiintuneric
timp de 120 minute pentru epoxidarea zeaxantirgiq@ada de refacere, reconversie).

Pigmenii (clorofila a si b, carotenoide), extsacu acetod, s-au estimat
spectrofotometric pe baza coefidiéor specifici de absotie [1, 14], rezultatele
fiind exprimate Tn mg.g substati uscai sau in mmol / mol clorofila.@roteinele
s-au determinat dagmetoda Lowry [15].

Pentru analiza carotenoidelor ciclului xantofikkxtractul a fost saponificat
in soluie etanoli@ de 1,7% KOH, iar separaraa identificarea pigmetilor s-a
efectuat prin cromatografie in strat gub[9].

Pe baza compongior xantofilici s-a determinat indicele de de-emate
(DEPS): DEPS= Z+0,5A/V+A+Z (reflegtde-epoxidarea violaxantine) indicele
de epoxidare al zeaxantinei (EPS): EPS =V + 0/5A+Z.

Rezultate si discutii. Procesul de crgere Curba de crgere a culturilor
de Scenedesmusdaptate la lumina modetate 600umol.m?s?, este redatin
Fig. 2. Cragterea culturilor a fost rapid fara faza de latema, consemnandu-se o
rata de crgtere exponetiala (R) = 0,35, o ra@tmedie de crgere (R,) = 0,072si un
timp de dublare (g) = 2,88.

A log2 OD.
w

N
L

(o]

0O 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 zile

Fig. 2.Curba de crgtere a culturilor algei verzEcenedesmus opoliensis
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Analiza biomasei algale (Tabel 1) a indicat untoart in pigmemi foto-
sintetici, respectiv in clorofilgi carotenoide, relativ ridicat, cu raporturi normal
intre componetn, confirmand & lumina a fost adecvatresterii culturilor acestei
Specii.

Tabel 1

Continutul in componerti celulari ai culturilor de Scenedesmus opoliensis

Componeri biochimici Valori cantitative

Clorofila a (mol) 2,44 x 10

Clorofila b (mol) 0,70 x 16

Caroteni (mmol/mol cl. a) 30,50

Luteina (mmol/mol cl.a) 98,76

Neoxantina (mmol/mol cl.a) 30,40

Violaxantina (mmol/mol cl.a) 47,85

Anteraxantina (mmol/mol cl.a) 3,52

Zeaxantina (mmol/mol cl.a) 6,10

Total carotenoide (mmol/mol cl. a) 217,21

Total V+A+Z 57,47

Total pigmemi (mmol/mol. cl.a) 3,49

a/b 3,48

a+b/carotenoide 9,18

Substara uscat (g/l) 0,696

Proteine totaleyg.g* s.u.) 247,10

Inducerea fotoinhibiei. Continutul in clorofile si carotenoide s-a #nit
prin expunerea suspensiei algale la diferitelensit@i de lumira (Fig. 3). Pe durata
iradierilor, aceste concentiias-au mefinut ridicate, iar la finele expunerii, s-a conatat
o tendina de reducere, mai semnificatjMa intensiitile de peste 2000 umol‘.ﬁss‘l.
Schimlarile cantitative sunt reflectate de raporturilettencomponeti pigmentari.

Fotoinhibtia aparatului fotosintetic s-a produs d@® minute de expunere
la lumina de 1508i 2000 umol.rf.s* si dupi 60 minute la celelalte intenait
luminoase experimentate.

Dupa 30 minute de expunere la lurajractivitatea PS Il a fost inhikiat
exceptand lumina de 100@mol.m?s* (Fig. 4). Procesele de fotoreducere ale
acceptorului primar de electronj@u fost redusgi au dominat fotoxidrile orientate
spre indefirtarea energiei primite in exces. Domiteproceselor de fotooxidare
indica instalarea procesului de fotoinhibj cu consecte negative asupra fotochimiei
PS II. Cantitatea de £{fungionali scade prin fotoreducerea Q25].

Activitatea fotosistemului PS | este prezeniatFig. 5 pe baza potgalului
redox al centrului de re@ie Proo. Dupi 30 minute de expunere la lurdiprocesele
de fotooxidare ale centrului de r¢i@cPo au fost inhibatgi domima procesele de
fotoreducere active in disiparea energiei in exetvitatea de separare a sarcinilor
energetice primare ale PS | scade cu timpul. Aat®a celor daufotosisteme, PS |l
si PS |, s-a corelat pozitiv cu evoia clorofilei a
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F i g. 3.Coryinutul in pigmeri si raportul dintre ei laScenedesmus opoliensis,timpul

expunerii la intensitsi diferite de lumig.
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Fig. 4.Starea redox a PS Il relevaprin diferenele in absorbe la 320 nm.
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—e— 1000 pmol.m-2.s-1 —0O0— 1500 pmol.m-2.s-1
—4— 2000 pmol.m-2.s-1 —o0— 2500 pmol.m-2.s-1
—X— 3000 pmol.m-2.s-1

2
;7 \x /X

30 60 90 120 min

Fig. 5 Starea redox a PS | relevigprin difererzele in absorbe la 700 nm.

Evolutia cortinutului in proteine totale este prezehfmt Fig. 6. Comparativ
cu controlul, prin expunerea suspensiei algaleiflerite intensititi de lumirg, cu
durate diferite, s-a constatat o geze semnificati¥z a coninutului in proteine in
primele 30 minute. Cgterea cantiitii proteinelor poate fi datoratsatisfacerii
necesarului de proteine structurale legate cu filel®si complexele captatoare de
lumina LHC, asociat crgerii capaciltii fotosintetice.

1400 ~ —e— 1000 pmol.m-2.s-1 —0— 1500 ymol.m-2.s-1
1200 —A— 2000 ymol.m-2.s-1 —>%— 2500 ymol.m-2.s-1
—%¥— 3000 ymol.m-2.s-1
5 1000 +
0]
-~ -
o) 800
g 600 |
400 +
200
0]
M 30 60 90 120 min

Fig. 6.Variasia coninutului Th proteine l&5cenedesmus opoliensistimpul expunerii la lumin

Readiile de de-epoxidare a violaxantin@e-epoxidarea a fost uamita timp
de 120 minute prin expunerea suspensiei algaldfésitd intensititi de lumirg.
Fig. 7 prezini evoluia de-epoxidrii violaxantinei la anteraxantinsi zeaxanti,
in funaie de timp. In primele 30 minute de expunere, comagile violaxantinei au
scizut rapid, mai semnificativ la interigite de peste 2000 pmolfs™. De asemenea, a
crescut semnificativ concentia zeaxantinei, in timp ce concenisaanteraxantinei
a fost oscilarit Timpul de 30 minute este suficient pentru prodeaede-epoxidfii
violaxantinei [16].
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F i g. 7.De-epoxidarea violaxantinei I&cenedesmus opoliendistimpul fotoinhibiei.

Schimbarile Tn concentrga pigmenilor xantofilici, la intensitate mare de
lumina, se pot explica prin cgerea disponibilului de violaxantin La aceste
intensifti se instaleaz un dezechilibru intre transportul de electrogii qel de
protoni)si fixarea carbonului, cadzce determia defalcarea in timp a regtor de
de-epoxidargi epoxidare. Aceastdefalcare determindezechilibrul intre formareg
reconversia anteraxantinei. De asemenea, acidifiemmenului tilacoidelor este
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necesar legirii zeaxantinei la proteinele membranare ceinariorofila conducand la
formarea capcanelor de disipare a energiei in ar®éhll. Capcanele de energie antr

n competiie cu centrul de resie pentru captarea energiei determinand reducerea
activitatii PS 11 [10].

Starea de de-epoxidare a xantofilelor saatme durata deratii fenomenului
de fotoinhibtie, ceea ce evidg@azi in mod indirect cinetica de-epoxid (Fig. 8).
La intensiitile de lumiri de peste 2000 umolfs® ratele transportului de electragii
respectiv, de protoni precusincea a fidrii carbonului, deci a consumului echivafiéor
reduditori, sunt saturate.

Valorile indicelui de de-epoxidare s-auan propotional cu crgterea
intensittilor PAR (radiaia activa fotosintetic), precumsi cu durata de expunere
(Fig. 8). Astfel, ciclul xantofilic pareasfie influentat direct de lumia reliefand
implicarea zeaxantinei in fotoproteccelulas fata de intensitatea PAR utilizat

Ajustirile fotosintetice la diferitele intensit de lumiri sunt similarei reflecta
existena unui mecanism redox de sensibilizare care poaetivzat termodinamic
ori fotodinamic [8, 21].

—e— 1000pmol.m-2.s-1 —3—1500 ymol.m-2.s
—— 2000 ymol.m-2.s-1 —%—2500 pmol.m-2.s
0.8 - —¥— 3000 ymol.m-2.s-1

-1
-1

M 30 60 90 120 min

F i g. 8.Evoluia indicelui de de-epoxidare a violaxantinei (DERSPcenedesmus opoliensis
in timpul expunerii la lumiia

Reagciile de epoxidare a zeaxantinélentru analiza epoxidi zeaxantinei
la violaxantiri suspensiile algale supuse fotointidiiau fost transferate la lungin
redug, timp de 120 minute.

In perioada de reconversie violaxantina a crescairca 70%, iar zeaxantiga
anteraxantina s-au redus treptat (Fig. 9). in dc@asioad zeaxantina este Tnlocait
de violaxantii in locurile de legare din membranele tilacoidalen sunt unitile
LHC [20].
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Epoxidarea zeaxantinei la violaxaritiin celulele algale pe perioada
reconversiei s-a cuantificat pe baza indicelui EF§. 10). Indicele de epoxidare a
zeaxantinei a crescut treptat, adati durata reconversiei, dar procesul estedient
depinde de disponibilul de zeaxa#tprecunsi de capacitatea de refacere fotochinic
aPS Il
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F i g. 9.Dinamica epoxidrii xantofilelor in perioada reconversiei, I&cenedesmus
opoliensis dupi iluminarea la intensitsile de: A=1000umol.m?.s*; B=1500mol.m?.s™;
C=2000umol.nm?.s*; D=2500 umol.m?.s*; E=3000mol.m?s™.
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—e— 1000pmol.m-2.s-1 —3— 1500 ymol.m-2.s-1
—4— 2000 pmol.m-2.s-1 —— 2500 pmol.m-2.s-1
—%— 3000 pmol.m-2.s-1
1 .
0.8
0 0.6
ol
W 0.4 -
0.2
0 1
M 30 60 120 min

Fig. 10.Variasia indicelui de epoxidare a zeaxantinei (EPS$t@nedesmus opoliensia
perioada reconversiei.

Concluzii. Funaionarea fotosistemului PS 1l in coridde fotoinhibtie s-a
analizat prin utilizarea unor intengit variate de lumia si durate de expunere
diferite.

1. Expunerea la luminintens a determinat schimbarea compiiin
pigmeni asimilatori a aparatului fotosintetic. Concemitaclorofilei asi b, precum
si a carotenoidelor care nu iaiftn componeta ciclului xantofilic, respectiv, caroten,
luteina si neoxantira, s-a modificat in primele 30 minute, progamal cu intensitile
de lumiri studiate.

2. Fotoinhibiia indug de lumina intens modifici compoziia si structura
celor doud fotosisteme. Activitatea de separare prireasarcinilor redox, respectiv
diferertele intre fotoreducesji fotooxidari in structura antenara fotosistemelor,
amplitudinea fotodistrugerilor au fost progonale cu intensitatea luminji durata
de expunere. Ceimutul in proteine s-a corelat pozitiv cu ewuddu activititii
fotosistemelor. Majoritatea intenditor de lumiri studiate produc fenomenul de
fotoinhibitie, in principal in primele 30 minute de expunere.

3. Ciclul xantofilic operea in diregia de-epoxidrii violaxantinei in
timpul iluminarii si apoi urmea reagia epoxidirii lente a zeaxantinei, la intuneric.
Valorile indicelui de de-epoxidare cresc prajmmal cu crgterea intensitilor PAR
precumsi cu durata de expunere la aceste intétisiDestisurarea de-epoxidii
este influerata de disponibilul de violaxantina crei concentrge in celui depinde
de prezeta diferitelor proteine membranare. Valorile indicetpoxidirii zexantinei
se miresc propaional cu timpul de refacere. In cazul suspensiillgale expuse
anterior reconversiei, la intengit mari de lumid, s-a constatat o ncetinire a
epoxidirii zeaxantinei.
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EFECTELE INTENSI'IAIII LUMINII SI A DURATEI DE EXPUNERE
ASUPRA MANIFESTARII FOTOINHIBITIEI LA ALGA VERDE
CHLORELLA FUSCASHIHIRA ET KRAUSS

VICTOR BERCEA *, ANA NICOAR A* si NICOLAE DRAGO §~

SUMMARY . -The Effects of Light Intensity and of the Duration of
Exposure on the Manifestation of Photoinhibition inChlorella fusca
Shihira et Krauss Green Alga.The aim of the paper is to point out the
existence of the xanthophyll cycle @hlorella fusca as well as the photo-
inhibition effects induced by high light on the pbsynthetic apparatus.
The light intensities of 1000, 1500, 2000, 2500 a660umol.m?s?, for a
duration of 30, 60, 90 and 120 min were used. Tmeat of chlorophylls
and carotenoids increases in the first 30 min,ositive relationship with
protein levels. The redox state of the two photesys was assessed by the
spectral differences at 320 nm and 700 nm. The déggumn reactions
of violaxanthin are rapid, occurring within 30 memd it is proportional
to light intensity. The epoxidation of zeaxanthirsiewer, and it is also
correlated with the synthesis of proteins. Highgitl intensities produce
various damage. The kinetics of deepoxidation anoiidation were
highlighted by indexes DEPS and EPS, respectively.

In vivo fotoinhibitia se manifedt prin séderea produgi cuanticesi,
implicit, reducerea eficigri fotochimice a fotosistemului PS Il [3, 16, 2(B].2
Pentru evitareaatamarilor aparatul fotosintetic s-a adaptat prin craaife mecanisme
capabile 5 disipeze excesul de energie luminofs 6]. Aceste mecanisme includ
xantofilele, difererele de pH transtilacoidal [7, 15] precyifosforilarea proteinelor
[27]. Concentrga xantofilelor crete cand plantele sunt expuse la luluiternicé [8]
in condiii de temperatur coborai [26], iar violaxantina suféro conversie dependént
de lumiri in zeaxantid, prin intermediul anteraxantinei, proces inveisatondiii
de Tntuneric (Fig.1).

Aceast secveri reversibif a celor dod reagii defineste ciclul xantofilic.
Carotenoidele participante in acest ciclu suntgareznumai in membrana tilacoidelor
si sufei modificari rapide de concentiie, provocate de lumina puterdid=ormarea
zeaxantineisi diminuarea eficietei PSII rele¥ fungia fotoprotectoare a acestor
xantofile [1, 11].

Cercelrile noastresi-au propus evidgierea ciclului xantofilic precunsi
analiza efectelor asupra aparatului fotosinteticfadoinhibtiei induse de intenditile
mari de lumin.

;Institutul de Cercetri Biologice 400015, Cluj-Napoca. E-mail: icb@madibtcj.ro
Univ. ,Babes-Bolyai”, Fac. de Biologigi Geologie, Cluj-Napoca. E-mail: ndragos@biolog.ahipro
Cercetare finagatz in Programul Ndonal CERES nr. 3-121/2003
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Fig. 1.Schema ciclului xantofiligi reglarea sa prin lumia [9].

Material si metode Alga verdeChlorella fuscaShihira et Krauss (AICB
25), (Fig. 2) provine din Colgia de culturi de alge a I.C.B. Cluj-Napoca (AICB)
[10]. Tulpina AICB 25 a fost cresciin soldia nutritiva Bold (BBM), in condiii
de agitare contiriicu aer (5% Cg), iluminare contina (600umol.m?s®; Hansatech
Quantum Sensor QSPAR), la temperatura d€28

: S =

©c° ® » &
@ ‘ AL e L ) F i g. 2. Aspectul morfologic al celulels
,gg@ @ = de Chlorella fuscaa — contrastde faz;
L (Y b, ¢ — cAmp optic iluminat
8 D 3
SN’ - 0
fc &
e’ N }) A\ 20 um

Dupa 9 zile de crgtere s-a otinut o suspensie uniforinsi dens (0,9
unitati relative a densitii optice nmasurat la 750 nm). Crgerea culturilor s-a
apreciat prin trasarea curbelor deste#ee pe bazalog, a densiitii optice [28]. La
finele perioadei de cgtere s-a determinat biomasa (substarscat), concentrga
pigmertilor asimilatorisi a proteinelor celulare.
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Expunerea la lumina de diferite inteagiPAR (radiaia actii fotosintetic) a
suspensiei algale s-a efectuat la 1000, 1500, 2Z80)si 3000 umol.m%s?, timp
de 120 minunte, la temperatura camerei (perioadlunénare). Ca suisde lumiri
s-au folosit becuri halogen de 500W reglabile. 8usf a fost agitatmagnetic pe
intreaga durdta expunerii la lumif pentru omogenizarea umbririi celulare, iar
intre suspensigi sursa de lumii s-a interpus un filtru cu &ppentru evitarea
Tncalzirii. Probele analitice au fost prelevate la mtde de 30 minute, prin filtrare.

Dupa expunerea la lumin suspensia algals-a merinut la semiintuneric
timp de 120 minute pentru epoxidarea zeaxantirgiq@ada de refacere, reconversie).

Pigmenii (clorofila a si b, carotenoide), extsacu acetod, s-au estimat
spectrofotometric pe baza coefidiéor specifici de absotie [2, 18], rezultatele
fiind exprimate Tn mg.g substati uscai sau in mmol / mol clorofila.@roteinele
s-au determinat dapgmetoda Lowry [19].

Pentru analiza carotenoidelor ciclului xantofikkxtractul a fost saponificat
in soluie etanoli@ de 1,7% KOH, iar separaraa identificarea pigmetilor s-a
efectuat prin cromatografie in strat gub[13].

Pe baza compongior xantofilici s-a determinat indicele de de-emate
(DEPS): DEPS= Z+0,5A/V+A+Z (reflegtde-epoxidarea violaxantine) indicele
de epoxidare al zeaxantinei (EPS): EPS =V + 0/5A+Z.

Rezultate si discutii. Procesul de crgere Curba de crgere a culturilor
deChlorellala lumina moderatde 600umol.m?s?, este redatin Fig. 3. Culturile
au prezentat o cgtere rapid, fara fazi latenti, atingdndu-se o ratde crgtere
exponefialad (R) = 0,64; o rdt medie de crgere (R, = 0,136si un timp de dublare
(g) =1,15. S-a acumulat o cantitate de bicirdes 0,466 g} (Tabel 1), bogatin
proteine in acord calte rezultate publicate [25].

Nog,OD.

0 < T T T T T T T T 1
(6] 1 2 3 4 5 6 7 8 9 zile

F i g. 3.Curba de crgtere a culturilor algei verziChlorella fusca
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Continutul in pigmeni fotosintetici, respectiv in clorofilgi carotenoide,
este relativ ridicat, cu raporturi normale intrenpmneni (Tabel 1).

Tabel 1
Continutul in componerti celulari ai culturilor de Chlorella fusca
Componeti biochimici Valori cantitative

Clorofila a (mol) 439x 10

Clorofila b (mol) 1,66 x 10

Caroteni (mmol/mol cl. a) 28,86

Luteina (mmol/mol cl.a) 86,72
Neoxantina (mmaol/mol cl.a) 21,27
Violaxantina (mmol/mol cl.a) 36,96
Anteraxantina (mmol/mol cl.a) 1,80
Zeaxantina (mmol/mol cl.a) 4,69

Total carotenoide (mmol/mol cl. a) 180,30

Total V+A+Z 43,45

Total pigmeti (mmol/mol. cl.a) 6,60

a/b 2,64
atb/carotenoide 11,93

Substara uscat (g/l) 0,466

Proteine totaley(g.g* s.u.) 995,61

Inducerea fotoinhibiei. Inactivarea fungonarii PS 1l prin lumird s-a
urmarit prin aplicarea de intenétti diferite de lumird si prin schimbarea duratei de
expunereP a r ksi colab. [21] au aitat ci exist o relaie strang intre intensitate
si durata ilumirrii pentru funcionarea normala PS Il, important fiind nuanul
total de fotoni absorbisi nu rata absotiei fotonilor.

in general, cainutul In pigmeri asimilatori a crescut in primele 30 minute dup
care a fost observab evoldie oxcilan, la diferitele intensiiti de lumira (Fig. 4).
Fotoinhibiia s-a produs dap90 minute la intensitile de 1000, 150@mol.mi2s"; in
intervalul de 30 minute pentru lumina de 2@DB000umol.m? s si dupi 30 minute
la lumina de 250@Qumol.m? s*. S-au constatat modific in structura fotosistemelor
prin schimbarea concentid clorofilei asi b precumsi a carotenoidelor, fapt care a
cauzat modificarea raporturilor intre pignierespectiv, a capadiii fotosintetice.

Lumina de 250@i 3000 umol.m?. s* a cauzat fotodistrugeri importante n
structura PS Il. Starea redox a compoif@nPS Il a fost misuraii spectrofotometric
prin inregistrarea schiniklor in absorlie A Az (Fig. 5).

