STUDIA UNIVERSITATIS MOLDAVIAE, 2018, nr.6(116)

Seria “Stiinte reale si ale naturii” [SSN 1814-3237 IS online 1857-498X p.25-34

CZU: 582.632.2:581.19:581.32
APRECIEREA PROCESELOR ANTIOXIDANTE iN EXTRACTELE
DIN MUGURII SPECIILOR SPONTANE DE STEJAR IN FUNCTIE
DE ANOTIMP SI CONDITIILE STATIONALE

Alexandru DASCALIUC, Petru CUZA"

Institutul de Genetica, Fiziologie §i Protectia Plantelor,
“Universitatea de Stat din Moldova

A fost determinata activitatea sumara a oxidazelor, catalazelor si a substantelor antioxidante in extractele din mugurii
prelevati pentru analizd toamna, iarna §i primavara de la arborii de stejar pedunculat (Quercus robur), de gorun
(Q. petraea) si de stejar pufos (Q. pubescens) care cresc in apropiere nemijlocitd pe teritoriul Ocolului silvic Zloti,
precum si din mugurii arborilor de stejar pufos din alte ocoale silvice din sudul Republicii Moldova. in perioada de
iarnd, activitatea antioxidantd in extractele din mugurii apicali si laterali ai stejarului pufos si ai gorunului a consemnat
ca la aceste specii procesele metabolice sunt mai deplasate de echilibrul biodinamic, in comparatie cu cele ce se desfa-
soard in mugurii stejarului pedunculat. Acest fapt demonstreaza ca stejarul pufos si gorunul sunt mai putin rezistente la
conditiile de iarnd, in comparatie cu stejarul pedunculat, care este o specie mai bine adaptatd la ger. Primavara, in
extractele din mugurii stejarului pufos se manifesta tendinta de sporire a capacitatii sumare de utilizare a oxigenului
datorita potentialului reductiv inalt al substantelor fenolice si activitatii oxidazelor de-a lungul gradientului temperatu-
rilor pozitive nord-sud, in corespundere cu amplasarea teritoriald a ocoalelor silvice. O tendintd opusa a fost evidenta in
activitatea sumara de eliminare a oxigenului datorita activitatii catalazelor, care sporeste mai timpuriu in extractele din
mugurii arborilor situati in partea de sud a tarii. Reiese ca procesele de eliminare a dormitarii mugurilor stejarului pufos
in perioada de trecere de la anotimpul de iarna catre cel de primadvara sunt asociate de sporirea consecutiva a activitatii
sumare a catalazelor si doar ulterior a activitatii oxidazelor si substantelor antioxidante din muguri.

Cuvinte-cheie: Quercus robur, Q. petraea, Q. pubescens, oxidaze, catalaze, substange antioxidante, activitate, anotimp,
conditii stationale.

APPRECIATION OF THE ANTIOXIDANT PROCESSES OF EXTRACTS FROM BUDS OF
SPONTANEOUS OAK SPECIES ACCORDING TO SEASON AND FLORISTRIES LOCATION

The summary activity of oxidases, catalases and antioxidant substances in extracts from buds taken for analysis
in autumn, winter and spring from pedunculate oak (Quercus robur), sessile oak (Q. petraea) and pubescent oak
(Q. pubescens) trees, which grow in the immediate vicinity of the Zloti forest, as well as of the buds of pubescent oak of
the trees from other Floristries in the South of Republic Moldova was determined. In winter, the antioxidant activity in
the apical and lateral buds of the pubescent oak and of the sessile oak trees noted that the metabolic processes in the
buds of the mentioned species are displaced from the biodynamic equilibrium compared to those carried out in the
pedunculate oak buds. This proves that pubescent and sessile oak are less resistant to winter conditions compared to
pedunculate oak, which is a species better adapted to frost. In spring, in extracts from the buds of pubescent oak there is
a tendency to increase the overall oxygen utilization capacity due to the high reductive potential of phenolic substances
and oxidases activity along the north-south positive temperatures gradient, in line with the territorial location of the
Floristries. An opposite trend was evident in the overall oxygen elimination activity due to catalases activity, which
increases earlier in extracts from buds of trees located in the southern part of the country. It turns out that the processes
of eliminating the pubescent oak buds dormancy during transition from the winter to spring season are associated with
the consecutive increase in the catalases and only after that the activity of the oxidases and of the antioxidant substances
from the buds are manifested.

