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OBSERVATII ASUPRA OVOGENEZEI
LA POLYODON SPATHULA (WALBAUM)
ACLIMATIZAT iN ROMANIA

I. Perioada prev1telogenetlca

LOTUS MESTER, OTILIA ZARNESCU*, C. TESIO*,
D. VIZITIU**, CECILIA DUMITRU**

Polyodon spathula is a fish of economic  value, introduced from the USA in our country, at
the Nucet Station. The aim of this study is to characterize the ovogenesis of this fish in our
fishculture conditions and to correlate the somatic development and the degree of gonadal
differentiation. In this connection, special attention has been payed to modifications taking
place during the differentiation of female. gonad and the previtellogenesis period. The his-
tological reaction for lipids put into evidence its presence in the connective tissue from the
basis of forming ovigerous lamellae, in the interoocytar tissue, in the vitelline envelope and
in the ooplasm. The initial disposition of the lipids is at one pole of the cell and the latter in
the whole cytoplasm or perinuclear. A peculiar aspect of atresia was observed at the 3+
females (affecting both groups of oogonia and earlier previtellogenic oocytes). Some envi-
ronmental factors can influence the developmental process.and can rise the percent of atret-
ic oocytes. On the: basis of results reached, it was found that for the evaluation of cellular
events taking.place during oogenesis the temporo-spatial aspects of the oocytar develop-

ment in Polyodon offer a peculiar pattern.

Polyodon spathula; singurul sturion planctonofag apartine familiei Polyo-
dontidae (Chondrostei). Arealul sdu natural este reprezentat de. bazinele fluviilor
Mississippi;, Missouri, Tenessee, Arkansas §i:Ohio din S.U.A. El a fost aclimati-
zat initial in' U.R.S:S., incepand din anul:1974. La noi in tard, Polyodon spathula
este supus aclimatizarii la Statiunea de Cerceétdri Piscicole Nucet.dinanul 1992.

Desi prezintd o importantd economica deosebitd, existd putine studii
asupra gametogenezei la Polyodon spathula (1, 12), probabil din cauza perioadei
lungi necesare maturdrii (circa 10 ani). La Acipenseridae, ovogeneza:a mai fost
descrisd la.Acipenser giildenstaedti (3, 4,5, 6), A.ruthenus (2), A .stellatus (2) si

Huso huso (3,4, 5). . ;
Scopul acestui studiu a fost caracterlzarea ovogenezel la Polyodon spathula

aclimatizat in tara noastrd si corelarea dezvoltarii somatice cu gradul de diferen-
tiere al gonadelor. ER

St. cerc. biol., Seria biol. anim., t. 49, or. 1, p. 3-11, Bucmgéti, 1997
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Ovogeneza la Polyodon spathula (Pisées) S L

MATERIAL §1 METODA

Observatiile histologice au fost realizate pe femele de Polyodon spathula
provenite de la Statiunea de Cercetiri Piscicole Nucet. '

Dupad sacrificarea femelelor, s-au prelevat fragmente de ovar, care au fost
fixate in formol tamponat (pH — 7,4), Bouin si Ciaccio. Fragmentele de gonadi
au fost incluse in parafing, sectionate la microtom (5 ) si colorate cu hematoxi-
lind-eozind, cu Sudan negru pentru evidentierea lipidelor (2) si cu acid periodic-
Schiff (PAS), pentru glucide (7). ‘

REZULTATE $I DISCUTII

Ovarele de Polyodon spathula sunt structuri perechi asezate dorsal de-a
lungul marginilor laterale ale corpului. '

Ovarul imatur este acoperit de 0 mas3 voluminods3 de tesut adipos, care se
micsoreazi pe parcursul diferentierii gonadei. ‘

In perioada indiferents a gametogenezei, gonada este formati dintr-un
epiteliu, sub care existi o zond de tesut conjunctiv (fig. 1). La baza tesutului
conjunctiv existi o acumulare de lipide neutre, evidentiatd prin colorarea cu
Sudan negru.

Angajarea gonadei pe calea de diferentiere femel3 este marcati de aparitia
la exemplarele de doud veri a unui sant in mijlocul gonadei (fig. 2). Unii autori
(1) au indicat faptul cd acest sant este prezent la puii de 150-160 de zile. Mai
tirziu, de o parte si de alta a acestui sant, se observi ovogonii, care sunt celule de
origine ale liniei germinale §i isi fac aparitia in gonadele imature sub forma unor

grupuri celulare strans asociate (fig. 3). Ovogoniile prezintd un nucleu eucro--

matic rotund, localizat central, care contine un nucleol. Ulterior, ovogoniile sunt

- prezente printre ovocitele previtelogenetice mijlocii (fig. 4a) sau la periferia

lamelelor ovariene spre sfargitul perioadei previtelogenetice (fig. 4b).
Prima modificare observati in grupurile de ovogonii este reprezentata de

cresterea volumului celular si dispunerea cromatinei la periferia nucleului (fig. 5)..
Ovogoniile se tranforma apoi in ovocite, care suferi un proces continuu de

crestere pand in momentul maturirii. - : )

Foliculii ovarieni, formati din ovocit si celule foliculare, parcurg in dez-
voltarea lor trei mari etape: previtelogenetici, vitelogenetic si de maturare. in
cadrul acestor etape existd o serie de stadii, care caracterizeazi evolutia in timp
a acestor celule. ‘ : : Co

Din punct de vedere structural, gonada femeli este formatd din lamele
ovariene, care se prelungesc liber in cavitatea abdominald (fig. 6). Aceste lamele
se alungesc pe parcursul diferentierii gonadei. Ovocitele in diferite stadii de dez-

Fig. 1 — Gonada imaturi la puietul de o varé. Se remarci prezenta lipidelor neutre sub
; tesutul conjunctiv (sageti). Sudax} 5 e
Fig. 2 — Angajarea gonadei pe calea de diferentiere femelg este rvnarcavta de aparitia la
exemplarele de doui veri a unui sant in mijlocul g'onadelv(sageatg). Sudan.
Fig. 3 — Grupuri de ovogonii in gonada imatura. Suda_m. e d
Fig. 4 — In ovarele previtelogenetice ovogoniile sunt prezente (a) printre gr.ugunle. e
ovocite (sigeata) sau (b) la periferia lamelelor ovariene (sageta). Hematoxilind-eozina.
Fig. 5 — Celule la sfarsitul perioadei oogoniale. Sudan.
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. : ' ‘ 10 — Lipidele neutre sunt prezente la (a) baza lamelelor ovariene in formare §i (b) in
Fig. 7 _P(';%Oi 1t— Lam;elz;i ovaria:né. I:Iemat.9xi]jn‘ai-eozinﬁ, ‘ . . tesutul intert?vocita.r.. S‘u'dan. o '
Fig. 8 >/ Ovante € p.rev1te oge.net:ce t@pum, Hematoxilini-eozini. . v Fig. 11 — In ovocitele previtelogenetice timpurii lipidele se dispun la un pol al celulei.
. 8- : previtelogenetice inconjurate de un invelis PAS pozitiv Sudan. .
Fig. 9 — Ovocite previtelogenetice tarzii cu alveole corticale (sdgeatd). Hema;oxili.ui- idice
eozini.

Fig. 12 —1n citoplasma ovocitelor previtelogenetice tarzii existd numeroase picaturi lip
dispuse in toati citoplasma i perinuclear. Sudan.
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Fig. 13 — Atrezia foliculard afecteazi la exemplarele de trei
veri grupurile de ovogonii.
Fig. 14 — Ovocitele previtelogenetice timpurii atretice.
Hematoxilind-eozin.
Fig. 15 — La exemplarele de trei veri se remarci prezenta in
lamelele ovariene a unui fesut limfoid (sigeatd). Hematoxi-
lind-eozini.
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voltare sunt agezate la periferia lamelelor, axul acestora fiind format dintr-un
tesut conjunctiv lax.

Ovocitele previtelogenetice timpurii contin un nucleu voluminos, in care
se gisesc de obicei patru nucleoli mari (fig. 7). Ovocitele care depidsesc 30 p
sunt Inconjurate de un epiteliu folicular si de un invelis vitelin PAS pozitiv (fig. 8).
Natura glicoproteica a zonei radiata a fost evidentiati si la alte acipenseride
(Huso huso, Accipenser giildenstaedti, A. stellatus si A. ruthenus) (3).

Pe masurd ce ovocitele parcurg etapa previtelogenetici creste numirul de
nucleoli, dintre acestia trei fiind mai mari. Spre sfarsitul acestei perioade in cito-
plasma apar alveole corticale (fig. 9).

Coloratia cu Sudan negru evidentiaza prezenta lipidelor in tesutul conjunc-
tiv de la baza lamelelor ovariene in formare (fig. 10a), in tesutul interovocitar
(fig. 10b) la nivelul invelisului vitelin si in ooplasma. Lipidele apar a fi locali-
zate in ovocitele previtelogenetice timpurii la un pol al celulei (fig. 11), in timp
ce in cele mijlocii si tarzii se dispun in toatd citoplasma sau perinuclear (fig. 12).
La Acipenser giildenstaedti si A. stellatus s-a demonstrat c3 stadiile previteloge-
netice timpurii se caracterizeazd In microscopia electronici prin numeroase
picdturi lipidice (6), care descresc ca numdr la sférsitul acestei perioade. Corpii
lipidici sudanofili formati mai ales din fosfolipide sunt prezenti si in ovocitele
previtelogenetice ale teleosteenilor (9). Sudanofilia zonei radiata a fost evidenti-
atd la Gobio gobio si Noemacheilus barbatulus (11).

Un aspect caracteristic observat de noi la femelele in varst3 trei ani a fost
cel de atrezie foliculard. Acest proces afecteaz3 atat grupurile de ovogonii (fig. 13),
cét si ovocitele previtelogenetice timpurii (fig. 14). ‘

Atrezia foliculard a fost pusd in evident3 la ciclostomi, pesti cartilaginosi
si teleosteeni (9) si poate afecta foliculii ovarieni in toate stadiile de dezvoltare
(10). Primul semn al atreziei in foliculii previtelogenetici este micsorarea ovoci-
tului si formarea unor spatii clare in ooplasma periferici. Ulterior are loc dezor-
ganizarea componentelor nucleare si citoplasmatice. Se presupune ci atrezia
foliculara poate limita numadrul de ovocite care vor suferi vitelogeneza, matu-
rarea si ovulatia. De asemenea, anumiti factori de mediu (inclusiv xenobiotici)
pot creste incidenta atreziei (9).

" La exemplarele de trei veri, cu intens proces de atrezie, s-a observat
prezenta unui tesut limfoid localizat in lamelele ovariene (fig. 15). La alte specii
(pesti cartilaginosi) gonada contine un tesut granulopoietic care poartd denumi-
rea de tesut epigonadal (8).

Observatiile noastre asupra gonadelor de la Polyodon spathula au aritat ca
existd o corelatie intre caracteristicile somatice (lungimea corpului, greutate) si
gradul de dezvoltare al gonadelor (tabelul nr. 1). Conform acestor date, femelele
cu lungimi cuprinse intre 52—-119 cm si greutdti de 400-5250 g se gisesc 1n peri-
oada previtelogeneticd a ovogenezei. Aceste rezultate sunt in concordantd cu
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Tabelul ni. 1

Stadiul de dezvoltare al ovarului in functie de caracteristicile somatice

Lungimea Greutatea
Varsta corpului @© Stadiul de dezvoltare
(cm) §
0 vard 52 400 nediferentiat
o vard 51,5 405 nediferentiat
o vari 57,5 475 nediferentiat
o vard 57,5 500 nediferentiat
o vard 61 610 nediferentiat
doud veri 68,5 1000 ovogonii §i ovocite. previtelogenetice timpurii
douad veri 82 1695 ovogonii §i ovocite previtelogenetice timpurii
doua veri 82,5 1925 ovogonii §i ovocite previtelogenetice timpurii
trei veri 82,5 1470 ovogonii §i ovocite previtelogenetice timpurii gi mijlocii
trei veri 83,5 1440 ovogonii §i ovocite previtelogenetice timpurii $i mijlocii
trei veri 88 2435 ovogonii §i ovocite previtelogenetice timpurii §i mijlocii
patru veri 87 2200 ovogonii §i ovocite previtelogenetice timpurii, mijlocii.
si tarzii
patru veri 105 3400 ovogonii §i ovocite previtelogenetice timpurii, mijlocii
§i trzii '
cinci veri 119 5250 ovogonii §i ovocite previtelogenetice timpurii-tarzii
' si cu alveole corticale

cele ale lui Weldon Larimore (12), care a aritat ci femelele de Po'lyodon cu
lungimi cuprinse intre 90,93-128,27 ¢m nu contin icre mature, ci numai ovogo-
nii i ovocite. De asemenea, la aceste exemplare nu s-a observat inceputul vite-

-logenezei.

In concluzie, aspectele spatiale si temporale ale dezvoltirii ovocitare la
Polyodon spathula ofers un model particular pentru caracterizarea evenimen-
telor celulare care au loc in cursul ovogenezei. Sunt necesare studii suplimentare
privitoare la transformirile specifice perioadei vitelogenetice si de maturare. ;
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CARACTERIZAREA ULTRASTRUCTURALA
A TRANSPORTULUI MOLECULELOR EXOGENE
(PEROXIDAZA) IN FOLICULII OVARIENI
DE Carassius auratus gibelio

OTILIA ZARNESCU, R. MESTER

The structure and transport of injected peroxidase in the ovarian follicles of Carassius
auratus gibelio are described.

The growing follicle consists of several cellular and accellular layers. The oocyte within the
follicle is immediately invested by the acellular vitelline envelope which contains microvil-
lar processes primarily from the oocyte. Overlying the vitelline envelope is a follicular
epithelium comprised of a single layer of flat (in previtellogenic follicle) or cuboidal (in
vitellogenic follicle) follicle cells. In the vitellogenic follicle these celis are periodically
interrupted by large intercellular channels. A basal lamina separates the follicle cells from
theca. A capillary network resides within the scant connective tissue stroma of the theca
and supplies the developing follicle with maternal nutrients. The entire follicle is covered
by asingle layer of squamous epithelial cells.

Exogenous proteins appear to leave the perifollicular capillares via an intercellular route
and pass through intercellular channels within the follicular epithelium and pore channels
of viteline envelope before reaching the oocyte surface where they are incorporated via
endocytosis and translocated to growing yolk spheres in the ooplasm. In the early cortical
alveolus stage the traces were present in the multivesicular bodies distributed throughout
the ooplasm and in the perinucléar zone. The marker is also conspicuous inside pore chan-
nels and around the microvilli. Perioxidases were observed in vesicles or lysosomes of
endothelial, stromal, theca and follicle cells.’

Cresterea si diferentierea ovocitului la vertebratele inferioare implicd pre-
luarea prin endocitozd mediata de receptor a unei proteine plasmatice, sintetiza-
td in ficat, numitd vitelogenind (24, 37). Odatd internalizats, vitelogenina este
clivatd proteolitic §i convertit3 in proteine viteline de tipul lipovitelinului si fos-
vitinului, molecule care sunt depozitate in granule (pesti) sau plachete viteline
(amfibieni). Studierea c3ii prin care diferite molecule ajung la ovocit s-a realizat
folosind markeri electrono-densi ca perioxidaza (1, 2, 8, 18, 25, 26), feritina (6, 8),
dextran-fier, thorotrast (8) si vitelogenind marcat3 radioactiv (25, 26, 38), sau cu
aur coloidal (41).

Peroxidaza a fost folositd pentru studierea endocitozei in ovocitele de Dro-
. sophila melanogaster (10), la diferite specii de pesti, Cyprinodon variegatus (25),

St. cerc. biol., Seria biol. anim., t. 49, nr. 1, p. 13-26, Bucuresti, 1997
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Fundulus heteroclitus (25, 37), Anguilla anguilla, Cyprinus carpio, Mugil
cephalus, Aphanius dispar, A. mento, Sparus aurata (2), Xiphophorus helleri
(40), la amfibieni in vivo (8) si in vitro (30), reptile (20) si mamifere 3).

Existd putine studii (2, 6, 25, 26, 38, 40) care au urmdrit caracterizarea
ultrastructurald a céii de preluare a moleculelor exogene In ovarul pestilor
teleosteeni. Dintre acestea doar trei (2, 25, 26) au caracterizat traseul molecu-
lelor injectate intraperitoneal in intregul folicul ovarian.

Scopul acestui studiu a fost identificarea c3ii prin care macromoleculele
exogene sunt transportate din sistemul circulator al foliculului ovarian la

suprafata ovocitului precum si destinul ovocitar al macromoleculelor endocitate. -

Pentru a urmdri calea, distributia si compartimentalizarea moleculelor in foli-
culii ovarieni pre- si vitelogenetici s-a folosit peroxidaza ca trasor electrono-opac.

MATERIAL SI METODA

Experimentele au fost realizate pe femele de Carassius auratus gibelio
provenite de la Statiunea de Cercetiri Piscicole Nucet.

Femelele de caras au fost injectate intraperitoneal (L. P.) cu 20 mg perioxidazs
(tip II, Sigma) dizolvati in 0,2 ml NaCl (0,8%) si sacrificate dupi 24 de ore.

Fragmente mici de ovar au fost fixate 2 ore, la 4°C in tampon cacodilat ‘

0,1 M (pH 7,4) cu 2,5% glutaraldehida si 4% sucrozi. Dupi spilare, in acelasi -
tampon cu 4% sucrozd, fragmente mici de ovar au fost incubate 40 minute

la intuneric in urm3toarea solutie: tampon Tris-HCI 0,05 M (pH 7,6), 0,1% -

3,3” diaminobenzidini (DAB, Sigma) i 0,01% H, 0, (12). Dupa developarea reac-
tiei peroxidazice, probele au fost spalate in tampon cacodilat 0,1 M (pH - 7 4) i

", cu 4% sucrozd, postfixate 2 ore la rece cu o solutie de 1% OsO, in tampon

cacodilat 0,1 M (pH - 7,4). Dupi osmificare si spilare, fragmentele au fost

incubate initial fntr-o solutie de 1% acid tanic, 30 minute, 4°C si ulterior, intr-o

(Epon 812). Sectiunile taiate la ultramicrotom au fost colorate succesiv cu acetat
de uranil si citrat de plumb si examinate la microscopul electronic JEOL-200.

Probele pentru microscopia optica au fost prelucrate dup3 acelasi protocol.

Ele au fost trecute insa din etanol absolut in toluen si incluse in parafini.

REZULTATE $I DISCUTII

~ solutie de 1% sulfat de sodiu, 10 minute, 4°C. Dupi spilare in tampon 0,1 M |
(pH — 7.4), probele au fost deshidratate in etanol si incluse in risini sintetice -

Ovarul femelelor de Carassius auratus gibelio injectate intraperitoneal cu |

peroxidazi contine foliculi ovarieni pre- si vitelogenetici.

Foliculul ovarian este format dintr-o serie de straturi celulare si acelulare |

pe care moleculele exogene trebuie si le stribati in drumul lor spre ovocit.

Stratul extern al foliculului ovarian este reprezentat de epiteliul de supra-
fati ce inconjoard celulele tecii foliculare. CelulAele acestui epiteliu sunt aplati-
zate §i conectate una cu alta prin desmozomi. In citoplasm3 se gdsesc nume-
roase microfilamente, mitocondrii mici si ribozomi liberi. La 24 de ore dupd
administrarea peroxidazei, produsul de reactie a fost observat atit in micro-
scopia opticd (fig. 1) cat si in cea electronic3 (fig. 2) acumulandu-se intens in
celulele epiteliale de la suprafata foliculilor ovarieni. Aceste celule contin
numerosi lizozomi mari plini cu produs de reactie.

O serie de studii in vitro au ar3tat c3 epiteliul de suprafatd este imperme- »
abil pentru diferite molecule, iar preluarea proteinelor din mediul de culturd de
citre foliculii ovarieni intregi de Xenopus laevis (15) si Oncorhynchus mykiss
(27) este consecinta distrugerii acestui epiteliu in timpul izoldrii foliculilor. Pe
de altd parte s-a demonstrat recent la O. mykiss (20) c3 vitelogenina este prelua-
td in vitro de ovocitele in grup, acest aspect demonstrand ci epiteliul de supra-
fatd si tesutul stromal asociat nu reprezinti o barierd impermeabild pentru
macromolecule. Existenta unui proces de endocitozi in aceste celule a fost pus
in evidenta prin studiile ultrastructurale, care au indicat prezenta de vezicule
pinocitotice pe ambele fete ale acestui epiteliu (13). Micropinocitoza peroxi-
dazei injectate I. P. a fost observatd si la reptile (4nolis carolinensis) in celule
scvamoase de la suprafata ovarului (21)..Acumularea masiva de produs de reac-
tie peroxidazicd observatd de noi in celulele epiteliului de suprafati poate fi con-
secinta unei cresteri neobisnuite a componentelor sistemului circulator ovarian
dupa injectarea trasorului.

Urmatorul strat celular al foliculului ovarian este cel al tecii interne. Acest
strat contine capilare, fibre de colagen si celule tecale fibroblastice. La unele
specii de pesti s-a demonstrat prezenta in acest strat a unor celule hipertrofiate
considerate a fi producatoare de steroizi (13, 19).

in experimentele noastre, trasorul peroxidazic este prezent in lumenul
capilarelor si intre celulele tecale, o parte din acesta fiind preluat de celulele
endoteliale prin endocitoza (fig. 3). Atét la pesti (2, 25, 26), cat si la amfibieni
(5, 41) trasorii folositi in studiile de endocitozd apar prima dat3 in capilarele si
spatiile pericapilare ale stromei. Studiile anterioare (2, 5, 25, 26, 41) au atitat cd -
celulele endoteliale sunt moderat endocitotice fiind capabile si preia molecule
de tipul peroxidazei, dextran-fier (2, 5, 25, 26) si vitelogenini cuplati cu aur
coloidal (41). De asemenea, membrana bazali din jurul capilarelor nu impiedicd
difuzia macromoleculelor in teaca folicular3 (8).

fn cazul ovocitelor previtelogenetice, produsul reactiei peroxidazice a fost
observat si in lizozomii din celulele tecii foliculare, atét in cele de tip fibroblas-
tic cdt si in cele hiopertrofiate din apropierea capilarelor (fig. 4). Vezicule de
endocitozad care contin particule de vitelogenina cuplati cu aur coloidal au fost
descrise 1n fibrocitele tecii foliculare de la X. laevis (41) si sunt considerate a fi
consecinta unei preludri nespécifice.
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Fig. 1 — Acumularea peroxidazei la nivelul epiteliului ovarian
_ (sdgeata) x 320.
Fig. 2 — Prezenta trasorului peroxidazic in lizozomii celulelor epiteliale de
suprafata x 30.000.
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Fig. 3 — La 24 de ore dupi injectarea L. P., peroxidaza se giseste in lumenul
capilarelor din teaca foliculard (*). Se remarcd numeroase invaginari §i ve-
! zicule de endocitozi in celulele endoteliale (sigeti). Produsul de reactie per-
oxidazic este prezent, de asemenea in spatiile dintre celulele tecii foliculare
(sdgeata dubld): ¢ — capilar, c. e. — celuld endoteliald x 40.000.
Fig. 4 — In citoplasma celulelor tecale din foliculii previtelogenetici se
remarci lizozomi plini cu produs de reactie (sdgeti): c. f. — celuld foliculara,
m. b. — membran bazalj, c. t. — celul3 tecald x30.000.
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Urmatoarea barierd in calea moleculelor este reprezentati de lamina bazald
localizatd intre celulele foliculare si teacd. S-a demonstrat ¢d aceasti membrani
bazald este formati dintr-o lamini bazald (glicocalix diferentiat) care poate
actiona ca un filtru mecanic si un spatiu adiacent plin cu fibre de colagen (2). In
micrografiile noastre electronice trasorul a fost observat pe ambele fete ale aces-
tei membrane. Studiile anterioare au ardtat cd ea este permeabild pentru mole-
cule ca peroxidaza (8, 25, 26), dextran-fier, feritini (8) si impermeabild pentru
molecule foarte mari ca thorotrast (8) sau carbon coloidal (4).

fn drumul lui spre ovocit, trasorul ajunge la stratul celulelor foliculare. in
ovocitele previtelogenetice aceste celule sunt aplatizate si separate de ovocit.

printr-un spatiu larg (fig. 5). Celulele foliculare prezint3 in citoplasmi mitocon- |
drii, aparat Golgi, reticul endoplasmatic si ribozomi liberi. In cursul vitelo- -
genezei celulele foliculare devin columnare §i emit microvili spre ovocit. Rezul- -
tate noastre au demonstrat prezenta peroxidazei exogene in lizozomii celulelor -

foliculare. Acesti lizozomi sunt mai abundenti in foliculii previtelogenetici -
(fig. 6). Celulele foliculare sunt, de asemenea moderat endocitotice (5) fiind -
capabile sd preia doar o cantitate mic3 din proteinele exogene (21, 33, 41). Unii .
autori (2) nu au observat produs de reactie peroxidazic in celulele foliculare ale |
ovocitelor vitelogenetice timpurii. fn schlmb la mamifere, celulele granuloasei

incorporeaza peroxidaza (3) sau alte proteine exogene (11).

Majoritatea autorilor (5, 25, 26, 41) au ardtat cd transportul moleculelor -
prin epiteliul folicular se realizeazi in principal prin canale existente intre .
celule. Prezenta acestor canale a fost demonstrati la diferite specii de pesti :
(13, 19), amfibieni ca X. laevis (7, 9, 31), Rana esculenta, R. temporaria (17),

Triturus alpestris (39), Triturus vzrzdescens (14), Necturus maculosus - (16) si |

reptile (20).

Stratul acelular dintre epiteliul folicular si ovocit poarta denumirea de
zona radiata, corion sau anvelopd vitelind. In timpul perioadei previtelogenetice
materialul care va forma acest invelis acelular este depus intre suprafata ovoci-
tului si microvili (fig. 5). In cazul ovocitelor vitelogenetice anvelopa vitelini are
o structurd tripartit3 si este stribitutd de pori in care se gisesc microvili ovoci-

tari si foliculari (fig. 7). Peroxidaza a fost observati in contact cu peretele intern -

al unor pori si la suprafata microvililor (fig. 8). Observatiile noastre sunt asem3- |

nitoare cu cele ale altor autori care au demonstrat prezenta acestui marker in
Juml microvililor si in lumenul porilor zonei radiatd din foliculii vitelogenetici
mijlocii si tarzii (2). .