Fotoreducerea acceptorilor primari de electronP& 1l s-a corelat pozitiv
cu cantitatea de clorofila. Dupi 30 minute de iluminare s-au produs importante
ajustiri fotochimice sub atunea luminii de 1000, 2006i 2500 pmol.mi?.s?,
producandu-se fotooxidarea acceptorilor de electdenla PS llsi merntinerea
activa a centrilor de reae. La finele celor 120 minute de iradiere s-a eomsat
un echilibru Intre fotoreducergafotooxidarea acceptorilor primari de electroni.
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F i g. 4.Corvinutul in pigmeri si raportul dintre ei laChlorella fusca
n timpul expunerii la lumia

Starea redox a PS | s-a analizat prin schiflebspectrale Tn absaib A Azqo
(Fig. 6). Exceptand lumina de 15608000 umol.m?.s?, la nivelul PS | s-a meimut
un echilibru intre fotooxidti si fotoreduceri Tn primele 30 minute cu goar
dominama a fotoreducerilor, ca la finele timpului de iradiei se instaleze un oarecare
echilibru.

Evolutia cortinutului in proteine este prezeritah Fig. 7. Comparativ cu
controlul, s-a constatat o gtere a cofinutului in proteine, mai semnificativia
lumina de 100Qumol.m?s™. Intensitatea mare a luminii (30Q@nol.m?s?) are
un efect inhibitor. Acumularea proteinelor s-a targ@ozitiv cu cea a clorofilei a
raspunzand necesarului de proteine in comp@neomplexelor LHC pentru legarea
clorofilei captatoare de lumin
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F i g. 5.Evaluarea strii redox a PS Il prin inregistrarea difergglor de absorle la 320 nm.
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—A— 2000 pymol.m-2.s-1 —— 2500 ymol.m-2.s-1
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F i g. 6.Evaluarea strii redox a PS | prin inregistrarea difergdor in absorkie la 700 nm.

Readiile de de-epoxidare a violaxantinéde-epoxidarea a fost uinita timp
de 120 minute (perioada de iluminare), la difertensitti de lumiri, utilizandu-se
suspensii algale adaptate la lumina de intengitéata (Fig. 8).
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67



V. BERCEA, A. NICOARA, N. DRAGCS

Pe durata a 30 minute de iluminare, de-epoxidamaxantinei a fost rapid
si semnificati, fiind Tnsgita de crgterea cantiitii de zeaxantia si anteraxantia.
Dupa 60 minute de expunere, conceritgpigmenilor ciclului xantofilic devine
constant. Concentrga violaxantineisi zeaxantinei depinde de disponibilitatea
violaxantinei la de-epoxidazi de raportul dintre regide de de-epoxidargi epoxidare
in dependei de intensitatea luminii [14]. Activitatea de-eptdateisi rezultatul
acesteia depinde de pH-ul lumenului tilacoiglade disponibilul echivalgiior de
reducere [22].

Concentrdile relativ constante ale xantofilelor fotoconvkite, dup 60
minute de expunere, se pot interpreta prin satudeeepoxidrii datoriti disponibilului
limitat de violaxanti.

Activitatea de de-epoxidare a xantofilelor (DEP$)escut pe durata dediil
fenomenului de fotoinhilgie, ceea ce evidgazi in mod indirect cinetica de-
epoxidarii violaxantinei (Fig. 9). Evoltia ciclului xantofilic este influegata, n
iluminarea de durat de cele dolitrepte ale de-epoxidi, de la violaxantia la
anteraxantia si apoi de la anteraxantirla zeaxantif. RecentG ru s z e ¢ k §i
K ru p a[l2] au evidetiat 0 activitate epoxidazia proteinelor CAB, responsabile de
varigia nivelelor de baz ale xantofilelor.B a s s isi colab. [4] au attat &
violaxantina este asociatu proteinele interne (GP CPws, CPy), iarR u b a i
colab. [24] au constatat asocierea violaxantingiroteinele principale LHC 11 [17].

—e—1000pmol.m-2.s-1  —o— 1500 pmol.m-2.s-1
—— 2000 ymol.m-2 —— 2500 ymol.m-2.s-1
—x— 3000 ymol.m-2

.m-2.s-1
08 - .m-2.s-1
0.7
0.6
0.5
0.4 -
0.3
0.2 +

0.1

DEPS

M 30 60 90 120 min

Fig. 9. Evoluia indicelui de de-epoxidare (DEPS) a violaxantilzei
Chilorella fuscdn timpul expunerii la lumia

Reagiile de epoxidare a zeaxantin€uspensiile de alge supuse fotoinfibi
au fost transferate la lundirredud timp de 120 minute pentru analiza epdxid
zeaxantinei la violaxantin(perioada de reconversie). In aceste aiinsé refac
structurile afectate, cu pratere uniitile fotosintetice iniiale ale PS 1.
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Refacerea structurilor fotosistemelor afectateueiha intens se bazedz
pe o crgtere semnificati&¥y a cantidtii proteinelor necesare pentru legarea pigtih@n
resintetizai (Fig. 10). Deoarece lumina de 30pMol.ni.s'a cauzat fotodistrugeri
puternice, acestea se refac mai lent in perioaamversiei.

—e— 1000 pmol.m-2.s-1 —0— 1500 pmol.m-2.s-1
—— 2000 pymol.m-2.s-1 —¢— 2500 ymol.m-2.s-1
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F i g. 10.Convinutul n proteine Ia&Chlorella fuscdn perioada reconversiei.
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F i g. 11.Dinamica epoxidrii carotenoidelor xantofilice in perioada recongszi, dupi
tratamentul luminos cu: A=1000 pmolas®; B=1500 pmol.nf.s®;
C=2000 umol.if.s*; D=2500 pmol.rf.s*; E=3000 pmol.rif.s*.
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Evolutia componetilor ciclului xantofilic in perioada de reconversste
prezentat in Fig. 11. Refacerea concenigaviolaxantinei a fost rapidin primele
30 minute, datoridt intensificirii epoxidirii zeaxantinei la anteraxantinLa finele
perioade de reconversie de 120 minute, conggtnéolaxantinei a fost mare, iar
Zeaxantingi anteraxantina alamas la valori redusg constante.

Valorile indicelui epoxidrii zeaxantinei au fost 8zute Tn timpul ilumirrii,
iar Tn timpul reconversiei acestea cresc, constituiisura indirect a epoxidrii
zeaxantinei (Fig. 12). Concentieade baz a violaxantinei, produsul final al epoxil
zeaxantinei, a crescut treptat in ftieae timp.

lluminarea prelungit a avut ca efect diminuarea indicelui epdriidfara a
avea ng vreo influena asupra nivelului de bazal zeaxantinei. Este cunoscut
faptul & efectul este mai prontat cand iluminarea se efectug@da temperatura
scizuti [14].

—o—1000pumol.m-2.s-1 —03— 1500 ymol.m-2.s-1
—4A— 2000 pmol.m-2.5-1 —%— 2500 pmol.m-2.s-1
—¥— 3000 ymol.m-2.s-1

EPS
o
o

M 30 60 120 min

Fig. 12.Evoluia indicelui de epoxidare (EPS) a zeaxantineCladorella fusca
in perioada reconversiei.

Concluzii. Experienele s-au derulat pe parcursul a dletape.

1. In etapa de aclimatizare alga s-a adaptat tapignina moderatde 600
umol.m?s® avand o rdi de crgtere exponetinli care a dus la densitatea optite
0,900 Tn 9 zile de cseere.

2. In etapa de fotoinhitie efectul luminii s-a manifestat prin schimbarea
compoziiei in pigmeni asimilatori a aparatului fotosintetic. Concemitiaclorofilei
asi b, precumsi a carotenoidelor care nu iatin componeta ciclului xantofilic,
respectiv, caroten, luteingsi neoxantia s-a modificat in primele 30 minute de
expunere, propg@onal cu intensitatea luminii.

3. Diferenele de fotoreducerai fotooxidare ale fotosistemelor, sunt
propotionale cu intensitatea lumingi durata de expunere. Cgmutul in proteine
se coreleazpozitiv cu evoltia activititii fotosistemelor.
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4. In condiiile fotoinhibitiei, opereaz ciclul xantofilic In dire¢ia de-
epoxidirii violaxantinei Tn timpul ilumidrii si apoi urmeai reagia epoxidirii lente la
intuneric a zeaxantinei. Valorile indicelui de deridare au crescut propimmal
cu craterea intensitilor PAR (radiaia activa fotosintetic), precurgi cu durata de
expunere la aceste intefigitDe asemenea, valorile indicelui de epoxidareaxantinei
au crescut prop¢@onal cu durata perioadei de reconversie. Acesteltae indié
un rol important al ciclului xantofilic in protga aparatului fotosintetic al algelor
verzi expuse la intendti mari de lumin.
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ORGANIZAREA MEMBRANELOR TILACOIDALE SI FUNCTIONAREA
LOR SUB INFLUENTA STRESULUI FOTIC

*

ANCA BUTIUC-KEUL", LASZLO FODORPATAKI" si CONSTANTIN DEL U’

SUMMARY. - Thylakoid Membrane Organization and Functioning
under High Light Stress. Several experiments regarding the organization
of thylakoid membranes and their functioning untiegh light stress
were carried out. As shown by circular dichroisrectpa (CD) the light-
harvesting pigment-protein complexes of 3 weeksp®d plantlets are
better organized than the ones of 6 weeks old [aeHl@ts, fact that could
confer high capacity to young plantlets to undergxeersible changes of
thylakoid membrane organization under high ligheivsity. Under 120’
exposure to high light the amplitude of CD spectigrdecreased by 50%
compared to CD spectrum of control chloroplaste fliiorescence parameters
give important informations about thylakoid memtgramganization and
functioning under stress conditions. The initiabflescence @ shows that
light-harvesting complexes have lower extensioreurigh light intensity.
The values of temporary, maximal fluorescencg) (&re more reduced
than k values under 600 and 1200 umofsh light intensity. The FFy,
ratio as an indicator of potential quantum efficigrof photosynthesis,
shows the highest value at low light intensity whihder a light intensity
of 600-1200 umol Ms?, the values of fF ratio are strongly decreased.

Studii recente, referitoare la procesele de acoraala aparatului fotosintetic
la varigiile regimului fotic, au scos in evidgnfaptul & acestea se realizeéape
multiple planuri care includ atat modifidle de scurt durati (de milisecunde pén
la cateva minute), ce rezildin reorganizarea componentelor structurale existe
precumsi schimharile reglatoare pe termen lung (de ereile), datorate ciclurilor
de sinteZ si degradare ale moleculelor proteice implicategiadiile fotochimicesi
varigiei cortinutului membranelor tilacoidale in ATP-sintefag in complexe de
pigmeni antenari [4, 10].

Stresul fotic nu se datorealminii intense in sine, ci excesului de energie
absorbii fata de cea care poate fi utilizain readiile fotochimice, ceea ce se poate
datora nu numai unei dengitcrescute a fluxului fotonic gii scaderii capacitii
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E-mail: alkeul@yahoo.com
Biological Research Institute, 400015 Cluj, Roraaii-mail: deliu_konstantin@yahoo.com
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funcionale a aparatului fotosintetic in pregealtor factori stresan3, 5]. Eficiena
trasmiterii energiei luminoase spre centrul detre@ste, in mare &sui, determinat
de arhitectura complexelor proteine-pigmesimilatori din membranele tilacoidale.
Componentele fotosistemului Il (PSIl) din membranidhcoidelor granale formeaz
macroagregate cu organizare chifé, 7]. Formarea macrodomeniilor este in mare
masui facilitati de complexele captatoare de lutnae la nivelul PSIl (LHCII =
Light harvesting complex of PSIl). In forma sa &) LHCIl formeaz, de
asemenea, agregate lamelare cu organizare f6ral]. S-a demonstrai@ceste
macrodomenii, care cgn LHCII, joaci diferite roluri structuralgi functionale in
complexul antenar al plantelor superioare. Lumieteiniri modificari reversibile
detectate la nivelul macroorgadii cromoforilor [1, 6, 7]. Aceste restructir au
fost initial atribuite gradietilor transmembranargi/sau protonilor (sau ionilor)
aparuti ca urmare a transportului de electreinprotoni prin membrana tilacoidal
Cu toate acestea, se pafieaceste restructiini, sunt in mare @&sui, independente
de activitatea fotochimica membranelor in exces de lugh{imtensititi luminoase
excedentare optimului), rata mod#fidor structurale crescand aproximativ liniar
cu intensitatea luminii [2, 8, 11]. Deci, In membeke tilacoidale, modifirile
structurale reversibile sunt in marésui independente de activitatea fotochiiingc
sunt amplificate n luminexcesiv [11]. In condiii de fotoinhibtie, macrodomeniile
chirale ale membranelor tilacoidale sunt dezasambiai a fi afectat organizarea
complexelor antenare in ansamblu. Aceste madiificeversibile sunt in corefe
cu gradul de fotoinhilgie [9]. Modificarile structurale au fost acompaniate de
modificiri in cinetica fluoresceri clorofilei, ceea ce sugergammplicarea lor in
procesele reglatoare in cotidile iluminare excesi/[1].

In aceast lucrare s-a realizat un studiu referitor la mawifea organigii
membranelor tilacoidale sub influenstresului cauzat de lumina de intensitate
crescud.

Materiale si metode. Cloroplastele izolate constituie un sistem expenitale
foarte bun pentru studiul mecanismelor moleculdee fatoinhibiiei. Tn acest
experiment, cloroplastele au fost izolate de latpla de maaze Pisum sativuni.),
provenite din acefalot de semire [6], plantule care au fost crescute,flanvarsta de
3 giptamani, respectiv 6aptaimani de la germinge, in germinatoare aflate in camera
de vegetge termostatatla temperatura de Z&, cu umiditatea atmosfeficelativi
de 80 %. Pe o perioactontinia de 16 ore pe zi, plantulele au fost iluminate cu
ajutorul unor tuburi fluorescente care au asiguralensitate a fluxului fotonic
fixatd la 100 umoli rif s, masurati la nivelul suprafeei foliare cu ajutorul unui
radiometru de cuante ,Hansatech” pentru rgithafotosintetic active. Aceste
condtii sunt necesare pentrd structurile fotosintetice dezvoltate in lurislati
sunt mult mai susceptibile la fotoinhiigi decét cele care futicneaz in condiiile
unor fluxuri fotonice ridicate nesaturante (in comde heliofilie).
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La atingerea varstei de 3ptamani de la germinge, de pe plantulele aflate
in germinatoare au fost colectate stipejel®liolele netransformate in carcei de la
cele 3 frunze aflate la baza tulpinii. Din acestaral vegetal s-au izolat cloroplastele
pentru studiile ulterioare. Pentru experimentuegdpunere la flux fotonic inhibitor,
iluminarea a fost realizatcu un bec care furnizeazumina de intensitate mare.
Efectul caloric a fost ind@pat prin interpunerea unui vas de gticl ag, intre
plantesi bec. lluminarea a fost realizatimp de 30’, 60’, 120’, dupcare au fost
recoltate frunzelai stipelelesi au fost izolate cloroplastele, respectiv membigane
tilacoidalesi s-au realizat primele #sufitori de dicroism circular. Acesteasurtori
au fost realizate la plantule in vérste 3, respectiv 6aptiméani expuse fluxului
fotonic de 100 pmol ths?, pentru studiul organizii membranelor tilacoidale in
functie de varsta plantulelor.

Spectrele de dicroism circular au fost inregistratizandu-se un dicrograf
Jobin-Yvon CD 6, iar concentia clorofilei a fost 2Qug/ml.

Toate rezultatele privind spectrele de dicroisncudar, fluorescetd sunt
inregistrate de aparate cuplate la calculator.uBred spectrelogi procesarea
acestora s-a realizat cu programul Excel/Windoventi® fiecare risurtoare au
fost efectuate trei repétj iar rezultatele au fost prelucrate statistic.

Un alt set de experimente a constat in determirgeametrilor fluoresceai
clorofiliene induse in suspensii de cloroplasteséea fiind obnute dug metoda
descrig anterior. Cloroplastele izolate au fost susperidét® cantitate corespuitpare
cu 10ug clorofila in 1 ml solgie tamponsi au fost expuse direct la ustoarele
intensititi luminoase: a) varianta 1 - la 100 pmolfm' (flux fotonic identic cu cel
din perioada de cgtere a plantelor in camera de vegeda b) varianta 2 - la 300
pmoli m? s, ¢) varianta 3 - la 600 pmolifris’, d) varianta 4 - la 900 pmoli frs* si
e) varianta 5 - la 1200 pmolifis™.

Cinetica inducerii fluorescesi clorofiliene in frunze preadaptate la intuneric
si supuse ulterior unei iradieri yte este cunoscusub numele de efect Kautsky.
Metoda este nedistructivfoarte sensibilsi aplicabik si in condiii de teren, astfel
ca inducerea fluorescesi are asizi 0 aplicabilitate foarte laggin domeniul fiziologiei
stresului la plante [13].

Fluoresceta clorofiliara indusi Tn urma ilumirarii cu lumina actinic (cu
150pmoli m? s%) rosie (de 660 nm) a materialului vegetal (suspensielai®plaste
cu 10ug clorofila in 1 ml) s-a determinat pe o durate 1,5 secunde, cu ajutorul
unui fluorimetru Hansatech. S-adsuarat urnitorii parametri ai fotosintezei clorofiliene
induse [14]:

a) fluoresceta de bax (Fy), apiruta in primele milisecunde de latamea
luminii actinice asupra aparatului fotosinteticaafin intuneric, intensitatea acesteia
fiind direct propotionak cu gradul de organizare a complexelor antenare car
realizeaZ captarea energiei fotonilor incideépe suprafea respecti¥; ofera indicii
despre integritatea membranelor tilacoigaespre capacitatea de a transmite energia
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captad intre moleculele invecinate de pigrtiedar nu are legjura cu transforrarile
energiei fotonice absorbite;

b) fluoresceta maxima temporaf (F,), datorai reducerii acceptorilor
chinonici ai sistemului fotochimic Il deate electronii energizaexpulzai din
centrul de reate Psgo Tn cursul reatiei fotochimice primare de separare a sarcinilor
electrice Tn urma absaibi unei cuante fotonice; valoarea acestui paramafieia
informatii despre starea furionak a regiunii acceptoare a sistemului fotochimic
si despre capacitatea de transport al electronioe somplexul citocromilor dff;

c) fluorescera variabii (F,) reprezini diferenta dintre cea maxim
temporai si cea intiala sau de bag reflectand relga cantitativi dintre captarea
conversia fotochimic primai a energiei fotonice;

d) raportul K/Fn, cunoscugi sub numele de randament cuantic po&ml
fotosintezei, este un parametru gs#ral eficienei energetice a fazei de luniiin
ansamblu, reflectandasura n care energia fotoiabsorbii poate fi transformétin
energie chimi& utilizabila Tn asimilaia bioxidului de carbon, respectiv in generarea
ATP prin fosforilaresi in reducerea NADP

Masuiatorile de fluoresces clorofiliand indugi au fost executate n 5 repgti
pentru fiecare variamtexperimental, iar valorile au fost prelucrate statistic cu
ajutorul testulut.

Rezultate si discutii. Asa cum am meionat, primele experimente realizate
au vizat studiul organizii membranelor tilacoidale Tn macrodomenii formdia
complexe de pigmenasimilatori-proteine la plantule de 3 respectigiftimani.
Aceasta s-a realizat prin inregistrarea spectrd®rdicroism circular (CD) la
cloroplastele izolate din frunzele plantulelor care fost crescute la o intensitate
luminoag de 100 pmol fs! (Fig. 1). In urma obsentidor efectuate, s-a constatat c
nu exisi modificari de alué ale spectrelor in cazul plantulelor de varsterdéde
insi amplitudinea spectrului la plantulele tinere estemult mai mare decét la
plantulele senescente. Aceasta doyedéaptul @ la plantulele tinere sinteza de
clorofila este mai interds comparativ cu aceea a plantulelor senescenteyatan se
stie &3 marimea acestor macrodomenii este deperiddatconcentita clorofilei.
Benzile CD, + 500 nmgi — 682 nm sunt caracteristice unei Tnalte organiin
macrodomenii, ceea ce se poate obseivapare indiferent de varsta plantelor,
diferene aprand doar in amplitudinea spectrului.

Deoarece s-a observai plantulele in vardtde 3 dptamani prezini o
organizare a membranelor tilacoidale mult maidbdecat plantulele in vaistle 6
saptamani, Tn experimentele ulterioare de iluminare omiha inhibitoare s-au
utilizat doar plantule de J&ptamani. lluminarea acestora s-a realizat timp de 30’,
60’, 120’ cu lumiri de intensitate 600 pmol fis™.
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Fig. 1.Spectrul CD al cloroplastelor izolate din frunzelestipelele plantulelor de maee
de 3,si respectiv de 6aptimani, crescute la o intensitate lumingate 100 pmol ts™ si
o fotoperioad de 16 ore lumi@& 8 ore Tntuneric.