Keywords: Quercus robur, Q. petraea, Q. pubescens, oxidases, catalases, antioxidant substances, activity, season,
Floristries conditions.

Introducere

Dormitarea este 0 caracteristica importanta in dezvoltarea arborilor din zona temperata, a caror supravietuire
depinde de capacitatea de a Incetini si de a relua cresterea in functie de variatia sezoniera a factorilor de mediu.
De fapt, ea nu este o stare a arborelui determinata de incetinirea continua si nerepetatd a cresterii, insa, dupa
cum considera Lang et al. [1], starea de dormitare este o tranzitie treptatd la stari intermediare, cum sunt
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paradormitarea, endodormitarea si ecodormitarea. Starile fiziologice intermediare ale plantelor se manifesta
respectiv prin: 1) inhibarea cresterii mugurilor determinatd de procesele din tesuturile plantelor din afara
mugurului; 2) inhibarea cresterii determinata de procesele din interiorul mugurului si 3) inhibarea cresterii
controlata de conditiile mediului [2]. Pentru majoritatea speciilor foioase din zona temperata starea de dormi-
tare este indusa cu precadere de catre fotoperioada scurtd la sfarsitul verii si toamna (paradormitarea) [3,4],
in timp ce endodormitarea este declansata, in principal, de scaderea temperaturilor iarna [5-7]. Racirea insu-
ficienta in timpul iernii calde determina extinderea si scaderea lenta a fazei de endodormitare [5,8].

Influenta scaderii temperaturii este specifica pentru diferite genotipuri. Fiecare specie si chiar ecotip din
interiorul acesteia poate sa difere in functie de cerintele fata de racire [9,10]. Dupa intreruperea endodormi-
tarii plantele intrd in starea de ecodormitare, In mod specific devenind receptive la temperaturile ridicate ale
primaverii datoritd intensificarii metabolismului §i activarii treptate a cresterii. Cerintele privind suma de
caldura (temperaturile cumulate > 10°C) necesara pentru a inlatura ecodormitarea variaza de la o specie la
alta. Existd o interactiune negativa intre nivelul de racire si suma de cédldura necesara pentru desfacerea mu-
gurilor. In alti termeni, daci se riceste mai tare, atunci este nevoie de mai putini cilduri pentru dezmugurire
[11,12]. Pe langa temperatura, fotoperioada joacd, de asemenea, un rol important in procesul de iesire din
dormitare, 1n special la latitudini mai mari, unde pentru desfacerea mugurilor este necesara o fotoperioada
mai lunga. Cresterea fotoperioadei accelereaza intreruperea mai timpurie a dormitarii mugurilor, ea fiind
marcatd la o sumd mai micd a temperaturilor pozitive [13]. Astfel, dezvoltarea mugurilor arborilor este
controlatd de o imbinare de factori: temperatura si fotoperioada. Dezmugurirea in conditiile unor temperaturi
joase primavara tarzie are loc datoritd fotoperioadei lungi, iar desfacerea mugurilor primavara timpurie se
declangeaza ca urmare a temperaturilor ridicate.

In articolul de fatd a fost determinati activitatea antioxidanta a extractelor din mugurii apicali si laterali
ai stejarului pedunculat (Quercus robur), ai gorunului (Q. petrarea) si ai stejarului pufos (Q. pubescens) in
functie de anotimp, precum si in functie de specificul conditiilor stationale pentru stejarul pufos.