Ajunse la suprafata ovocitului moleculele exogene sunt internalizate prin
endocitozi. In citoplasma cortical a ovocitelor vitelogenetice timpurii, trasorul
a fost observat in vezicule corticale in microscopia optica (fig. 9) si in corpii
multiveziculari (fig. 10) si lizozomi (fig. 11) in microscopia electronici. In
ovocitele aflate la mijlocul perioadei vitelogenetice, trasorul apare la periferia
unor granule viteline mici (fig. 12) sau in apropierca granulelor v1telme mari
(fig. 13).
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Fig. 5 — In ovocitele previtelogenetice incepe acumularea intre
microvilii ovocitari (m) a materialului ce va forma zona radiata
(2). Celulele foliculare (c. f.) sunt aplatizate §i separate de ovocit
printr-un spatiu larg x 30.000.
Fig. 6 — Celulele foliculare (c. £.) din foliculii prev1telogenet1c1
prezintd trasorul peroxidazic localizat in numerosi lizozomi (¥):
m -— microvil ovocitar, z — zona radiata x 40.000.
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Fig. 7— Ultrastructura zonei radiata (z). Se remarci prezenta celor
trei straturi (1, 2, 3) ale anvelopei viteline
§i a microvililor (m) x 30.000.
Fig. 8 — Prezenta peroxidazei (sigeata) in contact cu peretele intern
al porilor (#) ce stribat zona radiata (z):
m — microvil ovocitar x 60.000.

| - . genetici timpuri 5
‘ Fig. 10 — Corpi multiveziculari corticali (*) in care se acumuleazi

e

Fig. 9 — Acumularea trasorului in vezicule corticale (sdgeti) din

foliculii previtelogenetici timpurii x 640.

produs de reactie peroxidazic x 30.000.
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Fig. 11 — In foliculii vitelogenetici peroxidaza se acumuleazi Fig. 13 — Acumularea de produs de reactie peroxidazic (sdgeata) in
in lizozomi corticali (sdgeata): a. z — zona radiata x 40.000, ~ apropierea unei granule viteline (GV) mari % 16.000.

b. Lizozom cu produs de reactie peroxidazic x 60.000. ; Fig. 14 — Ovocit la sfargitul perioadei previtelogenetice. Se remarcé prezenta
Fig. 12 — Ovocit vitelogenetic n care peroxidaza a fost identi- lizozomilor (corpi multiveziculari) In toat citoplasma §i perinuclear (ségeti):

ficati la marginea granulelor viteline (sigeti) x 12.000. N — nucleu, n — nucleol x 640.
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Fxg 15 — Lizozomi perinucleari (sigeti): ¢ — citoplasmi,
N — nucleu x 12.000.

Ovocitele la sfarsitul perioadei previtelogenetice contin trasorul in lizo-

zomii distribuiti in toata citoplasma (fig. 14). Lizozomii sunt mai abundenti in .

regiunea perinucleard (fig. 15). Studiile anterioare (29) la Carassius auratus |
gibelio au evidentiat prezenta enzimelor lizozomale in ovocitele pre- si viteloge- |
netice. Cresterea numarului de corpi multiveziculari (lizozomi) perinucleari a |

fost observata la pastravul tratat cu gonadotropina (28).
S-a evidentiat ca in cazul vitelogeninei, dupa internalizarea prin endoci-
tozad mediatd de receptor, aceasta se deplaseaza succesiv prin vezicule acoperite

cu clatrind, vezicule neacoperite, endozomi tubulari, corpi multiveziculari, plachete !

viteline primordiale si plachete viteline mature (41).
Trasorii electrono-densi folositi in studiile de endocitozad raméan in marea

lor majoritate la periferia granulelor sau plachetelor viteline (10, 39), spre deose-

bire de vitelogenind (41) care se poate integra in cristalul vitelin.

Peroxidaza administratd intraperitoneal a fost observati la pesti in vezicu-
lele corticale si granulele viteline de diferite marimi (26), veziculele de endoci-
tozd, In invagindri, i tubuli corticali (2, 25). De asemenea, Wallace si Selman
(38) au aratat cad peroxidaza este prezentd in endozomii §i granulele viteline nou
formate din ovocitele ce parcurg prima jumitate a procesului de maturare, ins3,
incorporarea trasorului, inclusiv a vitelogeninei nu a fost observatd in ovocitele
care suferd maturarea in momentul injectirii markerului.
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Prezenta peroxidazei in granulele viteline nu este surprinzitoare deoarece
aceste organite sunt considerate lizozomi modificati care reprezintd destinatia
tuturor moleculelor internalizate de ovocit (22, 23, 24, 29, 35).

Pe baza studiilor cu un alt trasor electrono-dens (feritina), Busson-Mabillot
(6) a concluzionat c3 internalizarea macromoleculelor la Salmo trutta fario este
diferitd de cea de la X. laevis. Conform acestui studiu la X. laevis vitelogenina
este internalizatd prin vezicule de endocitozd care fuzioneazi una cu alta pentru
a forma corpii vitelini tranzitionali ce se unesc la randul lor pentru a da nagtere
unei plachete viteline. In acest caz, vitelusul se acumuleazi in asa numitii
yendozomi blocati” in timp ce corpii vitelini tranzitionali si plachetele viteline
reprezintd lizozomi secundari modificati (37). La pastrdv, vitelusul este interna-
lizat printr-o endocitoza mediat3 de receptor similard cu cea din celulele soma-
tice, formarea vitelusului implicind doud compartimente: (a) vezicule acoperite
si endozomi, (b) lizozomi preexistenti.

Studiile realizate la X. laevis au atitat cad vntelogemna este sechestratd de
25-30 de ori mai rapid dect alte proteine (32, 34, 36). Ea este incorporati in
vovocivt, procesata proteolitic si stocata sub forma de vitelus (23) in timp ce alte
molecule sunt in mare parte degradate. Desi peroxidaza este mai susceptibila la
degradarea de citre proteaze decit vitelogenina ea intrd rapid in fractia pla-
chetelor viteline ugoare intr-o forma insolubila in acid (30).

In concluzie, rezultatele noastre demonstreazi permeabilitatea foliculului
ovarian de Carassius auratus gibelio pentru molecule exogene de tipul peroxi-
dazei. Calea pe care moleculele sunt transportate din sistemul circulator al
foliculului ovarian la suprafata ovocitului este similard cu cea observati anterior
la diferite specii de pesti si amfibieni si implic3: (a) celulele endoteliale ale tecii
foliculare; (b) membrana bazald endoteliald; (c) spatiile dintre celulele endote-
liale; (d) tesutul conjunctiv al tecii interne; (¢) membrana bazald care acoperd.
epiteliul folicular; (f) canalele dintre celulele foliculare; (g) zona radiata. Ajunse
la suprafata ovocitului, moleculele sunt endocitate si depuse in organite viteline
sau degradate. Pe parcursul acestei cai o cantitate mica de trasor este preluata si
degradata in lizozomii din celulele perlOVO(:ltare (epiteliul de suprafat3, celulele
tecale si celulele foliculare).

o
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OBSERVATII ASUPRA SPERMATOGENEZEI
LA POLYODON SPA THULA (WALBAUM) ACLIMATIZAT
IN ROMANIA

LOTUS MESTER*, OTILIA ZARNESCU*, C. TESIO*, D. VIZITIU**,
CRISTINA' STAICU*, C. STOICESCU**

The aim of this paper is to study the testicular evolution in paddlefish introduced in our
country. In this fish testicular type is primitive, including seminiferous tubules and intersti-
tial tissue. The immature testis (at age 0*) contains very numerous spermatogonia, that are
not grouped into cysts, being surrounded individually by the cytoplasmic extensions of
Sertoli cells. The secondary spermatogonia are confined to germinal cysts. During sper-
matogenesis the excess cytoplasm is eliminated (as residual bodies). The paddlefish sper-
matozoa possess a complex acrozome, in teleost fishes being probably a secondary simpli-
fication. Around the spermatogonia from the immature testis there are lipids, put into evi-
dence by Sudan coloration. In the mature ones, the lipids are restricted to the cytoplasm of
the Sertoli cells, disposed at the periphery of the tubules. The lipid accumulation in Sertoli
cells is the consequence of residual bodies phagocytosis. The males of paddlefish, accli-
mated in our country reach sexual maturity more rapidly than in natural waters (4-5 sum-
mers). There are necessary further investigations about their fertilisation capacity.

Problema conservarii sturionilor a intrat recent in atentia cercetitorilor din

. diferite tdri, una din metodele preconizate fiind si aclimatizarea unor specii

foarte rare, in bazine piscicole. Printre acestia se numard si Polyodon spathula

originar din SUA, adus ca larve la Statiunea de Cercetari Piscicole Nucet din 1992.
Desi reproducerea este o etapd deosebit de importanti in viata unui animal

$i de succesul sdu depinde supravietuirea speciei, existd putine studii asupra

- gametogenezei la Polyodon spathula (1, 15), probabil din cauza perioadei lungi
| mecesare maturdrii (7-10 ani).

Lucrarea prezenti include o caracterizare a spermatogenezei la Polyodon
spathula aclimatizat in tara noastri si o corelare a dezvoltarii somatice cu gradul
de diferentiere al gonadei.

MATERIAL $I METODA

Observatiile histologice au fost realizate pe masculi de Polyodon spathula
de diferite varste proveniti de la Statiunea de Cercetiri Piscicole Nucet.
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PR — . B e S



28 Lotus Megter et al. 2

Dup3 sacrificare, s-au prelevat fragmente de gonadi, care au fost fixate in .~ -

formol tamponat (pH — 7,4), Bouin si Ciaccio. Fragmentele de tesdt au fost -
incluse in parafin3, sectionate la microtom (5 W) si colorate cu hematoxilini-
eozind si Sudan negru pentru evidentierea lipidelor ). '

REZULTATE §I DISCUTH

Testiculul de Polyodon spathula este format din dou benzi care se intind |
de-a lungul marginilor latero-dorsale ale corpului. Aceste benzi sunt unite doar
la extremitatea caudald si vin in contact pe partea ventrald cu o mas3 de tesut
adipos, foarte dezvoltati la exemplarele imature. f

Masculii de Polyodon spathula se caraterizeazi printr—un testicul de tip -
primitiv, in interiorul ciruia se gisesc tubulii seminiferi si tesut interstitial.
Intregul testicul este acoperit de o capsuld de tesut conjunctiv.

Compartimentul tubular al testicului este format din doud tipuri celulare:
celule germinale si celule somatice Sertoli, localizate la periferia tubulilor.

La pestii ososi unitatea spermatogenic3 a testiculului este reprezentatd de |
spermatocit, definit de Callard (3) ca o clon# de celule germinale asociati cu |
celule Sertoli. Intreaga unitate este delimitats de o membran3 bazals. Maturarea
celulelor germinale la Polyodon spathula are loc in cadrul acestor spermatocisti
si cuprinde urmitoarele stadii: spermatogonii, spermatocite primare, sperma-
tocite secundare, spermatide i spermatozoizi. ‘

Spermatogoniile primare sunt foarte abundente in testiculul imatur (exem-
plare de doua veri) si se caracterizeaza prin faptul ¢ nu sunt grupate in sperma-
tocisti, fiind inconjurate individual de prelungiriie citoplasmatice ale celulelor
Sertoli (fig. 1). Spermatogoniile secundare si toate stadiile ulterioare ale dez-
voltdrii celulelor germinale se diferentiazi in interiorul spermatocistului. Sper- |
matogoniile secundare sunt dispuse. in spermatocisti, care sunt inconjurati de o
membrand bazald (fig. 2). Acestea prezinti un nucleu eucromatic, care contine
un nucleol proeminent, localizat frecvent lngi membrana nucleari. in testiculul
matur spermatogoniile sunt dispuse la periferia tubulilor seminiferi.

fn momentul 1n care spermatogoniile secundare isi replics ADN-ul si intr3
in profaza meiozei, ele devin spermatocite primare. Aceste celule prezintd un |
nucleu voluminos, care contine 1-2 nucleoli mari (fig. 3). Spermatocitele pri-
mare prezintd o morfologie nucleard diferitd pe misuri ce parcurg etapele pro- |
fazei meiotice (fig. 4). g

Spermatocitele secundare sunt mai mici-decét cele primare si nucleul pre-
zintd cromatina mai condensati. Ele reprezint3 un stadiu tranzitoriu si sunt dificil
de diferentiat de spermatidele timpurii in microscopia optic (1 3).

In cursul procesului de spermiogenezd, spermatidele suferi o serie de mo-
dificiri nucleare si citoplasmatice, care culmineazi cu formarea spermatozoidu-
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- Fig. 1 — Spermatogonii primare inconjurate de celule Sertoli sudanofile. Sudan.
Fig. 2 — Spermatocigti cu spermatogonii secundare. Sudan. . .
Fig. 3 — Spermatocite primare in testiculul exemplarelor de trei veri. Hem?t'oyjihnﬁjei)zma.
Fig. 4 — Spermatocite primare in profaza meiozei (sigeata). Hematoxilind-eozina.
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jui matur. Modificarile nucleare sunt reprezentate de tranzitia de la un nucleu
rotund in spermatidele timpurii (fig. 5) la unul alungit caracteristic spermato-
zoidului (fig. 6). Paralel cu modificarile nucleare §i condensarea cromatinei are
loc formarea acrozomului, a piesei intermediare si a flagelului. La sfarsitul sper-
miogenezei citoplasma in exces (corp. rezidual) este eliminatd. Spermatozoizii
imaturi sunt dispusi sub form3 de perechi sau grupuri de diferite dimensiuni
(fig. 7), iar cei maturi formeaza mase voluminoase in lumenul tubulilor semi-
. niferi. '

Spre deosebire de pestii teleosteeni, sturionii posedd un acrozom complex
(11). Jamieson (10) a sugerat c3 structura spermatozoidului la Neopterigieni
pare a fi rezultatul unei simplificari secundare a unui tip de spermatozoid mai

" complex si a presupus ci gametii Acipenseridelor datoritd prezentei acrozomu-
lui, pot reprezenta un stadiu tranzitional inaintea acestei simplificari.

Tesutul interstitial apare in microscopia opticd sub forma unor mase celu-
lare alungite, mai dezvoltate in testiculul imatur (fig. 8). S-a demonstrat lao
serie de teleosteeni ci acest tesut este alctuit din celule Leydig, fibroblaste, ce-
lule mioide, vase de singe si fibre de colagen (4). ' :

Colorarea cu Sudan negru a evidentiat prezenta lipidelor in jurul sper-

~ matogoniilor din testiculul pestilor imaturi (fig. 1, 2). Ulterior, in testiculul
matur, sudanofilia este restransa la citoplasma celulelor Sertoli localizate la peri-
feria tubulilor (fig. 9). Sudanofilia celulelor Sertoli a fost evidentiati si la Esox
lucius (8), atit in celulele care inconjoard spermatogoniile, cat si in cele de la
marginea tubulilor seminiferi ce contin spermatozoizi. Acumularea de lipide in -
celulele Sertoli este consecinta fagocitdrii corpilor reziduali (9). Fagocitoza cor-
pilor reziduali a fost observati la Salmoniforme, Atheriniforme, Perciforme si
Clupeiforme (5, 6, 7, 12, 14).

Fagocitoza realizatd de celulele Sertoli a fost impartitd de Grier (9) in
dou3 categorii: (1) fagocitarea celulelor germinale degenerate, inclusiv sperma-
tozoizii reziduali rimasi dup# sezonul de reproducere si (2) fagocitarea corpilor
reziduali.

Observatiile noastre asupra gonadelor de Polyodon spathula au ardtat exis-
tenta unei corelatii intre caracteristicile somatice (lungimea corpului, greutate) si
gradul de dezvoltare al testiculului (tabelul nr. 1). Conform acestor date, mas-
culii cu lungimi cuprinse intre 80-98,5 cm si greutdti de 1,600-4,000 kg nu
contin spermatozoizi maturi. In schimb, masculii cu lungimi de peste 99,6 cm si
greutiti ce depisesc 4,300 kg au atins maturitatea sexuald si contin spermato-
zoizi maturi. In plus, masculii in vara a cincea sunt la inceputul unui nou

- Fig. 5 — Spermatide timpurii (sdgeata). Hematoxilina-eozina. ) . o . . n .
Fig. 6 — Spermatide tarzii (sageata). Hematoxiling-eozind. - ciclu reproducitor, spermatozoizii maturi fiind detectati in canalele spermatice
Fig. 7— Spermatozoizi maturi (sigeta). Hematoxilind-eozina. ’ -~ (fig. 10). ‘
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Fig. 8 — Tesut interstitial in testicul imatur (sdgeata). Hematoxilina-
eozind.
Fig. 9 — Prezeriia lipidelor in celulele Sertoli din testiculul matur
i (sageata). Sudan.
Fig. 10 — Spermatozoizii la masculii de cinci veri se gasesc numai in

canalele spermatice (ségeata). Hematozilini-eozina.
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Tabelul nr. 1
Stadiul de dezvoltare al testiculului in functie de caracteristicile somatice
Lungimea Greutat
Véarsta corpului rettatea “ Stadiul de diferentiere al gonadei
(cm) (3]
o vard 52 400 nediferentiata
o vard 51,5 405 nediferentiatd’
o vard 55,5 475 nediferentiata
o vara 57,5 500 nediferentiatd
ovard 61 610 nediferentiata
doud veri 70,5 1160 spermatogonii primare §i secundare
doua veri 71,5 1280 spermatogonii primare §i secundare
doud veri 72,5 1390 -spermatogonii primare §i secundare
trei veri 97 4000 spermatogonii primare §i secundare, spermatocite primare
trei veri 98,5 3890 spermatogonii primare §i secundare, spermatocite primare
patru veri 105 4600 spermatide §i spermatozoizi abundenti:
. patru veri 110 4350 spermatide §i spermatozoizi abundenti
! cinci veri 109 4300

spermatogonii §i spermatocite primare (inceputul unui nou

ciclu de reproducere)

Rezultatele noastre sunt in concordanti cu cele ale lui Weldon Larimore
(15), care a aratat c& masculii ating maturitatea sexuald la o lungime de 101,6 cm.
Cel mai mic mascul cu spermatozoizi maturi a avut o lungime de 99,6 cm si o
greutate de 3,350 kg. Spre deosebire ins3 de aceste rezultate care indicd o matu-
rare sexuald a masculilor la aproximativ sapte ani, observatiile noastre arati cad
in conditiile de hran3 si clim3 ale tdrii noastre aceastd maturare poate fi atinsa la
varsta de 4-5 veri. :

fn concluzie, masculii de Polyodon spathula aclimatizati in tara noastrd
ating maturitatea sexuali mai repede decat cei din arealul natural. Sunt necesare
insd studii suplimentare privitoare la capacitatea acestor spermatozoizi de a
suferi o reactie acrozomald normala.
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. STUDII PRIVIND DISTRIBUTIA ;
~ GLICOZAMINOGLICANILOR IN CORNEEA DE PORC

MARIA CALOIANU*, LUCIA MOLDOVAN*, OTILIA ZARNESCU**

In most mammalian and avian cornea two distinct types of proteoglycans are present: one
type containing keratan sulfate chains (KS), also named lumican, and the other type consti-
tuted of dermatan sulfate (DS) and chondroitin sulfate (CS) chains known as decorin. We

" have studied the distribution of glycosaminoglycans within the porcine corneal stroma lay-
ers by specific histochemical methods. Tissues processed for light microscopy were stained
by Ruthenium Red and Alcian Blue in the presence of MgCL, after keratanase, chondroitin-
ase AC and chondroitinase B enzymic digestion. The results obtained by microscopic
examination revealed in the anterior (epithelial) zone of the stroma and in the posterior
(endothelial) side of the stroma a high amount of glycosaminoglycans, uniformly distrib-
uted, unlike the middle zone of the stroma where glycosaminoglycan concentration was
lower. We have also observed that the amount of keratan sulfate was higher in the anterior
and the posterior thirds of the stroma, whereas dermatan sulfate and chondroitin
sulfate were present in high concentrations towards the posterior zone (above Descemet
membrane).

Glicozaminoglicanii (GAG) sunt heteropolimeri glucidici liniari, formati

. din unitati dizaharidice repetitive (in general, o hexoz3 aminati si un acid uro-

nic) sulfatate in diverse pozitii.
Proprietétile fizice, chimice si biologice ale glicozaminoglicanilor sunt

determinate de inalta lor reactivitate, conferiti de caracterul de polianioniti
~ puternici. Deoarece aceste macromolecule au o importanti fundamental¥ in
- multe domenii ale cercetdrii biomedicale, analiza lor histochimici cu ajutorul
- colorantilor cationici este larg aplicatd (1), (2), (3).

. Cele mai multe studii histochimice privind distributia glicozaminogli-

: cénilor in tesuturi folosesc urmatorii coloranti cationici: albastru alcian dizolvat
- In'solutii cu diferite pH-uri (4), cupromeronic blue (5), cuprolinic blue (6) si

diamine de fier (7). Aceste metode de colorare s-au dovedit a fi ineficiente pentru

. Vizualizarea tuturor tipurilor de glicozaminoglicani si, mai ales, in cazurile in
| care ei se gisesc in cantitate mic in diferitele structuri histologice.

In tesuturi, glicozaminoglicanii se gisesc sub formi de proteoglicani,

' numdrul lanturilor de glicozaminoglicani variind intre 1 §i 100. in comeea celor

mai multe mamifere si pasiri sunt prezente doui tipuri distincte de proteogli-

~ cani: unul care contine lanturi de keratan sulfat (K'S), denumit si lumican, si altul

8t cerc. biol,, Seria biol. anim., t. 49, nr. 1, p. 35-39, Bucuresti, 1997




36 Maria Caloianu et al. ’ 2

constituit din lanturi de dermatan sulfat (DS) si condroitin sulfat (CS), cunoscut ca
decorina.

_ A ‘Scopul prezentei lucrdri a fost 1dent1ﬁcarea si localizarea in microscopie
optlca a glicozaminoglicanilor din corneea de pore prin dou metode de colorare
specifice, una cu rosu de ruteniu si alta cu albastru alcian dupd tratarea sectiunilor
de tesuf cu enzime. specifice.

MATERIAL $I METODA .

Comeile de porc au fost proclirate de la abatorul B\icuresti Fragmente din;
tesuturile prelevate imediat dupd sacrificarea ammalelor au fost procesate
vederea analiz3rii in microscopie optica.

Pentru evidentierea gllcozammogllcamlor am utilizat doua metode: o me{ -
todd de colorare specifici cu rosu de ruteniu modificati (8) si o metod3 de colo-§ ‘
rare cu albastru alcian dupd digestia cu enzime specifice. ‘

"Metoda cu rosu de ruteniu

Fragmentele de tesut au fost fixate intr-o solutie de glutaraldehida 2,5% i}
tampon cacodilat de sodiu 0,1 M, pH 7 4 continind rosu de ruteniu 0,3%. Dup
spilarea probelor de 3 ori, cite 15 minute cu solutie de tampon cacodilat' d
sodiu 0,1 M, pH 7,4, deshidratare in alcool, clarificare in toluen si includere 1
parafina, probele s-au examinat la microscopul optic.

&

Metoda digestiei enzimatice.
1. Digestia cu condroitinazd AC
Sectiunile de tesut cornean au fost incubate timp de 3 ore, la 37°C intr-o
solutie de condroitinazi AC 2U/ml in tampon Tris-HCI 0 ,0001 M, pH 8 0
cont;mand acetat de sodiu 6 pumol/ml, BSA 20 pg/ml, (EDTA)Na, 2 umol/ml
PMSF(fluoruri de fenil metan sulfonil) 1 pmol/ml si pepstatin 0,07 pmol/ml,

Colorarea sectiunilor astfel tratate s-a facut cu o solutie de albastru alcian 0,05%
in tampon acetat 0,2 M, pH 5,8 continand MgCl, 0,5 M. ’

2. Dlgestza cu condromnaza B

~ Inainte de colorare cu albastru alcian in tampon acetat contlnand MgCl
0 5M, sectlunlle au fost imersate intr-o solutie de condroitinaza B (2U/ml),Flg {—

Evidentierea glicozaminoglicanilor in straturile stromei corneene pri
e prin color:
continand aceiasi reactivi ca si solutia de condroitinaza AC, timp de 3 ore, la 25°C. P are et rost

de ruteniu. Toti glicozaminoglicanii apar colorati in rogu.
EP — epiteliu; S — stroma; EN — endoteliu.




Fig. 2 — Evidentierea glicozaminoglicanilor in straturile stromei corneene prin colorare cu albas-
tru alcian in prezentd de MgCly 0,9 M (martori). Aceleasi sectiuni au fost incubate in prezentd de
keratanaza Inaintea colorarii cu albastru alcian.

A — regiunea anterioar3 a stromei (epiteliu) — martor; B — regiunea anterioars a stromei
(epiteliu) — dupd digestia cu keratanazi; C — regiunea de mijloc a stromei — martor; D — regiu-
nea de mijloc a stromei — dupd digestia cu keratanazi; E — regiunea posterioard a stromei
(endoteliu) — martor; F — regiunea posterioard a stromei (endoteliu) — dupa digestia cu

' keratanaza.




Fig. 3 — Evidentierea glicozaminoglicanilor in straturile stromei corneene prin colorare cu albas-
tru alcian in prezentd de MgCly 0,5 M (martori). Aceleasi sectiuni au fost incubate in prezentd de
condroitinazi B inaintea colorérii cu albastru alcian.

A — regiunea anterioar3 a stromei (epiteliuv) — martor; B — regiunea anterioard a stromei
(epiteliu) — dupi digestia cu condroitinaza B; C — regiunea de mijloc a stromei —— martor;
D — regiunea de mijloc a stromei — dup3 digestia cu condroitinazd B; E — regiunea posterioard
a stromei (endoteliu) — martor; F — regiunea posterioard a stromei (endoteliu) — dupd digestia

‘ . cu condroitinaza B.
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* tin/dermatan sulfat (PG—CS/DS).
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3. Digestia cu keratanazd

w

Sectiunile au fost incubate intr-o solutie continind keratanazi (1U/ml) si
reactivil prezentati mai sus, timp de 3 ore, la 37°C. Apoi, acestea s-au colorat cu
albastru alcian in prezentd de MgCl, 0,9 M.

Ca probe martor pentru cele trei tipuri de experimente de digestie enzima-
tica s-au folosit sectiuni care au fost incubate in solutia tampon fir3 enzime, in
conditii de temperatura si de timp identice.

REZULTATE §I DISCUTII

Corneea reprezintd un tesut avascular si transparent cu o structurd unici,
relativ simpla si cuprinde cinci straturi: epiteliul pluristratificat, stratul Bowman,
stroma, membrana Descemet si endoteliul.

Remarcabilele proprietiti fizice ale corneei sunt rezultatul direct al unicei

compozitii biochimice §i organizirii ultrastructurale fine ale matricei sale extra-

celulare reprezentatd de stroma cornean3. Aceasta este constituits, in principal,
din lamele de fibrile de colagen, dispuse paralel cu suprafata stromei, inconju-
rate de o matrice polianionicd de proteoglicani. In functie de lanturile de gli-
cozaminoglicani pe care-i contin, proteoglicanii din cornee sunt de doui tipuri:
proteoglicani de tip keratan sulfat (PG—KS) si proteoglicani de tip condroi-

Distributia glicozaminoglicanilor in tesuturi coreene s-a evidentiat prin
tehnici histochimice care folosesc difersi coloranti cationici. Glicozaminogli-
canii interactioneazd specific cu cplorantn cationici in prezenta electrolitilor, la
0 anumit3 concentratie de eleétrolit, der}umlta concentratie criticd. Noi am studiat
distributia gllcozammoghcamlor corneeni — keratan sulfat, dermatan sulfat gi

- condroitin sulfat — folosind doi coloranti cationici specifici: rosu de ruteniu si

albastru alcian. In sectiunile examinate dup3 colorarea cu rosu de ruteniu, care

- s-a addugat in solutia de fixare, glicozaminoglicanii apar colorati in rosu.

Se observa ca glicozaminoglicanii nu sunt uniform distribuiti in toat3 stro-

~ ma corneei de porc; ei apar in cantitate mare in regiunea de ling3 epiteliu si in

cea de langa endoteliu si in cantitate mai redusd in zona de mijloc (fig. 1).