Influenta luminii inhibitoare asupra orga#iid membranelor tilacoidale in
complexe formate din pigménasimilatorisi proteine este ilustratprin spectrul
CD al cloroplastelor izolate din frunzele plantolegéxpuse fluxului fotonic diferite
intervale de timp (Fig. 2). Din grafic se poateetva & iluminarea cu flux fotonic
inhibitor nu modifi@ alura spectrului CD, ceea ce inseanui organizarea
membranelor tilacoidale este miguti chiar la o iluminare mai indelungat
Diferentele apar doar in ce prigte amplitudinea spectrelor care este in concae#dan
timpul de expunere a plantelor la fluxul fotonidilpitor. Astfel, du@ o iluminare
timp de 30’ se obselivo reducere goari a amplitudinii spectrului CD Tn regiunea
+ 500 nmsi — 682 nm, ceea ce dedotioar un proces redus de degradare a
pigmenilor clorofilieni. Surprinztor este faptul £degradarea pigmelor clorofilieni
nu este foarte inteigiici dug o iluminare de 60’. Diferae minore se obseivintre
aplitudinea spectrului la + 682 nm la cloroplasteldate din frunzele plantulelor
expuse 30'si 60. Faa de martor se obseivingi o reducere a coimutului Tn
clorofila la plantulele iluminate timp de 60’, ceea ce iidicorganizare mai sléb
n macrodomenii a membranelor tilacoidale. Spreselaioe de acestea, la plantulele
expuse timp de 120’ la aicnea fluxului fotonic inhibitor se produce o peliare
majoid a organirii membranelor tilacoidale. Degradarea piggitenclorofilieni este
mult prea interis ca procesele de biosiniegi poati Thlocui moleculele de clorofil
degradate, iar complexele de pignigmoteine se dezorganizeazAmplitudinea
spectrului CD 1n regiunea + 500 nm , — 682 girh 682 nm este redada jumatate
fatda de martor.
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F i g. 2.Spectrul CD al cloroplastelor izolate din frunzegiestipelele plantulelor de mare
expuse fluxului fotonic inhibitor de 600 pmof st timp de 30, 607, 120'. Martorul este
reprezentat de plantule crescute la 100 pmdlsth

n cazul suspensiilor de cloroplaste expuse laritifelensiiti ale fluxului
fotonic, s-au determinat parametri ai fluoregeewlorofiliene induse. In absen
oricarui factor perturbator, curba indig fluorescerei, misurat in prima secund
dupi iluminare In suspensia de cloroplaste, préziditeva zone distincte. Incepe
cu o valoare iniala a fluorescetei de baz, notati cu k, se contina cu o crgtere
moderad pari la un nivel de platou intermediary(fr de unde crge incet, dar cu
amploare pénla atingerea nivelului maxim temporar,.H isi are originea in
complexul antenar de captare a luminii, care esteiat centrului de rege al
sistemului fotochimic Il. Crgerea de la §~la Fy reflect fotoreducerea rapida
unor molecule de Qcare acceptelectronul transferat de la P680 fotoexcitat al
unor centri de reae, indicand activitatea intervalului .QQs. Etapa crgerii
fluorescerei de la F la R, se atribuie fotoreducerii majaxiti moleculelor de
plastochinoa in urma acceptii electronilor energiza de la numeroase SF Il
ajunse in stare activDeoarece transportul de electroni se @esfii mai incet pe
fata acceptoare a SF | decét la nivelul SF I, eleditree acumuledztemporar
ntre cele dolusisteme fotochimice [12].

In fundie de natura ainii diferitilor factori perturbatori asupra reaior
fotochimice, cinetica emiterii fluorescgm prezing modificari specifice. Atunci
cand electronii nu pot fi transferale pe Q pe @, valorile i si Fr, nu se modifig,
dar are loc o cegere intiald brusa si pronuntati a fluorescetei de la k la F,; care
atinge valori foarte apropiate dg,Fdeoarece Q nu poate fi oxidat. Tn schimb,
daa se acceleredztransportul de electroni de la centrii Fe-S ailS8eci nu se
Tmpiedid acumularea tempor@a electronilor intre cele déwsisteme fotochimice,
atunci scade mult valoarea,Hara a afecta Fsi Fp, care sunt valori de fluoresaén
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datorate complexului antengir respectiv sistemului fotochimic. In cazul in care
este afectatfunaionarea complexului de scindare a apeistereemnificativ emiterea
rapich de fluorescefd de la k la Ry, nsi valoarea final a R, nu este afectat
deoarece transportul de electroni este perturbanfiul centrului de reae al SF 11
din cauza suplinirii intarziate a electronilor peow din fotoliza apei. Orice reducere a
fluorescerei variabile (R, = diferena dintre I si Fo) are la baZ impiedicarea
formarii si acumufirii temporare normale a/ Q. Fluoresceta clorofiliara indusi in
suspensiile de cloroplaste izolate din stipel¢lfoliolele de maire dezvoltate la
diferite fluxuri fotonicesi preadaptate la intuneric timp de cateva minuééniea
efectuirii masustorilor furnizeaz informaii despre starea fufionak a aparatului
fotosintetic tilacoidal care realizeazonversia unei iti a energiei luminoase
absorbite in energie chindiatilizabila in procesele biosintetice.

Valorile fluorescetei initiale de ba (F;) scot in evidetd faptul & sistemul
de pigmeri antenari, responsabili de captarea energiei fotgrare o extindere tot
mai redus pe misura creterii fluxului fotonic (Fig. 3). n lumina cu intesitate
redug, complexul antenar este foarte extifigste format din numeroase molecule
de pigmeii clorofilieni si carotenoidici asoctasistemului fotochimic Il, asigurand
captarea unei propd@irinsemnate a energiei fotonice deficitare. lluarga cu 300
pmoli mi? s si cu 600 umoli rif s* are ca rezultat reducerea treptatomplexului de
pigmeni antenari, acesta fiind foarte slab reprezentagirul celor dodiintensititi
luminoase suprasaturante (900 umofi s si 1200 pmoli nf s?). Aceste rezultate
arat ca lumina tot mai interiseste utilizat, din punct de vedere energetic, intr-o
masumi tot mai mi@ in etapa incipieita fazei de lumim a fotosintezei, inainte de
a fi convertit patial in energie chimit

Fluorescenta de baza
(Fo, unitati relative)

1 2 3 4

Densitatea fluxului fotonic
(micromoli m2s?)

Fig. 3.nfluerya diferitelor intensiési de fluxuri fotonice asupra fluoresgenclorofiliene

de baz din cloroplastele izolate din frunzele de draz Valorile reprezini media a 5 repéii

pentru fiecare variant experimental (n = 5). (1 — 100 pmoli fhs™; 2 — 300 pmoli M s™;
3 - 600 pmoli M s 4 — 900 pmoli M s*; 5 — 1200 umoli M s?).
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In cazul fluorescetei maxime temporare , rezultai din acumularea
plastochinonelor reduse in zona acceptoare a sisiefatochimic Il, se constato
scadere mult mai pronyati fata de k, descrgtere care se manifasideja la
intensiati medii ale luminii incidente, iar intre cele doualori mari ale fluxului
fotonic nu se mai sesizeadiferene semnificative, fluorescemmaxina stabilizandu-se
la un nivel de plageu (Fig. 4).

3- 2.8
»5_!
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Densitatea fluxului fotonic
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Fig. 4 Influena diferitelor intensidzi de fluxuri fotonice asupra fluorescenclorofiliene

maxime din cloroplastele izolate din frunzele dedre Valorile reprezint media a 5 repeti

pentru fiecare variart experimental (n = 5). (1 — 100 umoli ths®; 2 — 300 pmoli M s™;
3 —600 pmoli M s 4 — 900 pmoli M s*; 5 — 1200 umoli M s?).

Datoriti faptului @ diferitele intensiiti ale luminii influerteaz in masur
diferita fluorescema inttiala si maxima a clorofilelor (respectiv procesele de captare
si de conversie a energiei fotonice, cu care ceipdoametri megionai sunt leg#),
fluoresceim variabif (R, Tnregistreaz varigii semnificative (Fig. 5). K& de valoarea
inregistrai in lumini cu intensitate sizuti (100 umoli nf s?), scade cu aproximativ
60% in lumir cu intensitate medie (300 pmolira®) si la 600 umoli rif s* atinge un
nivel saizut, la cele doiifluxuri fotonice excesive (900si 1200 pmoli nf sY)
fluorescerma clorofiliara maxima fiind doar cu ptin mai mare decét fluoresgan
de baz, cu toate &si aceasta din urinscade semnificativ fade valoarea inregisteat
n condiiile unei ilumiriri slabe a cloroplastelor.

Raportul E/Fn, ca indicator al randamentului potieh al utilizarii energiei
fotonice n producerea energiei chimice stocatleggturi covalente, preziatcea
mai mare valoare in cazul fluxului fotonicigat, cu care probabikcs-a acomodat
aparatul fotosintetic in cursul dezvwlt frunzelor in camera de vegé@ga Lumina
cu o intensitate de 300 pmolira* duce la o slere yoas, dar semnificatiy a acestui
raport de la 0,79 la 0,54, tnsandamentul conversiei energetiéenane suficient
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de ridicat. Tn schimb, fluxul fotonic de 600 pmui? s* reduce randamentul cuantic al
fazei de lumidi la o valoare care nu reprezimiici jumitate din cea inregistéata
flux fotonic saizut. In consecitd, In suspensiile de cloroplaste efectele fotoiribibi
se manifest deja la 600 pmoli FAs?, si apar intr-o masur foarte pronutati atat
la 900 pumoli rf s*, catsi la 1200 umoli rif s* (Fig. 6).

Fluorescenta variabila
(Fv, unitati relative)

1 2 3 4 5
Densitatea fluxului fotonic
(micromoli m2s?)

F i g. 5.Influerya diferitelor intensidisi de fluxuri fotonice asupra fluoresgenclorofiliene

maxime din cloroplastele izolate din frunzele dedre Valorile reprezini media a 5 repeti

pentru fiecare variant experimental (n = 5). (1 — 100 pmoli fhs™; 2 — 300 pmoli M s™*;
3 —600 umoli M s™; 4 — 900 pmoli M s*; 5 — 1200 umoli A sY).
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Raportul Fv/Fm

2 3 4

Densitatea fluxului fotonic
(micromoli m2sY)

F i g. 6.Influerra diferitelor intensiizi de fluxuri fotonice asupra randamentului cuaaterial
(Fv/Fm) in cloroplastele izolate din frunzele deziine. Valorile reprezint media a 5 repefi
pentru fiecare variawtexperimental (n = 5). (1 — 100 pmoli is™; 2 — 300 umoli rs™;

3 — 600 pmoli Ms™; 4 — 900 umoli M s*; 5 — 1200 pmoli A s™).

81



A. BUTIUC-KEUL, L. FODORPATAKI, C. DELIU

In urma rezultatelor amute, s-a constatat faptu cloroplastele izolate
reagioneaz sensibil la varigile intensittii fluxului fotonic incident paa la un
plafon al acestuia, peste care diferite intérisgxcesive ale luminii provo#c
acelai grad de perturbare a capt si a conversiei energiei fotonice. Raportul
dintre fluorescera clorofiliari variabik si cea maxin reflecé in mod sensibil
masura in care reésde fotochimice din cloroplaste pot utiliza eneaguminii cu
diferite intensidti. Rezultatele sublinidzimportana decisid a intensiitii luminii
ca factor de mediu care deterthimndamentul proceselor fiziologice primare care
stau la baza prodtiei de biomas vegetai.

Concluzii.

1. Studiul organizrii membranelor tilacoidale in macrodomenii formate
din complexe de pigmérasimilatori-proteine, la plantule de 3, respeétigiptimani
a evidemiat o organizare mai bérin frunzele plantulelor de Jigtamani decéat in
frunzele celor de 6aptaimani, ceea ce s-a evid&t prin amplitudinea spectrului
de dicroism circular.

2. La plantulele expuse fluxului fotonic inhibittmp de 30’ nu exist
diferente majore in ceea ce prige amplitudinea spectrului CDtfade martor.
Diferente notabile apar doar la o expunere de 60, iar Expunere de 120’ se
obserd o reducere a amplitudinii spectrului CD la ftate din amplitudinea
spectrului cloroplastelor izolate din plantulelertoa

3. Valorile fluorescetei initiale de baz (Fo) arat ca sistemul de pigmen
antenari responsabili de captarea energiei fotaarie® extindere tot mai reduge
masura creterii fluxului fotonic. Lumina tot mai interiseste utilizat din punct de
vedere energetic ntr-oasuia tot mai mi@ n etapa incipieita fazei de lumia a
fotosintezei, Tnainte de a fi conveitpatial in energie chimit

4. Tn cazul fluorescaai maxime temporare f, rezultat din acumularea
plastochinonelor reduse in zona acceptoare a sifiefatochimic Il, se constéto
scaidere mult mai pronuati fata de , descrgtere care se manifésteja la intensiti
medii ale luminii incidente, iar intre cele dowalori mari ale fluxului fotonic (600
respectiv 1200 umoli is?) nu se mai sesizeadiferente semnificative.

5. Raportul FFy, ca indicator al randamentului poteh al utilizarii
energiei fotonice in producerea energiei chimicecae in legturi covalente,
prezin& cea mai mare valoare n cazul fluxului fotonigzat, iar fluxul fotonic de
600 pmoli n¥ s* reduce randamentul cuantic al fazei de lunino valoare care
nu reprezint nici jumatate din cea inregistéata flux fotonic sézut.

6. In suspensiile de cloroplaste efectele fotoiibilh se manifest la 600
pumoli m? s si apar intr-o misuri foarte pronutati atat la 900 pmoli fAs®, catsi
la 1200 pmoli rif s™.
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SALT STRESS TOLERANCE OF A FRESHWATER GREEN ALGA
UNDER DIFFERENT PHOTON FLUX DENSITIES

LASZLO FODORPATAKI" and CSABA BARTHA"

SUMMARY. - Salinity stress and unfavorable light conditi@me main
limiting factors of plant productivity both in aqi@ and terrestrial,
natural and anthropically modified environments.sTisi the reason why
the identification of physiological responses te thteractive effects of
high salt concentration and different photon flenslties is an important
requirement for the selection of tolerant and higproductive plant
ecotypes under stressful environmental conditiding aim of this study
is to identify physiological parameters which eratile evaluation of the
degree of salt stress tolerance and the energefisrements of protective
mechanisms based on the photochemical conversiighdfenergy. The
axenic monoalgal cultures &cenedesmus opoliensiere grown under
controlled conditions in the presence of 0, 0.1 @fM NacCl at photon
flux densities of 5, 50 and 1M ms™*. The dynamics of growth and
biomass production, as well as the photosynthétiment content was
determined for all the experimental variants, theificance of the results was
evaluated with the one-way ANOVA and with the Tukest. The investigated
freshwater microalga can easily acclimate to high soncentrations,
under these conditions the rate of cell divisiorgdases, the cells develop
very small light-harvesting antennae and they d@gchigh amounts of
mucilage in which the individuals form extended raggtes.

Plant cells are generally able to live within ataer range of enhanced salt
concentrations or changing salinities, since mosbably all life originated in the
oceans, i. e. a highly saline environment. Howedering evolution, the degree of
salt resistance and salt tolerance became verygdime among the present-day
aguatic organisms. Algae (and cyanobacteria) htvacted considerable attention
in this respect, since they are inhabitants ofdpes characterized by changing
salinities and can serve as model organisms fetterundestanding of salt acclimation
in the more complex physiological processes of &igilants [3, 4, 11]. Enhanced
salt concentrations change the growth conditiong imanner unfavourable for
most organisms. The increase in external concémsabf inorganic ions impairs
the osmotic balance between the cells and theosnding medium and forces
water efflux (exosmosis) from the cells, leadingthe loss of turgor pressure. In
parallel, the increased exogenous ion concentréitiiens the influx of these ions
into the cells according to their electrochemiagaldients [7, 13, 16, 20, 22, 23].

" Babe-Bolyai University, Department of Experimental Bigy, 400084 Cluj-Napoca, Romania.
E-mail: Ifodorp@bioge.ubbcluj.ro
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The loss of water and the invading ions activatm@acerted acclimation
process that leads to salt-tolerant cells with & sé&eady state of growth. This
acclimation process includes three basal processst®ration of turgor, regulation
of the uptake and export of ions through the cedmbranes, and induction of the
accumulation of osmoprotecting compatible solutebsiress proteins. The acclimation
initiated by water loss due to salt stress involweser fluxes which are controlled
by water channels and the concentrations of theldar solutes that predominantly
contribute to the osmotic potential [5, 14, 17].cBese the influx of sodium and
chloride disturbs the cellular ion homeostasisliretion also involves the regulated
uptake and export of potassium and sodium cati@yslp, 16]. Elevated ion
concentrations impair the function of biopolymerslanduce protective measures
that involve mainly the accumulation of osmopratectompatible solutes and specific
proteins. These molecules ensure the protectiomesraduration of damaged functional
and structural proteins, nucleic acids and memblipitls [12, 18, 24]. Besides these
main processes, several secondary responses aednteeensure a successful salt
tolerance, e. g. the scavenging of liberated faglcals, increase in energy-supplying
reactions and, finally, the adjustment of the wholetabolism to the new situation
[1, 21]. All these efforts are realized with anrie&sed energy consumption and require
an adequate photon flux density and photochemicalersion to cope with the
stressful conditions.

Salt acclimation has generated great interesifornhain reasons: 1. sodium
chloride represents one of the environmental miajctors of aquatic habitats, and
2. salt resistance constitutes a real biotechnmabghallenge in the field of renewable
biomass production [8, 25, 27]. This is why we hahesen a freshwater green
microalga with high bioproductive capacity to ast@e study of its salt tolerance.
The aim of this study is to investigate the refalip between the salt concentration
and the photosynthetically active light intensityridg the development of salt stress
tolerance in cell cultures of a typically freshwadpecies of green microalga.

Material and methods. Axenic monoalgal cultures &cenedesmus opoliensis
P. Richter, strain AICB 141, obtained from the ardt collection of the Biological
Research Institute in Cluj [6], were grown in Kuldrenzen (KL) nutrient media
supplemented, according to the different experiadartriants, with 0.1 M and 0.5 M
sodium chloride. The control cultures were kephie KL medium without sodium
chloride. The initial pH of all the culture mediaasvadjusted to 6.5 and the cell
suspensions were illuminated continuously with feszent lamps aphoton flux
densities of 5, 50 and 100 micromolegsthon the surface of the cultures [10]. The
dynamics of cell divisions was evaluated cytomathjcwith a light microscope.
The initial cell density of all the cultures wad s 540 cells per microliter. The
photosynthetic pigment content was determined sgeeitometrically after extraction
with methanol at high temperature [9, 19]. The agal biomass of the cultures was
determined after 2 weeks of development in thegmes of different concentrations
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of sodium chloride at the three different photamxfldensities mentioned above.
Every measurement was repeated 5 times. The exgrdindata were evaluated
statistically, using ANOVA (P < 0.05) and the Tuktegt (P < 0.05) [26].

Results and discussion. Scenedesmus opoliends a freshwater algal
species, being present in the phytoplankton ofouaririvers and lakes, known for
its pronounced metabolic plasticity that confeleramce to different environmental
changes in the aquatic habitats. One strain ofgbéies was grown for years in
laboratory cultures in a liquid medium with low ostic potential and with no
sodium ions. Such a culture that was in the expisegrowth phase of the algal
population was used to initiate the experimentalise designed to study the
capacity of this alga to cope with two differennhcentrations of sodium chloride
(0.1 M and 0.5 M, respectively) under three diffgnghoton flux densities.

In the absence of sodium chloride (control cultuties rate of cell divisions
in the algal populations is influenced by the amafright energ%/ available from
the environment. High photon flux densities (1@6ole photons ffs”, that in aquatic
habitats represents a higher light intensity buésdaot cause photoinhibition)
ensure a much higher cell density in the algalucel than low and medium light
intensities (5 and 5@mole photons Ms?), underlining the fact that the incident
light energy is an important external factor fagadlgrowth (Fig. 1).

Control (no NaCl)

4000
3500 -
3000 -

< 2500 1 ——LL
2 2000 - —=— ML
[}

< 1500 - ——HL

1000 -+
500 +

Cell density of algal cultures

1 2 3 4 5 6 7
Time (days)
Fig. 1.Variation of cell number in the cultures &cenedesmus opoliengigown under
different photon flux densities.
HL - high light; LL - low light; ML - medium lightThe error bars indicate standard deviation (n = 5)

In the presence of a smaller amount of sodium @éai0.1 M) there were
no significant differences from the control cultsingith respect to the dynamics of
cell density. The light intensity remained the deti@ant factor for the rate of cell
divisions, the high photon flux density leadingato increased algal cell density in
comparison with the cultures grown under low andlioma light. Multiplication of
this alga under the above mentioned conditions dmgsshow sensitivity to a
relatively low concentration of sodium chloride.
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In the presence of 0.5 M sodium chloride the vammabf cell density of
the algal cultures differs significantly from thelues recorded in the control
populations if the cell cultures are illuminatedtwhigh photon flux densities. In
low and medium light the cell density remains ofower level along the days,
while in the intensely illuminated cultures thelgaimber increases more quickly
than in the control, even though the maximal attgisity reaches its steady state
at a lower level (Fig. 2). This reflects that tladt stress caused by 0.5 M sodium
chloride induces a prompt response of the algalireuteflected by the enhancement
of the reproductive capacity immediately after thiiation of the stress reaction.
Because this process of hardening requires extoass of metabolic energy, it can
be sustained only by a sufficient amount of phattisgtically active light energy.

0.5 M NaCl

2000

1500 +

——LL
—a— ML
——HL

500 -

Cell density of algal cultures
(cells/pl)
=
o
)
o
L

Time (days)

Fig. 2.The influence of 0.5 M NaCl on thariation of cell number in the cultures of
Scenedesmus opoliengigown under different photon flux densities.
HL - high light; LL - low light; ML - medium lightThe error bars indicate standard deviation (n = 5)

The dry algal biomass of two weeks old culturesiated with the same
cell density was the lowest in the present of 0.5ddium chloride under all the
three light intensities. The lower concentrationNzfCI| caused a less pronounced
decrease of the net biomass production in compasigth the control cultures. As
exgected, the highest algal biomass was recordibe ipresence of 1Gimole photons
m“s* and in the absence of sodium chloride (Fig. 3k Msults are similar to those
obtained with marine algae, where the control ceffwere grown in seawater [17],
and they reflect that the acclimation to salt stiess high energy demands and leads to
a decreased biomass production. This may be tteomeahy the dry weight is
much less affected by salt stress in the preseheehigher photon flux density,
which provides more energy to sustain the physioldgrocesses involved in the
development of tolerance.