Material si metode

A fost efectuata analiza biochimica a mugurilor apicali si laterali colectati toamna (25.10.2012), iarna
(29.01.2013) si primavara (11.04.2013) prelevati de la arborii de stejar pedunculat, de stejar pufos si de
gorun, care cresc in apropiere nemijlocita pe teritoriul Ocolului silvic Zloti. De asemenea, au fost supusi
analizei mugurii apicali si laterali prelevati primavara de la arborii stejarului pufos care cresc in teritorii cu
conditii stationale diferire ale ocoalelor silvice Nisporeni, Carpineni, Zloti, Talmaza, Baius si Baimaclia.
Dupa faramitarea la rece in mortar de portelan a 0,1g de muguri, materialul faramitat a fost incubat timp de
30 de minute, la temperatura 25°C, in 2 ml de solutie-tampon care continea 0,2 M Tris, pH 7. Ulterior,
extractul a fost centrifugat pe parcursul a 15 minute la 4000 g. Supernatantul a fost separat si trecut printr-o
minicoloana de Sephadex G235, substantele din supernatant fiind separate in doua fractii: cu masa moleculara
mare (fractia 1) si cu masa moleculara mica (fractia 2).

Pentru a determina capacitatea sumara a fractiilor 1 si 2 de a reduce continutul oxigenului liber, datorita
potentialului de reducere directd de citre substantele antioxidante din fractia 2, precum si pentru a determina
activitatea enzimatica din fractia 1, la 1,56 ml de solutie-tampon mentionatd mai sus S-au adaugat 40 pl de
substante din fractia 1 sau 2, urmata de incubare la 25°C. In toate experimentele a fost determinati, cu ajuto-
rul oximetrului YSI (SUA), dinamica diminudrii continutului de oxigen 1n solutiile experimentale in compa-
ratie cu cea din solutia martor (ea continea doar 1,6 ml de solutie tampon). La 15-30 de minute de la initierea
incubarii la temperatura de 25°C continutul oxigenului in solutie atingea faza stationard, atunci cand procen-
tul de oxigen utilizat devenea egal cu cel ce penetra in solutie prin procesul de difuzie. Diferenta dintre procen-
tul de oxigen in solutia martor (fara extract) si cea experimentald (cu extract) era determinatd de capacitatea
substantelor antioxidante din fractia 2 si a oxidazelor din fractia 1 de a lega oxigenul. Astfel, activitatea
substantelor antioxidative si a oxidazelor determina diminuarea continutului de oxigen in solutie la faza
stationara in comparatie cu cea in varianta martor.

Pentru a determina activitatea catalazelor din fractia 1, dinamica continutului de oxigen a fost determinata
dupa adaugarea la 1,56 ml de solutie-tampon mentionata a 60 pcl de 0,05% H,O; si a 40 ucl de solutie din
fractia 2, urmatd de incubare la temperatura de 25°C. Dinamica schimbadrii continutului de oxigen a fost in-
fluentata de activitatea de eliminare a oxigenului in urma degradarii peroxidului de hidrogen de catre cata-
laze, precum si de activitatea de legare a oxigenului de cétre oxidaze. Rezultatul sumar al proceselor mentio-
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nate au fost apreciate n baza procentului de oxigen in solutie la faza stationara. Dupa cum S-a mentionat, in
experimentele noastre faza stationara era atinsa la 15-30 de minute de la inceputul incubarii componentelor
de reactie in solutia-tampon. In asa fel a fost determinata in mod separat capacitatea antioxidanti a substan-
telor din fractia 1 (1), activitatea oxidazelor din fractia 2 (2) si rezultanta activitatii concomitente a oxidaze-
lor si catalazelor din fractia 2 (3).