- Aceste observatii sunt in concordant cu cele ale lui Scott care a determinat nu-
marul total de proteoglicani (atit de tip keratan sulfat, cat si de tip condroitin -
- sulfat/dermatan sulfat) din cele trei straturi ale stromei corneei de iepure si care

- este de 145 in regiunea de 1ang3 epiteliu, 32 in regiunea centrald si 95 in regiu-

- nea de langd endoteliu (9).

Pentru identificarea glicozaminoglicanilor corneeni individuali, sectiunile

. de tesut au fost tratate cu enzime specifice: condroitinazi AC, condroitinazi B
- si keratanazi, care degradeazi condroitin sulfatul, dermatan sulfatul si, respec-
 tiv, keratan sulfatul. Fragmentele de tesut tratate enzimatic au fost colorate cu
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albastru alcxan in prezenta electrolitului MgCl,, la o concentratie critic de elec
trolit de 0,5 M pentru condroitin sulfat si dermatan sulfat si de 0,9 M pentr
keratan sulfat. Sectiunile martorului apar colorate in albastru (fig. 2A, 2C, 2E)

‘5
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(fig. 3A, 3C, 3E), iar la cele tratate cu enzime specifice (fig. 2B, 2D, 2F), (fig .10. ANSTH A., Exp. Eye Res., 196 (1): 25, 1961.

3B, 3D, 3F) intensitatea culorii variazi in functie de cantitatea de glicozamino.
glicani.
Digestia cu keratanaz3 a evidentiat ca regiunea inferioari si cea superioar;
a corneei prezinta o afinitate moderata fati de colorant, in timp ce stroma medi
and se coloreazi similar cu martorul (fig. 2). In cazul digestiei cu condroitinazi B
toate cele trei regiuni ale corneei sunt slab colorate de colorantul cationic, ce;
mai putin colorat3 fiind regiunea stromei de langad endoteliu (fig. 3). Coloratj
asemdndtoare s-au obtinut si la sectiunile tratate cu condroitinazi AC. i
Aceste rezultate arati c3, in corneea de porc, glicozaminoglicanul keratan
sulfat apare in cantitate mare in regiunea stromei de langa epiteliu si in'cea inve.
cinatd endoteliului si in cantitate redus3 in stroma ml_]locne in timp ce, dermatan
sulfatul i condroitin sulfatul apar in concentratii mai mari in regiunea posterx
oard a stromei (deasupra membranei Descemet). |
Studii anterioare privind variatia raportului KS:CS/DS in diferite tesuturi
corneene au ardtat cd distributia glicozaminoglicanilor in straturile strome
corneei nu este pe deplin elucidati. Primele observatii, ficute pe cornee bovma
au evidentiat o crestere a raportului KS:CS/DS in regiunea stromei de langa epl'
teliu (10). Rezultatele ulterioare, bazate pe determiniri biochimice si electro[
nomicroscopice folosind cornei bovine si cornei de rechin, au demonstrat ca;
raportul KS:DS este mare in regiunea stromei de lang3 endoteliu (11), (12). |
Diferentele privind raportul cantitativ KS:CS/DS, ca si localizarea lor
structurald si ultrastructurald au fost corelate cu grosmlle stromelor dlferltelor
tesuturi corneene. S-a observat ¢, odati cu mirirea grosimii corneei are loc ¢
crestere a rapoxtulul KS:CS/DS. Aceast3 constatare este in acord cu ipoteza ,,llpl
sei de oxigen” care sustine ci in corneele mai groase, in care oxigenul si nutriJ
entii difuzeazi mai greu, sinteza de dermatan sulfat/condroitin sulfat este inlo-
cuitd cu sinteza de keratan sulfat, aceasta din urmi putand avea loc si in prezenta:
unor cantitéti reduse de oxigen (13).
Studiile intreprinse de noi in prezenta lucrare demonstreazi ci, in stroms
comeei de pore, raportul KS:CS/DS este mai mare in regiunea de lang3 epiteliu.|

[
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. COMPORTAMENTUL CITOSCHELETULUI ACTINIC
IN FENOMENUL DE HEMADSORBTIE LA CELULELE
LINIEI VERO INFECTATE CU VIRUS RUJEOLOS

VIORICA MANOLACHE, MARIANA ORASANU, NICOLETA TELETIN,
MARIANA GALESANU, VALERIA CLUCERESCU, LILIANA BABES

The actin cytoskeleton in VERO cells infected with measles virus and in erythrocytes in
contact with these cells in HAD + phenomenon were studied.

Both infected cells and erythrocytes present long and thin protrusions. The erythrocytes
come in touch by actin thin cytoplasmatic bridges.

S-a urmdrit fenomenul de hemadsorbtie (HAD) din punct de vedere al
citoscheletului actinic, cunoscut ca fiind propriu unor virusuri posesoare de
hemaglutinind in invelisul lor. Hemaglutinina prezinti o mare afinitate pentru
hematii. Celulele infectate cu virus rujeolos exprimd pe suprafata lor aceasti
proteina si fixeazi globulele rosii de maimutd in diferite puncte de pe suprafata
membranei lor.

in lucrarea de fatd, ne-a interesat in mod special comportamentul citosche-
letului actinic in mecanismul de ancorare al hematiilor la celulele infectate cu
virus rujeolos in fenomenul de hemadsorbtie.

MATERIAL SI METODA

Linia VERO (green monkey renal cells) a fost cultivati in MEM (minimal
essential medium) cu 5% ser foetal. Cultura a fost mentinutd in mediu Eagle cu
1% ser foetal. '

Virusul rujeolos silbatic, tulpina Edmonston B, a fost mentinut pe VERO.
Culturile au fost inoculate cu virus atunci cand au format monostrat confluent
(1a 48 de ore).

Hematiile de cercopitec au fost conservate in solutie Alsever (1:2). La uti- -
lizare, solutia se centrifugheazi si din sedimentul de hematii se face o solutie de
0,5% in mediu Eagle f3ri ser foetal. Aceasti solutie de hematii se adaugs in cul-
turd inoculatd cu virus rujeolos. Se lasi 30 minute la 4°C, dupd care se spald
suprafata culturii cu tampon fosfat. La celulele liniei VERO aflate in confluents,
inoculate cu virus rujeolos, se adaugi la instalarea ECP-ului pe monostrat sus-
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pensia de hematii de cercopitec, singurele hematii cu care virusul rujeolos da
_reactie HAD+.

Vizualizarea filamentelor de actina F

Celulele au fost cultivate pe lamele plasate in placi LINBRO (diametru 7
cm), spalate cu tampon fosfat, fixate 15 minute in paraformaldehida 3,8%,
spalate din nou cu tampon fosfat §i permeabilizate cu Tween X-100 0,15%, timp
de 4 minute. Celulele au fost spalate si colorate cu conjugatul phalloidina-FITC
(Sigma) in care au fost incubate 30 de minute la temperatura camerei si la
intuneric. Lamelele au fost apoi montate in ulei de cedru i observate in epifluo-
rescentd la microscopul LEITZ-LABOR LUX S (pentru care mulfumim dr. Dan
Ionescu). Fotografiile au fost facute pe film Agfapan-700.

REZULTATE §I DISCUTII

Patrunderea virusului in celuld si apoi exprimarea la suprafata acestei celu-
le a unor proteine virale printre care si hemaglutina determin3 un fenomen de
HAD-+. Hematiile se fixeaz3 astfel in numar mare pe celulele epiteliale ale liniei
VERO. .

Celulele liniei VERO etalate in monostrat confluent prezinta citoscheletul
actinic format din fibre de actind bine vizibile, orientate in toate directiile si
ancorate cu unul din capete la periferie, alcituind adevirate ,.fibre de stres”
(fig. 1). In unele zone, sub influenta virusului celulele incep s se desprindi, se
rotunjesc, isi retrag dispozitivele de aderent3 la sticld, sau mai raman prinse doar
prin filamente subtiri emise de celuld (fig. 2). In interiorul lor actina nu mai
apare organizata in fibre de stres, doar foarte rar, in unele celule se mai disting
resturi din aceste fibre. In general, actina apare difuz3, fin granulari sau dispusi
in blocuri la periferia celulelor (fig. 3).

Hematiile sunt mult mai mici, de regula globuloase. Actina este concen-
tratd intr-un inel periferic cunoscut sub denumirea de cortex, iar in centru este
fin granulari (fig. 4). Hematiile emit prelungiri, uneori mai groase, alteori mai
fine, aciculare cu care se fixeazi de celulele VERO (fig. 4, 5). Sunt celule pe
care se afld mai multe hematii (fig. 6), dupd cum se observa cazuri in care, o

- hematie se ancoreaza prin prelungiri aciculare fine de doui celule epiteliale
(fig. 5). Se remarc3 insd si un fenomen mai deosebit in unele zone unde se gi-

sesc mai multe hematii apropiate, unde acestea emit prelungiri prin care ,,parcd”

s-ar lega unele de altele (fig. 5).

In ceea ce priveste fenomenul de HAD, tehnica de evidentiere a actinei a
scos la iveald cateva observatii inedite. Dispozitia actinei in celulele liniei
VERO este cunoscuti (3) i nu ne-a mai concentrat atentia. Preocuparea noastra
s-a indreptat asupra modului de fixare a hematiilor pe celulele infectate cu virus
rujeolos.
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Fig. 1 — Celule epiteliale VERO — martor, monostrat confluent.

Fig. 2 — Celule VERO infectate cu virus rujeolos. Se remarci celule cu citoschelet normal dar si
cu zone de citoschelet degradat. '

Fig. 3 — Celule VERO infectate cu virus rujeolos. Se distinge prezenta actinei F fragmentati in

‘ blocuri la periferia celulei. ‘
Fig. 4 — Hematie ancorati de prelungirea unei celule VERO infectati cu virus rujeolos.
Fig. 5 — Hematie care prinde in acelasi timp mai multe celule VERO; aceste celule trimit spre
eritrocite prelungiri fine citoplasmatice.

Fig. 6 — Lany de eritrocite fixate pe celulele VERO infectate cu virus rujeolos. intre hematii se

observa prelungiri citoplasmatice.
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~ Se stie din literaturd ci numai celulele infectate hemadsorb, deoarece ele

prezint3 la suprafata membranei lor hemaglutinina virald. Zonele de contact din-
tre eritrocite si celulele infectate au fost studiate in microscopia electronicd de
transmisie (TEM) si scaning (SEM) pentru virusul urlian (4, 5). in special, in
TEM, eritrocitele emit si ele prelungiri care se insinueazd printre protruziile
celulelor infectate. in TEM, de altfel, eritrocitele au forme contorsionate, in
timp ce in SEM apar cu contur neted. Zonele de contact intre celule §i hematii
apar net marcate atunci cand se foloseste marcajul cu peroxidazi; ele sunt arii
ferm circumscrise de pe proeminentele mari ale suprafetei celulare si ultrastruc-
tura acestor zone ale plasmalemei este intotdeauna modificata specific.

in infectia cu virus rujeolos s-au studiat, de asemenea, contactele dintre
hematii si celulele infectate, in special cele sincitiale gigantice (2, 6). Este
descrisd dinamica hematiilor pe suprafata acestor celule sincitiale unde hemati-
ile apar la scurt timp post-infectie plasate pe centrul celulelor gigantice, iar cu
timpul, se deplaseazi spre margine (SEM). Locurile de contact in TEM apar
liniare si la nivelul lor plasmalema este usor modificats, dublata la exterior de
un material fin, granular.

Studiul acestor contacte, din punctul de vedere al citoscheletului actmlc
confirm3 observatiile dupd care ambele celule emit protruzu fine una spre
cealalta (1).

CONCLUZII

, In fenomenul de HAD:

1. Atat hematiile cat si celulele infectate cu virus rujeolos emit fine si
numeroase prelungiri, alcituind dispozitive de prindere.

2. O hematie se poate lega de mai multe celule infectate prin punti fine
aciculare.

3. O cwlula infectta poate prinde mai multe hematii.

4. Cand hematiile sunt apropiate, se prind intre ele prin punti fine citoplas-
matice in care se afla actina.
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ACTIUNEA MERCURULUI ASUPRA RINICHIULUI,
MANTALEI SI BRANHIEI LA ANODONTA CYGNAEA
" PISCINALIS (NILSSON)

VIORICA MANOLACHE, MARIA NASTASESCU, C. TESIO, OTILIA ZARNESCU

Branchiae, mantle and kidney of Anodonta cygnaea piscinalis (Lamelli branchiata)
were subject to optical microscopic investigation in normal conditions and when
intoxicated with mercury chloride.

The most significant changes were recorded in kidney and in the cells and fibrils of
the conjunctive tissues around the mentioned organs.

Cercetdrile efectuate la diferite specii de lamelibranchiate au demonstrat
cd aceste animale acumuleazi mari cantititi de metale grele din mediul incon-
Jurdtor. Dintre acestea mercurul a fost mai putin studiat (15). A fost cercetats in
special actiunea cadmiului, zincului, cuprului, manganului (4, 5, 6, 12). Specia

Anodonta cygnaea piscinalis s-a dovedit uneori destul de sensibil3 la doze mici

de clorurd mercuric3, fapt ev1dent;1at prin modificdrile produse asupra tubului
digestiv si gonadelor (10, 12, 17). In lucrarea de fatd am cercetat efectul mercurului
asupra rinichiului, mantalei i branhiilor la specia Anodonta cygnaea piscinalis.

MATERIAL $I METODA

Exemplare de Anodonta cygnaea piscinalis au fost disecate si s-au prelevat
branhiile, mantaua si rinichiul, care au fost folosite ca martor pentru cercetiri
histologice.

Alte exemplare au fost supuse intoxicirii cu clorurd mercurici in concen-
tratie de 5 ug/l, timp de 4 zile, dup care s-au facut sacrificirile si s-au prelevat
aceleasi organe. Piesele au fost fixate cu fixator Bouin si formol calcic. Sectiu-
nile au fost colorate cu tehnici histologice si histochimice curente (hemalaun-
eritrozind, Azan si PAS).

REZULTATE

Observatiile noastre asupra structurii rinichiului la Anodonta cygnaea pisci-
nalis in microscopie opticd au evidentiat aspecte asemanitoare cu cele descrise
la specia tip (7).
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Astfel, rinichiul la Anodonta cygnaea piscinalis se compune din palnia peri-
cardiald sau nefrostom, care se deschide in pericard, urmeaza canalul reno-peri-
cardic si apoi parenchimul renal, format din numeroase anse epiteliale care se

¥ . deschid prin porul genital sau uro-genital, in cavitatea paleald. ntre ansele epi-

teliale se afli tesut conjunctiv bogat vascularizat in care se disting numeroase
amibocite. Tesutul conjunctiv dintre falduri contine de asemenea si numeroase
fibre musculare. Ansele au celule prismatice cu cili la polul apical, iar in cito-
| plasma, concretiuni de culoare neagrd. Nucleul prezintd cromatina uniform
repartizatd, iar nucleoul evident. Printre aceste celule se pot intlni si celule care
prezintd incluzii in citoplasma lor. Concretiunile sunt foarte numeroase in
lumenul faldurilor epiteliale unde au fost exocitate din celule. Uneori se remarci
infiltrarea de amibocite in celulele epiteliale ale anselor rinichiului (fig. 1).

Doza de 5 pg/l/4 zile produce dezorganizarea epiteliului anselor rinichiu-
lui. Celulele apar, uneori, desprinse de epiteliu, alteori rimén integrate in acesta
dar in acest caz, nucleul este picnotic. Citoplasma celulelor se remarci, la anu-
mite exemplare, vacuolizats, iar mercurul se acumuleazi in cantitate mare in
tuburile renale (fig. 2).

- Membrana bazala care inconjoar3 epiteliul renal apare mai ingrosati, fapt
remarcat, in special, in reactia PAS.

iar cantitatea de fibre de colagen pe alocuri este mai mare, consecinta fireasca a
intoxicarii cu mercur. Amibocitele sunt de asemenea in numar mai mare decét la
i martor.
| ' Mantaua la Anodonta cygnaea este ciptusitd de un epiteliu paleal care
' ma1g1ne§te cavitatea mantalei §i un epiteliu extrapaleal care fateteazi cavitatea
dintre manta si cochilie.

Epiteliul este unistratificat constituit din celule prismatice previzute cu cili
printre care se gisesc intercalate celule mucoase. Celulele sunt mai joase citre
cei doi poli ai mantalei, iar spre mijloc, mai inalte. Sub epiteliu exist3 tesut con-
junctiv cu amibocite, vase limfatice §i muschi cu orientare diferit3 (fig. 3).

' La exemplarele tratate cu doza de 5 pg/l/4 zile, se observa epiteliul man-
- talei mai afectat dect la alte doze, chiar la o expunere mai indelungati.
. Se remarci astfel, in multe portiuni, celule complet distruse, iar in altele la
care uneori se mai pistreazi integralitatea celulei, nuclei picnotici. in multe dis-
par cilii. Celulele mucoase nu se mai remarcd, fiind evidente doar dare de
mucus la suprafata epiteliului mantalei. Tesutul conjunctiv este si el afectat de
intoxicatia cu mercur ca si amibocitele din interiorul acestuia (fig. 4).

Branhia la Anodonta cygnaea are forma literei W, cu un epiteliu unistrati-
ficat constituit din celule cilindrice ciliate. Nucleul celulelor este situat central,
ovoid si cromatic. Uneori printre celulele ciliate se constatd si celule mucoase

(fig. 5).

‘ i In tesutul conjunctiv am observat picnoza nucleilor celulelor conJunctlve

Actiunea Hg la Anodonta cygnaea
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Fig. 1 — Anodonta cygnaea piscinalis — rinichi — martor.

Fig, 2 — Anodonta cygnaea piscinalis — rinichi — intoxicare — 5 pg HgCL/1-4 zile.
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La doza de 5 pg/l/4 zile se constatd cd epiteliul branhial este destul de
putin afectat. Totusi, in diferite zone s-a observat ci epiteliul este distrus. in
zonele in care s-au mai pastrat celule, s-a remarcat picnoza nucleilor (fig. 6).

DISCUTII

Cercetdrile noastre realizate la Anodonta cygnaea piscinalis asupra struc-
turii unor organe diferite (rinichi, branhii, manta) completeazi si confirma unele
date din literaturd efectuate in microscopia fotonicad sau electronica la Lamelli-
branchiate de apd dulce si marine (2, 3, 7, 8). '

Reactivitatea tisulard a rinichiului, branhiilor si mantalei sub influenta
poluantilor este diferitd. Dintre acestea, cel mai afectat este rinichiul care, este
considerat organ de stocare pentru multe metale (6) sau organ ,tints” (14).

Influenta Hg asupra rlmchlulul mantalei si branhiilor nu a mai fost cer-
cetatd la molustele bivalve. :

in ceea ce priveste rinichiul, se mentioneazi in literaturi la molustele ac-
vatice, corelatia dintre concretiunile minerale din celulele faldurilor rinichiului
si prezenta metalelor grele (8). La nevertebratele marine concretiunile pot avea
rol in detoxifierea si excretia metalelor din celule. Mauri (11), la rinichiul de
Donax trunculus a observat formarea granulatilor sub influenta manganului, dar
si a altor factori: anotimp, sex, temperatura, iar Doyle (3) sub influenta salini-
tatii si a ciclului reproducator. :

La specia Donacilla cornea s-a mentionat acumularea de Cu si Cd in
celulele renale (13).

In intoxicatiile cu HgCl, am constatat, ca si autorii mentionati mai sus,
acumularea de granulatii atat in celulele rinichiului, cat si in tesutul conjunctiv
si amibocite.

Celulele mantalei reactioneaza in general prin modificari ale mucocitelor.

In intoxicatiile cu Pb la Viviparus viviparus (Gasteropoda), Benedetti si
col. (1) a observat cresterea cantititii de mucus sub influenta plumbului; la
Physa integra (15) s-a remarcat sub influenta Cd si Hg, iar la Mytilus edulis (16)
sub influenta Cu, Cd. Tot la epiteliul mantalei s-a observat si marirea numarului
granulocitelor (16), asa cum am remarcat $i noi. '

Cantitatea mare de mucus produsd de celulele mucoase sub influenta Hg la
Anodonta, poate fi considerat3 ca o reactie de aparare impotriva poluantului.

Influenta Hg asupra branhiilor la Anodonta nu a fost studiati. S-au realizat
cercetdri la aceeasi specie in intoxicarea cu Fe §i Mn (9). Am constatat cd sub
actiunea clorurii mercurice se distrug la Anodonta unele portiuni ale epiteliului
branhial, dar in general branhia este putin afectati.

in cazul intoxicirii cu Hg la tesuturile studiate de la Anodonta cygnaea

 piscinalis am observat pe 1ang3 modificarea pronuntata a structurii epiteliilor si
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acumularea macrofagelor in fesutul conjunctiv din jurul faldurilor epiteliale ale
rinichiului, din jurul branhiilor sau mantalei. Uneori acestea erau prezente printre
celulele epiteliale.

Astfel, admitem si noi ca si alti autori ci metalele grele se acumuleazi in
amibocite si aceste celule transportd compusii respectivi prin circulatia sanguina

in mediul inconjurator (4, 14).

Observatiile noastre concorda cu datele dm literaturd dupd care amiboci-
tele la nevertebrate au rol in bioacumulare si detoxifiere.
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MEMBRANELE DE COLAGEN — SUBSTRAT
PENTRU CELULELE EPITELIALE IN VITRO

J
[ o .
1y
il ' LUCIA MOLDOVAN*, MARIA CALOIANU*, OTILIA ZARNESCU**

We have investigated the possibility to use type I collagen membranes as substrate for
epithelial cell growth in vitro. Type I collagen was obtained from bovine corneas using a
| : | method with pepsin and was purified by precipitation with sodium chloride. In order to
: i . . : characterize the obtained collagen solution some biochemical determinations were per-
e | . formed. The epithelial cells cultured on type I collagen membranes for 48 and 72 h are dis-
) posed as a monolayer on their surface. Cells were either round or oval, having a nucleus
Lo : ’ with granulous chromatin. Our results demonstrated that corneal collagen membranes repre-
‘ ' sent good substrates for epithelial cell adhesion and proliferation.

“ J - Cercetdrile ultimilor ani au demonstrat ci interactiunea dintre celule si
i : : ‘ : : colagen este capabild sd influenteze fundamental comportamentul celular: s
activeze sau sa inhibe diviziunea celulelor, sd determine diferentierea lor si si
retroinhibe insasi sinteza colagenului (1), (2). Fiecare tip de lant o din structura
moleculei de colagen are rol specific, deoarece fiecare poartd unul sau mai
multe mesaje destinate diferitelor tipuri de celule sau chiar diferitelor etape ale
dezvoltarii unui tip celular (3).

Pe baza acestor observatii unele studii in vitro au ardtat ca diferite sub-
{ strate solide de colagen extras din tesuturi conjunctive, testate in culturi celulare
au avut o influentd semnificativd asupra morfolog1e1 si proliferarii celulare
(4), ©5).
1. ; o Scopul prezentei lucrari a fost izolarea si purificarea colagenului tip I din

. _ , : cornee bovind precum si testarea acestuia sub form3 de¢ membrane ca substrat
l pentru celulele epiteliale din rinichi de vitel.

i ' 3 : | . MATERIAL §I METODA

1. ‘ 5 Prepararea membranelor de colagen

‘ Tipul I de colagen utilizat pentru obtinerea de membrane a fost preparat
| din cornei bovine printr-un procedeu enzimatic, folosind pepsind in mediu de
| . . ; acid acetic (6).

| ' . : Pentru solutia obtinutd s-a determinat continutul de colagen prin dozarea
. 3. hidroxiprolinei dupd metoda Woessner modificatd (7) si continutul in hexoza-
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mine dupd metoda Elson-Morgan (8). De asemenea, colagenul obtinut a fost
caracterizat prin electroforezi in gel de SDS:-poliacrilamida 7,5% dupa metoda

Laemmli modificata (9). \
Solutia de colagen tip I s-a diluat la concentratia de 0,4%, s-a dializat fatd

v « e Nt ° .
de apa d.1s't11ata 31 s-a uscat la 35 C: S'-.au obtinut membrane transparente care au Fig. 1— Electroforeza in gel de SDS — poliacril-
fost sterilizate prin expunere la radiatii y. ' amids a colagenului:

. . ‘ (a) tip I din tendonul cozii de gobolan.
Cultivarea celulelor ' (b) tip I din cornee de bovini.

S-a folosit o culturd de celule epiteliale din rinichi de vitel, in mediu MEM
1 continand 10% ser fetal bovin. Membranele de colagen tip I au fost mentinute in o
I : cultur la temperatura de 37°C, timp de 48 h si, respectiv, 72 h. y

[ Examinarea histologica

o Pentru microscopie opticd, membranele au fost fixate in Bouin continind
I ' ~ 20% DMSO, deshidratate, clarificate si incluse in parafind. Sectiunile tdiate la
i) ‘ microtom (7 ) au fost colorate prin metoda von Gieson.

REZULTATE $I-DISCUTII

Pentru realizarea de substrate solide pentru celule epiteliale s-a folosit o
solutie de colagen tip I extras din cornei bovine care a fost reconstituitd sub
forma de membrane transparente cu o grosime de 70 um. ‘

Tipul I de colagen care reprezintd mai mult de 60% din totalul colagenilor : i
corneeni este implicat direct in procese privind dezvoltarea §i mentinerea trans-

* parentei corneei. Izolarea acestui tip de colagen din comei bovine s-a realizat
printr-o metodd enzimatica, iar purificarea s-a facut prin precipitari succesive cu

) clorurd de sodiu. S-a obtinut, astfel, o solutie de colagen tip I de concentratie
0,8% si un continut in colagen de 96% (tabelul nr. 1). Datele prezentate in tabel

X . o _ k Tabelul nr. 1

Determindri analitice pentru colagenul tip I extras din cornei bovine

. Determinarea ‘ Valoarea

Hidroxiprolina (%) B ' 10,1

! ‘ Colagen (%) ‘ 92 Fig. 2 — Imagine de microscopie optic# a unei membrane de colagen, mentinuta in mediul de culiurs,
| Hexoze aminate (%) 0,8 ; _ fara celule.
f Greutate moleculard medie ‘ 310.000 D i

arat3 ci solutia de colagen tip I, obtinutd de noi, prezint3 caracteristici biochi-
mice si structurale aseman3toare colagenului nativ. Puritatea colagenului obtinut
s-a determinat si prin electroforezi in gel de SDS — poliacrilamid3 folosind ca
probi etalon colagenul tip I din tendonul cozii de gobolan (fig. 1). Se observa ca




Fig. 3 — Imagine de microsco-

pie opticd a celulelor epiteliale

cultivate pe 0 membrani de cola-
gen, timp de 48 h.

i

Fig. 4 — Imagine de microscopie optici a celulelor epiteliale cultivate pe o membrané de colagen, timp de 72 h.
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atét lanturile al(I) si 0.2(I) cat i dimerii P au migrat in aceleasi pozitii cu cele
ale lanturilor probei de referinta.

Membranele obtinute prin uscarea la 37°C a unei soluiii de colagen cu o
concentratie de 0,4% au fost sterilizate prin expunere la radiatii y, la o dozi de
15 kGy. Studiile noastre anterioare privind dozele de radiatii y necesare steri-
lizdrii preparatelor colagenice solide, au demonstrat ci doza de 15 kGy este
suficientd pentru a asigura sterilitatea lor si nu le produce efecte de degradare
structurala (10).

fn vederea investigirii efectului membranelor de colagen asupra celulelor,
am folosit o culturd de celule epiteliale din rinichi de vitel care au fost menginute
in prezenta substratului colagenic timp de 48 h si, respectiv, 72 h.