Microscopic investigations revealed that in thespnee of higher concentrations
of sodium chloride the algal cultures become alnsostrless, the cells loose their
obvious green colour, the pyrenoid of the chlorsislas smaller and the chloroplast
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itself is shrunken. This indicates a partial degiimn and a loss of turgor. As a
reaction to the unfavorable growth condition crddig salinity, the cells excrete a
high amount of mucilage in which they form extendgdregates.

Dry algal biomass (mg/I

QF Q Q

X X X‘
WY NN R

F i g. 3.The dry weight of the 2 weeks old axenic cultafeScenedesmus opoliensis
grown in 3 light intensities in the presence died@nt amounts of sodium chloride.
HL - high light; LL - low light; ML - medium lightThe error bars indicate standard deviation (n =
5). The mean values are significantly differentading to the Tukey test (in all cases P < 0.05).

The embedded cells become protected by this musiwesth, they survive
successfully and they exhibit a relatively higherat multiplication, even though in
the presence of high photon flux densities theyucedseverely the amount of
photosynthetic pigments. The rate of net oxygerdpcton of the algal culture
depends strongly on the light intensity, but doaissmow significant differences in
relation to the salt concentration if the oxygerolation is expressed per dry
biomass unit (data not shown).

In the cultures grown under low light the preseoic8.1 M and 0.5 M NacCl
causes a slightly significant (P < 0.05) but notyveronounced decrease in the
overall chlorophyll content of the algal cells. Tamount of chlorophylls is kept
high because the main limiting factor is the reduesergy input that induces the
development of an extended light-harvesting compegrder to absorb a higher
percentage of the incident low photon flux (Fig. 4)

Under the conditions of a moderate light inten&gumole photons ifs”) the
algal cells develop smaller photosynthetic pignaeténnae in the thylakoid membranes
of their chloroplasts and the presence of sodiularide causes different quantitative
changes depending on salt concentration: the gigliccontent increases significantly
in the presence of 0.1 M NaCl and it obviously @ases in the cultures provided
with 0.5 M NaCl (Fig. 5). These results can be aixgd by the fact that small amount
of sodium chloride create a slight stress conditiompensated by the development
of a more extended light-harvesting complex, whiheler the situation of a more
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severe salt stress the defense mechanisms dolowttal spend too much energy
for the synthesis of many new chlorophyll molecwed binding proteins.

[«2)

a1
L
1

N
—

N
!

Chlorophyll content (mg/g d.w.)
= w

o

LL LL+0.1 M NaCl LL+0.5 M NaCl

F i g. 4.Chlorophyll content of the cells &cenedesmus opoliengi®wn under low photon
flux density (LL) in media with different concetitbas of sodium chloride.
The error bars indicate standard deviation (n B¢ mean values are significantly different
according to the Tukey test (P < 0.05).

Chlorophyll content (mg/g d.w.)
w
——

ML ML+0.1 M NaCl ML+0.5 M NaCl

F i g. 5.Chlorophyll content of the cells @cenedesmus opoliengi®wn under medium
photon flux density (ML) in media with differenhcentrations of sodium chloride.
The error bars indicate standard deviation (n FB¢ mean values are significantly different
according to the Tukey test (P < 0.01).

The changes observed in medium light intensity oegzan more obviously in
the algal cultures grown under higher photon flexglties (increased chlorophyll
content in the presence of 0.1 M NaCl and signifiyadecreased amounts of these
pigments under the influence of 0.5 M NacCl), thact®n to mild salt stress
leading to different results than the processeisdéaelop under a more severe salt
stress (Fig. 6).
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HH

Chlorophyll content (mg/g d.w.)
N
L

HL HL+0.1 M NaCl HL+0.5 M NaCl

F i g. 6.Chlorophyll content of the cells @cenedesmus opoliengjgown under high
photon flux density (HL) in media with differenhcentrations of sodium chloride.
The error bars indicate standard deviation (n B mean values are significantly

different according to the Tukey test (P < 0.01).

Conclusions. The monoalgal cultures of the freshwater spesimEnedesmus
opoliensiscan acclimate to high salt concentrations, unidese conditions the rate
of cell divisions shows only a moderate decrease, dells develop very small
light-harvesting antennae and they excrete highuatsoof mucilage in which the
individuals form huge aggregates. A higher toleeaiscexpressed mainly if there is
a relatively increased photon flux density, suggegsthe role of light in supporting
the energy demands of an efficient protective meisina against physiological
drought caused by the hypertonic environment arahagthe toxicity induced by
excessive amounts of the sodium ion.
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CHEMICAL HEPATECTOMY AND THE
‘HEPATIC FRACTURE LINES”

MIRCEA ANTONIU RUSU"

SUMMARY. - We studied the action of some xenobiotics, thattesi the
environment (dimethylnitrosamine, GCéthyl alcohol and acetaminophen),
on rat liver. Using histological and histochemicstoenzymological methods,
we ascertained the severe structural alteratiooduged in liver, a real
chemical hepatectomy being evidenced. We establiahd substantiated
the characteristics of chemical hepatectomy, inpaoison with the surgical
(classic) hepatectomy, and also the presence of Sfyatture zones” with
minimum tissue resistance.

Traditionally, any study concerning hepatic regatien is a reminder of
the mythof Prometheus[32].

Regeneration, recovery, repair is the capacitynobiagan to replace dead
cells, dead or partially lost tissue. The liveris organ with unique abilities from
this point of view.

Hepatic regeneration represents a vital phenoméarame healing of acute
necrosing liver diseases, as well as for the replaihe hepatic mass after partial
hepatectomy. Necroses can be the consequencelpparasitic diseases as well as of
the action of experimental [28] or environmentaldsubstances (hepatotoxicants) [6].

The liver is an organ consisting of at least 6 idlcstresident cellular
populations [10], arranged as acini (R a p a pp)¢a2].

There is a metabolic zoning of the hepatic paremzhy2, 12, 13, 31].
Practically, a mosaic of cells is observed, whicé metabolically stimulated or
inhibited depending on the needs of the liver attiime.

The liver is an organ with active proliferation ithe process of growth is
completed in both humans and animals. In the norudailt liver there is one
mitosis to approximately 20.000 hepatocytes.

Following injuries (lesions-aggressions) accompéutg important hepatic
cellular losses, a very active proliferation pracés initiated. Cellular losses are
due to necrosis and apoptosis, which are usuallg moless simultaneous [9, 14].
Hepatic cell proliferation is a process opposeth&effects of hepatotoxicants [24],
and represents the premise of tissue recoveryhvihian adaptive strategy [4] against
injuries caused by xenobiotics [27].
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Higginsand Anderson initiated thdest study model of hepatic
regeneration, in 1931 [32]. They performed the tdntaof 2/3 of the liver in white
rats. Growth in liver after this operation is rekely fast and the initial liver mass
is recovered in 7-10 days in the rat.

The residual lobes grow until they reach the simwlume of the original
liver, then growth stops suddenly. In humans, farged liver grows until the
optimum mass is reached. If the graft is too snilaWill grow until it reaches the
necessary dimension. In contrast, if the grafbdshig for the receptor, its dimensions
will be probably diminished through apoptosis.

The factors of aggression on the liver can be itiledsnto: biological (viral,
microbial, parasitic), physical (including experimte surgical ablation), and chemical
(mostly xenobiotics). The leaving of the prolifévat rest and the initiating of an
active division process is based on the existeh@va hepatic stem cells having
fetal markers such as alpha-fetoprotein [1, 33].

Hepatic regeneration depends on the combined actisaveral stimulating
and inhibiting endocrine, paracrine and autocraaadrs. Hepatic growth regulators
include a series of mitogens, comitogens and itdrivi32].

The amount of xenobiotics is constantly increasimghe environment.
Humans, animals and plants are chemically aggre§dedimpact of xenobiotics
affects in the first place the liver — as the matigan that metabolizes them. Among
xenobiotics with hepatic tropism, some are freglyensed experimentally, such
as: CClJ, galactosamine, phaloidin, nitrosamines, ethybladd, acetaminophen etc.
At first, the researches investigated the inductibrhepatic injury, then hepatic
regeneration was studied. The correlation betwegiows xenobiotics administered
together was also studied, as well as the phenomieaatoprotection and hetero-
protection [15, 16, 17].

| consider that lesions induced in the liver byotgntics could be compared
(assimilated) with a realchemical hepatectorhyl found this term in a study by
Chanda and Mehendale, 1996. Othéoas might have used it, as well.
| believe that this term deserves to be studiedsapgorted by arguments.

In Romania, our research team has a great experiertbe study of hepatic
toxicoses. We used for the induction of hepatiarinspecially CG| ethyl alcohol,
nitrosamines (dimethyl nitrosamine), acetaminop2é&n 29].

We generally used histochemical, histoenzymologitathods for the
characterization of hepatic injury, these methceladpefficient and practical [20].

Materials and methods. In the course of the numerous experiments done
over several years, we used adult Wistar white, raies, weighing 150-200g,
kept under standard conditions. We organized cogtoups and groups intoxicated
with the following xenobiotics:

1. DMNA (dimethylnitrosamine) administered by gavagethe form of
its precursors: sodium nitrate + aminopyrine (whiohtains a dimethylamino group),
20mg of each / kg body weight, for 14 days.
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2. CCl,, that was administered by gavage, 0.1ml / kg lveeight, for 7 days.

3. 50% ethyl alcohol, that was administered by gavége/ kg body weight,
for 30 days.

4. Acetaminophen (paracetamol), that was administeyeghvage, 200mg / kg
body weight, for 7 days.

After finishing the treatment, the rats were saweid and the liver was
collected, which was processed for histology (haerydine-eosine staining) and
histochemistry-histoenzymology (lactate-dehydrogeralLDH, succinate-dehydrogenase
— SDH, glutamate-dehydrogenase — GTDH, cytocronigage — CyOx, glucoso-
6-phosphatase — G6P-ase, and total lipids by SBtiank staining).

Results and discussions. In all the cases, the liver is more or less aéfdct
by the toxic action of the utilized xenobiotics. \&eserved general lesions, evident
in all cases, such as: necrosis, especially cebutdr, clear and granular dystrophy,
lipid accumulation (steatosis), leucocytic infittoa, reduced activity of the studied
enzymes. The destruction of liver tissue is impiitathe case of dimethylnitrosamine
and CCJ, the hepatic tissue being completely sectionedela damaged, presenting
true images of “chemical hepatectomy”. In the aas€CI, intoxication, the zones
with swollen cells are characteristic, and in bo#ises infiltration with collagen
fibers appear (more numerous after dimethylnitrasaraction). Tissue necrosis is
characteristic for acetaminophen toxicosis, anat@sés and necrosis are characteristic
for ethanol toxicosis. The hepatic enzymatic agtigi reduced in all intoxicated groups.

CCl, is present in human environment, having vario&s uis industry and
agriculture. It has a high retention in the envinemt, its half-time being of
approximately 50 years; it pollutes especially #timosphere [6]. It is frequently
used for the experimental induction of hepatic ¢osis [30, 34].

Cytochrome P-450 2E1 is the major catalyser of ¢céde and oxidative
bioactivation of CCJto -CCk, a free radical [3a, 3b] which attacks the dolaleds of
enoic fatty acids from the phospholipids of theaggtasmic reticulum, mitochondria,
and the cell membrane. It produces, dependingeoddbe: necroses, steatosis, cirrhosis,
cancer [7, 18, 28, 34]. Ethyl alcohol causes a chibmdrial overproduction of free
radicals inducing the peroxidation of cell membgaf#]. Ethyl alcohol modifies the
fluidity of cell membranes and produces megamitachia, steatosis and hepatic
cirrhosis. Nitrosamines are metabolized into micross under the action of mixed
function oxidoreductases. In the case of dimetlrndeamine (DMNA) used by us,
a highly reactive radical results, diazomethanat ttan methylate hepatic DNA.
Acetaminophene (paracetamol) is bioactivated byoayiome P-450 1A2, the
metabolite N-acetyl-p benzoquinone imine (NAPQihbgeroduced, which is blocked
under normal conditions by glutathione [8]. At hidbses, glutathione is inactived
and NAPQI attacks hepatic proteins, especially chibomdrial ones; it peroxidates
lipids, splits the DNA etc., producing centrolobufeecroses [8].
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The type of hepatic injury depends upon the naitithe xenobiotics and the
rate of the lesion of cell organelles. We notica free radicals, wit different chemical
structures but highly reactive and aggressive lation to the cell material, underlie
these injuries [3a, 11, 19].

The information obtained by using surgical hepategt and“chemical
hepatectomyproves that both models are suitable in experiaidmepatology.

However, chemical hepatectomy has some peculisritieterms of its
induction and evolution, which individualizes itfdund no material concerning the
definition and characterization otHemical hepatectorfyThis is only mentioned
[5]. Based on my experience, | will give an oridinsynthetic, and comparative
characterization ofchemical hepatectorfiyersus surgical hepatectomy.

- Chemical hepatectomy is not achieved through aiclrmptervention, it
is a white, non-invasive approach, while surgiogpdtectomy is an invasive red
approach.

- Chemical hepatectomy is based on the noxious effpmduced by
certain xenobiotics, selectively chosen in ordemtduce lesions similar to those
occurring in certain hepatic diseases.

- The biochemical reactions of bioactivation or metaation are the
source of appearance of some highly aggressivedidieals producing the lesions
of chemical hepatectomy.

- Xenobiotics or free radicals inducing hepatic tasis have the role of a
real “chemical scalpd”.

- There is an administration limit of the xenobioii@ucing “chemical
hepatectomy”, related to the dose, duration, étthd limit is exceeded, chemical
hepatectomy turns into an irreversible processrigsvaxitus, not towards recovery.

- Some xenobiotics attacking primarily the nucleatemia (e.g. nitrosamines)
should be avoided, as they involve a risk for cance

- Chemical hepatectomy is intrinsic to the liver. Tdfeemical substance
(the xenobiotic) enters the organ and penetratehdtever blood carries it. Surgical
hepatectomy is somewhat extrinsic to the organ ussgasince ablation of one or
more lobes “exterior” to the remaining part of tiver is performed.

- Although the xenobiotic penetrates all through liber, it usually causes
specific zonal lesions (frequently centrolobulaidas), affecting certain cell organelles.

- Chemical hepatectomy is more difficult to quantibgcause it generally
has a diffuse character, the dead zones being dificeilt to evaluate. An adequate
software computer may solve the situation. In suaighepatectomy, the volume of
the lost tissue can be assessed rather accurately.

- A major chemical hepatectomy and a minor chemiephtectomy can be
considered in relation to the lost hepatic tiss@ssn Depending on this parameter,
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a major chemical hepatectomy could involve moren tB&% of lost tissue, and a
minor one, less than 25% of lost tissue.

- For example, a major chemical hepatectomy coulpgrbduced by CG)
and a minor chemical hepatectomy, by acetaminophen.

- Chemical hepatectomy is being produced especiallfracture lines or
minimum tissue resistance lines.

- We consider that histochemical (histoenzymologica}hods demonstrate
chemical hepatectomy the best, allowing a cleatindison between dead and
unaffected areas.

- In the case of chemical hepatectomy induced by, QTIH and G-6P-
ase can be considered “marker” enzymes.

- Surgical hepatectomy has a sudden action, whileniad hepatectomy
is more gradual in its action, requiring a shodielonger onset and latency period.

- Chemical hepatectomy is based on the aberrantesttiie of the lesions
induced by xenobiotics in the liver mass.

- In the case of chemical hepatectomy dead areaspatic tissue coexist
with unaffected or little affected proximal parepetal and non-parenchymal areas.

- CCly is very useful for the induction of chemical hegzadmy because,
through the phenomena of cellular ballooning anctass, it produces splitting or
“dissecting areas” of dead tissue surrounded b¥fectad tissue.

- Chemical hepatectomy triggers a proliferative pssaaf hepatic recovery
that regenerates the normal structure in 7-14 days.

- The time period necessary for hepatic regenerafien chemical hepatec-
tomy does not differ or does not significantly difffrom that following surgical
hepatectomy.

- Hepatic recovery after chemical hepatectomy iseaeli by the replacement
of dead or damaged cells from the affected areagebycells as a result of cellular
proliferation through which a normal architecturdl wubstitute for the aberrant
architecture of the lesions.

- The induction of chemical hepatectomy (which isqilole by a single
xenobiotic administration and dose) is easier toeae than the surgical intervention,
and is sometimes less expensive.

- Animal care seems to be simpler in the case of @aepatectomy.

- recovery process. Chemical hepatectomy shouldtsd=red only when it
allows a

- Chemical hepatectomy is influenced by species,a, dose and duration
of xenobiotic administration, energy substrate, etc

These considerations are presenteldign 1.

In our researches, we obtained the best resulis GAZlL intoxication.
LDH and G-6-P-ase proved to be two marker enzymiestfemical hepatectomy.
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Fig. 1.The development of chemical hepatectomy.
Scheme inspiredby Chanda and M e h e hej 4996.
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| consider that the producing of hepatic lesionly @mcertain zones is due
to the existence of some “zones with minimum rasis¢”, named by me “fracture
lines” or “fracture zones”, that overlap, in my ojoin, the zones Il and Il of the
acinary hepatic structure in R a p p a p o r liedty. These zones with more reduced
resistance at chemical aggressions, would correspith the classic centrolobular
zones. In these portions of the hepatic acinuschviaie true “lines of minimum
resistance” or “of fracture”, lesions that indudemical hepatectomy are produced.
My theory starts from the experimental results obs@, and is based, principally,
on the acinary theory of hepatic structure, congidethat this “zone of minimum
resistance or of fracture” is “predestined” to ke because of several factors.
| think that one of the most important conditiorfers to the insufficient irrigation
with O, and nutrients of the acinary zones Il and Ill, afgb the existence in these
zones of an enzymatic apparatus specialized inbtetio metabolism. Thus, the
very reactive metabolites resulted operate firsiyperficial, and then systemic,
affecting especially these zones. Of course, thsFeother factors, as well, that are
involved in the generation or existence of theétirof minimum resistance” or “of
fracture”, among which is the rate of cellular dions.

Therefore, in my opinion, the most important fastthrat create the “fracture
lines” are: insufficient blood irrigation, that ates a greater sensitivity for the cells
in these zones; the direct action of reactive nwdit#ls produced by the enzymes
that metabolize the xenobiotics; and, also, theaedsed level of cellular divisions,
that are, in fact, a protective factor.

Conclusions. 1. We consider that the term of “chemical hepategtois
supported by scientific arguments.

2.Chemical hepatectomy can be used as an alterf@tisergical hepatectomy
in studies on hepatic regeneration.

3.Chemical hepatectomy is produced in the minimursugsresistance
zones of the hepatic acinus (hepatic fracture Jines
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MELITINA, COMPONENTA MAJORA A VENINULUI DE ALBINE
SI PRINCIPALUL COMPUS ACTIV AL ACESTUIA

ADRIAN FLOREA* S| CONSTANTIN CR ACIUN**

SUMMARY. — Melittin, the Major Component of the Honey Bee
Venom and its Main Active Compound The bee venom is a complex
secretion product of honey bees, which containsargel number of
different inorganic and organic substances resptnr a wide range of
effects. Among all these substances, melittin plevaoth in terms of
concentration and effects. Melittin is a small @ait peptide, present in
the crystallized venom in a ratio of about 50-53%.certain physico-
chemical circumstances melittin could appear inomomer or a tetramer
shape. It is involved in the pain producing mechkamiit has an anti-
inflammatory activity (is the smallest allergen kg, and interacts with
different enzymes, thus modulating their activByt the principal action
of melittin is exerted on cell membranes, wheralters the normal
structure and consequently the selectivity of tHemeiers. Because of its
properties, melittin is used as a tool in the basgearch, but it is also
studied for the design of some new drugs.

Albinele au dezvoltat o farmacologie biochithide nivel Tnalt, producand
0 gan largi de molecule cu activitate biologica déror interagiuni multiple cu
diversele structuri celulare sau moleculare dim @ganisme sunt urmate de un spectru
vast de efecte. Dintre pragide secrge ai albinelor, veninul se distinge prin marea sa
complexitate, manifestatatat in ce privge nundrul si propriettile moleculelor
sale, dasi efectele diferite produse de acesteasi Deveninul de albine se ragesc
numeroase substg@norganice (peptide, proteine, aminoacizi, acigaoici, amine,
glucidesi fosfolipide) si anorganice (acizii siruri), melitina (MLT) este componenta
majoritati a veninului, reprezentand o properde 50-55% din masa veninului
cristalizat, fiind totoddit raspunztoare pentru 0 mare parte din efectele veninului.