Rezultate si discutii

in secolul al XXI-lea anomaliile climatice au devenit tot mai frecvente, astfel incat diversele manifestari
ale acestora, cum ar fi perioadele mai indelungate de seceta, variatiile precipitatiilor si intensitatea ploii,
ingheturile tarzii de primavara etc., aduc pagube majore domeniilor din spatiul rural — agriculturii si silvicul-
turii [14]. Mai primejdioase pentru plante si in special pentru speciile de stejar, care au servit in calitate de
obiect de studiu, sunt perioadele de trecere de la un anotimp la altul. Adaptarea fiziologica si biochimica a
speciilor de stejar, care determina supravietuirea in conditiile temperaturilor excesive ale perioadelor de
trecere de la un anotimp la altul al anului, depinde de procesele de oxidare si reducere care decurg in tesu-
turile plantelor si in muguri.

in Tabelul 1 sunt incluse datele referitoare la valorile relative ale activitatii de legare a oxigenului de catre
substantele antioxidante din fractia 2 ale extractelor din mugurii apicali si laterali. Activitatea acestor sub-
stante a fost estimata ca urmare a determinarii diferentei dintre procentul de oxigen 1n solutii caracteristic
pentru variantele experimentale si pentru solutia-martor (fara includerea fractiei 2 a extractului). Datele
prezentate in tabel demonstreaza ca extractele din mugurii arborilor speciilor de stejar manifestd capacitatea
de a diminua semnificativ continutul oxigenului in solutie. Fenomenul respectiv se produce cu o intensitate
mai ridicatd in extractele din mugurii prelevati pentru analiza in conditiile in vitro toamna si primavara.
Dintre speciile analizate doar la stejarul pufos nivelul de legare a oxigenului de catre substantele antioxidante
este comparabil in extractele din mugurii prelevati pentru analiza toamna, iarna si primavara.

De subliniat este faptul ca, in functie de anotimp, activitatea antioxidanta a extractelor din mugurii apicali
si din cei laterali ai arborilor speciilor de stejar analizate denotd manifestarea unor legitati diferite. Asadar,
primavara, la speciile de stejar activitatea antioxidanta in extractele din mugurii laterali manifesta tendinta de
a fi mai ridicata decat cea din mugurii apicali. Totodata, in extractele din mugurii laterali ai stejarului pufos
activitatea antioxidantd s-a mentinut mai inaltd, in comparatie cu cea din mugurii apicali in probele prelevate
toamna, iarna §i primavara. De mentionat cd primdvara la gorun activitatea de reducere a oxigenului din extracte
consemneaza tendinta de a fi mai ridicatd, In comparatie cu cea specifica stejarului pedunculat si stejarului
pufos, atit in extractele din mugurii laterali, cét si din cei apicali. De asemenea, primavara, in comparatie cu
alte anotimpuri, activitatea antioxidanta in extractele din mugurii arborilor de gorun s-a marit semnificativ (de
doui ori), tendinta care nu a fost evident la alte specii de stejar luate in studiu. In anotimpul de iarna, insa,
activitatea antioxidanta 1n extractele din mugurii apicali ai gorunului a fost mai coborata decét la cele doua
specii de stejar introduse in experiment. De reguld, la toate speciile de stejar incluse 1n cercetare activitatea
substantelor antioxidante in extractele din mugurii laterali a fost mai ridicata, in comparatie cu cea in extractele
din mugurii apicali. Diferentele dintre activitatea antioxidanta a substantelor cu masa moleculard mica extrase
din mugurii apicali si din cei laterali sunt statistic semnificative doar pentru variantele marcate cu steluta (Tab.1).