Examinarea histologicd a evidentiat ¢4 in culturs, membranele de colagen
(fig. 2) pot reprezenta substrate pentru celuld. Observatiile noastre au demon-
strat i celulele epiteliale renale formeazid un monostrat celular pe suprafata
membranei atit dup¥ 48 h cAt si dupd 72 h de cultivare (fig. 3, fig. 4). Aceste
celule prezintd un aspect normal §i se caracterizeazi printr-un nucleu rotund sau
oval care contine cromatind granulard. Contactul strans dintre stratul celular si
membrand a fost demonstrat si prin faptul ¢ acésta a fost menfinut pe tot par-
cursul protocolului de includere in parafing. '

Studii anterioare au aritat ¢ anumiti parametri fizici ai substratelor celu-
lare cum sunt: gradul de hidrofobicitate, de hidrofilicitate, continutul de ap3 pre-
cum §i Tncrcarea ionicd la suprafata lor, pot sd modifice comportarea celulard.
Moleculele de colagen sunt cunoscute (11), (12), c& leagd o cantitate mare de
apd §i prezintii pe suprafata lor sarcini pozitive care alterneaza cu cele negative.
fn plus, colagenii prezintd proprieti biologice specifice precum implicarea in
adeziunea celulard, . ,

Rezultatele obtinute de noi demonstreazi cd membranele de colagen tip I
cornean reprezintd substrate adecvate pentru adeziunea celulelor epiteliale
in vitro.

‘ BIBLIOGRAFIE

1, GAIL ¥, LECHAIN J. P., DENEFLE J. P, Biol. Cell, 72 149, 1991.
2. GILLERY P., LEPERRE A., CONSTRY F., BOREL J. P., FEBS Lett., 296, 1992.
'3, BOREL J. P, MONBOISE 1. C., C. R. Soc. Biol., 187: 124, 1993.

4, HULMES D. 1., BRUNS R. R., GROSS J., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 80: 388, 1983.

5. NEGROIU G., MIRANCEA N., MIRANCEA D., OANCEA A., MOLDOVAN L., Rev. roum.
Biochim., 29 (1): 23-28, 1992. _

6. MOLDOVAN L., OANCEA A,, TURCU D, ZARNESCU 0., Rev. roum. Biol,, Biol. Anim.,
39 (1): 65-68, 1994.




56

Lucia Moldovan et al, - 4 ’

[T |
(i 7. NEGROIU G., MOLDOVAN L. ’
| T o MoLDOV 143-1,4(5;/\11;23NU M., MIRANCEA N., MIRANCEA D., Rev. ![
I | : » MORGAN N. T. J,, Meth. Enzymol., VIIL: 20, 1966, ‘ ' | |

9. WLLER E. 1., RHODES R. K., Meth. Bnzymol., 82, Part A, 61, 1982. , CERCETARI ECOFIZIOLOGICiE LA SALAU
. 11- COTE M.—F., DOILLON C. 1, Biomaterials, 13 (9): 612, 199, (STIZOSTEIDAOH\]IV iglggEﬁi;é) .

| 12. JANSEN J. A., VAN DER WAE ¢
| ’ | 604-508, 1o RDEN J. P. C. M., DeGROOT K., Biomaterials, 10:

| .
1 Primit in redactie * Institutal e Biologia Dezvoltdri Bucuregs AL. G. MARINESCU, 1. TRANDAFIRESCU, O. DRAGHICI, S. ANDREUTX

il ta 31 octombrie 1996 **FSP[‘;WI Iﬂzependenfei, nr. 296

| ‘ . aCf/l latea de Biologie Bucuregt,
it Splaiul Independentei, nr. 91 ~95. For the zander under marine water conditions, both in laboratory and natural milieu, the

’ relations of the respiratory metabolism of the whole organism with any environmental fac-

tors (oxygen concentration, salinity, salinity stress, nutrition state, depletion and tempera-

ture) were investigated.
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practice.

Diversificarea procedeelor de obtinere a unor ritmuri superioare de cres-
tere la speciile de pesti de interes economic a necesitat pe de o parte, aprofun-
darea investigatiilor de zoofiziologie si, in acest context, al celor de ecofiziologie

| (30, 31, 38, 17, 28, 22, 24, 25, 4) iar pe de alti parte, prospectarea valorificarii
: efectelor favorizante ale modificarii unor conditii de mediu natural. In acest
| sens, un loc de un interes special il are cultivarea unor specii de tip dulcicol in
’ medii salmastre sau chiar marine (1, 5).
| Pornind de la preocuparea utilizirii pastrivului in astfel de mediu natural
! modificat, procedeu cunoscut in unele tiri cu o pondere majori in.acvacultura
f experimentald, piscicultorii din Romania si-au propus introducerea acestei teh-
| nologii de crestere pentru o specie de interes economic deosebit (calitatea supe-
rioard a camii, dar §i un ritm corespunzitor de crestere); saldul (Stizostedion
lucioperca L.), specie dulcicold, care ,,evadeazd” si 1n ape usor salmastre (2).
Prezentdm in lucrarea de fatd rezultatele cercetarilor noastre intreprinse
asupra metabolismului respirator (sau energetic) in diferite conditii experimen-

} : tale, dar si in raport cu unii factori biotici.

1 , ‘ .
j * La realizarea acestor cercetdri au fost utilizate materiale donate de Fundaia Alexander-
von-Humboldt din Germania.

|
il . ;
/ i St. cerc. biol., Seria biol. anim., t. 49, nr. 1, p. 57-66, Bucuresti, 1997
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MATERIAL $I METODA

Toate variantele experimentale urmirite de noi au fost realizate in conditi-
ile laboratorului (bazinele de contentie si cele experimentale fiind situate in in-
cinta serei LR.C.M. — Constanta sau in Institutul de Biologie — Bucuresti).

Au fost urmirite urmitoarele aspecte: '

1. Determinarea metabolismului respirator (dup3 6) la alevini din prima
perioads dupi eclozare (luna mai); ,

2. Investigarea influentei timpului de confinare asupra intensititii schim-
burilor metabolice (in vederea eliminirii stresului de manipulare sau, cel putin,
de limitare a influentei acestuia, potrivit 22, 8);

3. Urmdrirea relatiei dintre concentratia oxigenului din apd si intensitatea
metabolismului respirator (aceasti relatie prezintd o mare importantX atat pentru
scopurile cercetdrii noastre, cat si pentru eliminarea unor valori artefactice:
36, 19, 26);

4. Determinarea influentei salinitatii asupra nivelului metabolismului la
alevini i puiet in primul an de crestere (C); '

5. Stabilirea relatiei dintre factorul individual al greutitii corporale si con-
sumul de oxigen ca indice al metabolismului energetic global (33, 9, 23);

6. Investigarea influentei trecerii (stresului) de la mediul salin la cel dulci-
col (15);

7. Urmirirea variatiei metabolismului respirator in raport cu starea de
nutritie, respectiv cu inanitia (24); -

" 8. Determinarea influentei temperaturii asupra intensititii metabolismului (30).

Loturile de pesti utilizati in cercetarea intreprinsa de noi au fost obtinute la
LR.C.M. Constanta din icre eclozate in conditii de laborator, sau au provenit din
populatiile crescute in lacul Sinoe (pentru grupele ,,zero plus” si ,,unu plus™).

Metoda de determinare a consumului de oxigen a fost aceea a spatiului
confinat, intr—o variantd modificat3 (23), iar dozarea oxigenului dizolvat in apa
s-a fdcut pe cale chimic3 (WINKLER), precum si pe cale polarografic3, utilizand
un oximetru tip ,,WTW” (dupi 20). Potrivit metodologiei de lucru, descris3 de

~unul dintre noi (23), au fost evitate eventualele influente ale unor factori pertur-
batori. A fost inlituratd, cu precidere, influenta negativi (in sensul unui efect
»hipometabolic”) a hipoxiei (37), consumul de oxigen fiind previzut (in deter-
mindri preliminare) a nu depdsi 25-30% din cantitatea existent3 la inceputul
experientei. Au fost evitate, de asemenea, $i alte fenomene descrise in literatur;

scolii din Kiel a prof. dr. H. Precht si a continuatorului acestuia, pl'*of. dr. H
i(unnemann) AT (temperatura de adaptare va fi egald pentru scopurile experi-
mentale urmdrite de noi cu VT (temperatura de experimentare) (30, 23), iar
atunci cand trebuia sa fie investigatd evolutia valorilor modifi_ca’te la 0 alta tem-
peraturd de experimentare, era realizatd o prealabila :_1-clima;.1e (dupi 6) de cel
putin 10 zile, suficients fatd de amplitudinea modificﬁrn .term1ce (2"7). o

Experientele au fost intotdeauna realizate in llm}te}e. ac.:elula.lsl nictemer
(aceleasi ore ale zilei), in vederea evitarii influentei varlapel'cxrcadlene a me?a:-.
bolismului energetic si activitatii (14, 25). Urmarindu-se Eeahzare'a. unor condltfl
experimentale cit mai apropiate de cele existente in naturd, am utilizat in experi-
ment pesti aflati in conditiile fotoperiodismului na}tural (32,. 10).

Alegerea exemplarelor si constituirea loturilor experlmen\t’ale s-a facut cu
mult3 atentie, nefiind decét pesti sandtosi i cu aspect corespunzitor.

Parametrii urmariti in cadrul experimentelor efectuate au fost: temperatura,
salinitatea, greutatea si consumul de oxigen.

REZULTATE $§I DISCUTII

1. Influenta timpului de experimentare si a concentratiei oxigenului dizolvat.
Rezultatele inregistrate la diferite loturi de alevini (avand o greutate cor-
porald de circa 4,6-5,0 mg), alcituite din 6-10 exemplare fiecare sunt trecute

in fig. 1.

0,/Kg/h)
.
™

{

CONSUMUL DE QXIGEN (mi

AN fenomenele autotoxice (23), relatia de dependentd fatd de volumul vasului de ; ° T y Y : ]
i : . ’ P : : % 40 do 80 1o &
i experientd (dupd 7 au fost descrise la Perca fluviatilis modificiri ale consumuluj ; : Variafia procentua
- de oxigen la volume mai mici decat de 10 ori volumul ocupat de animalul de
. experientd). De asemenea stresul de salinitate neconforma cu ,,istoria anteri-
| oard” a loturilor respective (29, 17), stresul de temperaturi (dupa terminologia

Fig. 1 — Influenta concentratiei oxigenului asupra consumului de -
oxigen la alevini in prima lund dup ecloziune.
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Dupa cum se observa, nivelul cel mai inalt este obtinut la concentratii ale
oxigenului de péan3 la circa 30% reducere fati de nivelul initial. La o reducere
ma1 accentuati a cantltatu de oxigen, se instaleazd o ,,inhibitie” metabolici —
cu un evident caracter adaptativ — ceea ce duce la o micsorare substantiali a
valorilor consumului de oxigen (pand la Jumatate) (a se compara cu datele lui
KREBS 19).

" 'Acest fenomen este 1mportant in cazu] cultivirii unei specii originar dulci-
cole in mediul marin, avind in vedere faptul c3 salinitatea determin3 o reducere
a cantitatii de oxigen dlzolvate in apa (16).-

2. Inﬂuenta sallmtatli
Au fost urmirite mai multe grade de salinitate, in care alevmn perfect
,aclimati” erau crescuti dupi eclozare (fig. 2).

E #o0-
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Fig. 2 — R'elatia dintre consumul de oxigen §i gradul de salinitate (de adaptare) la alevini.

’? Valorile medii la alevini din prima lun3 de viati, precum si abaterea stan-
"dard pentru fiecare lot in parte (la concentratii de 3, 6, 9 si respectiv, 11 grame la

fmle) nu indicd o modificare semnificativd a metabolismului respirator fats de
Iotul martor (circa 1,5 g la mie).
;_5‘ S-ar putea aprec1a deci, cd in cazul acestei etape ontogenetice consumul de
oxigen nu este mai inalt in mediu sarat fai de cel dulcicol, asa cum este consi-
derat in general (12, 13, 17). in ceea ce ne priveste apreciem c¢i doud aspecte
trebule luate in considerare: 1) in cazul de fat3 este vorba de limita superioard a
,; etabolismului de txp ~curent” sau chiar a celui ,,activ” (6), cu efecte mai putin
mportante In aprecierea cantitatii de energie (materializat3 in ratia de hranire)
ecesare acoperirii cheltuielilor energetice in aceastd fazi de crestere; 2) pentru
ceste diferente relativ minore de salinitate, poate fi vorba de existenta unor
ecamsme fiziologice (osmoregulatoare implicit, si metabolice) care actioneazi
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in sens adaptativ (de tip genetic, vezi Kinne, 17) pentru o specie care in conditii
naturale intdlneste conditia de mediu salmastru.

Este interesant de observat ci la pestii din lotul ,,zero plus”,
conditiile relativ constante de ser3 (temperaturd, luminozitate, hrand) in mediu
marin (13,5-14,8 g %o), proveniti din icre eclozate la LR.C.M. Constanta, inten-
sitatea metabolismului respirator este insd semnificativ diferitd (fig. 3).
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Astfel, lotul crescut in apa de mare prezintd valori mai inalte (350,98 £
26,21 ml O,/kg/h) fatd de acela din mediul dulcicol (289, 20 + 17,84 ml
0,/kg/h). Exphcatla avansatd de diferiti autori (13, 12, 11) este teoretic bazatd
pe faptul c&, in conditii de salinitate, costurile metabolice determinate de regla-
rea osmotici a pestilor teleosteeni (caracterizati printr-un mediu intern hipoos-
motic) constituie adaosul la metabolismul energetic de baza.

3. Influenta factorului greutiitii corporale (fazei de crestere)

Dac3 comparim valorile consumului de oxigen la alevini (in jur de 1200-
1300 ml O,/kg/h) cu acelea inregistate la loturile din faza de crestere ,,zero plus”
(273, 30 ml 0,/kg/h/) si, respectiv, ,,unu plus” (243,53 ml O,/kg/h) este evidentd
si la aceastd specie reducerea — biologic conditionati — a n1velu1u1 metabolis-
mului respnator in raport cu faza de crestere (etapa ontogeneticd) (10, 21).

in fig. 4 sunt trecute valorile medii ale consumulm de oxigen la loturlle
,zero-plus — laborator”, ,,zero-plus — naturd” si ,unu plus — naturd”. Este
evident raportul de invers — proportionalitate — caracteristic intregului regn ani-
mal (9, 10) — dintre marimea metabolismului respirator si greutatea corporala.

Avand in vedere ,caracteristica ecologica a activitatii” — termen propus
de Marinescu, 21 si 23 — potrivit cireia o specie mai putin activa, cu un grad
redus de mobilitate, prezint3 indici de greutate (valori ale exponentului b din
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in ambele variante experimentale (loturi ,,zero plus” si ,unu plus”) tre-

cerea la mediul dulcicol reprezinti pentru exemplarele de saldu, crescute in apad

marind, un stres de osmoreglare, care necesiti o perioadd de readaptare (,,aclima-

tie”), cu o modificare corespunzitoare a cheltuielilor energetice pentru aceastd

modificare de salinitate. Astfel, dupd 2 zile de la modificarea salinititii, con-

sumul de oxigen a crescut semnificativ la pestii din grupa ,,unu plus”' 337,87 £
38,59 ml O, /kg/h fatd de 252,71 £ 41,91 ml O,/kg/h (initial in apd marind).

in cazul lotului ,,zero plus” (exemplare provenite de asemenea din bazi-

nele complexului Sinoe), dup 10 zile de mentinere in apa dulce, valorile con-

sumului de oxigen se situeazi la un nivel mai moderat de crestere: 313,30 +

- 27,78 ml1 O,/kg/h fata de 273,30 + 56,34 ml O,/kg/h.

Son m] Rezultatele inregistrate de noi sunt de acelasi sens cu acelea comunicate

So+lab. Sponat, S, enat. de Hickman (.12) la specia P.lueuronvecte‘s flessus. A_cest autor a apreciat ca nece-

sarul metabolic pentru eliminarea s3rurilor era mai mare decit acela pentru fil-

Fig. 4 — Relatia metabolism respirator — greutate la saldu in diferite trarea apei si absorbtia ionilor, ce au loc in apa dulce. Totusi, in conditiile tre-

faze de cregtere. cerii bruste in apa dulce se instaleazd o reactivitate metabolicd, care conduce la

nivele mai Inalte ale consumului de oxigen. Acest comportament metabolic este
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relatia Y = a-X®) mai inalfi (in jurul valorii de 1,0), se poate aprecia ci acest
indice specific (factor individual al greut3tii corporale) in cazul speciei investi-
gate de noi (Stizostedion lucioperca L.) caracterizeazi fidel comportamentul

cuprins intr-o sectiune pentru salinitate (valori mai inalte in salinitati mai sca-
zute) din clasificarea facutd de Kinne (17).

5. Influenta stirii de nutritie si a inanitiei

acesteia in mediul natural (22). Pentru evidentierea efectelor metabolice la nivelul intregului organism
(30), am ales pesti din faza de crestere ,,zero plus”, proveniti din lacul Sinoe (cu
o dezvoltare mai rapid3, datoratd mai bunelor conditii naturale, cu deosebire a
celor de hranire).

Lotul martor (cu hrand ad libitum alc3tuitd din fragmente de peste proas-

pit) a fost contentionat in conditii similare celor naturale. Lotul supus inanitiei a

4. Influenta trecerii de la mediul salin la cel dulcicol
Datele inregistrate in cazul modificarii caracterului salinitatii apei (in sen-
sul revenirii la situaia ,,naturald”, conditionatd genetic) sunt trecute in fig. 5.

E 4eon , 400 D fost transferat de la Constanta la Institutul de Biologie Bucuresti, unde in
‘ 2 g conditii comparabile (apd marind, luminozitate, temperatura constanté). au fos?
Ay ;N /{ g realizate observatiile efectelor inanitiei asupra metabolismului respirator 1
]! E 3 Ve e ———— —-—--{ 300 g’ ‘ greutitii corporale. Datele inregistrate sunt trecute — valornle medii si abaterea
i - /"/" - b standard a mediei (fig. 6).
‘; b é | Este interesant de observat faptul c3 in primele 6 zile de mamtle scaderea
‘i”} I ‘\ ‘ B = O —— Cons. 0, 24ie m ' Val;.)rllor metavbollsmulux enexge_tlcf (det‘erm1flat prm con51.1mu1 'd_e oxigen) este
| w A & 10 R : mai accentuati. Acest lucru este probabil caracteristic unei specii cu un mod de
i . 3' @mmmmee ° S v v 2 hrinire aproape exclusiv ihtiofag (2). Datele noastre sunt comparabile cu unele
i 3 oo e ' rezultate notate in literaturd (12, 6, 35, 3), care au aratat caracteml logaritmic al
L | 2 00 ' declinului metaboli.c in primele 3-7 zile de la instalafea ip?m'it;iei exp.erimen.talve.
EJ“ i § Mentiondm si letalitfitea exempla.lrelor supuse inanitiei c?upé circa tre'l sap-
1 i L LD Dt - témévni (17-20 zile). Explicatia acestui fenomen tine, perbabl.l, nu de epuizarea
:f A 3 2 % pA 3 % fimp zile o totald (ca$vex1a dfa mam.gxe) care precede. tl'lppul letal, cvatv mai ales Ade s_,cad.e-r.ea
] : : accentuati a rezistentei generale la variatii, altfel nevatimatoare in conditiile
i \ i . Fig. 5 — Inflatia stresului de sens hiposalin asupra consumului de oxigen. hrinirii.
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Fig. 6 — Relatia dintre consumul de oxigen si starea de nutritie
(inanitie) la puiet in faza de cregtere ,,zero plus — Sinoie”.

7. Influenta temperaturii

Pentru experimentele noastre desfésurate in peuoada mai- octombne tem-
peratura s-a situat intr-o ,,zon3 normald” termici (18-21,5°C in acvariile de la
LR.C.M. Constanta si 14-18°C la Institutul de Biologie — Bucuresti).

Valorile consumului de oxigen s-au mentinut la nivele apropiate pentru
grupe de pesti din aceastd fazd de crestere si nivel de hrinire neinregistrandu-se
diferente semnificative (pentru zona termici de 18-21,5°C: valori cuprinse intre
250,0-300,0 m1 O,/kg/h la loturile din etapa ontogenetica ,,zero plus”).

Nivelul relativ constant al schimburilor energetice in acest interval termic
poate fi apreciat ca fiind datorat, pe de o parte, unei adaptiri termice complete
(27) si, pe de altd parte, mai ales, situdrii-intr-o zon3 apropiati de o ,temperaturi
preferatd” (23), specificd saldului in conditiile investigate de noi, temperaturi la
care se instaleazi un ,,optim metabolic” (11), similar ca sens si manifestare cu
wintervalul constant” (34), la care intensitatea metabolismului respirator rimane
la.un nivel constant, relativ independent de tempratura mediului ambiant.
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CONCLUZII

1. La diferite loturi de saliu (Stizostedion lucioperca L.), crescut in apd de
mare, atdt in conditii naturale (lacul Sinoe) cat si in conditii de laborator
(LR.C.M. — Constanta si Institutul de Biologie — Bucuresti), in raport cu faza
de crestere (etapa ontogenetici) alevini, puiet ,,zero plus”, puiet ,unu plus”, au
fost investigate relatiile metabolismului respirator (energetic global) ale intregu-
lui organism cu unii factori de mediu (concentratia oxigenului dizolvat, salini-
tatea, stresul de salinitate, hrana/inanitia si temperatura).

2. Toate valorile consumului de oxigen, inregistrate in diferitele variante
experimentale apartin in determindrile noastre asa-numitei categorii ,,metabo-
lism curent” (6), fiind situate deasupra nivelului standard. Avand in vedere com-
portamentul acestei specii in habitatul natural, se apreciaza cd nivelele metabo-
lice inregistrate pot constitui o reald bazd de estimare pentru dirijarea procesului
de furajare a populatiilor de saldu crescute in apa de mare (procedeu biotehno-
logic de crestere super-intensiva).

3. Cu ajutorul formulelor de calcul a energiei pentru o anumitd specie
(conversia hranei, indicii de conversie, sporul de crestere etc.), a se vedea i 27
si 4, pot fi utilizate valorile rezultate din investigarea metabolismului respirator,
in acest mod puténd aprecia cu mai multd exactitate, cantitatea de energie nece-
sar3 intretinerii functiilor si, de aici, sporul de crestere.
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 Primit in redactie ' ‘ Institutul de Biologie
la 11 noiembrie 1996 - al Aeademiel Roméne ,

ROLUL UNOR FACTORI TEHNOLOGICI Al CULTURILOR
DE CEREALE PAIOASE ASUPRA FAUNEI DE SOL

I. ROSCA, ELISABETA SCHMIDT, A. NAUM, C. POPOV, IONELA DOBRIN

There are presented preliminary results regarding influence of TIRAMETOX 90 PTS seed
chemical treatment on wheat and barley soil fauna, weekly analysed by pitfall traps.

Due to these results it is underlined that there are no significant differences between treated
and untreated fields, but there are differences in case of fields cultivated with wheat and
barley for many years. '

Evolutia spectaculoas din ultima perioadd a tratamentelor chimice impo-
triva diunitorilor, reflectatd prin suprafetele tratate si cantitatile de pesticide uti-
lizate, alituri de preocupirile unei mase de oameni tot mai dispusa la actiuni de
protejarea mediului inconjuritor, aspect reflectat in legislatia tuturor tarilor evo-
luate, a ficut s3 creasci interesul pentru studiul efectelor diferitelor tehnologii
de combatere a diunitorilor asupra faunei diunstoare sau utile din agroecosis-
temele in care se utilizeaza pesticide.

Agrobiocenoza cerealelor pdioase a fost studiatd din punct de vedere al
structurii speciilor de daunitori semnalate (2), (5), (6), ), (8), (9), al factorilor
ecologici care intervin in reglarea populatiilor de insecte diunitoare (4), al
dinamicii in timpul perioadei de vegetatie a faunei ddunatoare si utile pe zone
limitate (1), rolului metodei de colectare a faunei (3), al faunei utile (10).

In ultimii- ani, au fost preocupari sustinute pentru inlocuirea produsului
FB-7, utilizat peste 20 de ani, pentru tratamentul semintei de grau si orz impotri-
va gandacului ghebos (Zabrus tenebrioides) si a milurei comune (Tiletia spp).
Produsul TIRAMETOX 90 PTS, fabricat de Oltchim cunoaste o extindere
deosebitd, in prezent peste 80% din suprafat3 este tratatd cu acest amestec insec-
to-fungicid, avand ca substante active 35% TMTD, 20% Metiltiofanat si 35%
Lindan. '

MATERIAL $I METODA

fn perioada 26 TV-3 VII 1996, s—au prelevat probe prin sondaje saptama-
nale din culturile de grau si orz de la LC.C.P.T. Fundulea din punctul experi-
mental Lizica.

St. cerc. biol., Seria biol. anim., t. 49, nr. 1, p. 67-76, Bucuresti, 1997
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Observatiile s-au efectuat in sole de grau si orz in conditii de productie, iar

soiurile au fost Dropia pentru grau si Productiv pentru orz.

Tehnologiile utilizate pe solele urmdrite au fost diferite alcituind 7 variante:

1 — Grau monoculturd, simant3 netratat3

2 — Grau cultivat in primul an, simént3 tratat3 cu Tirametox 90 TS

3 — Gr4u cultivat in primul an, smant3 netratati

4 — Grau cultivat in primul an, s3mant3 netratat, soli situati in imediata
apropiere a padurii, inconjurat3 pe trei laturi de aceasta

5 — Orz monoculturd, s3mantd netratati

6 — Orz cultivat in primul an, sdméant3 tratati cu Tirametox 90 TS

7 — Orz cultivat in primul an, simAnt3 netratati

fn timpul perioadei de vegetatie s-au aplicat in conditii de productie, in
variantele 1-3, 5-7, urmitoarele tratamente: erbicidat cu ICEDIN Super in doza
de 1 Vha in perioada 3—-6 V, iar pentru combatarea plosnitelor cerealelor s-au
aplicat 2 tratamente cu SUPERSECT in doza de 150 ml/ha in data de 16 V pen-
tru combaterea adultilor hibernati, iar in 12 VI cel de al doilea tratament pentru
combaterea noii generatii. :

- Pentru stabilirea cantitativa si calitativd a entomofaunei existente in cul-
turile de cereale paioase, fauni ce ar putea fi influentats de tehnologiile de cul-
turd aplicate, in special de tratamentul semintei, s-au prelevat periodic probe,
prin folosirea metodei capcanelor tip Barber, cutii de plastic de 15/15 cm (5 cap-
cane in 3 repetitii), ingropate la nivelul solului si mentinute deschise pentru 24
de ore. Probele au fost ridicate siptdmanal, triate, conservate in alcool 70% si
determinate in laborator.