Etape in studiul MLT

Melitina a fost evidetiatd de détre Habermann n 1952; acest ceitmat
de referina pentru acest domeniu a definit MLT ca pe o “hemiodi’ directi, care
este prezeatin venin impreud cu cea indired fosfolipaza A (FLA,). Greutatea
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moleculei de MLT a fost stabiditinitial de Habermann in jurul valorii de 12000
Da [24]. Dup purificarea MLT, s-a constatal este de fapt un tetramer format din
subunititi peptidice identice, cu greutatea molecailale 2846,53 Da. Catena
monomerului este liniar cortindnd 26 de aminoacizi [23, 59, 63, 64]. MLT este
un peptid amfifil, fiind comparétcu un dpun inversat [24]. Cagpul N-terminal
fhcepand cu restul 20 este hidrofob iar restudehinoacizi C-terminali (péra
restul 6 inclusiv) sunt puternic bazice, avand camahidrofil [57]. Are 6 sarcini
pozitive [29]. Este sintetizatin glandele veninifere ale albinei sub forma unui
precursor (promeliti#), evideniat numai in extractele glandulase care nu se
regiseste in veninul excretat. Acest precursor difede MLT prin lungimea mai
mare a catenai o indircare electronegativa captul N-terminal [24].

Formula chimid@ brua a monomerului MLT este: gH2dN39031 [71], iar
structura primar a acestuia este uitoarea [23, 71]:

GIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQQ NH;

Gly-lle-Gly-Ala-Val-Leu-Lys-Val-Leu-Thr-Thr-Gly-LetPro-Ala-Leu-
-lle-Ser-Trp-lle-Lys-Arg-Lys-Arg-GIn-GIn-Nk

MLT se dizoha bine Tn ap si soluii saline; in ap distilaé MLT se prezini
ca monomer cu conforme spaiala derandom-coil[14, 15, 19, 43, 54]. Conforrtia
randomi@ a melitinei Tn soltie poate fi modificat prin legarea de unele molecule
proteice (de exemplu-lactalbumina, un peptid de 123 aminoacizi, compbrae
lactat sintetazei mamiferelor). Complexele formaie avea o structarhelicah [52].
De asemenea, in sdiualcoolice, structura sa devinehelix [19, 27, 56], alcoolii
halogené& (mono-, dar mai ales polihalogana in special cei cu F) inducand cel
mai rapid formareas-helixului [18, 54]. Regiunile hidrofobe ale alcdot din
soluie, prin interagunea cu grufirile hidrofobe ale melitinei expuse solventului,
au tendima de a sidea polaritatea n jurul lamui polipeptidic. Prin urmare sunt
stabilizate legturile locale de hidrogesgi implicit conformaia helicali amfipatic.

Melitina poate adoptsi o conformaie tetramerig — in tampon fosfat [19]
sau in alte sotii saline concentrate [37], dairla inserarea in membrane. Tetramerul
MLT prezinti in stare cristalihdoua axe de pliere, ceea ce face ca unitatea asirfetric
in cristal & fie reprezentatde o junitate a tetramerului (d@uanuri peptidice).
Tetramerul prezift de asemeneg,doua axe de pliere necristalografiaproximativ
perpendiculare pe axele cristalografice [45].

Componentele cu importgipractié din veninul de albine au fost sintetizate
in laborator, fiind astfel amuta pe cale sinteticsi melitina, precunsi un nunér
de 3 analogi, dintre care unul avand progtidarmacologice foarte apropiate celor
ale melitinei [24]. Prin utilizarea biotehnologiils-a resit sinteza, n culturi de celule
de gréu, a unui peptid foarte ageitor melitinei (are un aminoacid Tn plus — glicina —
la cagtul C-terminal) [61]. Acelgi colectiv a resit apoi oliinereain vitro a unui
precursor de 70 aminoacizi al melitinei (preprotime), pornind de la ARNm extras
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din celule ale glandelor veninifere de la afbj62]. Dupi izolare, Laneet al [44]
au utilizat ARNm din celulele glandulare, pentrol@ine in oocite deXenopusun
peptid aproape identic cu promelitina (un singuiraracid Tnlocuit la cajtul C-
terminal), iar doi ani mai tarziu, acgia&erceitori au copiat, prin transcriere invéys
ARNmM din celulele glandelor veninifeggl-au introdus intr-o plasmid(pBR322),
pe aceastcale regind si ei sinteza prepromelitinei (peptidul de 70 amuin [66].

Perfegionarea acestor tehnici a facilitat studiul MLTr, e de alt parte, a
servit unui scop practig anume okinerea unui analog al MLT cu o antigenicitate
mult redud si cu aciune hemoliti@ diminuat [36]. Totodad, MLT purificata din
venin sau de sintézpoate fi utilizai ca instrument de lucru in studiul altor
molecule cu activitate biologic Astfel, un alt analog de sinteal MLT, constituit
din D-aminoacizi, a fost utilizat in vederea eldcidunor aspecte ale acti¥iti
calmodulinei [19].

Efecte ale MLTsi modalitafi de interagiune

Producerea durerii

MLT, cel mai importanti totodati cel mai toxic constituent al veninului
de albine, este responsapih primul rand, pentru inducerea durerii la locwepaturii.
Mecanismul declagarii durerii implica aaiunea direct asupra fibrelor nervoase,
respectiv eliberarea ionilor'n urma distrugerii membranelor celulare; elibegar
kallikreinei din membrane, accelerarea sintezentigleukiri-1 (IL-1) si a factorului
de necroz tumorafi, in depende de doZ si timp pot contribui, de asemenea, la
declanarea durerii [38].

Efectul antiinflamator

Studiile efectuate pe animale de laborator, aat@ MLT ajungi in organism
determiri stimularea indire@t a suprarenalelor determinand gtezea nivelului
catecolaminelosi cortizolului plasmatic prin stimularea setieé de ACTH din
hipofiza [32]. Aceste date suger@azi multe din efectele curative ale veninului de
albine se realizedzatorit stimufrii unor enzime, dar mai ales deglari raspunsului
sistemului imun al organismului (efect antiinflam@t Rezultate aseinatoare sunt
obtinutesi Tn cazul administirii medicamentelor pe bazle cortizon, care este ins
recunoscut pentru efectele secundare nedoritelf3@fezent MLT este unul dintre
cei mai puternici agenantiinflamatori cunosaiy aceasta fiind baza teoretia
utilizarii veninului de albine in tratamentul artritel@usreumatismului.

MLT este totodat si cea mai mi& molecui cunoscut casi alergen [45,
35, 36]. Rispunsul imunologic al organismului este determimetj exact, de dau
secvere specifice de aminoacizi din structura MLT. Sec¢sette aminoacizi 7-10
de la captul C-terminal induce re#cinflamatorii imediate (care ating un maxim de
intensitate la 15-30 de minute dugare descresc rapid). Seaeehidrofold N-terminaf
nu este implicat direct in inflamée, dar intensifig reagia imedia#, cauzand leziuni
severe, evidente daplowa ore de la administrarg caracterizate de o infiltre
masiva de neutrofile polimorfonucleare [47].
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Interactiuni cu proteine si enzime

n celule, MLT are capacitatea de a lega calmoadudilitir-un raport de 2:1
[19, 60], formand un complex globular [8], Tmpiedlicdeci competitiv aiarea
calmodulinei de alte molecule [51, 70], ceea ceermheitii in final o inhhibare a
activitatii calmodulinei. Prin aceasta MLT devine un inhabital unor protein-
kinaze [8]. MLT inhili si unele ATP-aze din clasa P: CaTPaza din reticulul
sarcoplasmic, N#&K*-ATPazasi H'/K*-ATPazei din celulele mucoasei gastrice
prin legarea competitivia domeniul lor catalitic intracelular [46]. Dogeihari de MLT
purificati au capacitatea de a inhiba resgéranitocondriad, in principal datorit
perturldrii structurii membranelor. Ea diminueazansportul de electroni in membrana
mitocondriak interra si functioneaz ca decuplant al oxidii de fosforilare [9, 24].

Pe de alt parte MLT stimuleaz activitatea unei game largi de enzime,
ncepand chiar cu FLAdIn veninul de albine, fosfolipazele C [2@]D, adenilat
ciclaza, proteina G [4] etc.

Interactiunea cu membranele

Principala proprietate care 1i confdpxicitatea este capacitatea MLT de a
se insera in membranele lipidice unde va provaesaata selectivitii prin diferite
mecanisme, inclusiv formare de pori (pentrd, &mi sau chiar glucaza concentrgi
foarte mici — 10 M) [23, 24], astfel explicAndu-setamea citolitici a MLT.

MLT are o puternig afinitate pentru membranele lipidice [12], afibéta
urmarita prin masurarea efectului de Bandus in acestea. Analizaisuritorilor de
mobilitate electroforetic arati ca MLT se adsoarbe de céateva ori mai rapid la
membranele (artificiale) de fosfatidilsetirdecat la cele de fosfatidilcotin in
acelai timp s-a observatacmembranele de fosfatidilcolirsunt mai susceptibile la
perforare, veziculargi micelizare in prezga unui nivel mai sizut de MLT
comparativ cu membranele de fosfatidilser{®0]. MLT are tendiga de a se
adsorbi la suprafa membranelor de fosfatidilsefir incrcate cu sarcini electrice
negative — in primul r&nd dataritunor interaguni electrostatice. Ca urmare,
moleculele de MLT sunt tiute un interval mai mare de timp Tn afara bisiraf
n timp ce in cazul membranelor de fosfatidilcalimeutre din punct de vedere
electric, insgia MLT 1n bistratul hidrofob se realizeaza o rai mai maresi
implicit efectele sunt mai prontate. Tn liposomii din fosfatidilglicerol, insga MLT
se face la o ratscizuti, aceastaamanand fixat stabil la nivelul monostratului extern,
fara a mai forma pori [68]$i in membranele celulare, prezztipidelorsi proteinelor
cu sarcifd electric negativ reduce propaia de lezare a acestora; faptul a fost de
asemenea confirmai pentru membranele artificiale electroneutre imeca-au
incorporat diferite cantiti de lipide electronegative [48]. In schimb, intganile
cu molecule electropozitive din memb#arfavorizea redistribuirea MLT in
bistrat, avand ca rezultat accelerarea efectuliai. I5-a mai dovedit, in acsgla
context, @ rata de legare la suprégdabistratuluisi respectiv rata de ingé a MLT
n membrane sunt influgatesi de prezeta in compozia acestora a colesterolului
si a derivailor sai: dihidrocolesterolul, stigmasterolgi ergosterolul [16]. Aceste
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tipuri de molecule lipidice au proprietatea de midua sensibilitatea membranelor
fati de MLT. Intrucat se pareicacesta reprezifito baried pentru agunea
veninului, albinele au &it soldia pentru a o fatura. Astfel, in unul din studiile
noastre anterioare, am constatasgb agunea veninului de albine se inregistreaz
0 sadere accentuaia colesterolului seric [20].

Pe de ait parte, studii efectuate atat pe liposomi ggie celule Lettresi
pe eritrocite au &tat & sarcinile pozitive conferite de prezarin mediu a ionilor
Ca*, Mg®* si H" au un rol important in alterarea stadiilortiale ale interagunii
dintre MLT si membrane [1, 55]. Conse¢ano constituie glerea ratei de insge
a MLT in bistratul fosfolipidic — direct prop@ional cu crgterea concenttei
cationilor —, reducerea semnificatia transportului apei prin membragiemplicit
diminuarea hemolizei in cazul eritrocitelor [55].

Alte studii au attat &2 nu exisi o relaie direct intre capacitatea de
adsorhie si efectul litic: adiugarea unui rest succinat la gap N-terminal duce la
abolirea potetialului hemolitic, dar nu afecteaactivitatea de suprata In acelai
context se poate mgonasi faptul G unele fragmente sintetice de melitipot
avea o activitate de supréfecu pan la 50% mai mare decat a melitinei native,
fara a manifesta proprigii litice [24]. Pe de ait parte, modifiéri structurale
minime produse n structura MLT (substituirea salgth unui aminoacid) pot
determina modifigri radicale Tn activitatea ei biologicconcretizate prin dderea,
sau accentuarea tamii hemolitice. Astfel, triptofanul din poga 19 — avand o
puternié afinitate pentru membrane — este implicat in ad@mea acestui peptid
cu bistratele fosfolipidice [33], degi in inducerea hemolizei, ca de altfein alte
agiuni biologice ale MLT. Acest fapt a fost confirmattin adiugarea unui rest de
triptofan, cand s-a constatat o gege a activittii hemolitice, iar Tn urma Tnlocuirii
triptofanului cu leucina, activitatea litia s@zut in mod considerabil [6].

In momentul de f@, in literatura de specialitate sunt descrise adou
mecanisme distincte prin care se realizeaseragiunea MLT cu membranele
fosfolipidice, rezultatele lor fiindi ele total diferite.

A. Mecanismul “in covor” de interagune a MLT cu membranele. Din
soluia in care are o conformi@ nespecifie (in a@, conformaia exting sau
infasurati randomic, iar in metanol, un helix amfifil), ML sadsoarbei apoi se
inset patial Tn membrane [13, 15], cu capl N-terminal (primii 19 aminoacizi),
hidrofob — principalul responsabil pentru activé@themolitid@ a peptidului [3, 57].
In prima etap se produce aderarea la membramoment in care are log
amplificarea impachatii helicoidale a MLT [58, 67]. Cand concenieaMLT este
mica si in fundie de unele condi fizice (temperatut, pH) si chimice (tipul
fosfolipidelor), insetia in bistratul lipidic se produce sub fafrde monomeri, cu
axa helical orientadi paralel cu planul bistratului, dapnodelul numit tn covof’
[14, 15, 67]. In membranele in care fosfolipidete gisesc, datorit condiiilor
fizico-chimice mefionate, in starea de gel, MLT vasfra in mod constant, indiferent
de concentrge, doar orientarea paralgb9]. Nivelul de localizare corespunde zonei
de localizare a glicerolului [26, 28].
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Structura tridimensionala formei cristaline a MLT nu seagtreaz la
inserarea in membrane. Formarea structutiaier este considetaa se datora unei
reduceri, prin intermediul légurilor de hidrogen, a costului energetic al disiirii
atomilor n leg@turile peptidice. Astfel s-a observat, prin comgaraz analogul MLT,
in care aminoacizii V4] ValP, lle'” si Lys? au fost inlocui cu D-aminoacizii
corespunitori (care realizedz mai pudine ledituri de hidrogen), a prezentat un
continut helicoidal mai redus decéat al MLT naturale][4lunogterea acestui proces
de pliere este importahpentru Tnelegerea, respectiv imbitatirea activititii unor
peptide antimicrobiene, dar pentru Tnelegerea plierigi stabilitatii proteinelor de
membrad.

Monomerul de MLT produce perturbarea origimtmoleculelor lipidice
intr-un interval de timp de 500 picosecunde, magiviea modifidrii fiind diferita
n cele doa monostraturi [17]. La inserarea in membrane, MfdceaZ in mod
directsi mobilitatea lipidelor, sizand semnificativ rata difuziei laterale a acestora
[53]. Uneori MLT se poate insera in monostratukexsi sub formi oligomeric —
dimeri sau tetrameri [28], sittia Tn caresi perturbarea arafji lipidelor din
membra#i este mult mai pronuati. Rezultatul inseirii unui nundr relativ mare de
molecule ale MLT in membrangrespectiv autoasocierea helixurilor MLT inainte
de a se intercala in bistraturile lipidice estereepntat in final de distrugerea
acestora dupun mecanism asemitor cu cu cel de aicine a detergeitor.

B. Formarea de pori.Cand MLT este prezenin cantitate mare, in bistratul
lipidic aflat in starea de cristal lichig cand sarcina electtica fosfolipidelor o
permite, are loc inserarea MLT in membrane, urnggud dimerizarea/tetramerizarea.
MLT adopt in final o conformge tetramerig helicoidad, cu orientare perpendicufiar
pe planul membranei, ce tind& strabat acest bistrat [28, 59] sub forma urtor
helixuri multiple, amfipatice. Se pare #Ineéa MLT nu adopi o configuraie trans-
membranat deplira, probabilsi datoriti faptului & are doar o singérregiune
polai [3]. Aceste helixuri amfipatice ale MLT vor produmodificiri in organizarea
fosfolipidelor membranarg ca urmare a asocierii mai multor molecule, vaedaina
apariia de pori cu permeabilitate relativ selegtiprin care vor trece in primul rand
moleculele apei. La formarea porilashelixurile MLT apar separate prin zonele
hidrofile ale fosfolipidelor (ga-numitul modetoroidal), porii rezultai nefiind deci
organizai sub forma unui canal clasic, cu partea centnadrofila [69]. Prin calcule
indirecte, bazate pe asurarea elibarii unor markeri fluorescen din vezicule
fosfolipidice (formate din palmitoiloleil-fosfatittiolina — POFC) sub awinea unei
concentrdi relativ mici de melitia, Ladokhinet al [40] au estimatidiametrul
mediu al porilor prodgi de melitira se situeain jurul valorii de 2,5-3 nm. Tot ei au
formulat o ipotez conform @reia diametrul porului multimolecular poate depinde
direct propotional, de concentti melitinei Tn mediu — respectiv in membrane.

Predominarea unuia sau a celuilalt dintre mecaglsrde interatune a
MLT cu membranele este determihae mai mui factori ce includ: concentfia
melitinei in mediu, compota fosfolipidici a membranelagi sarcinile electrice ale
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acestora, iar nu in ultimul rand temperatiifgH-ul mediului. Dupi ambele mecanisme
descrise, care Tn multe sitil@e desisoal simultansi sinergic, MLT va determina
liza membranelor, dar acest fenomen nu se prodoigeomitent cu insga MLT

n bistrat, ci numai dupce o cantitate semnificativde MLT va fi inclug Tn bistrat.
Ladokhin si Waite au aitat G un factor decisiv in definirea mecanismului de
aaiune al melitinei asupra membranelor il repreziobmpoziia acestora [42].
Astfel, in liposomii forma din POFC (ingrcate cu sarcini pozitive), melitina produce
pori dug mecanismul prezentat anterior, cu eliberareatselex markerilor cotinuti,

in vreme ce in veziculele formate din fosfolipideamice (cu cotinut ridicat de
palmitoiloleoilfosfatidilglicerol — POFG), MLT nufmeaz pori propriu-zsi, inse-
randu-se paralel cu planul membragi@icionand ca detergent — eliberarea markerilor
fiind neselectivd — totodai putdnd determina solubilizarea integral veziculelor.

In concentrgi mari — de peste 1M, melitina determia distrugerea complita
bistratului lipidic (dipalmitoil fosfatidilcolida — DPFC), cu formare in cateva secunde
de veziculsi micele, intr-o maniérdirect propotionaki cu temperatura [29].

Aplicarii practice ale MLT

MLT este in prezent utilizaica instrument de lucru in cercetarea fundarrigntal
n studiul activisiti unor enzime, dar mai ales n studiul inteiaui proteine-lipide in
membrane.

Pe de alt parte, pe baza mecanismelor déiuare descrise anterior, s-a
constatat £ MLT preziné si adiune antibacterighimpotriva unui nuriir mare de
microorganisme, in special a bacteriilor gram niggaf5, 7, 10, 24], respectiv
antifungia [2] si antiparazitat [65]. O ipotea prin care se Tncearoexplicarea
adiunii antibacteriene a MLT sugerégzermeabilizarea membranei externe bacteriene
ca urmare a afinitii pentru lipopolizaharidele sau alte component @retelui
celularsi neutralizrii sarcinilor negative prin prezenpeptidului cationic pe anumite
arii ale acestuia. In zonele respective MLT sengetissi Tsi va stimula autopropagarea
spre plasmale#in De importati majoi estesi afinitatea sa pentru supredgperetelui
extern, cu trei ordine de dmme mai mare decéat a ionilor bivatieﬁ:a2+ si Mgz",
care vor fi exclgi din anumite regiuni, acest perete pierzagidpropriettile de
bariefi. Ajunse Tn plasmalein moleculele de MLT vor determina permeabilizarea
acesteia pentru agi apoi liza celulei.

Cresterea rapid a rezistetei microorganismelor la antibioticele existente
in prezent, a sporit interesul Tn descoperirea modclase de antibiotice. Una din
aceste clase o reprezimtea a peptidelor cationice naturale cu citotatieitliredonat
asupra plasmalemgi la care fungiisi bacteriile nu dezvaitrezistemi [21, 31]. Tn
acest context a fost luain considerargi MLT. Desi aciunea antimicrobiah a
veninului de albine este cunostule mai multe decenii, activitatea hemofitic
pronunati, Impiedié totusi utilizarea sa ca agent antimicrobian, Tn comizater
diverselor afeguni umane sau animale. Dar, pe baza cgteo@structurii MLT, au
fost sintezatén vitro [30] sau izolate numeroase peptide naturale d¢ediaru agune
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antibacteriah similaa, dar cu efecte hemolitice limitate, séthfproprietiti hemolitice.
Utilizarea MLT ca antibiotic este tesiaii sub forma de hibrizi — in combinge cu
alte peptide — de exemplu MLT-cecropina A. Cecrapineste un peptid natural,
izolat din hemolimfa fluturelui de #taseHyalophora cecropiacare prezirit o
puterni@ activitate antibacteri@ncu spectru larg asupra bacteriilor Gram-pozitive
catsi Gram-negative. Utilizarea hibrizilor MLT-cecroirA conduce la potesarea
efectului asupra membranelor artificiale a celor bacteriene [26], odatcu
reducerea semnificativa efectului hemolitic. Hibridul arg proprietiti antifungice

si antitumorale, datorate in special seaetr GIn-Gly-lle, respectivGly-GIn-Gly-
lle-Gly (prin delgia cirora aceste proprigt se reduc considerabil) [57].