In ansamblu, datele obtinute demonstreazi ca substantele antioxidante cu masa moleculard mici joacd un
rol important in reglajul transformarilor speciilor reactive ale oxigenului care se formeaza in mugurii diferi-
telor specii de stejar. In primul rdnd, toamna, la gorun se manifesti 0 depiasire semnificativa a activititii sub-
stantelor antioxidante in mugurii apicali in comparatie cu cea din mugurii laterali. Anume la specia respec-
tiva toamna activitatea catalazei este mai inalta [15], fapt ce sugereaza despre activitatea ridicata a proceselor
metabolice, dar si despre implicarea catalazei si a substantelor antioxidante in anihilarea speciilor reactive
stejarul pufos activitatea substantelor antioxidante in extractele din mugurii apicali este mai joasa (semnifi-
cativ mai scazuta iarna i primavara, Tab.1), in comparatie cu acea din mugurii laterali, legitate opusa, daca
ludm in considerare activitatea catalazei in extractele din mugurii acestei specii (in toate cele trei probe in
extractele din mugurii apicali activitatea catalazei este mai 1naltd, in comparatie cu cea din mugurii laterali).
Astfel, raportul implicarii diferitor mecanisme de anihilare a speciilor reactive ale oxigenului la stejarul
pufos este diferit, in comparatie cu cele caracteristice pentru gorun si stejarul pedunculat. Datele mentionate
sugereaza ca activitatea substantelor antioxidante din muguri fluctueaza si manifestd efecte sumare ale
proceselor de oxidare si reducere in functie de activitatea metabolica si de starea fiziologica a mugurilor.
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Tabelul 1

Activitatea antioxidanti a substantelor cu masa moleculari mica (fractia 2)
in extractele din mugurii apicali si laterali ai stejarului pedunculat, ai gorunului
si ai stejarului pufos, prelevati pentru analiza toamna, iarna si primavara

Surplusul de utilizare a oxigenului in solutia continind fractia 2

si cei laterali

Varianta (substante cu masa moleculara micd)
Toamna (25.10.2012) |  larna(29.01.2013) | Primivara (11.04.2013)
Stejar pedunculat (Quercus robur)
Mugurii apicali 6,300+ 1,411 4225+0,777 4,100 £+ 0,500
Mugurii laterali 7,600 + 0,252 3,967 £ 0,929 4,200 £ 0,586
Diferenta dintre
mugurii apicali -1,300 + 1,159 0,258 £ 1,152 -0,100 + 0,086

Gorun (Quercus petraea)

Mugurii apicali 4,333 +0,058" 2,467 £ 1,617 5,700 + 3,061
Mugurii laterali 1,900 + 1,039 2,667 1,266 6,600 £+ 2,265
Diferenta dintre

mugurii apicali 2,433+ 0,981 -0,200 £ 0,351 -0,900 £ 0,796
si cei laterali

Stejar pufos (Quercus pubescens)

Mugurii apicali 2,533 £0,751 2,467 £ 0,153 2,633+ 0,473
Mugurii laterali 3,733+ 0,751 4,000 + 0,643" 5,567 +£2.219"
Diferenta dintre

mugurii apicali -1,200 £+ 0,000 -1,533 £ 0,490 -2,934 + 1,746

si cei laterali

Nota: Cu stelutd sunt marcate extractele a caror activitate antioxidanta o depaseste semnificativ pe cea din mugurii
alternativi (apicali sau laterali).

Datele incluse in Tabelul 1 ofera posibilitatea s conchidem ca in perioadele critice de trecere de la starea
de vegetatie toamna la cea de repaus profund iarna si de iesire din starea de dormitare catre perioada de prima-
vara, instalarea echilibrului biodinamic [16,17] se evidentiaza pregnant ca urmare a diferentelor surprinse in
activitatea substantelor antioxidante care se desfasoara Tn mugurii apicali si in cei laterali. Cu cat valorile
negative ale acestui parametru sunt mai pronuntate, cu atat mai departe de echilibrul biodinamic se afla pro-
cesele din mugurii speciilor de stejar. Toamna, procesele de initiere a dormitarii si denaturare a echilibrului
biodinamic au fost consemnate la stejarul pufos si la stejarul pedunculat, iar la gorun fenomenul abordat inca
nu s-a initiat. Doar la gorun valoarea parametrului respectiv s-a mentinut pozitiva. In perioada de iarna sub-
stantele antioxidante se ,,cheltuiesc” pentru detoxificarea speciilor reactive ale oxigenului, care apar in pe-
rioadele cu ger. larna, la gorun si la stejarul pufos au fost negative diferentele dintre activitatea substantelor
antioxidante din mugurii apicali si din cei laterali (Tab.1), specii care de altfel sunt mai putin rezistente la
ger. Primdvara, parametrul respectiv a avut valori negative pronuntate la mugurii stejarului pufos (care in
perioada respectivi se afla in stare de repus) si tindeau sd devina pozitive la mugurii gorunului si ai stejarului
pedunculat (la care s-au initiat procesele de iesire din starea de dormitare).