Pentru studiul influentei tehnologiilor de culturi asupra faunei utile din
culturile de cereale paioase, s-a luat in consideratie numai fauna de sol capturati
in capcanele tip Barber, apreciind cd nu existd deosebiri semnificative in ceea ce
priveste fauna capturati prin cosirile cu fileul entomologic, luand in consideratie
totodata faptul cd pe de o parte, datoriti fenomenelor de secetd din anul 1996 cu
implicatii asupra dezvoltirii afidelor, fauna utild reprezentati prin Coccinelidae,
Nabidae, Syrphidae si Chrysopidae nu a avut posibilitatea s& se dezvolte, iar pe
de altd parte tratamentele de combatere a plosnitelor cerealelor, au influentat

puternic intreaga entomofaund, inclusiv fauna util3 recoltatd cu ajutorul fileului

entomologic.

REZULTATE $I DISCUTII

Cercetirile efectuate au pus in evidentd un spectru larg de specii capturate
in capcanele de sol. . ‘
S—au capturat un numar total de 2730 exemplare, incadrate in 4 clase:
Molusca — 3 exemplare (0,1%), Arahnida — 225 exemplare (2,2%),
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Myriapoda — 54 exemplare (1,98%) si Insecta — 2448 exemplare (89,67%).
Predomind reprezentantii insectelor. Dintre ordinele de insecte s—au recoltat
exemplare din urmatoarele: Orthoptera — 138 exemplare (5,63%), Heteroptera
— 597 exemplare (24,39%), Homoptera si Hymenoptera cite 9 exemplare
(0,37%), Coleoptera — 1692 exemplare (69,12%) si' Diptera — 3 exemplare
0,12%).

Luénd in consideratie influenta pe care ar putea si o aibd masurile agrofi-
totehnice asupra principalelor grupe de animale, se constatd (tabelul nr. 1) ci

Tabelul nr. 1

Influenta unor masuri agrofitotehnice asupra principalelor grupe de animale capturate
in capcanele de sol

VARIANTA Arahnida Orthoptera Heteroptera Coleoptera TOTAL

Grau
monoculturd 9 30 114 201 354
Grau )
(samAnts ' 21 21 162 288 492
tratatd)
Grau
(sdmanta 12 15 105 237 369
netratatd)
Gréu langa
padure
(s&mAnta 135 6 48 432. 621
netratata)

Orz
monoculturd : 30 30 84 258 402
Orz
(saméanta 15 18 33 159 , 225
tratatd)
Orz

(samanta 33 18 51 117 219

biocenezele mai putin afectate de activitatea omului, in cazul orzului, au un
numir aproape dublu de specimene capturate in conditii de monoculturd, iar in
ceea ce priveste griul, cultivarea acestuia langa o biocenozd deosebit de bogati
si cu o reglare numerica relativ stabild, sporeste numarul de specimene capturat.
Diferente semnificative se intilnesc mai ales in ceea ce priveste numarul total de
coleoptere si arahnide. Datoritd faptului cd nu s-au putut determina speciile de
arahnide colectate, interpretarea rezultatelor obtinute in cadrul acestui grup, este
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generald, constatdndu-se ca existd un numar semnificativ mai mare de spe-
cimene capturate in sola de grau marginita de padure. Probabil, o mare parte din
exemplarele capturate provin din aceasti biocenoz3, raimanéind ca n viitor si se
incerce determinarea de citre specialisti a speciilor capturate.

Datele prezentate sustin ideea ca@ In ceea ce priveste tratamentul semintei
de griu si orz, fauna de nevertebrate terestre capturate in capcanele de sol nu
difera semnificativ de fauna intilnita in solele martor, cu sdmanta netratata.

Analizdnd datele referitoare la componenta speciilor de heteroptere cap-
turate in capcanele de sol in functie de tehnologia de culturd aplicata culturilor
de grau si orz, se constatd ca din totalul celor 597 de exemplare de plosnitd cap-
turate, 363 (60,8%) apartin genului Eurygaster, care in conditii normale nu si
desfasoara activitatea la suprafata solului. Numarul mare de exemplare de Eury-
gaster integriceps capturate, se poate explica prin conditiile exceptionale din
acest an, zipezi tirzii urmate de o primivari deosebit de secetoasi si calds, fapt
ce a determinat o talie redusd a cerealelor paioase. Zilele deosebit de cilduroase
au facut ca o buna parte din activitatea daunatorului sa se desfasoare la suprafata
solului, sporind probabilitatea de a fi capturat in capcanele de sol. Numarul mai
mic de exemplare capturate in sola de langa padure se explicd prin aceea ca
daunitorul s-a deplasat de la locul de hibernare, la inceput in solele de cereale
paioase situate in imediata vecindtate a padurii spre sole mai indepirtate. in ge-
neral, numarul mai redus de plosnita cerealelor din cultura de orz este explica-
bila datoritd preferintei reduse a ddunatorului fatd de aceastd cultura.

Specia Pyrrhochoris apterus, cu cele 183 de exemplare capturate (30,65%)
din totalul heteropterelm prin activitatea ce o desfasoard la suprafata solului si
prin modul de hrana nu este influentata de aplicarea tratamentelor la samanta,
rezultatele obtinute nu dovedesc o corelatie intre numarul de exemplare aparti-
nand speciei si cultura sau tehnologia aplicata.

Cel mai numeros si in acelasi timp cel mai important grup de insecte cap-
turate in capcanele de sol, il constituie coleopterele, grupate in 16 familii, din
care cele mai importante sunt familiile Cicindelidae — 21 exemplare (1,24%),
Carabidae — 606 exemplare (35,82%), Coccinelidae — 24 exemplare (1,42%),
Bostrychidae — 165 exemplare (9,75%), Tenebrionidae — 519 exemplare
(30,67%), Chrysomelidae — 60 exemplare (3, 55%) si Curculionidae — 237
exemplare (14,0%), (fig. 1).

Reprezentantii familiei Cicindelidae sunt specii zoofage, dar numarul lor
relativ redus nu permite extragerea unor concluzii valabile privind influenta
tehnologulor de cultura asupra lor. '

In ceea ce priveste speciile familiei Carabidae sunt predominant conside-
rate ca facand parte din fauna utila, printre exceptii face parte gandacul ghebos
al cerealelor pdioase, Zabrus tenebrioides. Majoritatea specimenelor de cara-
bidae capturate apartin la doud genuri, Amara cu 3 specii — 123 specimene
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(20,5%) si Pterostichus cu 4 specii — 417 specimene (68,81%), impreuni
reprezentantii lor totalizeazd 540 de specimene capturate, ceea ce reprezintd

.89,31% din totalul carabidelor capturate. Asa cum se poate constata din figura 2,

nu existd o corelatie intre tehnologia de cultura aplicata solelor studiate $i pre-
zenta uneia sau alteia din speciile de carabide, exceptie face, cum era de astep-
tat, prezenta ddundtorului Zabrus tenebrioides, intilnit numai in monocultura de
grau sau orz.

Reprezentantii familiei Curculionidae, cunoscuti ca specii ddundtoare sunt

putin numerosi, numai 6 specii, din care speciile Tanymecus dilaticolis $i T. pal- .

liatus constituie marea majoritate a exemplarelor capturate, 96,20%.

Rezultatele arati c3 specia didunitoare Opatrum sabulosum, singurul
reprezentant al familiei Tenebrionidaem reprezintd cu cele 519 specimene cap-
turate, sau 30,67% din totalul coleopterelor, mai putin o dovada a influentei
tehnologice aplicate asupra populatiei daunatorului cat o dovada a rolului pe
care il are amplasarea culturii, deoarece in sola marginitd de padure s-au cap-
turat 246 de exemplare, aproape de jumdtate din numarul total al exemplarelor
capturate. Se remarcd totodatd, cd in cultura de orz s-au capturat mai putine
exemplare decdt in cea de griu.

Specia Bostrichus capucinus, singurul reprezentant al familiei Bostrychi-
dae, desi prezent3 in probele analizate in numar relativ mare, este o specie ca-
racteristicd pentru paduri si nu prezinta diferente semnificative legate de tehno-

logia aplicata, aspect explicabil prin apropierea solelor studiate de padure.

Un aspect deosebit de important din punct de vedere al posibilititii de a
aprecia dacd speciile intilnite in solele cu cereale pdioase care au avut diferite
tehnologii, sunt asemanatoare sau diferite, este compararea structurii calitative a
comunit3tilor de insecte obtinutd prin calcularea indicelui de asem3nare Soren-
sen. Acest indice evidentiazd asemadndrile calitative dintre comunitatile de
insecte existente in cele 7 tipuri de culturi, prin compararea lor doud cate doua,
indicele calculandu-se in baza formulei:

1 =—2 %100
S a+b

, fn care: I, = indicele Sorensen; ¢ = numdrul speciilor de insecte comune
celor doud faune comparate; a = numarul total al speciilor existente in prima
faund comparatd; b = numarul total al speciilor existente in cea de a doua fauna
comparata.

Analizind datele obtinute, prezentate in tabelul nr. 2, se remarci faptul cd
din punct de vedere calitativ, comunititile de insecte cele mai apropiate sunt
cele din cultura de griu monoculturd, atunci-cand se compara cu fauna din cul-
tura de grau, anul I in care s-a semdnat sdmaénta tratati (I, = 78,26%), o apro-
piere a celor doud faune de insecte comparate, au rezultat si in binomul grau,

’
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Tabelul nr. 2

Compararea componentei structurale a comunitatii de insecte din solele luate in studiu
pe baza indicelui de aseménare Sorensen

Grau Grau Grau Graun - Orz Orz Orz

monoculturd an | anl anl mono- | anl anl
langa culturd
padure

(simantd | (s&mantd | (samintd | (sAméintd | (sAmaAntd |(simantd | (sAmantd
netratatd) | tratatd) |netratatd) | netratatd) | netratatd) | tratatd) |netratatd)

Grau his

Grau 25;18; 21
anl
(saménta 78,26%
tratatd)

Gréu 25;14;23 |21;15; 21
anl :
(samanta 58,33% 71,43%
netratata)

Grau 25;11;19 |21;11;19 |23;12519
anl _ ,
langa padure| 50,00% 55,00% | 57,14 %
(simanta

netratat3)

Orz 24;16; 30 |30; 14; 23 {30;13;23|30;13;19

monocultura | 58,18% 56,00% | 49,06% | 53,06%

Orz 24;11; 16 |20;13;16 (22;12;15|16;11;19 |30;12;16
anl , i
(saman{a 55,00% 72,22% | 64,86% | 62,86% 52,17% g g bt
tratat) Gl
Orz 25;11;19 |21;15;19 |23;13;19| 19;9;19 |30;11;29 {16;12; 19

an]

(samanga 54,55% 75,00% | 61,90% | 47,36 % 37,29% | 68,57%
netratatd)

anul I in care s-a semdnat sdmanta netratatd (I; = 71,43%), sau cand s-a com-
parat fauna de insecte intilnita in sola cultivatd cu griu, anul I in care s-a sem3-
nat saménta tratatd cu fauna de insecte din sola cultivati cu orz, anul I in care s-a
semdnat saiménta tratata (I, = 72,22%).

Comunitﬁ@ile de insecte cele mai diferite, se intilnesc intre fauna din cul-
tura de orz, anul I in care s-a seminat simAntd netratatd si fauna semnalat3 in
cultura de orz monoculturd (I, = 37,29%), sau fauna intilnitd in cultura de grau,
anul I lang3 padure cu simant3 netratatd (I, = 47,36%). Indicele Sorensen evi-
dentiazi o mai slabd aseminare intre fauna de insecte semnalatd in cultura de
grau, anul I cu sdminta netratat3 si fauna de insecte din cultura de orz monocul-
tura (I, = 49,06%). . '

Comparand comunititile de insecte din cadrul celorlalte 15 variante se
evidentiazd c3 nu existi diferente majore intre variantele luate in consideratie
(I, cuprins intre 50,00% si 68,56%).

Urmirind in ansamblu asemindrile calitative exprimate prin valoarea indi-
celui Sorensen, se remarcd faptul cd fauna de insecte din graul in monocultura
este cea mai apropiatd de cea intilnit3 in cultura de grau anul I care are siméantd
tratatd, iar cu toate celelalte variante are o aseminare relativa. in acelasi timp, se
remarcd cu usurintd ci existd o asem3nare relativi intre fauna de insecte identi-
ficats in cultura de orz monoculturd si celelalte variante culturale luate in con-
sideratie, cu exceptia culturii de orz anul I cu sdménta netratata.

Datele obtinute privind asemanarea faunelor de insecte intdlnite in cele 7
variante culturale luate in consideratie, oglindite de valoarea indicelui Sorensen,
confirm3 ideea ci tratamentul chimic al semintei cu TIRAMETOX 90 TS nu in-
fluenteazi major, in perioada de primdvar3 si pan3 la recoltare fauna de insecte
epigee din culturile de cereale paioase.

Diferente mai mari in ceea ce priveste fauna de insecte apar cand se com-
pari culturile de orz cu cele de grau, solele in care orzul sau graul s-au cultivat
in monoculturd cu cele in care cultura este in primul an si legate de apropierea
altor biocenoze cum este cazul culturii de grau situate in apropierea padurii si
marginit3 pe trei laturi de aceasta.

CONCLUZII

Datele obtinute privind asem3dnarea speciilor de insecte intilnite in cele 7
variante luate in consideratie, oglindite de valoarea indicelui Sorensen, confirma
ideea ci tratamentul chimic al semintei cu TIRAMETOX 90 TS nu influenteaza
major, in perioada de primavari si pand la recoltare fauna de insecte din cul-
turile de cereale paioase.

Fauna intalniti in culturile de cereale p3ioase este deosebit de bogata, pre-
dominand speciile de insecte (91,7%).

Dintre insecte, Coleopterele, prin cele 69,12% procente, se evidentiaza
atat prin numsr cit mai ales prin componenta speciilor intdlnite, din care o mare
parte o reprezintd specii utile.
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Majoritatea specimenelor de Carabidae capturate, considerate ca ficind

parte din fauna utild, apartin genulul Pterostichus cu 4 specii — 417 specimene
(68,81%). .

Nu existd o corelatie intre tehnologia de cultur3 aplicatd solelor studiate si
prezenta uneia sau alteia din speciile de Carabide, exceptie face cum era de

asteptat prezenta daundtorului Zabrus tenebrioides, intalnit numai in monocul-
tura de griu sau orz.

Luand in consideratie cond1t111e exceptionale din anul agrlcol se impune
continuarea studiului si in viitor, tindnd seama de fluctuatiile anuale si de faptul
cd o concluzie definitiva se poate trage numai pe baza cercetdrilor multianuale.
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SITUATIA ATACULUI PRINCIPALELOR LEPIDOPTERE
DEFOLIATOARE SI MINIERE, IN PADURILE
DE QUERCINEE DIN ROMANIA (1990 1996)

IRINA TEODORESCU, A. SIMIONESCU

The paper presents trophic preference, distribution and dynamics of the attacked areas,
attack intensity, for 20 Lepidoptera species: Tischeria egebladella (syn. T. complanella
Hb.), Parectopa robiniella Cl., Tortrix viridana L., Erannis defoliaria Cl., Operophtera
brumata L., Colotois pennaria L., Macaria alternata Den. et Schiff. (syn. Semiothisa
alternaria Hbn.), Thaumetopoea processionea L., Phalera bucephala L., Drymonia rufi-
cornis Hfn., Clostera (syn. Pygaera) anastomosis L., Lymantria dispar L., Leucoma salicis
L., Euprociis chrysorrhoea L., Orgyia recens Hb. (syn. O. antiqua L.), Calliteara (syn.
Dasychira) pudibunda L., Orthosia cerasi F. (syn. O. stabilis Den. et Schiff)), O. cmda’
Den. et Schiff., Hyphantria cunea Drury, Malacosoma neustria L., in Romanian deciduous
forests, between 1990-1995.

Diminuarea suprafetelor de paduri tratate cu pesticide, reducerea ponderii
combaterii chimice prin produse organofosforice, cu cresterea compensatorie a
utilizirii altor categorii de substante si cu accentul pe controlul natural, pe
misurile silviculturale, au dus la o situatie bund in padurile Romaniei, cu pre-
dominarea atacului de intesitate slaba si foarte slabd, la toate lepldopterele defo-
liatoare si miniere. '

Interventia pe cale chimic3, pentru evitarea defolierilor, s-a rezumat i
situatiile in care s-au inregistrat atacuri puternice si foarte putemlce dar si atunc
indeosebi cu metoda microbiologics, cu insecticide chimice mai putin poluant
(p1ret101z1 inhibitori ai sintezei chitinei). :

fn aceasti situatie, desi ddundtorii s-au mentinut permanent in arborei«
densititile lor au fost scdzute, astfel c3, in cele mai multe cazuri, atacul s-a situa
sub pragul critic de daunare.

REZULTATE SI DISCUTIL

fn prezenta lucrare, atentia a fost orientatd cdtre cunoasterea situatiei atz
cului a 20 de specii de lepidoptere defoliatoare §i miniere, din 10 familii: Tiscly
ria eqebladella (syn. T. complanella Hb.) (Tischeriidae), Parectopa robiniel:

. St. cere. biol., Seria biol. anim., t. 49, nr. 1, p. 7787, Bucuresti, 1997




78 Irina Teodorescu et al.’ 2

Cl. (Gracillariidae), Tortrix viridana L. (Tortricidae), Erannis defoliaria Cl.,
Operophtera brumata L., Colotois pennaria L., Macaria alternata Den. et
Schiff. (syn. Semiothisa alternaria Hbn.) ( Geomemdae) Thaumetopoea proces-
sionea L., Phalera bucephala L., Drymonia ruficornis Hfn., Clostera (syn.
Pygaera) anastomoszs L. (Notodontzdae), Lymantria dispar L., Leucoma salicis

L., Euproctis chrysorrhoea L., Orgyia recens Hb. (syn. O. antiqua L.), Calli-
teara (syn. Dasychira) pudzbunda L. (Lymantriidae), Orthosia cerasi F. (syn. O.
stabilis Den. et Schiff.), O. cruda Den. et Schiff., (Noctuidae), Hyphantria
cunea Drury (Arctiidae), Malacosoma neustria L. (Lasiocampidae).

Compozitia pidurilor atacate

Atacul lepidopterelor defoliatoare si miniere s-a semnalat indeosebi in
paduri mature §i de varstd mijlocie.

In privinta SpeCtrulul trofic al acestor specii, ele se pot incadra in 3 grupe:
polifage, oligofage si monofage.

‘Speciile polifage au manifestat o preferinta marcatd pentru padurile de
cvercinee.

Lymantria dispar, specie care se hraneste cu circa 300 de specii de plante,
si-a exercitat atacul indeosebi in padurile in care au predominat Quercus cerris
L., Q. frainetto, Q. pedunculiflora C. Koch, Q. pubescens Wild. si in mai mica

masurd in cele cu 0. sessiliflora Salisb.
Geometridele au infestat toate speciile de Quercus, dar si Tilia, Carpenus

Ulmus, Betula, Salix, Fagus etc.

' Hyphantrza cunea, care se hraneste cu circa 200 de specii de arbori,
arbusti, plante ierboase, in padurile din Roménia, a inclus in spectrul sdu trofic,
pe langd Quercus si specii de Populus, Salix, Acer Tilia, Robinia etc.

6] preferml;a marcatd pentru speciile de Quercus au manifestat de aseme-
1 neustria, Euproctis chrysorrhoea, specii polifage care atacad de

Tmus etc.
cephala s-a hrénit cu frunze de Salix, Populus, Quercus, Tilia,

ns s-a dezvoltat pe Salix, Fagus, Quercus, dintre foioase, dar a

rasi a preferat Fagus, Quercus, Tilia, Populus, Prunus spinosa
cruda, indeosebi Quercus, Ulmus, Tilia, Acer, Carpenus.

Oli9ofage au fost Tischeria eqebladella, cu larve miniere in frunze
rubra, defoliatorii Drymonia ruficornis, Tortrix viridana,
cessionea, care s-au hranit cu Quercus si speciile Leucoma
astomosis, care au atacat Populus i Salix.

' fagé au fost Calliteara pudibunda care s-a hranit cu Fagus
ria alternata, Parectopa robiniella, cu Robinia pseudacacia L.
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Distributia suprafetelor atacate pe teritoriul Roméniei

La Lymantria dispar, datele din ultima jumitate de secol indic# existenta
unui atac mai puternic in zonele cu climat arid, temperaturi ridicate $i regim
scazut de precipitatii. '

In cursul ultimei mari gradatii (1986 —1989), cind suprafata atacati s-a
suprapus practic pe arealul cvercmeelor defoliatorul s-a extins si in zone cu cli-
mat mai rece.

in intervalul 1990 —1995, in medie, mai mult de jumdtate (59%) din
suprafata atacati de acest defoliator s-a aflat in Campia Romén3 (tabelul nr. 1),
unde cele mai mari suprafete infestate s-au inregistrat in anii 1992, 1991 si 1995.

Tabelul nr. 1

Distributia pe teritoriul Romaniei a suprafetelor de paduri atacate de Lymantria dispar

(in procente)
Dealurile Podigul i | Podisul §i
.. | subcarpatice |- dealurile dealurile W
Anul T?tal Caml,)l? ale Dobrogea| subcarpatice | subcarpatice Campia Banat
mii ha |Roména P ., | de Vest

Olteniei §i ale ale Transil-

Munteniei Moldovei vaniei
1990 53,6 49,2 —_ 27,1 7,4 3,3 9,3 3,7
1991 60,0 67,8 — 16,4 8,0 0,7 3,6 3,5
1992 54,1 70,8 — 11,8 8,9 0,7 4,1 3,7
1993 40,7 | 56,5 — 12,5 3,7 2,5 2,4 4,2
1994 40,0 39,3 — 46,2 3,7 — 6,4 4,4
1995 |102,9 61,6 16,7 17,6 1,1 — 1,5 1,5
Media | 58,55 59,0 4,9 22,8 2,5 3,5 4,1 3,2

Suprafete Insemnate de paduri atacate de Lymantria dispar (in medie peste
22%) au fost Inregistrate si in Dobrogea, in anul 1994, ele fiind de peste doud
ori mai mari (46,2%) decét valoarea medie.

Cele mai mici suprafete atacate s-au inregistrat in Moldova, Transilvania
si Banat (in medie de circa 13% din suprafata totald atacatd).:

. Se remarcd absenta atacului acestui defoliator, in intervalul 1990 —1994, in
pidurile de pe dealurile subcarpatice ale Munteniei §i Olteniei, abia in 1995
semnalindu-se suprafete atacate §i in aceste zone.

Se confirm3 si in acest interval de timp, preferinta defoliatorului pentru
zona de sud a tirii (Oltenia, Muntenia, Dobrogea, Banat), in care s-au aflat in
medie aproximativ 90% din suprafetele de paduri atacate.

Celelalte specii de lepidoptere, cu exceptia speciei Calliteara pudzbunda
s-au intilnit predominant sau exclusiv in padurile din sudul {arii.

Tortrix viridana (tabelul nr. 2) si-a exercitat atacul pe suprafete insemnate,
in pidurile din CAmpia si dealurile subcarpatice din Oltenia $i Muntenia (peste




80

Irina Teodorescu et al.

5 Lepidoptere defoliatoare §i miniere in piduri de quercinee 81

Tabelul nr. 2

Distributia pe teritoriul Romaniei a suprafetelor de paduri atacate de Tortrix viridana (in procente)

Spre deosebire de atacul produs de Tortrix viridana, care a fost slab
reprezentat in Banat si Campia de Vest (2,5%), padurile atacate de Geometridae
$i Lymantria dispar, in aceste doud zone au reprezentat peste 7 — 8% din intreaga
suprafatd pe care acesti defoliatori si-au exercitat atacul.

Din totalul padurilor. atacate de principalii defoliatori (Lymantria dispar;
Tortrix viridana, Geometridae), cele mai mari suprafete s-au intdlnit in jum3i-
tatea de sud a tarii (peste 72%, in medie), iar cele mai mici, in Transilvania
(peste 12%) (tabelul nr. 4). :

Tabelul nr. 4

Distributia pe teritoriul Roméniei a suprafetelor medii de paduri atacate de Lymantria dispar,
Tortrix viridana §i Geometridae (in procente)

Dealurile Podisul i | Podigul gi
Total | Campia subcarpatice dealurile dealurile Campia
Anul it g ale Dobrogea | subcarpatice | subcarpatice P13 | Banat
miiha |Roméana e ., | de Vest
Olteniei si | ale ale Transil-
Munteniei Moldovei vaniei
1990 | 5759 30,3 36,5 6,2 16,2 7,9 0,6 2,3
1991 | 514,8 38,5 27,3 5,7 19,6 7,0 0,7 1,2
1992 | 561,9 30,8 334 8,0 18,0 7,1 0,6 2,1
1993 | 457,0 28,5 38,8 50 15,9 9,4 0,9 1,5
1994 | 425,7 26,3 38,5 6,5 7,9 18,2 2,0 2,1
1995 | 410,6 33,1 24,7 8,7 21,4 9,9 0,6 1,6
Media | 490,98 | 31,4 333 6,6 18,1 8,1 0,7 1,8

64%) si in mai micd masurd, in cele din podisurile si dealurile subcarpatice din
Moldova si Transilvania (circa 27%).
$iin cazul lui T viridana se constatd o preferinti marcat3 pentru padurlle

din jumdtatea de sud a tirii (peste 73% din suprafata atacat3), dar si o mai mare
extindere citre centrul si estul tarii (26,90%) comparativ cu L. dispar (circa 10%).
Se remarcd ponderea insemnatd (60%) detinutd de pidurile atacate situate in zone
mai reci din podisurile si dealurile subcaxpatlce, indeosebi din Muntenia si Oltenia.

Pddurile situate in jumdtatea de sud a tArii au oferit conditii bune de dez-
voltare si pentru speciile de Geometride (tabelul nr. 3), in medie peste 67% din
suprafata atacatd gdsindu-se in aceste zone. Preferinta pentru zone de deal si
podis.a fost chiar mai pronuntatd decét la 7. viridana (60,70% din suprafata
medie atacatd).

Tabelul nr. 3

Distributia pe teritoriul Romaniei a suprafetelor de paduri atacate de Geometridae (in procente)

Dealurile Podisul 5i | Podigul si:
‘ ., |subcarpatice dealurile dealurile .
T?tal _Camg 1a ale Dobrogea | subcarpatice | subcarpatice Campia Banat
mii ha | Roméni s . . | de Vest
_ Olteniei i ale ale Transil-
Munteniei Moldovei vaniei
L.d. 58,55 | 59,0 4,9 22,8 2,5 3,5 4,1 3,2
T.v. |490,98 31,4 33,3 6,6 18,1 8,1 0,7 1,8
G. 340,71 21,3 33,0 9,7 14,4 13,3 4,7 3,6
Media | 296,75 29,3 31,3 8,9 15,7 9,8 2,4 2,6

Dealurile Podisul 5i | Podisul si
Total | Campia subcarpatice dealuril.e dealuril? Campia
Anul . . ale Dobrogea | subcarpatice | subcarpatice Banat
miiha | Roména Olteniei si ale ale Transil- de Vest
§ e
Munteniei Moldovei vaniei
1990 | 2544 | 20,0 36,6 9,7 10,0 15,6 4,6 3,5
1991 | 306,6 24,5 33,8 10,6 11,8 15,0 3,1 1,2
1992 | 3979 21,6 36,6 10,9 14,9 12,7 2,4 0,9
1993 | 369,3 22,1 39,5 6,1 12,1 13,8 2,9 3,5
1994 | 383,7 19,7 28,0 10,6 17,1 11,3 6,4 6,9
1995 | 3324 20,1 23,4 10,4 19,1 12,7 8,9 5.4
Media | 340,7° | 21,3 33,0 9,7 144 13,3 4,7 3,6

Indeosebi prin atacul exercitat de Tortrix viridana si Geometridae, peste ju-
matate din suprafetele atacate (56,80%) au fost localizate in zonele de podis si deal.