O alta poteniala aplicgie practia a efectului antibacteriagi antifungic al
MLT, avuta in vedere deare Clevelandet al [11], este in alimenti, mai
precis Th impiedicarea alteii alimentelor.

Nu n ultimul rand, MLT este studiata agent antitumoral. Sharoah al
(1995 — citéi de Johnstoneet al, [31]) au ajftat & o linie de celule tumorale,
rezistente la un spectru larg de medicamémigti-drug resistaftnu au prezentat
in vitro rezisterd la MLT purificaéa din veninul de albine. Acest peptid natural se
preconizeaz a fi utilizat ca potetial agent de eliminare a celulelor canceroase
reziduale Tn urma interveitor chirurgicale de extirpare. Ga mecanism de aicine,
MLT se va lega pe anticorpi monoclonali care resgremtigene specifice pe celulele
tumorale. Deoarece complexele MLT-anticorp vor aekilele canceroase, cefierii
arat ca vor fi evitate efectele secundare care apar casntiate cu chimioterapia
[3, 49]. Alt mecanism pe bazéraia MLT poate fi folosii ca agent antiproliferativ
si antitumoral este cel de inhibare a aciiiittalmodulinei — proteifa omniprezert,
recunoscut a avea rol important in proliferarea celédlaRezultatele ofnute pe
aceadt direaie arafi ci MLT inhiba crestereasi capacitatea de multiplicare a celulelor
leucemice de omgi soarece [25]. Este important de amingitfaptul G celulele
leucemice de cultérs-au dovedit mai sensibile — chiar de 2-4 ori admnea citolitic
a MLT decat celule normale din splina gtearece sau fiduva hematogén[34]. Si
hibridul cecropina A-MLT a dat rezultate prag#oare in ce privge activitatea
antitumorad [57].

Tindnd deci cont de diversitatemtelor asupra arora atcioneaz MLT,
poate fi explicat multitudinea de efecte asupra ftiitor celulare. Pe de dltparte,
intelegerea interaiuinii peptidelor active mici, de tipul melitineiucmembranele
biologice are o semnifici@ particulaii pentru descifrarea unor procese moleculare
importante cum este transferul materialului gendiicvirus in celula atacasau
pentru modelarea ignii antimicrobiene a peptidelor sintetizate deltemwertebrate
pentru a lupta cu infgide. Nu in ultimul rand, Trelegerea ret#ei structui-functie
in cazul melitinei §i derivailor) poate conduce spre noi sisteme vectoriale de
transport ale genelor in terapia géniespectiv pentru dirgonarea medicamentelor,
deoarece translocarea cu succes a moleculelorimeelule va depinde in primul
rand de mecanisme eficiente casepermit traversarea membranelor, darsi
previni leziunile ireversibile.
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ASPECTE ULTRASTRUCTURALE ADENOHIPOFIZARE PRIVIND

EFECTUL PROTECTOR AL UNOR COMPYJ ANTIOXIDAN TI IN

NEUROTOXICOZA INDUSA DE L-GLUTAMATUL MONOSODIC
LA SOBOLANII ALBI JUVENILI
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SUMMARY. - Ultrastructural Pituitary Aspects Regard ing the Protective
Effect of Some Antioxidants Compounds Against L-Monsodium
Glutamate Induced Neurotoxicosis in White JuvenildRats.L-monosodium
glutamate (MSG) is the most abundant of a groupmafogenous amino
acids in the mammalian central nervous system (CH&J in the past
decade, MSG has become videly accepted as a majootransmitter in
the vertebrate CNS. Under certain abnormal conditis: chronic neuro-
degenerative disorders or following oral intake gwhhe concentration of
this neurotransmitter rises above this level, #msno acid can be neuro-
toxic. At higher concentrations in the brain, tleeimons are excited to death.
In these conditions MSG are called excitotoxin. Eubministration of
MSG at prepubertal stage on rodents induces atiarat hypothalamus
and pituitary morphology and functionality, and ees structural and
functional alterations in hypothalamic-pituitaryi@xn the last decade, an
considerable interest has been generated concetimngse of natural
compounds, anti-oxidants in particular, in neurégection, against MSG
excitotoxicity. Our results show that 30 day-adstiried of 0,17 mg/g b.w.
of MSG during the juvenile, prepubertal phase ofeli@oment, caused
ultrastructural alterations in the pituitary struet (cytoplasmic balloonisation,
intense modification of the form and size of thecley mitochondrial
vacuolisation, enlargement of endoplasmic reticll@ome certain protective
effects of the antioxidant micronutrients treatmegainst MSG administration,
upon pituitary ultrastrure, were registered.

L-Glutamatul monosodic (MSG) este cel mai abunéaminoacid din grupul
aminoacizilor endogeni in sistemul nervos cen®BaQ) la vertebrate, iar in ultimele
decenii MSG a fost considerat neurotrangtarul major in SNC la mamifere [20,
22, 33, 39]. Tn anumite contilispecifice, Tn care nivelul acestui aminoacid dmeier
creste peste limitele normale, devine neurotoxic, irdohet modifi@ri morfologice i
metabolice neuronale. Acestea se mariifesilt mai evident in creierul in dezvoltare,
precumsi in fazele de imiiranire ale organismului, coniliin care MSG a fost
denumitexcitotoxin.

: Institutul de Cercelri Biologice, 3400 Cluj-Napoca, Romania, E-mailb@ mail.dntcj.ro
Universitatea Bahe- Bolyai, Facultatea de Biologig Geologie, Catedra de Fiziologie Animial
3400 Cluj-Napoca, Romania
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Excitotoxinele sunt substem uzual aminoacizi, care rg@aneaz cu receptorii
specializgé din creier determinand distrugere neurangll, 33]. Astfel,excito-
toxicitatea se refef la proprietatea paradoXaprin care MSGsi alti aminoacizi
excitotoxici (AAE) analogi, cauzeazlegenerare neurodahculi prin stimularea
postsinaptig excesid a receptorilor ionotropici pentru AAE, prin inteegfiul
carora glutamatul funioneaz fiziologic ca neurotransmiitor, [12]. Forma acut
de neurotoxicitate este caracterizatin balonizarea neuronilor in prez@mgongtilor,
in particular a glutamatului, care duce la liza o8ad a neuronilor.

Cercetrile ultimelor decenii au relevaticadministrarea subcutara unor
doze diferite de MSG lgobolanii tineri a indus pertuiib acute la nivelul axelor
neuroendocrine, avand drept rezultat alterareaezdnti eliberdrii hormonilor
adenohipofizari ce regleazrestereasi dezvoltarea. Efecte similare s-autiobt in
administrarea subtoxica MSGsi a omologilor i la maimuele Rhesus tinere,
unde s-a observat oasiere a elibairii de FSHsi LH, asociate cu o cgtere a prolactinei
in ser, [11, 24, 33, 39].

Descoperirile cu privire la efectele negative ingllde administrarea L-
glutamatului monosodic asupra hipotalamusului, @st §i sunt de o importaa
extrend, avand in vedereidipotalamusul controleaactivitatea glandelor endocrine
si, prin intermediul acestora, reglareastesii si a puberitii. Intrucat glutamatul nu
poate penetra in mod ghuit barierele hematoencefaligi cefalorahidiag, efectul
excitotoxic se manifestnumai asupra structurilor din creier unde capteatale
protecie a acestor bariere este deficitacum ar fi hipotalamusul neuroendocrin.
La acest nivel glutamatul ganeaz in special la nivelul regiunilor circumventricudar
ce alatuiesc aa numiti “arie hipofizotropa”, precumsi a structurilor retrochiasmatice,
unde are loc sinteza eliberarea factorilor neurohormonali ce regteaztivitatea
adenohipofizei. Din cauz ca nucleul arcuat hipotalamic - centrul regulator
neuroendocrin, reprezihuna din regiunile circumventriculare cerebralescerai
afectate, animalele tratate in tingreu glutamat manifestmultiple dezechilibre
neuroendocrine, ingte de un habitus anormal in faza de adult.

Cercefrile efectuate in ultimele decenii au demonstrielsa administrarea
glutamatului la animalele de laborator tinere, dzaki in perioade de timp deferite,
a provocat tot la adti] hipoplazia unor organe interne: hipofiza, ti@jidylandele
suprarenale, gonadele, aceste modlifitiind asociate cu disfunic ale capaciitii
reproductive, ce pot evolua gala stadiul de sterilitate, atat la femele, gét si
masculi. La animalele injectate cu MSG s-au obgdezuni neuronale la nivelul
hipotalamusuluisi deregkri, respectiv, diminéri ale secrgei de hormoni adeno-
hipofizari (TSH, GH, LH, FSHi ACTH), precumsi prin creterea nivelului seric a
prolactinei [3, 4, 5, 6, 8, 11, 12, 17, 19, 24,28, 31, 32, 35, 38, 39, 40, 41, 44, 45,
46, 48, 49, 50, 53, 54, 55].

Cresterea concenttiei glutamatului in creier poate §i urmarea unui aport
exogen provenit din surse alimentare, indeosebicdimcentratele alimentare ce
utilizeazi acest aminoacid ca aditiv alimentar.
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In ambele situgi, glutamatul provenit atat din surse endogenesicékogene,
din factor neurotropic, devine factor distructieunotoxic.

Cu toate &8 MSG este 0 neurotoxincare poate distruge neuronii centrali ca
urmare a consumului oral, (studii elaborate pe malite specii de mamifere de
laborator), acest aminoacid continintertionat sau neinteionat), a fi cel mai utilizat
aditiv alimentar in toétlumea, in preparatele alimentare destinate conlsiimnman.

Datoriti incidenei tot mai crescute a maladiilor neurodegenerétivpatogeneza
cdrora aminoacizii excitotoxici joacun rol major, actualmente s-a stabilit un concept
unitar privind implicarea coordinativa cerceirilor in diregia dezvoldrii strategiilor
neuroprotective, domeniu in care contracarareatssuarea efectelor neurotoxice ale
aminoacizilor excitatori, intens utiligaca aditivi alimentari sau factori farmacologici,
prezinf un interes urig

Strategiile preventivei curative actuale sunt orientate atat pe admanistr
unor antagouti ai receptorilor N-metil-D-aspartat, unde are moedierea mecanismului
excitotoxic, catsi prin prevenirea, atenuared blocarea mecanismelor stresului
oxidativ, activat ca urmare a excitotoxigit glutamatului. Un rol important in
contracararea efectelor neurotoxinelor 1l foagcronutrienii cu potenial antioxidant:
vitaminele A, C, E, acidul lipoic, coenzima Q, pwetsi unele druri minerale pe
baz de magneziu, zinc etdl, 2, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 18, 21, Z3,25,
28, 29, 30, 33, 34, 35, 39, 40, 41, 42, 43, 4548749, 50, 51].

Tn consens cu aceste perspective, am considete,imar ulterior, am
demonstrat experimentala ©® strategie foarte eficace In atenuarea sau ldacar
variatelor exprirari ale mecanismelor excitotoxice ale glutamatuéuinivelul SNC,
precumsi al axei neuroendocrine hipotalamo-hipofizarepaate realiza prin asigurarea
unui sinergism al awnii mai multor factori protectori cu potgal protectorsi
antioxidant. Aceasta ar permite pe de o parteabdaccanalelor calcice de la nivelul
receptorilor NMDA cu ajutorul unor antagetiiai ionilor de C&', respectiv, prin
intermediul ionilor de M§' cuplai cu vitamina B6, iar pe de alparte, atenuarea
sau blocarea mecanismelor stresului oxidativ ctogjli unor factori antioxidan
biologic activi (vitaminele C, E etc.). Sugestiileastre sunt in consens cu datele
din literatu care descriu utilizarea agéar antioxidani in atenuarea efectelor
adverse care se manif@$n diferite afeduni neurologice acutgi cronice, [4, 11,
14, 15, 16, 18, 23, 25, 28, 29, 33, 34, 35, 4042147, 51, 54].

Astfel, scopul cercétilor noastre de microscopie electraniga axat pe
elucidarea atunii protectoare a unor comguantioxidani: lactat de magneziu
asociat cu vitamina B6, precwna unui complex format din vitaminele LE, in
condtiile tratamentului subcronic cu o excitotoXin L-glutamat monosodic, la
nivelul ultrastructurii adenohipofizgobolanilor albi juvenili.

Tn cadrul studiului nostru s-au efectuat investigdtrastructurale la nivelul
a doui tipuri de celule adenohipofizare: celulele somaftpd (SH)si gonadotrope
(GH).
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Materiale si metode

Loturile experimentale. Cercefirile experimentale au fost efectuate pe
sobolani albi juvenili, in var&tde 30 de zile. Animalele au fost nineite in condii
Zoo-igienice standardizate: interval de lufirintuneric de 12 ore, regim alimentar
standardizat administrat sub fafnde concentrate cu un agwt echilibrat de
proteine, lipide, glucidai vitamine, fiind tratate ,a jeun” prin gavaj ingastric
timp de 30 de zile, zilnic, cu o cantitate de 4 solluie de analizat. Apa deabt a
fost ,ad libitum”.

Loturile experimentale avand un namae cate 8 animale au fost dtoarele:
lotul M (martor), animalele avand greutatea medie de oft B,9 g;lotul MG,
animalele avand greutatea medie det8H5 g., au fost tratate cu MSG n daie
0,17 mg/g greutate corpoidB,4 mg/animal)jotul MGB , animalele avand greutatea
de 56+ 0,8 g., au fost tratate simultan cu MSG inaddz 0,17 mg/g greutate corpdral
(8.4 mg/animal) + lactat de magneziu (0,04 mg/g2-rdg/animal) + vitamina B6
(piridoxina clorhidrat) in doz de 0,0001 mg/g. greutate corparéd,01 mg/animal);
lotul MGC , animalele avand greutatea medie de: 577 g., au fost tratate simultan cu
MSG in doz de 0,17 mg/g. (8,5 mg/animal) + vitamina C indde 0.009 mg/g
(0,5 mg/animal) + vitamina E in dbde 0,002 mg/g. (0,1 mg/animal).

Microscopia electronig de transmisieDe la un nurir de 4 animale din
fiecare lot experimental, s-a recoltat cate unrfragt din adenohipofiz piesele
recoltate fiind imediat introduse, in vederea gigii, intr-o soldie de glutaraldehid
3% Tn tampon fosfat 0,1 M, la un pH = %jda temperatura de +°@. Timpul de
prefixare a fost de 2 ore. A urmat aipe n 4-5 Bi de tampon fosfat 0,15 M la
un pH = 7,4 timp de 4 ore, dupare fragmentele desut au fost postfixate timp de
0 o1a la temperatura de A€, intr-o soltie de acid osmic 1% in tampon fosfat 0,15 M,
la pH = 7,4. Infiltraregi includerea s-au efectuat isina poliesterid — Vestopal W,
piesele biologice fiind in final inglobate in cajesde gelatia. Seciunile ultrafine
au fost realizate la un ultramicrotom de tip CEB-Contrastarea seanilor s-a
realizat cu acetat de uragilcu citrat de Pb. Séanile ultrafine au fost examinate
la un microscop electronic JEOL-JAPAN, la o tensiagie accelerare a electronilor
de 80.000 V. Tehnicai modul de lucru expuse mai sus au fost adaptapa du
lucrari consacrate Tn domeniul microscopiei electror(le®aiesi Petra, 197%i
Weakley, 1981).

Rezultatesi Discutii

Studiul ultrastructural al adenohipofizei a relelatotul M, faptul &
celulele somatotropprezin nuclei sferici sau ovalari, eucromatici, cu un tcmn
regulat. Tn citoplastse gisesc numeroase granule de sgeme nirimi uniforme,
raspandite in toatcitoplasma. Organitele celulare sunt discret mprate, datorit
abunderei granulelor se seafe. Mitocondriile sunt gor vacuolizate, (Fig. 1).
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Celulele gonadotropgrezint nuclei sferici, eucromatici, cu un contur
regulat. Organitele celulare implicate in procedelsecrge hormonal: aparatul
Golgi, ribozomiisi reticulul endoplsamic, sunt bine exprimate, ségdro activitate de
sintez intengi. Mitocondriile sunt numeroasesar vacuolizate. In citoplasinse
remar@ abundera granulelor de seaie imature (care predoniipavand in vedere
varsta prepubertalimatui, a animalelor), (Fig. 2).

Lotul MG — celulele somatotroperezint un polimorfism accentuat de
forma si structug, atat a nucleilor, caf a organitelor celulare. Astfel, nucleii sunt
de forme neregulate, mudlintre acetia fiind hipercromi, cu cromatina condensatu
spaii intermembranare dilatate. In citoplasrse remarg numeroase vacuolig,
atat ale reticulului endoplasmic, céta mitocondriilor. Granulele de segeesunt
reduse cantitativ (Fig. 3).

Examinareacelulelor gonadotrope evidegiat un polimorfism accentuat a
formei si marimii nucleilor, care prezigitcontururi neregulatg spaii intermembranare
dilatate. In citoplase la majoritatea celulelor se remare s&dere puternit a
numarului granulelor de sectie hormonal, precumsi dilatiri ale reticulului
endoplasmic rugos, precwinale mitocondriilor (Fig. 4).

Lotul MGB — celulele somatotrop@&u prezini, in general, modifri
majore faa de lotul M, majoritatea acestui tip de celule diinormal constituite.
Existi Tnsi, celule cu modifigri de formi si marime a nucleilor, remarcandu-se
condensarea cromatinei nucleare, cutisfpetermembranare dilatate, precugn
vacuoliziri ale citoplasmeii organitelor celulare. In general, naml granulelor
de secrge hormonale este mai redus, comparativ cu lotu{fg. 5).

Studiereacelulelor gonadotropa relevat, la majoritatea acestora, modific
minore ale componentelor celulare, comparativ twl M. Nucleii prezini un contur
usor neregulat, remarcandu-se un aumedus al granulelor de setieg precunsi a
ribozomilor, care sunt grupdn centre de sintéz (Fig. 6).

Lotul MGC - s-au constatat atéelulele somatotropde aspect normal,
catsi celule cu nucleii de aspect neregulat, avand mmanz intermembranar
dilatat, precumsi vacuoliziri in unele zone ale citoplasmei. Granulele deegiecr
sunt Tn nurdr variabil, remarcandu-se atat celule cu un fruradus de granule de
secrgie, catsi celule cu activitate secretorie hormahalormad, (Fig. 7).

Celulele gonadotropprezint nucleii normal structutg de formesi marimi
diferite. Organitele celulare: reticulul endoplasmaparatul Golgi sunt normal
distribuite, remarcandu-se vacudlizale mitocondriilor. S-a evideiat o reducere
generalizat si marcad a ribozomilorsi a granulelor de sedie (Fig. 8).

Examinand imaginea de ansamblu a adenohipofiz&idst lot experimental,
s-a remarcagi prezema unor insule celulare gonadotrope inactive, cezifpte
deforndri si condensri ale cromatinei nucleilor, vacuoli@g intracitoplasmatice,
precumsi o cantitate redudisde granule de segie hormonal.
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Fig. 1.Lotul M. Aspect normal al celulelor somatotrope SHycanule electrondense,

uniforme ca nirime, (12.600 X).

Fig.2.Lotul M Celuﬁ 'gonadotrop' GH cu granule de diferite dnimi dispuse

la periferia celulei, (x 12600).
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Fig. 3.Lotul MG. Celul somatotrog SH cu vacuolizi intense ale citoplasmaei
sazdereaaccentuat a nunarului de granule de secrie, (x 8400)

e 3 7 Crgstt 5
Fig. 4.Lotul MG. Celuk gonadotro@ cu vacuoliZri intense a citoplasmei a
mitocondriilor, s@derea nunirului granulelor de secre, (x 8400)
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Fig. 5.Lotul MGB. Celut SH cumodifiairi minore ale nucleului, ultrastructurii
organitelor celularesi a numirului granulelor de secnée, (x 8400)
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Fig. 6.Lotul MGB. Celut gonadotrog cu centre de sintézibozomale, vacuolizi reduse
ale mitocondriilor, reducere modetaa nunarului granulelor de secr&e hormonat, (x 12600).
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Fig. 7.Lotul MGC. Celuf SH cu nuclemormal constituit, dilairi;
reducere moderata nunarului granulelor de secnée, (14200 X).
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F i g. 8.Lotul MGC. Modificiri moderate ale ultrastructurii celulelor GH. &dere
moderad a granulelor de secye hormonad imaturesi mature (x 12600)
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Obiectivul cerceirilor noastre |-a constituit studiereatianii L-glutamatului
monosodic, precursi a efectelor protectoare a unor aggmotectorisi antioxidani
biologic-activi (lactatul de magneziu, vitaminel®,BC, E), asupra ultrastructurii
adenohipofizei, in perioada juvenibrepubertd a animalelor.

Rezultatelor cercetirilor de microscopie electroniéi au evidegiat c
administrarea L-glutamatului monosodic gabolanii prepuberi a indus unele
aspecte degenerative morfologige ultrastructurale ale celulelor acidofile -
somatotrop formatoare (Skfi)bazofile, gonadotrop formatoare (GH).

Am considerat necesar studiul acestui moment aralirii ontogenetice,
ntrucéat datele din literatiiicu privire la agtunea glutamatului asupra organismului
mamiferelor aflate Th perioada imatatitsexuale sunt sporadigeprezint rezultatele
administérii unor aminoacizi excitotoxici (AAE), Tn sge ale glutamatului, de
scurt durat, [1, 5, 6, 8, 11, 17, 19, 22, 24, 27, 28, 34,58%,55].