Analizand datele incluse in Tabelul 2, observam ca fractia substantelor cu masa moleculard mare extrase
din muguri demonstreaza capacitatea de a lega oxigenul, fapt specific pentru oxidaze. Datoritd acestui feno-
men, continutul relativ al oxigenului in extractele din muguri scadea. Este de observat cd, de regula, activi-
tatea oxidazelor extrase din muguri a fost cea mai scizuta toamna, a crescut iarna si, indeosebi, primavara. In
toate cele trei anotimpuri in extractele prelevate din mugurii apicali ai stejarului pufos a fost evidenta o acti-
vitate a oxidazelor mai scazutd, In comparatie cu cea din mugurii laterali. De asemenea, la stejarul pufos a
fost surprinsa tendinta de sporire a activitatii oxidazelor in extractele din mugurii prelevati pentru analiza
iarna si, mai ales, primavara. Subliniem ca, In majoritatea cazurilor, diferentele dintre activitatea oxidazelor
din mugurii apicali si din cei laterali s-au manifestat doar ca tendinta, adica nu au fost statistic semnificative
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(Tab.2). In aceastd privintd, rezultatele noastre concordi cu viziunea, potrivit cireia oxidazele participa
preponderent 1n procesele metabolice asociate de utilizarea oxigenului si mai putin in acele de anihilare a
speciilor reactive ale oxigenului care se ,,scurg” in decursul reactiilor de oxidoreducere [18]. Activitatea
metabolica asociatd cu eliminarea dormitarii, care mai intdi se desfagoara in mugurii apicali, iar ulterior in
cei laterali [19], la gorun si la stejarul pedunculat se manifestd prin valorile negative ale diferentei dintre
activitatea oxidazelor din mugurii apicali si din cei laterali.

Tabelul 2

Activitatea oxidazelor din fractia substantelor cu masa moleculara mare (fractia 1)
a extractelor din mugurii apicali si cei laterali ai stejarului pedunculat, ai gorunului
si ai stejarului pufos, prelevati pentru analiza toamna, iarna si primavara

Surplusul de utilizare a oxigenului in solutia ce contine fractia 1

Varianta (substante cu masa moleculara mare)
Toamna (25.10.2012) | larna (29.01.2013) | Primivara (11.04.2013)
Stejar pedunculat (Quercus robur)
Mugurii apicali 1,600 + 0,361 2,500+ 1,212 2,667 £ 1,350
Mugurii laterali 2,333+ 0,473 2,333 £ 1,400 2,600 + 1,323

Diferenta dintre

mugurii apicali -0,733 +£0,112 0,167 +0,188 0,067 £ 0,027
si cei laterali

Gorun (Quercus petraea)
Mugurii apicali 1,667 +0,116" 2,000 + 0,985 3,200 + 0,794
Mugurii laterali 1,267+ 0,252 1,567 £ 0,473 4,900 + 0,985
Diferenta dintre
mugurii apicali 0,400 + 0,136 0,433+ 0,512 -1,700 £ 0,191

si cei laterali

Stejar pufos (Quercus pubescens)

Mugurii apicali 1,267 £ 0,231 1,267 £ 1,286 2,467 £ 1,350
Mugurii laterali 1,467 + 0,493 3,300+ 0,819" 5,700 + 0,100"
Diferenta dintre

mugurii apicali -0,200 £ 0,262 -2,033 £ 0,467 -3,233 £1,250

si cei laterali

Nota: Cu steluta sunt marcate extractele a caror activitate antioxidanta o depaseste semnificativ pe cea din mugurii
alternativi (apicali sau laterali).