Padurile din vestul tarii n-au oferit conditii bune de dezvoltare pentru

acesti daunatori. ,

Speciile Malacosoma neustria, Thaumetopoea processionea, Drymonia
ruficornis, Parectopa robzmella si-au exercitat atacul exclusiv in pddurile din
sudul tarii. :

Malacosoma neustria a fost semnalati pe suprafete reduse (intre 0,600 si
2.500 de hectare), pe raza Filialei Silvice Giurgiu (70%), indeosebi in padurea
Nebuna, din Ocolul Silvic Ghimpati. Restul suprafetelor atacate s-au depistat in
unele paduri din Filiala Alexandria.

Atacul produs de Euproctis chrysorrhoea a fost depistat in padurile situate
in sudul tarii, indeosebi in Filiala Teleorman, dar si in Banat, in cadrul Ocdlului
Silvic Chisineu-Cris.

Thaumetopoea processionea si-a facut simtitd prezenta in unele paduri din
Filialele Tulcea (55%), Craiova (39%) si .C.A.S.

Drymonia ruficornis a avut un atac de intensitate scazuts, in padun din
Filialele Craiova (Ocoalele Craiova, Perisor, Segarcea) si Alexandria (Ocolul
Rosiori, padurea Cucuieti).
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Parectopa robiniella a inceput incd din 1988 si-si faci simtit atacul la sal-
cam, in judetele Dolj (Ocoalele Silvice Calafat, Poiana Mare) si Mehedinti
(Drobeta-Turnu Severin, Ocoalele Simian si Jiana). Suprafetele atacate au variat
intre 2.200 de hectare in 1992 si 10.900 de hectare, in intervalul 1993 — 1995, cu
o medie anuald de 7.300 de hectare. Atacul este in curs de a se stinge pe cale
naturala. ' ‘

" Macaria alternata a atacat de asemenea salcdmul, in Ocoalele Hanu-
Conachi (Galati) si Urziceni (Slobozia).
Calliteara pudibunda, al c3rui atac a fost depistat in 1992, a atacat fagul,

in intervalul 1992 — 1995, pe o suprafatd de 12.200 de hectare, in Ocolul Silvic

Sovata, din judetul Mures. D3un3torul a mai fost semnalat in unele fagete limi-
trofe zonei principale de atac, din Ocoalele Sighisoara, Sangeorz de Padure,
Ristolnita, Lunca Bradului.

Celelalte specii au fost semnalate pe suprafete reduse, atacul lor Insumat
afectind intre 3.000 si 8.000 de hectare cu o medie de 5. 100 de hectare.

Ponderea Suprafegelor de paduri atacate

Din cele 20 de specii de lepidoptere defoliatoare §i miniere, al ciror atac s-a
facut simtit in pidurile de foioase din Romania, pe primele locuri s-au situat
Tortrix viridana, cu o pondere de peste 53%, din intreaga suprafatd afectatd si
speciile de Geometridae, cu peste 37%. impreuns cu Lymantria dispar, aceste
2 specii au afectat peste 97% din suprafata totala atacatd (tabelul nr. 5).

Tabelul nr. 5

Ponderea suprafetelor medii de paduri atacate in intervalul 1990 — 1995 de diferitele
specii de lepidoptere defoliatoare si miniere

~ Suprafata % din totalul

Specia medie atacatd suprafetei
in cei 6 ani (mii atacate de cele
ha.) 20 de specii

Tortrix viridana 491,05 : 53,7
Geometridae 340,75 37,3
Lymantria dispar 58,55 6,4
Tortrix + Geometridae + o
Lymantria dispar 97,4
Malacosoma neustria 1,83 0,2
Euproctis éh)ysorrhoea 1,20 0,1 -
Calliteara pudibunda 8,36 0,9
Parectopa robiniella 7,30 0,8
Malacosoma + Euproctis +
Dasychira + Parectopa 2,0
Celelalte specii - 5,10 - 0,6
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Suprafetele infestate de toate celelalte specii au avut o pondere scizuti.
Valori ceva mai ridicate au inregistrat Calliteara pudibunda, Parectopa robiniel-
la, Malacosoma neustria, Euproctis chrysorrhoea.

Speciile Tischeria eqebladella, Thaumetopoea processionea, Phalera
bucephala; Drymonia ruficornis, Clostera anastomosis, Leucoma salicis,
Orgyia recens, Orthosia cerasi, O. cruda, Hyphantria cunea si-au exercitat ata-
cul pe suprafete reduse, ponderea lor fiind in medie sub 0,6% din total.

Dinamica suprafetelor de piaduri atacate de lepidoptere

Amprenta principald, asupra dinamicii suprafetelor de paduri in care s-a
facut simtit atacul lepidopterelor defoliatoare si miniere a fost pusi de Tortrix
viridana, speciile de Geometridae si Lymantria dispar, al ciror atac insumat s-a
exercitat pe 97,40% din totalul suprafetelor atacate (tabelul nr. 6).

Tabelul nr. 6

Dinamica suprafetelor atacate de Lymantria dispar L. d.), Tortrix viridana (T. v.), Geometridae
(G.), Malacosoma neustria (M. 1.), Euproctis chrysorrhoea (E. c.), Calliteara pudibunda (D. P. ),
Parectopa robiniella (P. 1.), Alte 10 specii (A.) (in mii hectare)

Supr.
Anul totald L.d. T.v. G. M.n. | E.c. D.p. P.r. A.
atacata
1990 891,4 53,6 575,9 2>54,4 0,6 1,1 | — — 5,8
1991 898,8 60,0 514,8 306,6 2,5 1,3 — 8,9 4,7

1992 | 1041,7 54,1 561,0 397,9 2,5 1,4 12,9 2,2 838

1993 897,1 40,7 457,0 369,3 1,9 0,9 12,9 10,9 3,5

1994 879,8 - 40,0 425,7 383,7 1,9 1,9 12,2 10,9 3,5

1995 876,1 102,9 411,0 | 3326 1,6 0,6 12,2 10,9 43

Media | 914,1 58,55 | 491,0 340,7 1,8 1,2 8,36 73 5,1

Din suprafata totald atacati de lepidoptere, pe mai mult de jumiitate s-a
inregistrat atacul speciei Tortrix viridana, suprafetele afectate in fiecare an, vari-
ind intre 411.000 si 575.900 de hectare.

In intervalul 1993 — 1995, valorile au fost mai scizute decat in cei trei ani
anteriori, intre primul §i ultimul an al intervalului, inregistrindu-se o diferenti
de peste 160.000 de hectare atacate.

Pe locul doi ca pondere, in suprafata totald a padurilor atacate, s-au situat
speciile de Geometridae, care au afectat suprafete mari de paduri. In intervalul
1991 — 1995, aceste suprafete au depdsit 300.000 de hectare anual, cu cele mai
ridicate valori in anii 1994 (383.700 de hectare) si 1992 (397.900 de hectare). O
tendinta de diminuare a atacului s-a 1nreg1strat in 1995 fara a atinge ins3 nivelul
cel mai scdzut, din 1990.
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Lymantria dispar, care se situeaza pe locul trei ca suprafatd atacata este
totusi specia cea mai importantd, prin gravitatea atacului produs. Suprafetele
afectate in intervalul 1990-1994 s-au situat intre 40.000 si 60.000 de hectare,
crescand brusc in 1995, la peste 100.000 de hectare. Prin aceasta valoare, de

peste doud ori mai mare decit media primilor cinci ani, Lymantria dispar

»anunta” o noud perioadd de inmultire in mas3.

Celelalte 14 specii de lepidoptere detin iImpreund doar 2,6% din totalul
suprafetelor atacate in intervalul 1990-1995. Dintre acestea, speciile Calliteara
pudibunda, Parectopa robiniella, Malacosoma neustria, si Euproctis chrysor-
rhoea si-au exercitat atacul pe 2% din intreaga suprafatd atacata.

La Calliteara pudibunda, 1n primii doi ani nu s-a inregistrat atac, dar in

urmadtorii patru, ddundtorul a infestat peste 12.000 de hectare anual. Prin supra-

fata medie de paduri infestate (8.360 de hectare), C. pudibunda se situeaza pe
locul patru, in clasamentul importantei lepidopterelor daundtoare pédurilor de
foioase din Roménia, in intervalul 1990-1995.

Pe suprafete ce au depdsit in medie 7.000 de hectare, s-a depistat si atacul
gelechiidului minier, Parectopa robiniella. Originara din America de Nord,
patrunsd in Europa in 1970, specia a fost recent semnalati si in fauna Romaéniei
(Netoiu C., 1994, Rusti D., 1994). Atacul a debutat in 1991 pe 8.900 de hectare
si dupd o depresiune in 1992, suprafetele s-au extins, mentinandu-se la 10.900
de hectare in urmatorii trei ani.

Malacosoma neustria si-a manifestat atacul pe suprafete ce au variat intre
600 si 2.500 de hectare, cu o medie anuali de 1.830 de hectare. Valorile cele
mai ridicate s-au inregistrat in intervalul 1991-1992, ulterior constatdndu-se o
tendinti de diminuare a suprafetelor atacate.

Cu o medie de 1.200 de hectare si cu suprafete atacate anual, variind intre
600 si 1.400 de hectare, s-a manifestat si atacul de Euproctis chrysorrhoea.

Suprafetele de paduri atacate de toate celelalte 10 specii au reprezentat
intre 3.500 de hectare, in anii 1993, 1994 si 8.800 de hectare, in 1992, suprafata
medie atacat fiind de 5.100 de hectare. ,

In total atacul celor 20 de specii de lepidoptere a afectat in medie peste
900.000 de hectare, suprafetele anuale afectate variind intre 876.100 de hectare,
in 1995 si 1.041.700 de hectare, in 1992. ‘

in primii 4 ani ai intervalului in discutie, infestarea cu lepidoptere defolia-

toare si miniere a fost depistatd pe circa 890.000 de hectare, suprafa’;a dimi- -

nuind usor in urmdtorii doi ani.

Dinamica suprafetei totale infestate a fost determinatd de dinamica supra-
fetelor infestate cu atac de Tortrix viridana si speciile de Geometridae.

n anul de varf, 1992, cresterea suprafetei totale de paduri atacate, s-a
datorat extinderii la peste 560.000 de hectare, a infestarii cu Tortrix viridana, din
care aproape 400.000 de hectare, au fost infestate si cu atac asociat de Geometridae.

i

fn anul 1995, cand s-a inregistrat cea mai mici suprafégé atacata din intreg

intervalul, scaderea valorilor totale a fost datd de diminuarea atacului produs de

Tortrix viridana (cu cea mai scizutd valoare a sa) si de Geometridae.

Intensitatea atacului (tabelul nr. 7, tabelul nr. 8)

Acest parametru, care d3 imaginea reald a efectului produs de actiunea
insectelor daunatoare asupra arboretelor, a fost estimat la speciile de lepidoptere
defoliatoare care detin ponderea suprafetelor de paduri atacate: Tortrix viridana,
Geometridae, Lymantria dispar, Euproctis chrysorrhoea si Malacosoma neustria.

Tabelul nr. 7.

Valorile intensitaii atacului la principalele specii de lepidoptere defoliatoare:

Lymantria dispar (L. D.), Tortrix viridana (T. V.), Geometridae (G.)

L.d | L.d L.d T.v. T.v. T.v. . G. G. G.
Atac Atac Atac Atac Atac Atac Atac Atac Atac
Anul |slabgsi | medin |puternic |slabsi |mediu | puternic | slabsi |mediu | puternic
foarte gi foarte | foarte si foarte | foarte si foarte
slab puternic slab puternic slab puternic
1990 | 77,7 7,2 15,1 74,5 16,2 9,3 95,5 2,2 2,3
1991 | 82,7 7,5 9,8 71,0 20,6 8,4 93,3 3,7 |- 20
1992 82,4 5.4 12,2 80,4 12,3 13 79,0 18,1 2,9
1993 85,5 74 . 7,1 91,7 6,5 1,8 94,3 5,0 0,7
1994 | 842 | 54 10,4 94,9 4,7 0,4 93,3 5,7 1,0
1995 | 824 | 53 12,3 95,3 32 1,5 96,7 31 0,2
Media | 81,7 6,9 11,4 83,6 11,2 52 91,8 6,8 14
Tabelul nr. 8
Valorile intensitatii atacului la Malacosoma neustria (M. n.)
si Euproctis chrysorrhoea (E. c.)
M. n. M.n. M.n E.c. E.c. E.c.
Atac Atac Atac Atac
Anul + slab si Atac puternic slab i Atac puternic
foarte mediu si foarte foarte mediu si foarte
slab puternic slab puternic
1990 71,8 29,2 — 50,7 34,1 15,2
1991 - 68,3 31,7 — 69,2 77 | 231
1992 68,0 32,0 — 78,6 21,4 —
1993 - — 15,8 84,2 77,8 22,2 C—
1994 79,0 21,0 - 66,7 333 —
1995 100 —_ — 92,9 — 7,1
Media 65,4 19,2 ' 15,4 74,5 17,6 1.4
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La fiecare specie s-au analizat comparativ suprafetele cu trei categorii ale
intensitatii atacului: slaba si foarte slabd, mijlocie, puternica si foarte puternic3.

Atacul de intensitate slaba si foarte slaba a dominat. La toate speciile
s-a remarcat faptul ci, cel putin ca valoare medie, cea mai mare parte a padurilor
atacate (intre 65,4% si 91,8%) au prezentat un atac slab si foarte slab.

La Geometridae, aproape pe intreaga suprafati (circa 92%), atacul a fost slab
si foarte slab. In 5, din 6 ani luati in obiectiv, in peste 93% din suprafat3 s-a inre-
gistrat un atac slab si foarte slab i doar in 1992, valoarea a sciizut putin sub 80%,
cu cregterea corespunzitoare a atacului de intensitate mare, dar mai ales mijlocie.

Si la celelalte 4 specii, ponderea cea mai mare au avut-o suprafetele cu
atac slab si foarte slab. Astfel, peste 83% din cele 491.050 de hectare atacate de
Tortrix viridana, peste 81% din cele 58.550 de hectare atacate de Lymantria dis-
par, peste 74% din cele 1.200 de hectare atacate de Euproctis chrysorrhoea si
peste 65% din cele 1.830 de hectare atacate de Malacosoma neustria au prezen-
tat un atac de intensitate slabd i foarte slaba.

Atacul de intensitate medie s-a exercitat pe suprafete in general reduse,

- ce s-au situat in jur de 6% din suprafetele atacate, la Lymantria dispar $i Geo-
metridae, peste 10% la Tortrix viridana si intre 17 si 19% la Malacosoma neus-

tria $i Euproctis chrysorrhoea.

Atacul de intensitate puternica si foarte puternica s-a manifestat pe
suprafete mici sau a fost absent in unii ani. ' ‘

Lymantria dispar a facut exceptie, suprafetele cu atac puternic si foarte
puternic fiind ceva mai mari (intre 7,1% si 15,1%, cu o medie de 11,4%). Cea
mai mare suprafatd cu atac puternic si foarte puternic s-a inregistrat in 1995:
peste 13.000 hectare, din totalul celor 102.900 atacate.

Chiar valoarea medie de 5,2% semnalati la specia Tortrix viridana este
semnificativi, deoarece raportati la suprafata afectatd de acest defoliator repre-
zintd in medie peste 23.000 de hectare.

O situatie particulard a prezentat Malacosoma neustria, la care atacul de
intensitate puternica si foarte puternicd, absent in 5 din cei 6 ani de observatie,
s-a manifestat in 1993 pe mai mult de 84% din suprafata atacat3, determinind o
valoare medie ridicat3 (peste 15%).

CONCLUZII

Analiza suprafetelor de paduri, in care s-a manifestat atac de lepidoptere
defoliatoare si miniere, in intervalul 1990 — 1996 si compararea datélor cu situa-
tia celor 5 ani anteriori evidentiazd urmitoarele aspecte mai importante:

Principalii defoliatori continud s fie Lymantria dispar, Tortrix viridana si

speciile de Geometridae.
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Se constatd o preferintd marcati a majorititii speciilor pentru Quercus,
cele cu o largd polifagie atacand de asemenea Populus, Salix, Tilia, Ulmus, Acer,
Carpenus, Fagus, Betula etc.

Speciile monofage sau oligofage, mai putin numeroase, au atacat Quercus,
Fagus, Populus, Salix, Robinia. :

Prin suprafetele atacate se remarci Tortrix viridana si speciile de Geome-
tridae, al caror atac, adesea asociat, a afectat in primii 5 ani ai intervalului, peste
800.000 de hectare anual. :

La majoritatea speciilor, intensitatea atacului a fost redusi, atacul slab,
foarte slab si mijlociu manifestandu-se pe intreaga suprafata infestatd (la Mala-
cosoma neustria in intervalele 1990 — 1992 si 1994-1995, la Euproctis chry-
sorrhoea in intervalul 1992 — 1994), sau pe cea mai mare parte din suprafetele
atacate (peste 98% la Geometridae, peste 94% la Tortrix viridana si peste 88%
la Lymantria dispar).

Atacul de intensitate mijlocie s-a manifestat pe suprafete reduse la Geome-
tridae, Lymantria dispar, ceva mai ridicate, indeosebi in primii ani, la Tortrix
viridana si pe suprafete mai mari, la Malacosoma neustria si Euproctis chry-
sorrhoea.

Atacul de intensitate puternici si foarte puternici a prezentat o importanta
deosebita in cazul speciei L. dispar, la care, in unii ani, a afectat 10 — 15% din
suprafata atacat3.

Desi mari ca pondere, suprafetele cu atac puternic si foarte puternic la
Euproctis chrysorrhoea (15 — 23% in 1990 si 1991), dar indeosebi la Mala-
cosoma neustria (peste 84%, in 1993), raportate la suprafata total3 atacats (sub
2.000 de hectare), nu sunt alarmante.
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STAREA FITOSANITARA A PADURILOR DIN ROMANIA,
IN INTERVALUL 1995-1996

A. SIMIONESCU, IRINA TEODORESCU

The impact of abiotic and biotic factors on Romanian forests was investigated. Attack
intensity and attacked surfaces of different pest categories of defoliator species
(Lepidoptera and Coleoptera), wood-boming (Coleoptera Cerambycidae), bark beetles
(Coleoptera Scolytidae), fruits and seed pests (Coleoptera and Lepidoptera), sucking
Homoptera and gall wasps (Hymenoptera Cynipidae) were estimated.

Circa 28% din suprafata ocupati de paduri a fost afectati in intervalul
1995-1996, de diferiti factori abiotici si biotici.

Factorii abiotici au fost reprezentati mai ales de vant, care a dus la
ruperea ramurilor, dezradacinarea arborilor si de temperaturile seiizute din tim-
pul primaverii, care au afectat mugurii pe cale si se deschidi, sau din timpul
toamnei, care au afectat mugurii, inc3 insuficient pregititi pentru iernat.

Factorii biotici reprezentati de diferite organisme (indeosebi insecte,
paraziti vegetali, mamifere), au adus prejudicii vegetatiei forestiere, atacnd
toate organele arborilor (frunzele, mugurii florali si foliari, fructificatiile, I¥s-
tarii, ramurile, tulpina, ridicinile) sau ale puietilor, ducand la defolieri partiale
sau totale, distrugerea mugurilor, fructificatiilor, ridicinilor, afectarea lemnului
ramurilor si tulpinilor, cu intreruperea afluxului sevei si stagnarea cresterii etc.

CATEGORIILE DE INSECTE DAUNATOARE DIN PADURILE
DE FOIOASE $I CONIFERE

Corelat cu modul de hranire, insectele ddun3toare padurilor, apartin la &
categorii: defoliatori, xilofagi, specii sugitoare si galigene, d3unitori ai fructif
catiilor, ddunatori de scoartd, diun3tori ai puietilor.

Speciile defoliatoare apartin ordinelor Lepidoptera, Coleoptera si Hym:
noptera.

Principalele specii de lepidoptere defoliatoare foioaselor apartin famili
ilor Tortricidae (Tortrix viridana L.), Gracillariidae (Parectopa robiniella Cl.)
Lymantriidae (Lymantria dzspar L., Orgyia recens Hb., syn. O. antiqua L.} )

St. cerc. biol., Seria biol. anim., t. 49, nr. 1, p. 8999, Bucuresti, 1997




90 A. Simionescu, Irina Teodorescu 2

Arctiidae (Hyphantria cunea Drury), Geometridae (Operophthera brumata L.,
Erannis defoliaria Cl. Agriopis, syn. Erannis aurantiaria Hb., Agriopis, syn.
Erannis marginaria F., Macaria alternata Den. et Schiff., syn. Semiothisa
alternaria Hbn.), Notodontidae (Drymonia ruficornis Hfn., Phalera bucephala
L., Clostera, syn. Pygaera anastomosis L.), Lasiocampidae (Malacosoma neus-

tria L.), Noctuidae (Orthosia cruda Den. et Schiff., O. cerasi F. syn. O. stabilis

Den. et Schiff.), Nolidae (Earias clorana L., Nycteola asiatica Krul.), Ypono-
meutidae (Yponomeuta rorrella Hon.).

La risinoase, atacul a fost produs de Zeiraphera (syn. Semasia) rufimi-
trana HS., din familia Tortricidae.

Coleopterele defoliatoare apartin familiilor Meloidae (Lytta vesicatoria
L.), Scarabaeidae (Melolontha melolontha L., Polyphylla fullo L. etc.),
Chrysomelidae (Haltica quercetorum Foudr., Melasoma populi L., M. aenea L.,
Agelastica alni L., Gallerucella lineola F., Phyllodecta sp., Chlorophanus viridis
L., Plagiodera versicolor Laich.), Curculionidae (Orchestes fagi L., Stereonichus
fraxini De Geer, Phyllobius argentatus L., Lepyrus palustris Scop.).

Himenopterele defoliatoare au fost reprezentate de Caliroa annulipes
Klug, din familia Tenthredinidae.

Insectele care au atacat fructificatiile au apartinut ordinelor Lepidoptera,
incadrate in familiile Tortricidae (Laspeyresia strobilella L., L. splendana Hb.),
Pyralidae (Dyorictria abietella Den. et Schiff., Etiella zinckenella Tr.) si Coleo-
ptera, din familia Curculionidae (Curculio glandium Marsh., Lignyodes enucleator
Panz., Bradybatus creutzeri Germ.). :

Speciile sugitoare si galigene se incadreaza in ordinele Homoptera,
Hymenoptera si Diptera. ‘

Homopterele intilnite mai frecvent in padurile de foioase apartin familiilor
Cercopidae (Aphrophora alni Fall., Phyllaphis fagi L.), Aphididae, Lecanidae
(Parthenolecanium corni Behe., P. rufulum CKil.), Diaspididae (Lepidosaphes
ulmi L.), Pseudococcidae (Cryptococcus fagis Baer), iar in cele de conifere,
familiei Adelgidae (Sacchiphantes abietis Fitch., Adelges laricis Vallot).

Ordinului Hymenoptera, este reprezentat de familia Cynipidae (specii de
Adleria, Andricus, Neuroterus, Cynips etc), iar ordinului Diptera, prin familia
Cecidomyiidae (Mikiola fagi Hart.)

Insectele care fsi exercitii atacul intre scoarta si lemn, apartin ordinului
Coleoptera, familiei Scolytidae (Ips typographus L., I acuminatus Eichh., I
amitinus Eichh., I sexdentatus Boern., Pityogenes chalcographus L., Pityoktei-
nes curvidens Germ., Cryphalus piceae Ratz., Blagtophagus piniperda L., B.
minor Hart. etc., la risinoase si Hylesinus fraxini Panz., Scolytus sp., la foioase).

Insectele xilofage identificate apartin ordinelor Coleoptera, Lepidoptera
si Diptera. Coleopterele xilofage care au infestat padurile, se incadreaza in
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familiile Cerambycidae (Cerambyx cerdo L., Saperda populnea L., S. chara-

charias L.), Curculionidae (Cryptorrhynchus lapathi 1.), Ipidae (Xyleborus
monographus F.). :

Dintre lepidopterele cu larve xilofage, au fost identificate specii de

. Cossidae (Cossus cossus L., Zeuzera pyrina L.) si Sesiidae (Paranthrene taba-

niformis Rott.), iar dintre diptere, cecidomiidul Rhabdophaga saliciperda Duf.

. La puieti, radacinile, tulpinile, mugurii au prezentat atac de insecte din
ordinele Coleoptera si Lepidoptera. Dintre coleoptere, au fost specii din famili-

ile Scarabaeidae (indeosebi Melolontha melolontha L.), Curculionidae .

({tlylobius abietis L.), Ipidae (Hylastes sp.), iar dintre lepidoptere, din familia
Tortricidae (Rhyacionia buoliana Schiff.).

SPECHLE DE FOIOASE SI CONIFERE ATACATE
DE INSECTELE DAUNATOARE

Lepidopterele defoliatoare si miniere au manifestat o preferintd pentru
speciile de Quercus, dar au infestat si Carpenus, Betuld, Ulmus, Tili,a, Salix,
Populus, Acer etc. Exceptie au ficut Macaria alternata, defoliator si Parectopa
robiniella, minier, la Robinia pseudacacia, Yponomeuta rorrella, prezenti in
arboretele de salcie, Earias clorana, Nycteola asiatica, Orgyia recens, Orthosia
stabilis, intalnite mai ales in richitirii, Hyphantria cunea, care a preferat
Populus, Acer si Salix, speciile Pygaera anastomosis si Phalera bucephala, care

. au atacat speciile de Populus.

Acele de brad au fost atacate de Zeiraphera rufimitrana.

Coleopterele defoliatoare au atacat Fagus (Orchestes Jfagi), Fraxinus
(Stereonichus fraxini, Lytta vesicatoria), speciile de Alnus (Agelastica alni,
Melasoma aenea), Populus (Melasoma populi), richitiriile (Gallerucella lineo-
la, Phyllodecta sp., Chlorophanus viridis, Phyllobius argentatus, Lepyrus palus-

tris, Plagiodera versicolor).

Insectele xilofage au afectat indeosebi speciile de Quercus (Cerambyx
cerdo), Populus (Saperda populnea, S. charcharias), Salix, Populus etc.,
(Cossus cossus), Fraxinus (Zeuzera pyrina), Salix (Rhabdophaga saliciperda).

Gﬁn_dacii de scoartd au atacat indeosebi molidul (Ips typographus, I
amitinus $1in mai micd mdsurd Pityogenes chalcographus etc.), bradul (Pityok-

tez.'nes curvidens, Cryphalus piceae etc), pinul (Blastophagus piniperda, B.
minor, Ips acuminatus, 1. sexdentatus etc.). :

La foioase, atacul a fost exercitat de Hylesinus fraxini, specii de Scolytus etc.