Modificarile morfologice si ultrastructurale sunt caracterizate printr-o
diminuare a volumului glandei, generake hipoplazia atat a celulelor acidofile, cat
si a celor bazofile, diseminate in zone specifice @hrenchimului glandular. La
unele dintre aceste celule adenohipofizare se @@naapecte distrofice accentuate,
caracterizate prin balonizarea intgras corpului celular. Citoplasmele sunt intens
vacuolizate, lipsite de c@nut granular, iar nucleii sunt hipercromaticiusit excentric.
Se mai rematcexistena unor zone ale adenohipofizei cu aspecte de hifiere
si hiperplazie a celulelor bazofile din pionea anteromediala glandei, ceea ce duce
la modificarea raportului normal dintre celule, favoarea celor bazofile, aceste
aspecte semnificand o gtere a bazofilismului glandular, caracteriste skirilor de
stres. Majoritatea celulgf si y (gonadotrop formatoare) prezintitoplasmele intens
vacuolizate, iar unele dintre celulele- corticotrop formatoare, prezintin aspect
spumos, caracteristic, aceste celule fiind denuceitde Crooke, care sunt prezente n
condtiile expunerii organismelor la diferite sitiade stres, [20, 28, 51].

in parenchimul glandular se mai remangsoare dilairi ale capilarelor
sanguine sinusoide. Toate aceste maitifisugerea la prima vedere un nivel
scizut al hormonilor adenohipofizari, care deterinim fspuns adecvat, al etajului
inferior al axei hipotalamo-hipofizo-gonadice testul — organ hormono-dependent,
unde se remafco involuie marcat atat a organului in totalitate, ghta structurilor
tubilor seminiferi, respectiv, un aspect de hipagdiam accentuat, (rezultate
neprezentate). In acglaimp, leziunile celulelor acidofile somatotroprifisatoare,
determiri o Tncetinire a procesului general desteee al organismului, manifestat
printr-o involuie a greuitii corporale a animalelor tratate cu glutamat, (tete
de asemenea, neprezentate).

Considefim ci leziunile celulare nu reprezintonsecira unei aguni directe a
glutamatului asupra morfologiei glandei, din mailfwonsiderente. Literatura de
specialitate nu a semnalat pdn prezent, existea receptorilor pentru glutamat la
nivelul membranelor celulelor adenohipofizare. Ritnib ci aspectele lezionale
adenohipofizare semnalate, reprezittnsecira persistetei in timp a hipofungei
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hipotalamice determinatde degenerescenneuronal ireversibik care apare n
structurile periventriculare hipotalamice, ce cogriprintre alte structuri, nucleii
ventromedian, dorsomedian, precgimucleul arcuat hipotalamic - centrul neuro-
hormonal reglator al funidor gonadotropesi somatotrope ale adenohipofizei.
Activitatea hipofizei fiind dependenhesemial de comenzile primite prin SNC de la
hipotalamus, nivelul redus al neuroliberinelor séaie, sugerat de o aslere a
activititii neurosecretoare, a determinat modifice structui si functie ale acestei
glande.

Actualmente este bine cunoscut faptilneurohormonii (corticoliberina,
vasopresinai oxitocina), eliberg la nivelul structurilor magnocelulasgparvocelulare
hipotalamice, (nucleul paraventriculgirnucleul supraoptic), participla reglarea
functionak a adenohipofizei. Coexist@nvasopresinei cu factorul neurohormonal
de eliberare a corticoliberinei (CRH), Tn pericatub neuronilor parvocelulari
hipotalamici, eliberarea in sangele portal a vassipei la nivelul eminasi
mediane, rolul ei fiziologic in reglarea eliber de ACTH si punerea in evidea a
acestui neurohormon in celulele adenohipofizarecym si elucidarea rolului
oxitocinei in reglarea searei gonadotropilor, demonstreaparticiparea acestor
neurohormoni in reglarea fuitor adenohipofizei [12, 20 51].

In concluzie, Intregul proces de seirayonadotrop si somatotrop este
dirjat de o potiune a ariei hipofizotrope situatin hipotalamusul mediobazal
(indeosebi Tn nucleul arcuat), in care are locegecsi eliberarea de LH-RH,
precunsi de 0 zo# a hipotalamusului anterior (aria preopficare regleazritmul de
sintez si eliberare al gonadoliberinei. Pe deagtarte, sect& si eliberarea de
hormon somatotrop este reglate aciunea celor doi factori hipotalamici, GH-RH
si somatostatia, eliberai tot la nivelul ariei hipofizotrope hipotalamice cuprinde
nucleul arcuati ventromedian. Astfel, leziunile ireversibile ateuronilor hipo-
talamici, asociate cu inhibarea elifr@rfactorilor neurohormonali reglatori din aceste
zone hipotalamice, ca urmare giagii excitotoxice a glutamatului, pot determina
aspectele ultrastructurale lezionale descrise \eeluli adenohipofizei in cadrul
experimentului nostru.

Rezultatelor cercetilor noastre de microscopie electraniau reliefatsi
concordara acestora cu datele din literatucare descriu & administrarea pe
diferite di (parentera sau injectri intrahipotalamice directe), a unor aminoacizi
excitotoxici si omologi ai acestora (acid ibotenic, acid kaitiesisteini, L-glutamat
monosodic, acid D,lo~amino-3-hidroxi-5-metil-isoxazol propionic, N-me-aspartat),

a determinat aspecte de degenergiceeuronal, asociate cu leziuni axono-
dendritice, precungi ale celulelor adenohipofizare, [3, 28].

Administrarea in perioada neonatall-Glutamatului monosodic kbolani
a indus la adtil aspecte degenerative ultrastructurale ale celulgbnadotrope
adenohipofizare, rezultatele noastre fiind in cassau datele din literatiyrcare au
descris alterarea setiee de gonadotropine la animalele adulte, conseeaaministérii
neonatale de glutamat, [5, 8, 11, 12, 23, 25, 2838, 39, 40, 43, 44].
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Repercusiunile, in cazul adminisir L-glutamatului monosaodic in perioadele
precoce ale dezvaélii ontogenerice nu sunt evidente, ih momentelaiateirnmitoare
ale tratamentului sau consumului acestui aminodefdctul glutamatului este
ocult, actiunea excitoneurotoxi@ la nivelul hipotalamusului si complexului
neuroendocrin hipotalamo-hipofizar manifestandu-sela distanta, in timp,
respectiv in faza de adult a animalelqrprin tot evantaiul de aspecte negative care au
fost descrise in lucrarea deafaUrmarile negative ale adminisimi glutamatului la
animale, putemasle considefm ca semnale deosebite, de algrprivind consumul
acestui aminoacid — aditiv alimentar — in perioadelecoce ale dezvaiti la om!
In acelai timp, administrarea lactatului de Mg asociat éamina B6, precunsi a
vitaminelor Csi E, a determinat un efect pozitiv asupra ultragtrdi celulelor
adenohipofizare analizate. Rezultatelgirnlie in cadrul experimentelor noastre
sugereax ca utilizarea sinergi, in dou variante experimentale, a componentelor
antioxidante analizate, pot fi eficiente Tn prevesidaunelor provocate de administrarea
subcroni@ a MSG.Datele noastre au relevat efectul protector, pgziii ionilor de
magneziu asociacu vitamina B6, precumi al vitaminelor Csi E — compui
antioxidani, asupra ultrastructurii celulelor acidofifg bazofile adenohipofizare,
demonstrand & antioxidanii reprezinti substare care pot preveni sau contracara
alterarile morfostructurale induse de excitotoxine laehil axelor neuroendocrine.

Concluzii

* Rezultatele experimentale tolute demonstreéizexistena unei sensibiliti
crescute a celulelor adenohipofizare in timpul istad prepubertal al
dezvoltrii ontogenetice, ca urmare a tratamentului subcron L-glutamat
monosodic

* Expunerea subcroriicimp de 30 de zile gobolanilor la MSG in timpul
acestui stadiu critic prepubertal al dezwoif prin dereglarea bioritmului
hormonal, presupune efecte adverse asupsterei dezvoltrii ulterioare.

» Datele experimentale gbute reprezirit argumente ce atédiaptul ¢ stadiile
prepubertale, timpurii, ale dezvait ontogenetice Th congile unui organism
incomplet maturat, sunt extrem de vulnerabile taiaea neuroexcitotoxica
glutamatului.

* Administrarea componentelor biologic active, cupotential protectivsi
antioxidant asociate in cele 2 variante experimer{tactat de magneziu +
vitamina B6, precundi vitaminele Csi E), a demonstrat efectul protector al
acestor micronutrigi Tn contrast cu ainea excitotoxig a glutamatului,
asupra Tntregului ansamblu de celule adenohip@figardiate.
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MICROBIOTA NAMOLULUI ACTIV SI A CELUI FERMENTAT DE LA
STATIA DE TRATARE A APEI UZATE DIN ORASUL BISTRITA

ANDREEA MINDRUT si MIHAIL DR AGAN-BULARDA™

SUMMARY. — Microbiota of Activated and Digested Sludge from the
Bistrita Town Wastewater Treatment PlantActivated sludge, a common
biological treatment method for municipal and indias wastewater
represents a complex microbial community. Poputasbifts within the
microbial community may result from changes in thlant operating
conditions. Our research is the first complex asialpf the activated and
digested sludge in the Bis&riwastewater treatment plant. The bacteriological
studies focused on the broader effects of theneaton sludge microbiota.
In activated and digested sludge, we determinecdhtineber of following
bacteria: heterotrophic aerobic, ammonifying, fying, denitrifying,
proteolytic, amylolytic and lipolytic. We also det@ned five bacteriological
indicators: the mesophilic heterotrophic bactettiae total coliform
bacteria, the fecal coliform bacteria, the fecabrtoccus and the clostridia.
Our data show that all the bacteria in the sevassiplogical groups were
present in a low number in the sludge, probableabse of sludge age,
high BOD; value (Biochemical Oxygen Demand) and bulking feots.
The numbers recorded for the bacteriological indicatvere high in both
type of sludge. The anaerobic mesophilic digestiaxh & better efficiency
on total coliforms and fecal coliforms, but thedkenterococcus and the
clostridia were more resistant to this treatments Hata confirm that the
mesophilic digestion isn’'t a good treatment fodgjle disinfecting.

Succesul procesului de epurare a apelor municjpatemetoda amolului
activ depinde de constituirea cométiitmixte de microorganisme, avand trei scopuri
principale: indefirtarea materiei organice din apa dzé&irmarea amolului recirculat
si generarea unui efluent secundar, acceptabil dittfpde vedere calitativ[5].

Bacteriile constituie majoritatea microorganismedoezente in #amolurile
activ si fermentat, predominarea uneia sau mai multor grfipiologice la un
moment dat fiind determin@atde natura substgrior organice din apa uzatde
modul de operare al si@i si de condiiile de mediu[7].

La staia de tratare a apei uzate Bigrprocesul de epurare este bifazic,
fiind abseni faza tetiara de nitrificare/denitrificaresi Tndepirtare a fosforului.
Namolul format in treapta a doua de epurare este ssfipumenirii anaerobe
mezofile (15 zile la 35°Cyi deshidrairii.

" Administraia Naionali “Apele Romane”, Sistemul de Gosgidce a Apelor Bistria, Str. A. lancu nr.9,
4400 Bistria, Roménia. E-mail: andimi75@yahoo.com

™ Universitatea “Babg-Bolyai”, Facultatea de Biologigi Geologie, Catedra de Biologie Experimetital
Str. M. Kogdiniceanu nr.1, 400084 Cluj-Napoca, Romaiamnail: draganb@bioge.ubbcluj.ro
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In cercelrile noastre asupraamolurilor activ si fermentat am urrit
evideniereasi determinarea nufinului de bacterii din 7 grupe fiziologice (hetewdt
aerobe mezofile, amonificatoare, nitrificatoareyitlificatoare, proteolitice, amilolitice,
lipolitice), precumsi a parametrilor igienico-bacteriologici (bacteriezofile aerobe,
coliformi totali, coliformi fecali, enterococi fetiaclostridii sulfito-reduétoare).

Materiale si metode.Probele de amol activ au fost recoltate din decantorul
secundar, iar cele deimol fermentat din metantanc in dioperioade: august 2003
pentru indicatorii igienico-bacteriologigi mai 2004 pentru grupele fiziologice.

Au fost utilizate urmitoarele medii de cultér

Mediul pentru bacterii heterotrofe aerobgeloz nutritiva [2].

Mediul pentru bacterii amonificatoarexpi peptonat (pH 7,9) [11].

Mediul pentru bacterii nitrificatoarebulion cu adaos de cazaéigi KNO,[11].

Mediul pentru bacterii denitrificatoarebulion de soia cu triptéz cu adaos
de KNG;[12].

Mediul pentru bacterii proteoliticemediu cu gelatii[8].

Mediul pentru bacterii amiloliticeagar nutritiv cu amidon [8].

Mediul pentru bacterii lipoliticeagar nutritiv cu Tween 80 [8].

Mediul pentru coliformi totalibulion cu laurylsulfat de Na, simplu concentrat
si GEAM-Levine[2].

Mediul pentru coliformi fecalibulion cu laurylsulfat de Na simplu concentrat
[2].

Mediul pentru enterococi fecaliulion cu azid de sodiu simplu concentrgit
azida de sodiwi bromcrezol purpur [2].

Medii pentru clostridii sulfito-reduitoare: bulion pentru clostridii, mediu
cu ficat, mediu cu albude ou, lapte simplu steril [2].

S-au preparat ditii de ramol in soluie salira izotonici 0,85%, cuprinse
intre 10" si 10" Din dilutiile preparate s-au inoculat cate 2 cutii Petricézul
mediilor solidesi cate 5 eprubete in cazul mediilor lichide. Terap@asi timpul de
incubare a fost cel indicat de metodologiile mmate. Culturile au fost examinate
macroscopic sagi/chimic.

S-au utilizat urratorii reactivi pentru analiza culturilor bacteriemeactivul
Nessler pentru bacteriile amonificatoare, reactowtifenilamiri pentru bacteriile
nitrificatoaresi denitrificatoare, soltia Lugol pentru bacteriile amilolitice.

Numidrul bacteriilor heterotrofe aerobe, al bacterigmnilolitice si al celor
lipolitice s-a stabilit pe baza valorii medii a nimiui de colonii care s-au dezvoltat in
urma inocudrii mediului, Tnmutindu-se nurairul de colonii cu valoarea invers
dilutiei. Numirul cel mai probabil de bacterii apiaénd celorlalte grupe fiziologice
s-a calculat pe baza tabelului statistic publieatéxander, luandu-se inh considerare
trei dilutii succesive [1]. Pentru indicatorii igienico-baaiogici s-au utilizat tabelele
prevazute de metoda STAS[10].
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Datorita umiditatii ridicate a molurilor activ si fermentat, care poate
influenta exprimarea firiccaturii bacteriene raportatla greutatea amolului, s-au
determinat procentele de umiditate pentru fiedarde rimol [6].

Rezultate si discutii. Datele referitoare la prez@si numarul bacteriilor
din grupele fiziologice studiate sunt redate indlate 1si 2. In ambele tipuri de
namol (activsi fermentat), bacteriile heterotrofe au fost prézéa densiiti numerice
crescute. In urma fermeinii anaerobe mezofile, nufrul bacteriilor heterotrofe s-a
redus, gradul de ind&pare al acestora fiind de 30,5%.

In condiii tehnologice normale, cdnutul relativ mare de materie orgahia
namolului constituie substratul dezait bacteriilor amonificatoare, prezenacestor
bacterii Tn nurdr mare indicand o iriccare mare a influentului.

Atat Tn ramolul activ, cati in cel fermentat, bacteriile amonificatoare s-au
incadrat in domeniul valoric 1®acterii/g imol. Tn urma fermetitii anaerobe s-a
realizat o reducere considerab#é bacteriilor amonificatoare, aproximativ 76%
dintre bacterii fiind indefrtate din Amol.

Privita prin prisma importaiei pe care o are indaparea biologié a
azotului in sistemele lipsite de treaptaised, prezema bacteriilor nitrificatoarai
denitrificatoare Tn #molul activ a fost redus In condiii normale randamentul
nitrificarii este direct corelat cu cantitatea de fNldxistent in nimolul activ, iar
denitrificarea se produce doar in caiil@i formarii zonelor anoxice [14].

Desi apa uzat prezint in general narcari mari cu N, corelarea denii
bacteriilor nitrificatoaresi denitrificatoare cu caimutul de NH*, NO, si NO5 al
namolului activ a indicat un randament redus al psetm implicate in Tndeptarea
azotului din efluent. Tn cazul influentului s-auégistrat urratoarele valori pentru
parametrii mefionai: 21 mg NH/l, 0,7mg NQ7I si 1,1 mg NQ7I. in efluent
concentrdga NH,;" a imas neschimbat iar concentrgile NO, si NOs au sézut
putin, para la valoarea 0,6 mg/l.

Din punct de vedere biochimic, dergie sczute ale nitrificatorilorsi
denitrificatorilor se pot explica prin varsta riia ramolului (2 zile), prin valoarea
mare a CB@solubil (consum biochimic de oxigen) de 139 myg @recumsi prin
socurile suferite de sistemul de tratare in caibeli instakrii fenomenului de
umflare a @molului [5, 7].

In condiiile in care procesele de nitrificagedenitrificare nu se realizeaz
corespunitor, eutrofizarea bazinului acvatic Tn care se dme@d apa epurat
raméne o problethnesoldwionat. Cunoscut fiind faptul £ tratarea primdrsi cea
secundat a apei uzate nu sunt suficiente pentru a asigwegrtarea nutrietilor
(N si P), o solgie ar fi aplicarea in plus a tratamentelonitee (nitrificareasi
denitrificarea biologig&, indefrtarea biologi& a fosforului) [7].

Comparate cu datele existente in literatura deadpate densittile bacteriilor
proteolitice, amiloliticesi lipolitice Tn mimolul activ si fermentat au fost mici.
Astfel, bacteriile proteolitice s-au ncadrat imamiul 16 bacterii/g, atat la amolul
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activ, catsi la cel fermentat. Datele din literafuindici densitti de ordinul a 1%
bacterii proteolitice/g #mol activsi 10° bacterii proteolitice/g mol fermentat.
Pentru bacteriile amilolitice apar m@nate valori de ordinul Tbacterii/g fimol
activ si fermentat, iar pentru bacteriile lipolitice defigie sunt mai mici Tn @amolul
activ (50-500 bacterii/gi mai mari in amolul fermentat (1®bacterii/g)[13].

Tabel 1
Densitatea numerié@ bacteriana heterotrofi totali si pe
grupe fiziologice Tn rimol activ
Tipul  Bacterii heterotrofe  Bacterii Bacterii Bacterii Bacterii Bacterii  Bacterii
namolului aerobe amonificatoarenitrificatoare denitrificatoare proteolitice amilolitice lipolitice
(UFC/g) (nr./g) (nr./g) (nr./g) (nr./g) (UFC/g) (UFC/g)
Namol 88,5x10 17x1d 26x10 21x16 17x10 58x100  93x1CG
activ
UFC=unitti formatoare de colonii
Tabel 2
Numarul bacteriilor din diferite grupe fiziologice Tn namolul
fermentat anaerob mezofil
Tipul Bacterii Bacterii Bacterii Bacterii Bacterii
namolului heterotrofe aerobe amonificatoare proteolitice amilolitice lipolitice
(UFC/g) (nr./g) (nr./g) (UFC/g) (UFC/g)
Namol 61,5x10 4x10 14x10° 19x1CG 76x10
fermentat
Tabel 3
Parametrii igienico-bacteriologici din namolurile activ si fermentat
Tipul namolului Bacterii Bacterii Bacterii Enterococi Clostridii
aerobe mezofile coliforme totale coliforme fecale fecali sulfito-reduétoare
(UFClg) (nr./g) (nr./g) (nr./g) (nr./g)
Nimol activ 148x16 23x10 49x10 2000 2200
Nimol fermentat 105x10 63x10 26x1C0 400 1400

Tn Tabelul 3 sunt prezentate rezultatele noasixeéngr parametrii igienico-
bacteriologici ai amolurilor activsi fermentat.

Influentul oricirei staii de epurare caine, de obicei, concentiamari ale
bacteriilor, dar procesul de epurare biolagiade & indegrteze microorganismele
patogene din apa eputaii sa le concentreze inamol. De aceea, prezenlor in
namolul activ este gieptati la valori ridicate, Tn coretee cu iné@rcatura apei uzate.

Pe baza datelor ghute de noi se const@aprezema tuturor indicatorilor
bacteriologici la dengiti mari in ramolul activsi mai mici in rimolul tratat prin
fermentare.

Compararea distritei coliformilor totali in rimolul activ, molul fermentat,
in influentul si efluentul staei Bistrita, a aitat o imbogtire a rimolului activ in
bacterii coliforme pe #&sufi ce apa era epusaiAstfel, de la o Tnrcare a influentului
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de 5,4x10 coliformi totali/100 ml s-a ajuns la un efluenttraat cu densitatea de
2,8x10 coliformi totali/100 ml, ceea ce a insemnat gineye importart a
coliformilor de étre rimol.

Gradul de indeptare a coliformilor totali din #mol prin fermentare anaerdb
mezofik a fost de 97,26%.

Raportate la densitatea mare a coliformilor feitaliamolul activ, reducerile
numerice ale bacteriilor coliforme termotoleranti fermentarea anaerblmezofik
au fost considerabile (94,69%), similare valoric agle indicate de literatura de
specialitate [3, 4, 9]. Comparativ cu coliformitd®, rezistema coliformilor fecali
la fermentarea anaerinezofik a fost mai mare.