Insectele ddunitoare fructificatiilor au atacat ghinda de stejar (Curculio
glandium, Laspeyresia splendana), conurile de molid (Dioryctria abietella,
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Laspeyresia strobilella), fructificatiile frasinului (Lygniodes enucleator) si palti-
nului (Bradybatus creutzeri). ’

Insectele sugitoare si galigene si-au exercitat atacul la Fagus (I?hylaphits
fagi, frecvent in asociatie cu coleopterul Orchestes fagi, dar si Milfzola fagi,
Cryptococcus fagi), Salix, Alnus (Aphrophora alni), Ulmus (L?pzc{osaphe_s‘
ulmi), Robinia si Quercus (Parthenolecanium corni, P. rufulum), d_lferlte specii
de Quercus (homoptere-Aphididae, himenoptere-Cynipidae), molidul (Sacchi-
phantes abietis), Larix (Adelges laricis).

Insectele ddunitoare puietilor au atacat radacinile (larvele de Melolontha
melolontha la foioase si conifere, Hylobius abietis la raginoase, speciile de
Hylastes la molid) si mugurii (Rhyacionia buoliana, la pin).

Richitariile au fost atacate de Alphrophora alni, Cryptorrhynchus lapathi
etc., care au produs declasarea nuielelor destinate impletiturilor.

DISTRIBUTIA PE TERITORIUL ROMANIEI A SUPRAFE’!‘ELOR DE PADURI
INFESTATE DE PRINCIPALELE SPECII DAUNATOARE

Lepidopterele defoliatoare au preferat jumatatea de sud a tirii, unele din
ele intdlnindu-se numai in aceasta zond (tabelul nr. 1).
Tabelul nr. 1

Distributia pe teritoriul Roméniei, a suprafetelor atacate de principalele specii
de lepidoptere defoliatoare

Supraf. | Campia sljt?:;;. Podis Podi§ Cﬁmp'ia Dobro-
Specia atacului | Romé- Munt. Moléo- Tran.s1!- Tran'sq- gea Banat
% nd 5 Olt. vei | vaniei | vaniei
Tortrix viridana 48,1 30,0 | 31,7 21,0 79 0,8 7,6 1,0
Geometridae 36,5 31,4 | 21,1 14,5 11,0 6,2 10,7 5,1
Lymantria dispar 12,7 49,2 | 278 1,5 0,9 26 | 17,6 0,4

Parectopa robiniella 1,5 68,2 | 318 — — — - | —

Drymonia ruficornis 0,4 100 — — —— — — —

Malacosoma neustria| 0,2 100 — - — — — —

Orthosia cruda 0,2 100 — — — — —_ _
Macaria alternata 0,1 100 — — —_— — _ _
Yponomeuta rorella 0,1 59 — — —_ — 41 _
Earias chlorana 0,1 26,9 15,1 39,4 7,9 4,1 6,6 —
Alte specii 0,1 52,3 9,3 13,5 0,4 0,8 34 20,3
Media 32,2 27,0 15,6 7,9 3,0 9,9 2,4
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Singurele specii prezente in toate zonele tarii au fost Tortrix viridana,

Lymantria dispar si geometridele, dar peste 50% din suprafata pidurilor infes-

tate de ele s-a aflat in Oltenia si Muntenia. in cazul Iui Lymantria dispar, aproape
80% din suprafata atacati a fost situati in aceast3 zon3.

Tortrix viridana a infestat pidurile din Filialele Silvice Targoviste, Dro-
beta Turnu-Severin, Targu-Jiu, Craiova, Giurgiu (Oltenia si Muntenia) Focsani,
Bacdu, Botosani, Iasi, Vaslui (Moldova), Brasov, Alba-Iulia (Transilvania),
Tulcea, Constanta (Dobrogea), Arad, Timisoara (Banat), Satu-Mare, Oradea
(Vestul Transilvaniei). Deoarece efectivele daundtorului se mentin la nivele
scdzute, sub pragul de diunare, prognoza pentru 1997 este favorabili.

La Geometridae, au fost atacate suprafete mai mari in Filialele Pitesti,
Térgoviste, Ploiesti, Botosani, Bacdu, Targu-Mures, Brasov, Alba-lulia, Oradea,
Satu-Mare, Tulcea, Constanta, Arad, Resita, Timisoara si mai putin Craiova,
Slatina, Drobeta Turnu-Severin, Tasi, Vaslui. Atacul geometridelor pare sa se
mentind la acelasi nivel si in 1997. ,

Lymantria dispar, care si-a extins $i intensificat atacul, comparativ cu anul
precedent, s-a manifestat mai ales in Oltenia (Filialele Craiova, Slatina, Targu-
Jiu, Ramnicu-Valcea) si in mai micd misurk in Filialele Giurgiu, Alexandria,

Bucuresti, Tulcea etc. Suprafetele atacate au fost mai reduse in Delta Dundrii, -

vestul Transilvaniei i Banat (Timisoara).

In unele pAduri puternic atacate de Lymantria dispar, Tortrix viridana si
alte specii, pentru evitarea defolierilor s-a recurs la combatere, cu preparatul
biologic Dipel, insecticidul Dimilin (selectiv pentru vertebrate) si mai putin cu
substante chimice (Decis, Sumi-Alfa etc.). ‘

O noud gradatie a defoliatorului Lymantria dispar este in desfisurare.

Speciile Drymonia ruficornis, Malacosoma neustria, Orthosia cruda,
Macaria alternata si-au exercitat atacul exclusiv in Cémpia Romana.

Malacosoma neustria a fost prezenti in Filialele Giurgiu (1557 de hectare
in padurea din cer §i gamiti, Nebuna, din Ocolul Ghimpati), C3l3rasi, Slatina,
Alexandria. '

Orthosia cruda a fost semnalatd in Filiala Giurgiu (padurea de girniti si
cer Letca-Mereni, din Ocolul Silvic Ghimpati).

Drymonia ruficornis se mentine in pidurile din cadrul Filialei Craiova
(Ocoalele Silvice Perisor, Segarcea, Craiova), Alexandria (padurea Cucuieti, din
Ocolul Silvic Rosiorii de Vede).

Parectopa robiniella a atacat pidurile de salcdm din Filialele Craiova
(Ocoalele Silvice Poiana-Mare, Calafat), Buziu (padurea Rusetu) si Slobozia
(pddurea Groasa, din Ocolul Silvic Urziceni).

Infestarea padurilor de salcdm cu Macaria alternata a fost depistatd in
Filialele Slobozia (pidurea Groasa) si Briila (Ocolul Silvic Ianca).

TR e
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Yponomeuta rorrella a infestat arboretele de salcie din Cimpia Roméana
(Filiala Slatina) si Dobrogea (Filialele Braila si Silvodelta Tulcea).

Earias clorana a fost prezentd in rachitariile din majoritatea ocoalelor sil-
vice cultivatoare de rdchitd, cu cele mai mari suprafete infestate in Oltenia,
Muntenia (42%) si Podisul Moldovei (circa 40%); atacul a lipsit doar in Banat.

in pidurile din Banat, cele mai putin atacate, pe langd Tortrix, Lymantria
si Geometridae au mai fost semnalate dispersat si cu intensitate scizuts, infes-
tiri ale altor specii, care nu creiazd probleme din punct de vedere economic.

Zeiraphera rufimitrana, a prezentat o infestare foarte slabd, in padurile de
brad din Filialele Buziu, Miercurea-Ciuc, Focsani.

Atacul de Orchestes fagi a fost semnalat in padurile de fag, din Filialele
Targu-Mures, Piatra-Neamt, Bistrita, Buziu, Brasov, Miercurea-Ciuc etc.

Stereonichus fraxini si Lytta vesicatoria au atacat culturile, arboretele
tinere de frasin si frasinul din padurile de amestec, din Filialele Alexandria, Slo-
bozia, Giurgiu, Drobeta Turnu-Severin, Pitesti, Ploiesti, Arad etc: fn unele zone
cu atac puternic si foarte puternic s-a apelat la combatere chimica, folosindu-se
insecticidul Decis. ‘

fn aninisurile situate in lungul viilor, din Filialele Suceava, Piatra Neamt

etc. s-a semnalat atacul asociat al crizomelidelor Agelastica alni §i Melasoma

aenea. :
La plop, atacul de Melasomea populi a fost depistat mai ales in Filialele
Cilarasi (in plantatiile de plopi din Lunca Dundrii), Slatina, Craiova, lasi.

PONDEREA SUPRAFETELOR DE PADURI AFECTATE
DE FACTORI ABIOTICI §I BIOTICI

Factorii abiotici si-au exercitat actiunea negativa asupra unor paduri a
cdror suprafati insumat3 reprezintd doar 15% din total.

Factorii biotici au afectat 85% din totalul suprafetei de paduri atacate.
Dintre acestia, cele mai mari suprafete au fost infestate de insecte si in masura
mult mai mic# de paraziti vegetali §i mamifere rozitoare (tabelul nr. 2).

Dintre insecte, cele mai importante au fost lepidopterele defoliatoare,
prezente pe aproape 70% din suprafata infestatd, daundtorii ce atacd intre
scoartd si lemn si coleopterele defoliatoare. Celelalte categorii de insecte dauna-
toare au afectat intre 0,6 §i 2,5 % din intreaga suprafatd a padurilor atacate
(tabelul nr. 3). " ’

in suprafetele atacate de lepidopterele defoliatoare au dominat cele infes-

tate de Tortrix viridana, Geometridae si Lymantria dispar (adesea cu un atac

asociat, indeosebi al primelor doud). Celelalte specii au afectat suprafete reduse,
cuprinse intre 0,1 si 1,5% la foioase si 0,8% la conifere (tabelul nr. 4).

—- — ————
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Tabelul nr. 2

Ponderea suprafetei atacate i intensitatea atacului daunitorilor forestieri in intervalul 1995-1996

Nr. Ponderea Im:ll:‘;;ate Intensitate Im:nm'ate

ort. Daundtori suprafetei f 1. p1.1 croiea

atacate si foarte medie si foarte

slaba puternica
1 | Biotici 85 81 12 7
Insecte 78 83 10 7
Paraziti vegetali 6 55 43 2
Mamifere rozitoare 1 84 13 3
2 Abiotici 15 54 28 18
Media 79 13 8

Tabelul nr. 3
Ponderea suprafetei atacate si intensitatea atacului insectelor daunitoare

. Ponderea Inst;l:;ta'te . Intensit'atve

Daunatori suprafetei a tensx'tate p1.1termca

crt. foarte medie si foarte

atacate

slaba puternicd
1 | Lepidoptere defoliatoare 68 87 6 7
2 | Coleoptere defoliatoare 8,6 91 5 4
3 | Insecte xilofage 1,5 37 41 22
4 | Insecte de scoartd 17,6 77 15 8
5 | Daundtorii fructificatiilor 2,5 16 62 22
6 | Insecte sugatoare i galigene 1,2 76 22 2
7 | Insecte daunitoare puietilor 0,6 77 16 7
Media : 83 10 7

In atacul coleopterelor defoliatoare, ponderea cea mai mare au avut-o
Orchestes fagi (peste 80%), Stereonichus fraxini, Haltica quercetorum, speciile
de Melolontha (tabelul nr. 5).

Dintre padurile afectate de insecte xilofage, cele mai multe au prezentat
atac de coleoptere (circa 96%) si dintre acestea, indeosebi de Cerambyx cerdo
(67,6%). Suprafete semnificative de paduri (10-12%) au fost infestate de aseme-
nea de Trypodendron lineatum si Cryptorrhynchus lapathi (tabelul nr. 5).

Lepidopterele cu larve xilofage au infestat peste 3% din suprafata
padurilor afectate de aceastd categorie de diunitori (cel mai important fiind
Paranthrene tabaniformis), iar dipterele, restul de 1%.

. Gindacii de scoarta (coleoptere Scolytidae) au atacat indeosebi conife-
rele (99% din suprafetele atacate) si foarte putin, foioasele. Specia cea mai afec-
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Tabelul nr. 4

Ponderea suprafetei atacate i intensitatea atacului principalelor specii de lepidoptere defoliatoare
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Ponderea Intensitate Intensitate
Nr. | . Specia suprafetei slaba i Intensitate puternica
crt. atacate foarte slaba medie si foarte
puternica
A Foioase
1 | Tortrix viridana 47,7 86 8 6
2 | Geometridae ‘ 36,2 95 3 2
3 | Lymantria dispar 12,6 71 8 21
4 | Parectopa robiniella 1,5 34 34 32
5 | Drymonia ruficornis 0,4 100 —
6 | Malacosoma neustria 0,2 82 — 18
7 | Orthosia cruda 0,2 100 — —
8 | Macaria alternata 0,1 93 7 —
9 | Yponomeuta rorrella 0,1 72 23 5
10 | Earias clorana 0,1 86 16 —
11 | Alte specii 0,1 . 100 — —
Media ' 99,2 87 6 7
B Conifere .
1 | Zeiraphera rufimitrana 0,8 100 — —
-| Media (foioase si conifere) 87 6 7
Tabelul nr. 5
. Ponderea suprafetelor atacate §i intensitatea atacului speciilor de coleoptere defoliatoare
: . , Intensitate
Nr. Specia Ponderea_ Intensvna_te Intensitate puternica
crt. i suprafetei slaba si 5 medie si foarte
atacate foarte slaba e
puternica
1 | Orchestes fagi 81,4 100 — —
2 | Stereonychus fraxini 7,3 41 17 42
3 | Haltica quercetorum 4,4 68 29 3
4 | Melolontha sp. 2,3 - 32 65 3
5 | Melasoma populi 1,4 87 13 —
6 | Lytta vesicatoria 1,3 64 17 19
7 | Agelastica alni 0,5 10 8 82
8 | Galerucella lineola 0,4 69 31 —
9 | Phyllodecta sp. 0,2 86 14 —
10 | Chlorophanus viridis 0,2 69 31 —
11 | Phyllobius argentatus 0,2 78 22 —
12 | Lepyrus palustris 0,2 72 .28 —
13 | Plagiodera versicolor 0,1 100 — —
14 | Alte specii 0,1 100 — —_
Media ' ' 91,3 4,7 4,0

tatd a fost molidul (peste 94%), la care s-a exercitat un atac asociat, dominat de
Ips typographus (80%).

in pidurile in care s-a inregistrat atac la fructificatiile arborilor, domi-
nante au fost atacurile de Curculio glandium (peste 50% din suprafata afectat3)
si Dioryctria abietella.

Dintre padurile atacate de insecte sugitoare si galigene, cele mai mari
suprafete au fost afectate de Phyllaphis fagi (63,1%), Aphrophora alni (14,2%),
Parthenolecanium corni, P. rufulum (7,3%), Mikiola fagi (5,3%), Sacchiphantes
abietis (4,1%), Aphididae (2,3%).

La puieti, ponderea cea mai mare a avut-o atacul produs de Hylobius abi-
etis (59,7%) si larvele de Scarabaeidae (29,7%).

INTENSITATEA ACTIUNII NEGATIVE A FACTORILOR ABIOTICI $I BIOTICI
(tabelul nr. 2; tabelul nr. 5) ‘

Atacul de intensitate slaba si foarte slabd. Spre deosebire de factorii
abiotici care s-au manifestat cu intensitate slaba si foarte slab3, doar pe circa
50% din suprafata afectatd, cei biotici au prezentat un atac de asemenea intensi-
tate, in medie pe 81% din suprafata infestatd. Dac3 in cazul insectelor si mami-
ferelor rozitoare, suprafetele cu atac slab si foarte slab, s-au situat in jurul
mediei, la parazitii vegetali, valoarea a fost mai scizuti.

La lepidopterele defoliatoare, atacul de intensitate slaba si foarte slabi, a
fost preponderent la toate speciile, cu exceptia speciei Parectopa robiniella, la
care numai pe o treime din suprafata infestatd, atacul a fost de o asemenea intensi-
tate. In cazul speciilor Drymonia ruficornis, Orthosia cruda, O. stabilis, Orgyia
recens, Pygaera anastomosis, Phalera bucephala, Zeiraphera rufimitrana, pe
intreaga suprafata infestatd s-a manifestat un atac de intensitate scazuta.

La speciile de lepidoptere, care detin ponderea mare a suprafetelor de
paduri afectate (Tortrix viridana, Geometridae, Lymantria dispar), peste 70%
din suprafata infestatd, iar la Geometridae aproape intreaga suprafata a prezentat
un atac de intensitate slaba si foarte slaba.

Ca valoare medie, suprafetele de paduri cu atac slab si foarte slab, de lepi-
doptere defoliatoare, au reprezentat 87%.

La coleopterele defoliatoare, atacul de intensitate slaba si foarte slabi s-a
manifestat predominant, la majoritatea speculor suplafetele cu atac de intensi-
tate scazutad depasind 60%.

La Plagiodera versicolor suprafetele cu atac slab si foarte slab au fost de
peste 90%, iar la Orchestes fagi au reprezentat intreaga suprafatd infestatd.

O situatie speciala s-a intdlnit la Agelastica alni, unde doar 10% din
suprafata afectati a inregistrat un atac slab si foarte slab. Suprafete ceva mai
reduse cu atac de asemenea intensitate s-au inregistrat de asemenea la Stereo-
nichus fraxini si la speciile de Melolontha.
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Suprafata medie cu atac slab si foarte slab de coleoptere defohatoare a

depasit 90%.

Atacul de intensitate medie. Ponderea suprafetelor de paduri afectate de
vént si temperaturi scizute a fost relativ mai ridicatd decét in cazul factorilor
biotici (ca valoare medle) insemndtatea reald a actiunii negatlve de intensitate
medie, fiind dati de marimea suprafetelor atacate.

In cazul parazitilor vegetali, ponderea suprafetelor cu atac de intensitate
medie a fost ridicata (peste 40%)

Ca pondere, cea mai micd valoare a fost inregistrati in cazul insectelor (10%).

La lepldopterele defoliatoare, atacul de intensitate medie, absent la unele
specii, a cuprins peste o treime din suprafata afectats, la Parectopa robiniella si
peste 20% la Yponomeuta rorrella. '

Ca valoare medie, a fost redusi suprafata padurilor cu atac de intensitate
medie produs de lepidoptere defoliatoare (6%). '

La coleopterele defoliatoare, atacul de intensitate medie, prezent la majori-
tatea speciilor s-a manifestat pe suprafete relativ ridicate la Gallerucella lineola,
Chlorophanus viridis, Haltica quercetorum, Lepyrus palustris, fiind dominant la
Melolontha, unde a cuprins 68% din suprafata atacata.

Suprafata medie cu atac de asemenea intensitate a fost redusd in cazul
coleopterelor defoliatoare (sub 5%).

Atacul de intensitate puternica si foarte puternicd. Ponderea suprafe-
telor de paduri pe care actiunea factorllm abiotici a avut intensitate puternica si
foarte puternici a fost mai mare decat cea a factorilor biotici (indeosebi la
parazitii vegetali si mamiferele rozdtoare).

Dintre lepidopterele defoliatoare, atacul de asemenea intensitate, a prezen-
tat important3 deosebitd la Lymantria dzspar care prin valoarea absolutd a
suprafetei cu atac de asemenea intensitate, rimane ddundtorul numarul unu al
padurilor de cvercinee.

Valorile aparent scizute ale suprafetelor de paduri puternic atacate de
Tortrix viridana si Geometridae, cap3ti importantd prin corecta raportare la
suprafetele mari infestate de acesti defoliatori.

Ponderea aparent mare a atacului puternic si foarte puternic produs de
Parectopa robiniella si Malacosoma neustria, nu este mare ca valoare reala,
datorit3 suprafetelor totale, mici, infestate de acesti defoliatori (0,2-1,5%).

Suprafata medie, atacatd puternic si foarte puternic de lepidopterele defo-
liatoare a fost mica (7%).

La coleopterele defoliatoare, atacul de intensitate puternicd si foarte puter-
nicd, absent la cele mai multe specii, a fost dominant la Agelastica alni si
Melasoma aenea (peste 80% din suprafetele infestate). Prezintd de asemenea
important3 Stereonichus fraxini, la care peste 40% din padurile infestate au avut
un atac puternic si foarte puternic.

Ca valoare medie, suprafetele cu atac puternic si foarte puternic au avut
pondere redusi si in cazul coleopterelor defoliatoare (4%).

11 Starea fitosanitar a padurilor din Roménia 99

CONCLUZII

Padurile sunt expuse atét actiunii defavorabile a factorilor abiotici, indeo-
sebi vantului si temperaturilor scdzute din timpul primaverii si toamnei, cat si
atacului exercitat de factorii biotici (insecte, paraziti vegetali, mamifere).

Cele mai mari suprafete de paduri, afectate indeosebi de factorii biotici, au
fost situate in jumdtatea de sud a tirii, care oferd conditii bune de dezvoltare,
mai ales pentru insectele diunitoare. C

Cea mai mare important3 o au insectele, prin numarul de specii, afectarea
tuturor organelor arborilor, intensitatea atacului, suprafetele infestate.

Principalele grupe de insecte ddunatoare padurilor au fost: lepidopterele si
coleopterele defoliatoare, speciile xilofage, diunitorii de scoarts, speciile sugi-
toare si galigene, speciile care atac3 fructificatiile, ddunitorii puietilor.

Speciile de foioase au fost afectate de un num#r mai mare de d3unitori si

pe suprafete mai extinse, comparativ cu cele de conifere.

Dintre foioase, cele mai atacate au fost speciile de Quercus, Salix, iar dintre

. conifere, molidul.-

Prin suprafetele pe care isi exercitd atacul, dar si prin efectul ataculul lor
asupra arborilor, cea mai mare importantd au avut-o lepidopterele defoliatoare si
indeosebi Lymantria dispar; care pare s3-si sporeasci efectivele, declansind o
noua gradatie.

Intensitatea atacului a fost in general slabi si foarte slab3, la diferitele
grupe de daunatori, cu exceptia celor xilofagi si care au afectat fructificatiile.

Atacul de intensitate puternica si foarte puternicd a avut o pondere mare in
suprafetele atacate de Agelastica alni, Stereonichus fraxini, Parectopa robini-
ella, dar, prin suprafata reald a padurilor atacate, o 1mportanta deosebita a avut
in cazul defoliatorului Lymantria dispar.

Actiuni de combatere, cu preparate biologice, inhibitori ai sintezei chi-
tinei, insecticide chimice, au fost intreprinse in padurile atacate in principal de

Lymantria dispar, Tortrix viriclana si Stereonichus fraxin, pentru evitarea pler-
derilor economice.
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CARACTERIZAREA CELULARA $I MOLECULARA
A VITELOGENEZEI LA VERTEBRATELE INFERIOARE
(PESTI SI AMFIBIENI)

OTILIA ZARNESCU

Vitellogenin is the precursor to yolk proteins of oviparous animals and coniributes vitally
to egg quality and reproductive success. In the vertebrate system estradiol produced by the
follicle cells in the ovary induces vitellogenin gene transcription and translation by liver
cells. '

Vitellogenin is a phospholipoglycoprotein transported by the blood stream and specifically
taken up by growing oocytes. The backbone of the vitellogenin molecule is a protein chain
of substantial size (molecular weight 250.000~600.000). It also carries copious amounts of
lipid material, carbohydrate components, phosphate groups and mineral salts.

- Following highly selective uptake into the oocyte, the transport molecule, vitellogenin is
broken up and accumulated as egg-specific yolk constituents such as phosvitin and
lipovitelin.

In this review I discuss the molecular biology, bicchemistry and functions of vitellogenin.

- Vitelusul reprezinti rezerva internd majord in embriogeneza majorititii
vertebratelor inferioare. El este utilizat in momentul form3rii tesuturilor si asi-
gurd supravietuirea embrionului pAnd cind acesta este capabil s3 se hrineascd
singur.

Diferentierea ovocitului la vertebratele inferioare are loc in perioada cand
acesta este blocat in profaza meiozei I. Principalul eveniment responsabil de
cresterea enormd a ovocitului este reprezentat de preluarea unei proteine plas-
matice denumitd vitelogenind (VTG) care este internalizati de ovocitul in cres-
tere printr-o endocitozd mediatd de receptor, procesats partial intr-un comparti-

~ment endozomal si apoi stocati in organite specializate denumite granule vite-
line la pesti sau plachete viteline la amfibieni. Acumularea vitelusului implici o
succesiune de evenimente cunoscute sub denumirea colectivi de vitelogenez3.

La pesti si amfibieni, VTG este o glicofosfolipoprotein# sintetizati in ficat
sub influenta estradiolului (1, 2, 3, 4, 5, 6, 7). La pestii teleosteeni sinteza VTG
are loc in dous etape. in prima etapi, gonadotropina hipofizar3 induce sinteza de
17B estradiol (8, 9, 10) care stimuleaz3 in cea de-a doua etapi sinteza VTG in
ficat si eliberarea ei in sange (6, 11, 12, 13). Estradiolul este produs de celulele
foliculare din jurul ovocitelor. La pesti, spre deosebire de amfibieni sinteza

St. cerc. biol., Seria biol. anim., t. 49, nr. 1, p. 101-115, Bucuresti, 1997
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VTG poate fi indus3 si de alti steroizi. La Carassius auratus (14) si Gobius
niger (15, 16) androgenii administrati in doze farmacologice sunt capabili sa
mimeze actiunea estrogenilor. Au fost sugerate doud mecanisme posibile ale
inducerii sintezei VTG de citre androgeni (17): (1) androgenii sunt convertiti in
estrogeni care in schimb stimuleazi vitelogeneza, (2) androgenii actioneaza
direct asupra procesului inductor sub forma unui agonist estrogenic pe o cale
dependents de receptorul pentru estrogeni.

Sinteza VTG in ficat este un proces complex care implicd mai multe
etape (18):

1. NUCLEU

a) Activarea genei VTG prin legarea hormon-receptor la nivelul unor
secvente specifice de ADN. Secventa completd a genei VTG a fost elucidata
numai la trei specii de vertebrate inferioare: Ichthyomyzon unicuspicus (19),
Fundulus heteroclitus (20) si O. mykiss (82). La Xenopus laevis s-au identificat
patru gene VTG grupate in dous familii (21). La pesti numarul de gene VTG este
necunoscut.

b) Transcrierea genei.

c) Procesarea transcriptului primar.

d) Translocarea in citoplasma.

2. RETICULUL ENDOPLASMATIC RUGOS (REG)

a) Traducerea ARN, VTG.

b) Procesarea subumta;llor

c) Fosforilarea resturilor de serin. S—au identificat la F. heteroclitus (20)
situsuri fosforilate de urm3toarele kinaze: 7 pentru protein kinaze dependente de
AMP_ si GMP; 39 pentru cazein kinaza II si un situs pentru o tirozin kinaza.
(Fig. 1) :
La Xenopus laevis fosforilarea are loc numai in REG si REN (18).

d) Lipidizare — situsul celular exact al atagdrii necovalente a lipidelor este
incd controversat.

e) Translocarea la REN.

3. RETICULUL ENDOPLASMATIC NETED (REN)

a) Fosforilare suplimentar3 pe resturile de serina.
b) Translocarea la aparatul Golgi.
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4. APARATUL GOLGI (AG)
a) Glicozilare. La Fundulus heteroclitus (20) au fost identificate 16 situ-

suri potentiale de glicozilare (fig. 1). Sunt adaugate resturi de.manoza, NAc glu-
cozamind, acid sialic.
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Fig. 1 — Reprezentarea schematici a situsurilor implicate in modificérile post translationale ale
vitelogeninei la F. heteroclitus. 1 — situs de N-glicozilare; 2 — situs de N-miristilare; 3 — situs
de fosforilare; * — domeniu poliserinic (20).

b) Lipidizare.

c) indepirtarea peptidei semnal.

d) Dimerizare.

e) Fosforilarea resturilor de serina. La pasan VTG este fosforilatd in AG
dupa care este secretatd rapid din hepatocit.

f) Eliberarea in singe.

Vitelogenina este prezentd in serul femelelor si masculilor maturi netratati
hormonal precum si a femelelor i masculilor imaturi (1, 22, 23, 24). La toate
vertebratele inferioare, in structura vitelogeninei au fost identificate trei domenii
comune: un domeniu N-terminal (lipovitelin-1) un domeniu central (fosvitin) si
un domeniu C-terminal (lipovitelin-2) (25).

La majoritatea speciilor VTG circuld in singe sub forma unui dimer cu o
masi moleculari cuprins3 intre 130 kDa la Triturus vulgaris (26) si 630 kDa la
Cyclopterus lumpus (27). Marea varietate de greutiti moleculare descrise pentru
VTG este in mare parte o consecinti a metodologiei folosite (tabelul nr. 1). La
unele specii monomerul VTG contine o singurd polipeptida a carei greutate
molecular variazi in functie de specie in timp ce la altele (Carassius auratus)
monomerul VTG este heterogen si format din cel putin trei pollpeptlde cu greu-
tati moleculare cuprinse intre 147-140 kDa (28).

Un aspect interesant este acela ¢ in ceea ce priveste greutatea moleculard
si numirul subunitatilor existd o mare variabilitate intre familiile aceluiasi gen.
in schimb, in cadrul aceleiasi familii VTG este foarte conservatd (29). De exem-
plu, unele caracteristici imunologice §i biochimice precum si structura sub-
unititilor si a proteinelor viteline sunt identice la 14 specii de salmonide (30).

Analiza secventei de aminoacizi a VTG a demonstrat ci existd aseméndri
intre diferitele specii de pesti §i amfibieni.
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Tabelul nr. 1
Masa moleculara a VTG la diferite specii de vertebrate inferioare
Masa Masa Metode folosite
Specia molecu- moleculard pentru izolarea Autori
lard (kDa) | subunititi (kDa) VTG
 Raja erinacea 205 — Precipitare selectivi (95)
(MgCL/EDTA)
Acipenser 400 180 (96)
transmontanus 120
Salmo salar 495 — Filtrare gel (22)
535 — SDS-PAGE (97
Salmo trutta 440 — Filtrare gel (35)
Oncorhyncus 600 — Filtrare gel (98)
mykiss v
470, — SDS-PAGE (81)
550 — Filtrare gel (99)
Oncorhyncus 390 — Filtrare gel (80)
kisutch ‘
P 540 — Filtrare gel (30)
E | Anguilla japonica 350 85 Filtrare gel/ (45)
S| SDS-PAGE
T 292 PAGE-nativa 47
I Fundulus 200 SDS-PAGE (100)
heteroclitus ‘
O | Carassius auratus 326 140-156 SDS-PAGE 14) -
S } ) 380 140-147 SDS-PAGE (28) -
O |  Cyprinus carpio 326 — SDS-PAGE a4
$ 300 — SDS-PAGE (101)
I | Heteropneustes 550 — Filtrare gel (102) .
Jossilis
Oryzias latipes 420 — Filtrare gel (103) -
Gasterosteus 640 SDS-PAGE (104) !
aculeatus ‘ * '
Gadus morhua 400 — Filtrare gel (105)
485,2 Filtrare gel, @n
ultrafiltrare,
cromatografie pe
DEAE Sephacel

5
Tabelul nr. 1 (continuare)
Masa Masa Metode folosite
Specia molecu- Molecularad pentru izolarea Autori
lara (kDa) | subunitati (kDa) VTG '
Macrozoarces 571,8 - Filtrare gel, 27
americanus ultrafiltrare,
cromatografie pe
DEAE Sephacel
Cyclopterus 630,5 — Filtrare gel, @mn
lumpus ultrafiltrare,
cromatografie pe
DEAE Sephacel
Cynoscion 220 — Filtrare gel (106)
nebulosus : .
Orechromis 300 — Cromatografie pe 54) .
niloticus DEAE Sephacel
500 — SDS-PAGE (107)
Scopthalmus 530 185 Cromatografie pe 37
maximus schimbiitori de ioni
Platichthys flesus 550 Filtrare gel (108)
Verasper moseri 520 Filtrare gel 0]
Oreochromis 300 Filtrare gel, (109)
aureus ultracentrifugare, ‘
precipitare selectiva
Ictalurus punctatus 150 Precipitare selectiva (24)
cuN-N
dimetilformamida
Morone saxatilis 170 Cromatografie pe (110)
schimbatori de ioni
DEAE-agaroza
Orechromis 200 Cromatografie DEAE 11y
mossambicus agaroza
A | Xenopus laevis 420 SDS-PAGE (112)
M 460 220 SDS-PAGE (58)
f Rana esculenta 125 SDS-PAGE (26)
B | Rana temporaria 406 SDS-PAGE 9%
1
E | Triturus vulgaris 130 SDS-PAGE (26)
? Triturus carnifex 460 — SDS-PAGE 98)
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Tabelul nr. 2

Compozifia chimica a VTG la diferite specii de vertebrate inferioare
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Pro- | Lipide | Triacilgli- | Fosfo- | Coleste- | Coleste- | Carbo-
Specia teine | totale ceroli | lipide rol rol hidrat | Autori
% % % | % |total% | liber% | %
Anguilla japonica | 86 13 2,2 9,4 1,4 1,39 1 47)
Onchorhyncus 8 |17,6 4 11 2 ND ND (35)
mykiss 37
Salmo trutta 81 19 2,7 13,9 2 ND ND (35)
Verasper moseri 18,7 3 11,8 2,9
Gadus morhua ND 21,34 ND - ND ND ND ND 27
18,1 ND ND ND ND ND 37

Macrozoarces
americanus ND 17,92 ND ND ND ND ND (VX))
Cyclopterus
Iumpus ND | 21,18 ND ND | ND ND | ND @7)
Scopthalamus
maximus ND 15,8 ND ND ND ND ND 37
Anarhicas lupus ND 16,8 ND ND ND ND ND 37
Carassius
auratus ND 20 ND ND ND ND ND

ND 21 ND ND ND ND ND
Xenopus laevis 87 12,3 3 10 ND ..ND 0,7

ND = nedeterminat

S—a sugerat cd VTG de la carasul auriu confine mai multi aminoacizi neu-
tri decat cea de la Xenopus laevis, acest aspect fiind considerat a sta la baza
divergentei evolutive dintre pestii ososi §i tetrapode (28). Una dintre caracteristi-
cile VTG la teleosteeni este continutul mare de alanind comparativ cu viteloge-
nina de la Xenopus laevis (31). in schimb continutul de serini este mai scizut
decét la amfibieni. Continutul scdzut de serind este corelat cu cantitatea redusa
de fosfor din vitelogenina teleosteenilor (28).

VTG este consideratd o VHDL (lipoproteina de foarte inaltd densitate —
Very High Density Plasma Lipoprotein) cu un continut lipidic diferit in functie
de specie (tabelul nr. 2). La majoritatea speciilor vitelogenina este caracterizatad

printr-un continut mare de fosfolipide ce reprezinta 70-90% din totalul lipidelor
(32, 33, 34, 35). Analiza compozitiei in acizi grasi ai lipidelor din vitelogenina

diferitelor specii de teleosteeni (Gadus morhua, Scopthalmus maximus,
Oncorhynchus mykiss si Anarhichas lupus) a evidentiat preponderenta a 9 acizi
grasi polinesaturati (89-91% din total) in special 20:5 (n-3) si 22:6 (n-3) (36,
37). In cazul amfibienilor acizii grasi sunt mai scurti si mai putin nesaturati

(n—6). Vitelogenina speciilor marine contine o concentratie relativ mare de acizi
grasi nesaturati cu catend lunga.
VTG este inruditd molecular cu apolipoproteina B-100 (apo B-100) ceea

~ ce a condus la presupunerea ci ea poate sta la originea acestor lipoproteine (38).

Apo B este un component al familiilor de lipoproteine de densitate foarte
scazutd, intermediara si scdzutd (VLDL, IDL si LDL) ce functioneaza ca trans-
portori ai colesterolului si a triacilglicerolilor precum si in indepartarea LDL-ului
din plasma (38, 39). Faptul cd lipoproteine si apolipoproteine, comparabile cu
cele umane sunt prezente chiar la pestii primitivi (40) sugereaza ca divergenta
ce a condus la aparitia VTG si a lipoproteinelor a avut loc la inceputul sau inain-
tea evolutiei vertebratelor. Aceste relatii ale familiei de gene VTG cu proteinele
mamaliene a condus si la ipoteza c3 vitelogenina vertebratelor poate avea functii
incd nedescoperite, ca de exemplu transportor al unor molecule apolare sau
enzime (29).

S-a evidentiat ca fosfolipidele din VTG transportd in ovocit diferite sub-
stante — acizi grasi esentiali polinesaturati (33, 36), tiroxina (T4) si triiodotiro-
nind (T3) (42), anumiti ioni — zinc (43), calciu, magneziu (44), fier (45), si fac-
tori inductori mezodermali de tipul activinei si follistatinului (proteind ce leagd
activina) (46).

La Xenopus laevis atomii de zinc sunt asociati cu domeniul lipovitelin in
timp ce calciul si magneziul sunt prezenti in regiunea ce va forma fosvitinul
(tabelul nr. 3).

‘ Tabelul nr. 3

Continutul in metale al VTG, lipovitelin si fosvitin la Xenopus laevis (113)

METAL VTG LIPOVITELIN FOSVITIN
mol/220kDa mol/141 kDa mol/30 kDa
ZINC ‘ 1,2 1,06 : 0,20
CALCIU 1,50 — 2,10
MAGNEZIU 0,15 0,10 3
MANGAN -0,06 — 0,05
FIER 0,15 0,10 0,50
CUPRU 0,09 0,03 —

Majoritatea fosfolipidelor stocate in ovocit prin intermediul VTG sunt
esentiale pentru sinteza de biomembrane si producerea de energie in embrion (47).

La Anguilla japonica (48) VTG prezintd in formd latentd activitate pro-
teazicd similard cu cea identificatd in vitelogenina de crustacei (49). Desi nu se
cunoaste semnificatia acestei activitdti proteazice ea a fost pusa in evidentd si in
alte proteine. Fibronectina contine o secventd cu activitate proteazica ce este
exprimatd dupd digestia cu catepsina D (50, 51).
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Prin injectarea in vivo a diferitilor trasori au fost identificate doud c#i prin
care macromoleculele pardsesc vasele de sange la nivelul ovarului (52, 53, 54).
O cale celulari ce implic3 traversarea celulelor endoteliale si o cale acelulara
directd prin canalele existente intre celule.

Dupa ce parasesc capilarele, moleculele se distribuie printre celulele tesu-
tului conjunctiv si fibrele de colagen ale tecii interne, dupd care in drumul lor
citre epiteliul folicular trec prin lamina bazald ce acoperd acest epiteliu. Desi
existd unele dovezi ce sustin cd celulele foliculare pot internaliza VTG prin
pinocitoz3, marea majoritate a acestor molecule traverseazd epiteliul folicular
difuzand prin canalele existente intre celule (53, 54). in final, macromoleculele
traverseazi anvelopa vitelind pentru a ajunge la suprafata ovocitului unde sunt
mtemahzate printr-o endocitozd mediata de receptor.

Studiile recente au evidentiat existenta receptorului VTG la diferite specii
de pesti, O. mykiss (52, 53, 54), O. niloticus (55), O. nerka (56), la amfibieni ca
X. laevis (57) si la pasari (58). '

La pesti, afinitatea receptorului pentru VIG si numarul maxim de situsuri
de legare se modificd in cursul dezvoltirii foliculare. Viteza de internalizare a
receptorului la X. laevis variazi semnificativ intre ovocitele recoltate de la ani-
male diferite (57). Aceastd situatie este diferitd de cea intilnitd in celulele mami-
ferelor la care viteza de internalizare a unui receptor intr-un anumit tip celular
este mai mult sau mai putin constanti. De asemenea, spre deosebire de mami-
fere la care endocitoza se realizeazi eficient la 37°C, ovocitele vertebratelor
inferioare pot internaliza receptorii foarte rapid si la 22°C. O serie de studii au
demonstrat ci, ovocitele sunt capabile sd internalizeze VTG la temperaturi sub
4°C (59).

La O. mykiss s-a descoperit recent ca foliculii ovarieni contin patru pro-
teine receptoare cu afinitate pentru VTG (54). Acesti receptori sunt specifici

- pentru ovar si nu interactioneaz3 cu alte lipoproteine plasmatice de tipul: VLDL,
LDL sau HDL. Peptidele obtinute in urma digestiei cu tripsind a proteinelor
receptoare au demonstrat ¢ ele prezintd omologie de secventa cu receptorii
altor lipoproteine. Cele mai semnificative secvente identificate au fost (Phe-
Asp-Asn-Phe-Tyr) si (Ser-Glu-Leu-Tyr-Glu-Pro-Ala). Prima secventa este simi-
lard cu o regiune identificati in domeniul citoplasmatic al receptorilor VLDL si
LDL de la mamifere, LDL de la amfibieni si VTG/VLDL de la giind (60, 61,
65). Aceastd secventd actioneazd ca semnal de internalizare. A doua secventd
este identicd cu 6/7 aminoacizi din receptorul VTG/VLDL de la gdina.

Clonarea receptorului VTG de la diferite specii a demonstrat existenta a 8
secvente repetitive in domeniul de legare a ligandului. Aceste secvente sunt
prezente la toti 1eceptom familiei VLDL si VTG. In plus, in structura recepto-
rilor LDL, VLDL si VTG de la diferite specii au fost conservate urmatoarele
domenii (66): un domeniu ce reprezintd omologie cu precursorul EGF
(Epidermal-Growth-Factor), un domeniu transmembranar $i un domeniu cito-
plasmatic (fig. 2).
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Fig. 2 — Modelul celor 5 domenii ale receptorilor VTG si LDL la Xenopus. Omologia dintre
domeniile celor doua proteine este indicatd procentual (66).

Fig. 3 — Reprezentarea schematici a ciii de
transport a VTG in ovocitul de amfibian.
1 — epiteliu ovarian; 2 — teacid foliculari;
3 — capilar; 4 — fibrocit; 5 — fibre de cola-
gen; 6 — VTG; 7 — lamina bazald; 8 — ce-
lule foliculare; 9 — anvelop# vitelind; 10 —
microvil; 11 — macrovil; 12 — endozom
multivezicular; 13 — plachetd vitelind pri-
mordiald; 14 — endozom; 15 — placheti
vitelind maturd. (63).
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Dupai internalizare, VTG se deplaseazi succesiv prin invaginari si vezicule
cu invelis, endozomi, plachete viteline primordiale si plachete viteline mature
(fig. 3).

In endozomi, VTG este procesati proteolitic pentru a forma lipovitelin 1 si
2, fosvitin si fosvet 1 si 2 (26), componente ce sunt stocate ulterior intr-o forma
cristalind in plachetele viteline. Capatul -COOH al VTG (domeniul LV2) este
clivat la 1-2 ore dupd internalizare. Acest situs de clivaj dintre fosvitin si LV2
este caracteristic pentru catepsina D (67, 68, 69).

Studiile biochimice au evidentiat ca transportul VTG se desfasoard in

doud faze. In prima fazd are loc o crestere rapida a densitdtii organitelor de-

endocitoza (corpi multiveziculari/plachete viteline primordiale) la 1,21 g/ml
urmati de o intrare relativ inceatd in compartimentul plachetelor viteline grele
(70). Prima faz3 implicd agregarea gradati si cristalizarea VTG in corpii multi-
veziculari si convertirea lor in plachete viteline usoare (cu diametrul de 3—4
pum). A doua fazid corespunde aparitiei VTG in plachetele viteline grele (cu
diametru mai mare de 4 pm) (71).

Plachtele viteline sunt considerate lizozomi modificati (72) si asemdndtor
acestor organite, ele reprezintd destinatia tuturor moleculelor internalizate de
ovocit (73, 74, 75). Aceste organite contin intregul set de hidrolaze necesare
pentru degradarea vitelusului insd aceastd degradare are loc, spre deosebire de
lizozomii clasici, la citeva sdptimani dupa formarea lor. Au fost implicati doi
factori in reglarea degradarii vitelusului: pH-ul si intdrzierea exprimdrii activi-
tatii unor enzime (76). Spre deosebire de lizozomii clasici la care mediul acid
este esential pentru activitatea enzimelor degradative, plachetele viteline isi pot
modula pH-ul in functie de starea celulei. Astfel, pH-ul initial al plachetelor
viteline este neutru sau cel mult slab acid, o conditie foarte nefavorabild pentru
functia lizazomald normal3. Aceste conditii initiale de pH sunt necesare doar
pentru proteoliza partiald a VTG, fiind stabile mai multe siptimani. Acidifierea
plachetelor viteline are loc in timpul dezvoltdrii embrionare in stadii specifice
pentru formarea fiecdrui fesut. Aceastd acidifiere este corelatd cu degradarea
vitelusului. '

Din punct de vedere enzimatic s-a observat ci in proteoliza vitelusului
sunt implicate enzime ca fosfataza acida (70), catepsina D si L (77). Aceste en-
zime devin active in embriogeneza timpurie. :

Transferul nutrientilor stocati in vitelus are loc in trei etape (78). In prima
etapd vitelusul este fagocitat de celulele blastodermului si degradat intracelular.
in a doua etapi vitelusul este degradat extracelular de citre sincitiul vitelin si
epiteliul endodermal al sacului vitelin. Produsii rezultati sunt absorbiti in circu-
latia vitelind. In a treia etapi plachetele viteline sunt deplasate din sacul vitelin
la intestin.
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Aminoacizii rezultati in urma proteolizei viteline (vitelolizi) sunt trans-
portati in embrion prin intermediul sistemului vascular vitelin sau sunt incorpo-
rati in apolipoproteinele sintetizate in sincitiul vitelin. Lipidele viteline sunt
transportate in embrion prin intermediul sistemului circulator sub forma de LDL
sintetizate In cantitdti mari in REG si AG din sincitiul vitelin (77).

fn structura cristalului vitelin de la pesti si amfibieni au fost identificate
molecule de tipul: lipovitelin, fosvitin, fosvet, componentul 8, enzime, ADN,
glicoproteine si glucide. '

Lipovitelinul este o moleculd mare formati din doud subunititi. O subuni-
tate mare (LV1) de 120 kDa si una micd (LV2) de 40 kDa. El contine la
V. moseri lipide (20,7%), fosfolipide (12,9%), trigliceride (3,2%) si colesterol
(2,7%) (79). '

Fosvitinul si fosvetul sunt molecule puternic fosforilate care se carac-

terizeazd printr-o sarcind negativi. mare datoratd continutului crescut de fosfo-

serina. :

in ovarul de O. latipes au fost identificate (80, 81) patru fosfoproteine
notate de la 1 la 4 (PP1-PP4). PP1 este heterodimerica si formati dintr-o subuni-
tate fosfoproteicd de 113 kDa si o proteind de 94 kDa. PP2 este tot un hetero-
dimer format dintr-o subunitate fosfoproteica de 72 kDa si o subunitate proteica
de 84 kDa. PP3 si PP4 sunt monomerice si reprezinti doud forme de fosvitin.
Clonarea genei VTG a permis evidentierea urmitoarelor caracteristici ale fosvi-
tinului (82): continut mare de serind fosforilata care este asezata in siruri nein-

trerupte de alti aminoacizi, prezenta unei cantititi mari de aminoacizi bazici si

un numdr mic de lanturi apolare sau care contin sulf. Fosforilarea serinei este
mai pronuntat3 la pasiri, reptile si amfibieni (pana la 100%) decit la pesti (~ 54%).’

Componentul B (E2) este o proteind vitelind identificata la salmonide §i
V. moseri (79, 83). Componenta sa in aminoacizi este diferitd de cea a lipoviteli-
nului si fosvitinului (84) si nu contine lipide sau fosfoserini.

Analiza cristalului vitelin a argtat c3 el este format dintr-un schelet alcatuit
din dimeri de lipovitelin. Moleculele de lipovitelin prezintd domenii speciale
pentru interactiile cu fosvitinul si cu lipidele. Fosvitinul este localizat in spatiul
apos-al cristalului (7, 85).

La unele specii de pesti ca F. heteroclitus (86), V. moseri (79) si Parali-
chtys olivaceus (87) proteinele viteline suferd un clivaj secundar dupd formarea
vitelusului si anume in timpul maturdrii. La V. moseri (79) lipovitelinul este cli-
vat in doi monomeri in timp ce fosvitinul si componentul B sunt degradati la
aminoacizi. Clivarea proteoliticd a proteinelor viteline din timpul maturdrii are
doui functii (79): (1) furnizeazi un efector osmotic necesar pentru influxul apei
in ou si (2) asigurd o sursd de aminoacizi liberi ce vor fi folositi in etapele ini-
tiale ale dezvoltarii embrionare.
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Materialul amorf din jurul cristalului vitelin a fost putin studiat si contine
gllcoprotelne si glucide (88), enzime de tipul fosfatazei acide (89, 90), ribonu-
cleazei (91) si arilsulfatazei (92, 93). Ribonucleaza identificata la Rana cates-
biana (91) este prezenta numai in plachetele viteline mature. Pentru ca aceasta
enzima este abundenta in ovocitele de Rana dar nu si in cele de X. laevis este
neclard functia ei biologica.

La X. laevis plachetele viteline contin cantititi mici (20 ng) de ADN dublu
catenar ce se caracterizeaza printr-o greutate moleculard mare (94). Acest ADN
nu este implicat in transferul de informatie din timpul dezvoltarii embrionare si
sufera un turover rapid.

Biochimia vitelogeninei si a proteinelor viteline este departe de a fi rezol-
vata. Sunt necesare in continuare studii referitoare la compozitia completd a
VTG si a proteinelor viteline, a enzimelor implicate in clivajul proteolitic al
VTG si al proteinelor viteline, exprimarea receptorilor VTG in cursul ovo-
genezei si implicarea vitelogeninei in transportul diferitelor substante (hormoni,
vitamine, metale).
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RAKOSY LASZLO, Die Noctuiden Riiméniens (Lepidoptera: Noctuidae), Staphia-Linz, 1996,
648 p., 900 fig., 651 harti de distributie, 30 plange color. '

N

Specialist in studiul lepidopterelor, cunoscut atat in fard cat §i in strainatate, dr. Rakosy
L4sz16 a reusit ca rezultatele a 15 ani de cercetiri laborioase s3 le finalizeze intr-o lucrare mono-
graficd referitoare la lepidopterele noctuide din Roménia. Lucrarea se remarca atit prin abordarea
exhaustivd a noctuidelor cit si prin conciziune. Prezintd mai intdi un scurt istoric al cercetérilor
lepidopterologice in Roménia, cu datele biografice a celor mai de seami cercetitori in domeniu.
Pentru a interpreta raspandirea speciilor de noctuide pe teritoriul Roméniei, autorul descrie princi-
palele tipuri de habitate, a cdror diversitate ecologica se reflectd in bogatia de specii existente in
tara noastrd. Doctor Rakosy prezintd aspecte ecologice si biogeografice, referitoare la rispandirea
speciilor in diferite tipuri de ecosisteme si regiuni geografice din Roménia, in functie de cerintele
lor ecologice.

Caracterele morfologice ale noctuidelor sunt descrise intr-un capitol separat. Se acordd o
atentie deosebitd cunoagterii particularititilor morfologice ale exoscheletului toracic, armaturii
genitale, morfologiei oului §i chetotoxiei larvare. Cu toate ci se face o descriere generald a mor-
fologiei noctuidelor i in acest capitol sunt prezentate aspecte inedite, observate de autor.

De o deosebiti valoare stiin{ifica este partea de sistematici, unde sunt descrise 670 specii
de noctuide, dintre care 650 specii existd in fauna Roméaniei (peste 50% din fauna de noctuide a
Europei). Se caracterizeazi fiecare gen §i specie, folosindu-se o diagnoza bazatd pe morfologia
armiturii genitale descrisd de autor pe baza cercetirilor personale. Sunt luate in considerare si alte
caractere morfologice, care se pot observa si in plangele cu fotografiile color ale speciilor, de o
excelentd calitate. Descrierile morfologice cu valoare taxonomica sunt completate cu aspecte
referitoare la biologia speciilor. Dintre cele 650 specii de noctuide descrise in lucrare, 7 specii
sunt noi pentru gtiinta. ‘

Lucrarea elaboratd de dr. Rékosy Lasz16 este o lucrare de referintd, indispensabila pentru
specialistii din domeniul lepidopterelor noctuide si foarte utilé i altor biologi interesati de lumea
fluturilor.

NICOLAE TOMESCU

St. cerc. biol., Seria bioL anim.,, t. 49, nr. 1, p. 117, Bucuregti, 1997 -




NOTA CATRE AUTORI

Revista ,,Studii §i cercetari de biologie, Seria biologie animala” publicé arti-
cole originale de nivel stiintific superior din toate domeniile biologiei animale: mor-
fologie, taxonomie, fiziologie, genetics, ecologie etc. Sumarele revistei sunt comple-
tate cu alte rubrici ca: 1. Viata stiintifics, ce cuprinde unele manifestiri stiintifice
din domeniul biologiei (congrese, simpozioane, consfatuiri etc.); 2. Recenziile unor
carti de specialitate aparute in tari i peste hotare.

Autorii sunt rugati sd-si prezinte articolele in dublu exemplar, de preferintd
pe o imprimant3 laser, culese la doudl randuri. Continutul articolelor va fi imprimat
pe dischete, in limbajul ,,Word 6.0”. Mi#rimea caracterelor va fi conform uzanielor
revistei: — 11/13 pentru textul propriu-zis; 12/14 pentru titlul articolelor; 9/11 pen-
tru anexe (tabele, bibliografie, explicatia figurilor, note) si pentru rezumatul in
limba englez3, care va fi plasat la inceputul articolului. Este obligatoriu ca pe dischete
sa fie specificat numele figierelor in care se afli articolul. Materialul grafic va fi
trimis pe dischetd, scanat, cu aceeasi specificatie. In absenta unui scaner, materialul
grafic va fi executat in tug, pe calc. Tabelele si ilustratiile vor fi numerotate cu cifre
arabe. Trebuie evitatd repetarea acelorasi date in text, tabele si grafice. Bibliografia,
tabelele si explicaia figurilor vor fi imprimate pe pagini separate. Aranjarea biblio-
grafiei se va face conform uzantelor revistei: citarea alfabetici si cronologica a
numelui si initialei autorilor (cu majuscule); titlul cirtilor (italic) sau al revistelor
(prescurtate conform uzantelor internationale); volumul (bold); numirul (in paran-
tezd); paginile precedate de ,,:”"; anul aparitiei.

Exemplu:
1. BELDIE, AL., Flora si vegetatia Munfilor Bucegi, Edit. Academiei,
678 p., 1967.

2. POPESCU MARINESCU VIRGINIA, Rev. roum. biol., Biol.
anim., 31 (1); 73-80, 1986.

Mentiondm c@ prescurtérile pentru cuvintele editurd si colaboratori sunt:
edit. si respectiv colab.

Citarea bibliografiei in text se va face prin cifre arabe §i numerotate conse-
cutiv in ordinea aparitiei.

Textul lucrdrilor, inclusiv bibliografia, explicatia figurilor si tabelele nu
trebuie sd depdgeascad 7 pagini.

Responsabilitatea asupra continutului articolelor revine in exclusivitate
autorilor,