Pe baza caracterelor manifestate de enterobapteninediile selectivgi
specifice, s-au izolai identificat in ramolurile activsi fermentat specii apanand
genurilor Escherichia, Enterobacter, Citrobacter, Protesis Shigella. Prezera
genuluiSalmonellan nimol nu a fost pusin evidens.

Indepirtarea enterococilor fecadi a clostridiilor sulfito-redustoare din
namol, prin fermentare anaerdinezofik, a fost redus 80% pentru enterocogi
36,36% pentru clostridii. Aceste date demonstreiciena redus a fermentrii
mezofile n indefrtarea microorganismelor patogene dimol. Mai mult, identificarea
specieiClostridium perfringendn rimolul activsi fermentat ridid problema asocierii
fermentrii anaerobe mezofile cu alte metode mai eficiemgentru a asigura
dezinfectareadmolului (mai ales Tn cazul utilizii acestuia ca fertilizant).

Concluzii. 1. Namolurile activ si fermentat, formate in cadrul gt
de epurare Bistrd prezini o microbioé variag, fiind evideniate bacterii din 7
grupe fiziologice (heterotrofe aerobe, amonificetpanitrificatoare, denitrificatoare,
proteolitice, amiloliticesi lipolitice), prezente la valori mai mici inamolul supus
fermentrii mezofile.

2. Nitrificareasi denitrificarea, procese esete n cadrul fluxului tehnologic,
s-au desfsurat cu randamente reduse, fapt indicat de anulrmic al bacteriilor
nitrificatoaresi denitrificatoare din #mol, precumsi de parametrii fizico-chimici
(NH4", NO, si NO3) determina.

3. Densittile reduse ale bacteriilor din cele 7 grupe fizgite au fost puse
pe seamaocurilor induse de debitul variabil al oxigenulnibazinele de aerare, pe
varsta redusa rimolului, care nu permite formarea unei microbicdasistentesi
active, precumsi a fenomenului de umflare @molului.

4. Indicatorii bacteriologici au fost prezeim nunir mare in ambele tipuri de
namol. Au fost identificate bacterii din genurisscherichia, Enterobacter, Citrobacter,
Proteussi Shigella.Prezema genuluiSalmonellain nimol nu a fost semnatatin
schimb, a fost evideiata in mamol prezera bacterieClostridium perfringens

5. Gradul de indeptare, prin fermentarea anaefiolnezofi, a fost
substatial in cazul coliformilor totalii fecali si insuficient in cazul enterococilor
fecalisi a clostridiilor sulfito-reduatoare. Acest fapt indicobligativitatea asocierii
fermentrii mezofile cu alte metode mai avansate de Tadage a microorganismelor
patogene dinamol.
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IN MEMORIAM

Prof. dr.BELA KIS
(15 februarie 1924 - 29 noiembrie 2003)

Cerneala tipograficd nu a apucat s se usuce pe “Laudatio” scrisd cu ocazia decerndrii
medaliei pentru merite deosebite in entomologie, inmdnatd cu ocazia simpozionului
de Entomofaunisticd pentru Europa centrald la 22.09. 2003 in Linz/Austria,
profesorului Béla Kis, cand vestea trecerii sale in neant a ajuns la noi din Budapesta.
A fost inmormantat pe 16 decembrie in cimitirul Fiume din Budapesta.

Tacut, modest, foarte pasionatdotat cu o deoseliiputere de muric Béla Kis s-
a rascut la 15 februarie 1924 la Aiud. In localitatestak a urmat scoala geneialapoi
liceul ,,Bethlen®, fiind un eminent elev. Stamile din Cheile Aiudului, gdurile de amestec sau
vegetdia cu caracter stepic au stimulat pasiunea pemtiwin astfel incat in 1946 Béla Kis
se nscrie la Facultatea §dinte Naturale a Universitii ,Bolyai“ din Cluj. Absolvent al
Faculttii Tn 1950, cu un excelent examen de stat, nastmbB. Kis este incadrat ca asistent la
Catedra de Zoologie a Univegsit. Fidel Universittii ,Bolyai“ si mai tarziu ,Babg-
Bolyai“, Béla Kis se pensioneazasef de luciri in 1984. Catedra de Zoologie nu se poate
dispensa de experigndidactid si cunaitintele sale practice, mgmandu-I in activitate p&nin
1995. Recunoscandu-i meritele didactc@restigioasa activitatgiintifica, Universitatea
.Babes-Bolyai“ i confen titlul de profesor universitar onorific.

Pentru studed) colegisi toti cei care I-au cunoscyt admirat, a fosti va raméne
.Profesor Kis", iar pentru cei mai aprogigBéla bacsi* (unchiul Béla).

Cunoscut ca unul dintre cei mai reprezentativi exaogi din Romania, prof. B. Kis
a Tnceput cercatile in 1951, cu studiul ordinulirthoptera In anii urndtori, in paralel cu
studiul ortopterelor, abordeaprdineleNeuroptera Plecopterasi Heteroptera Rezultatele
cercefrilor referitoare la ortoptere au fost sintetizai&-o remarcabd lucrare de doctorat
"Studiul ortopterelor din Roméania".

Pe lang cursurisi indrumitoare pentru ludri practice de Zoologia nevertebratelor,
prof. Kis a indrumagi numergi studeni la elaborarea luérilor de diplond, unii dintre ei
continuandsi azi scoala entomologicclujeari.

Activitateastiintifica, cladita in liniste si fara valuri, insumeaizpeste 80 ludri stiintifice
publicate in tat si striinitate. In aceste lu@ri au fost descrise 28 specii noi pengtiinta
(8 ortoptere, 5 neuroptere, 15 plecoptere), pregumulte specii noi pentrtara, contribuind
din plin la afirmarea entomologiei romatiesi la cunogterea biodiversitii entomofaunei
naionale.

Lucrari de sintez (carti) au fost publicate in prestigioasa serie monaggdfFauna
Romaniei": Neuroptera(Planipenning in colaborare cu C. Naglgr C. Mandru (1970),
lucrare care a aimut premiul "E. Racowi" al Academiei. In 1974, in acegaerie, apare
volumul dedicat ordPlecopterain 1984, excelenta sinteketeroptera(partea generaki
suprafamiliaPentatomoideg iar in 2001 volumul consacrat suprafamiliilBoreoideasi
Pyrrhocorioidea
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Prof. dr. Béla Kis a participat in ultimii 30 de &ncele mai importante proiecte de
cercetare la care au fost angnégbazoologi. A studiati publicat ortopterele, neuropterele
si plecopterele de la Pgle de Fier, a lucrai a studiat mult Th Dobrogea, sudul Banatului,
Oltenia, dar in special in Transilvania.

Lucrarile stiintifice ale dr. Kis nu sunt simple note, ele conoegih importante date
morfologice, biologice, ecologicg zoogeografice, fiind ilustrate cu unele dintrdecmai
corectesi mai atractive desene publicate In Romania. Timiileini a studiai dermapterele
din Romania, publicangl o lucrare de revizuire a acestui grup, foartgrpounoscut.

Tn cei 45 de ani de activitate didadtiprof. Kis a organizati condus zeci de excursii
de studiu cu studein numeroase luéri de licend, lisandugi astfel o eviderit amprent
asuprascolii entomologice din Cluj.

Ca 1n cele mai multe cazuri, recugiegiea activitii si meritelor prof. dr. Kis s-au
lasat in mod oficial multgeptate Trtara. In ciuda acestui fapt neegeh - avand in vedere
modestia care-1 caracteriz@éazmuli specialiti si reputai oameni dstiintd din stéiinatate
i-au dedicat, Tn semn de jgu&e, numeroase specii noi penttiinta. Din anul 1991 este
ales membru de onoare al SattieMaghiare de Entomologie, a fost membru fondéi®90)
al Socieitii Roméane de Lepidopterologie, in cadridteia a desisurat o foarte bogatsi
intengi activitate, fiind distins cu medalia “Aristide Galja”. Prin trecerea in nefitha dr.
Béla Kis, Facultatea de Biologie, dar in speciabemwlogia roméaneasmierde polii unui
magnet care a atras nilgntomologi tinerki varstnici.

Colegii, prieteniisi toti cei care l-au cunoscut 1l voigira in memoriesa cum a fost,
modest, Zcut, dar excelent entomolog, un om cu suflet aleschis naturigi celor care l-au
solicitat. Odihneasese n pace, iar sufletuiis fie Thakat de roiuri de fluturi alte insecte
atat de dragi lui.

LASZLO RAKOSY
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IN MEMORIAM

Prof. Univ. Dr.KISS STEFAN
(15 august 1926 — 2 decembrie 2004)

Profesorul Stefan KISS, reprezentant de seamd al
scolii de Microbiologie din tara noastrd, eminent om de
stiingd, autor al unor studii de enzimologie ambientald
de referintd, s-a stins din viatd
la varsta de 78 ani.

S-a riscut in oraul Satu Mare la 15 august 192&oala primai si cei 8 ani de
liceu i-a urmat ldLiceul Reformatlin orgul natal, pe care |-a absolvit Tn 1946, situdndu-se
pe primul loc din cei 131 de absolterSe inscrie apoi la Facultatea de Chimietigec
Biochimie, de la Universitatea Bolyai Janos dinjObe care o absaivcu diplona de merit
n 1950. Intre 1956 1952 lucrea ca biochimist la Fabrica de Medicamente din Cluj.

Tn 1952 a fost numit asistent la disciplinele dei¢togie animai si Microbiologie
din cadrul faculitii de Biologie de la Universitatea Bolyai. In 195fypi unificarea celor
doui universititi din Cluj (Universitatea Victor Balai Universitatea Janos Bolyai), ocup
postul desef de luckri la facultatea de Biologie-Geografie a UnivetsitBabes-Bolyai din
Cluj. Tn 1968 a ocupat prin concurs postul de camiéar la disciplina de Microbiologie,
iar In 1990 postul de profesor la ageetisciplini. Tn 1991, prin pensionarea sa, a fost numit
profesor consultant, activand cu niuinergie panin ultimele zile de vig. n anul 1990 a
fost numit condudtor de doctoranzi la disciplina de Microbiologi®, doctoranzi otinand
titlul de doctorin Biologie, specialitatea Microbiologispb indrumarea sa. Intre 1976984 a
fost decanul facuitii de Biologie-Geografie, dovedindu-se un foarta brganizator, contribuind
substarial la prestigiul acestei facétt atat intard catsi peste hotare.

Pe plan didactic a fost unul dintre profesorii o&li iubii si stimai de studetii
biologi, remarcandu-se prin ptggea sa profesionalde excepe, prin cultura sa genegal
de invidiat, prin stpanirea principalelor limbi de circuia (intre caregi limba rusi), precumnsi a
limbii latine. A predat mai multe cursuri univeesi2 de-a lungul anilai anumeMicrobiologie
generad;, Microbiologia solului, Microbiologie industrial A publicat cursul ddlicrobiologie
general, in doudi volume, precungi cursul deMicrobiologia solului,in colaborare.
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A fost un erudit dast care a format peste 40 gendrde biologi, in fiecare an
indruménd, cu mutcompeteta si daruire, in medie 8-10 lugr de licena. Multi absolveri
lucreaz asfizi ca microbiologi Tn laboratoare de prestigiu &aropa sau SUA, respectiv
Canada.

Ca cerceitor, a fost unul din cei mai entuglia consacrandgi mai mult de junitate
din viata muncii stiintifice experimentale, de laborator. A condus cu tares un colectiv
de cercetare in domeniul Microbiologiei aplicatie, 968 paa in 1990, in cadrul Institutului
de Cercalri Biologice din Cluj-Napoca. Pe plaiintific a abordat domeniuwtnzimologiei
si microbiologiei solului, a turbei, a sedimentelacvatice,inclusiv namolurile terapeutice.
De asemenea, a aborgaprobleme deyeomicrobiologiei de biodeteriorareln 1964si-a
suginut teza de doctorat intitutaStudierea enzimelor din sdh Universitatea BalgeBolyai,
sub conducerea Acad. Péterfi Stefan. Ca autor sautar a publicat peste 200 ladr
stiintifice Tn limbile roma#, maghia#i, germa#i, rusi sau englez mai ales in uritoarele
tari: Roménia, Germania, Ungaria, Rusia, StateledJalié Americii, Angliasi Olanda. Este
autorul primei monografii din literatura universadsupra enzimelor din sol, @pta n
limba maghiat — Talajenzimek (Enzimele din sdf), 1958, la Bucukgi (Edit. Agro-Silvici).

De asemenea, este unul din coautorii primului tt@éaenzimologia solului @t in Anglia
(Soil Enzymes, Academic Press, London, 19/8ublicat impreuii cu colaboratorii® lucrari

de sintez n reviste de mare prestigiu, cum e&tlvances in Agronomy, Ed. Academic Press,
New Yorkin 1975, respectiv in 1989. Este autorul princgatelor doé tratate publicate in
OlandaEnzymology of Disturbed Solks Ed.Elsevier, Amsterdajid998, respectivmproving
Efficiency of Urea Fertilizer by Inhibition of Sairease Activity, 2002a Ed.Kluwer, Dordrecht.

in 1986, a definit pentru prima din literatura de specialitate, gowutul unei noi
disciplinestiintifice de sintez — Enzimlogia mediului Thconjdtor (Environmental Enzymology)
care cuprinde 8 domenii: 1. Enzimologia soluluiEBzimologia turbei, 3. Enzimologia apelor
naturalesi a sedimentelor acvatice, inclusiamolurile terapeutice, 5. Enzimologia compostului
si a gunoiului de grajd, 6. Enzimologia humusului,Ehzimologia argilei, 8. Miscellanea
(de ex. Enzimologia depunerilor dingperi, Elaborare de metode pedoenzimologice pentru
detectarea vi@é existente sau extinse pe alte planete, de petg@ianeta Marte).

A participat la do@ mari congrese interfianale (Congresul Interfianal deStiinta
Solului, Bucursti, 1964; Congresul Intertianal de Microbiologie, Moscova, 1964), la alte
congrese fiind invitat, dar neputand participachnza condiilor politice. Colaboratorii &
mai tineri, Tn schimb, au participat la mai multamiestri stiintifice internaionale din
Vestul Europei, dup 1990, la care figura ca participagitprofesorul Kiss, in calitate de
colaborator.

A fost autorul principal sau coautor la 3 breveteinvenie, legate deepurarea
apelor uzate de nitroderiviade innobilarea bacteriaii a caolinului,respectiv dénhibarea
activitarii ureazei din sol.

Ca recunogtere a meritelor salgtiintifice, a ficut parte din mai multe comisii de
specialitate (de ex. Comisia de Biologia Soluluh dadrul Societii Nationale Roméane
pentruStiinta Solului). A fost membru dhternational Society for Soil Science, Birmendorf,
Elveria. In 1993 a devenit membru extern al Academiei Maghi®Stiinte. A fost redactor
sef al revisteiStudia Universitatis BalyeBolyai, Biologia,timp de 22 ani. De asemenea, a
facut parte din comitetele de redagentru volumel&ymposium on Soil BiologZluj, 1966,
1977; Bucursti, 1972; Iai, 1971)si Evolution and AdaptatiofCluj, 1983, 1985, 1988,
1991).
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Ca recunoglere a meritelor salgtiintifice pe plan interngonal este de subliniat
cd, la luctrile sale publicate Tnarda sau stiinatate, singur sau n colaborare, s@agc
referiri Tn 94 tratatgi carti de specialitate, Tn 42 volume de congrgsgmpozioansi alte
coledii de articole, precungi in 193 revistsstiintifice diferite agrute in 35 deari de pe
aproape toate meridianele globului. Toate acesteaivsusina ca profesorul Kiss Stefan
poate fi considerat una din persoriiié de sear ale Enzimologiei solului, respectiv
Enzimologiei mediului inconjdtor pe plan mondial, contribuind subsiahla apariia si
evoluia acestora n ultimii 50 de ani.

MIHAIL DR AGAN-BULARDA
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RECENZII —-BOOK REVIEWS

Methoden zur quantitativen Bestimmung Part 3. T.-H. Anderson, O. Heinemeyer,

und Charakterisierung der mikrobiellen H. Insam, R. Martens, S. Schlecht, P. Gehlen,

Biomasse im Boder(Methods for Quantita-  E. Schuster, Th. Kowalczyketermination

tive Determination and Characterisation of the  of the Microbial Biomass (pp. 24-39).

Microbial Biomass in Soil), Zusammengestellt Part 4. T.-H. Anderson, H. Insam, R.

von (Assembled bylR. M artens, Institut  Martens:Characterisation of the Microbial

fir Bodenbiologie, BundesforschungsanstaltBiomass (pp. 40-57).

fur Landwirtschaft, FAL, Braunschweig Part 5. P. Gehlen, E. Schuster, Th.

(Institute for Soil Biology, Federal Research Kowalczyk, Th. Beck, R. Martengrans-

Station for Agriculture, Braunschweigda.,,  formation Capacities of Groups of Micro-

Il + 114 pages, including 11 figures and organisms for Determined Substrates (pp.

3 tables. 58-106). As this Part is the most extensive,
the headings of its 12 Chapters are also pre-
sented: Nitrification, Ammonification, Ar-

This book of methods was written by 11 ginine ammonification, Protease activity,
soil biologists and biochemists, collaboratorsUrease activity, Saccharase (sucrase, inver-
of the following institutions: Institut fiir tase) activity p-Glucosidase activity, Cellu-
Bodenbiologie, FAL, Braunschweig (T.-H. lose decomposition, Dehydrogenase activity,
Anderson, O. Heinemeyer, H. Insam, R.Catalase activity, Alkaline phosphatase activ-
Martens) and Institut fur Okotoxicologie, ity, Reduction of dimethylsulphoxide (DMSO).
FAL, Braunschweig (S. Schlecht); Abteilung ~ Part 6. Authors of Parts 1-3References,
Bodenkunde, Universitat Trier (P. Gehlen, With 45 citations. More than 50% of the
Th. Kowalczyk, E. Schuster); Institut fiir Papers cited were elaborated, entirely or partly,
Bodenokologie, GSF-Miinchen, Neuherbergin Germany and the other papers cited — in
(F. Beese, M. Raubuch); Sachgebiet Bodenthe following countries (in alphabetical order):
mikrobiologie, Bayerische LandesanstaltAustralia, Austria, Czech Republic, New

fir Bodenkultur und Pflanzenbau, MiinchenZealand, Romania, United Kingdom, United
(Th. Beck). States of America.

The book consists of six Parts. Their ~ This valuable book is adressed to stu-
authors and headings are specified below. dents and experts, interested in understanding
Part 1. Th. Beck, F. Beese, R. Martens: and studying the role played by microbial
Indications for the Collection, the Preparation ~ cOmmunities and accumulated enzymes in
for Analysis and the Sorage of Soil Samples  the fertility and productivity of soils and,
(pp. 1-4). consequently, in rehabilitation of disturbed,
Part 2. T.-H. Anderson, O. Reinemeyer, Polluted and eroded degraded soils, in
H. Insam, R. Martens, M. Raubuch, P. Gehlensustainability of agri- and sylviculture.
E. Schuster, Th. KowalczykRetermination
of the Soil Respiration (pp. 5-23). STEFAN KISS
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Katalin Barték A névénykértan alapjai Part 2.Detailed Plant Pathology, with
(Fundamentals of Plant Pathology), Abel 11 chapters: Physiological disease of plants;
Kiadd, Kolozsvar — Abel Publishing House, Phytopathogenic Viruses; Mycoplasmas (phyto-
Cluj-Napoca, 2004, 260 pages, includingplasmas), Viroids, Rickettias, Bacteria, Actino-
96 black-white and 68 colour figures, and 5mycetes and Fungi; Diseases caused by holo-
tables. and hemiparasitic flowering plants (Antho-
phytoses); Damages caused by lichens; Dam-
Associate Professor Dr. K. Barték (Babes-ages caused by wood-destroying fungi.
Bolyai University, Faculty of Biology-Geology) Part 3.Grouping of Pathogens for Some
has structured her book into Introduction, Host Plants, with 6 chapters: Diseases of
three Parts (each consisting of many chapterBlants cultivated under ploughed field con-
and also many subchapters of differentditions, Vegetables, Fruit trees, Vine, Orna-
orders), Subject index, References (with 91mental plants, Forest trees.
citations), Index of the colour figures , and  Associate Professor Barték’s book is excel-

Table of contents. lent from both scientific-aesthetical viewpoints.
First of all, | specify the headings of Parts As a textbook, it is addressed to students in
and chapters. biology, ecology, agri-, horti-, and sylviculture.

Part 1.General Plant Pathology, with 13 At the same time, due to the richness of this
chapters: History of plant pathology; Out- book in up-to-date and comprehensive infor-
standing phytopathologists; Concept of diseasenation, it may serve as a handbook for prac-
and classification of plant diseases; Causetfisers professionally dealing with plant (bio-
of disease (pathogenic agents); Symptoms ofnass) production in different domains of agri-,
plant diseases; Pathogenesis; Relations betweéorti- and sylviculture.
the host and parasite; Infection chains, epi- In conclusion, | consider that appearance
demics; Prognosis of plant diseases; Methodsf Associate Professor Bartdék’'s books has
of the sanitary control; Methods of the defencebeen a significant event in the history of
against plant diseases; Plant — protectingpublishing biological text- and handbooks
chemicals; Conservation and determinationby the pedagogical and research staff of our
of plant materials attacked by pathogens. University.

STEFAN KISS
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