La introducerea concomitenta a substantelor macromoleculare (fractiei 1 a extractelor) si a peroxidului de
hidrogen in mediul de incubare se elucideaza activitatea catalazelor din extract. Din datele prezentate in
Tabelul 3 observam ca in faza stationara de incubare continand extractul din mugurii apicali si din cei laterali,
la addugarea peroxidului de hidrogen in solutie continutul oxigenului la diferite variante sporeste in mod
diferit. El a sporit cu 6,0-12,8% in comparatie cu martorul (care in mediul de incubare continea doar solutia-
tampon si peroxid de hidrogen). Avand 1n vedere faptul ca reactia se petrecea in 1,6 ml de solutie, care con-
tinea substante extrase din 0,1 g de muguri, putem calcula cantitatea specifica de eliminare a oxigenului de
extractul dintr-un gram de muguri. In norma, solutia incubati la temperatura de 25°C contine 5,98 pl de oxigen
intr-un mililitru de solutie, sau 243 nM de oxigen intr-un mililitru de solutie. De aici reiese ca schimbarea
cu 1% a continutului de oxigen in 1,6 ml de solutie este asiguratd de schimbarea continutului de oxigen cu
3,89 nM. Astfel, in conditiile noastre, activitatea catalazelor extrase din 0,1 g de muguri a dus la eliminarea a
23,3-49,8 nM de oxigen. De regula, activitatea catalazelor in extractele din mugurii apicali a fost mai 1nalta,
in comparatie cu cea din extractele din mugurii laterali. Datele incluse in Tabelul 3 sugereaza ca activitatea
catalazelor din extractele din mugurili stejarului pedunculat este relativ constanta, fiind foarte apropiata in
extractele din mugurii apicali si din cei laterali. La gorun si la stejarul pufos se observa tendinta de diminuare
a activitatii catalazelor iarna. Dacd ludm in considerare tendinta de sporire a activitatii oxidazelor din muguri
primédvara, atunci, datoritd concurentei dintre reactiile de eliminare a oxigenului de catre catalaze si de legare
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a lui de catre oxidaze, ajungem la concluzia cd primavara are loc activarea catalazelor in mugurii celor trei

specii de stejar, fenomen ce poate fi determinat de biosinteza de novo a enzimei.

Tabelul 3

Activitatea sumara de eliminare a oxigenului datorita activitatii catalazelor din substantele cu
masa moleculari mare (fractia 1) a extractelor din mugurii apicali si cei laterali ai stejarului
pedunculat, ai gorunului si ai stejarului pufos, prelevati pentru analiza toamna, iarna si primavara

Surplusul de eliminare a oxigenului in solutia ce contine fractia 1

Varianta (substante cu masa molecularid mare) si peroxid de hidrogen
Toamna (25.10.2012) | larna (29.01.2013) | Primivara (11.04.2013)
Stejar pedunculat (Quercus robur)
Mugurii apicali 10,707 £ 1,767 11,633 +7,193 12,767 + 0,929

Mugurii laterali

10,300 = 0,400

11,600 + 4,889

10,600 + 1,588

Diferenta dintre
mugurii apicali
si cei laterali

0,407 + 1,367

0,033 +2,304

2,167+ 0,659

Gorun (Quercus petraea)

Mugurii apicali 9,367 £ 0,493 8,367 £2,230 7,733 £4,143
Mugurii laterali 8,967 + 0,839 6,867 £ 2,676 8,700 + 1,001
Diferenta dintre
mugurii apicali 0,400 + 0,346 1,500 + 0,446 -0,967 £ 3,142
si cei laterali

Stejar pufos (Quercus pubescens)
Mugurii apicali 10,267+ 0,379 6,500 + 2,700 10,400 £+ 2,629
Mugurii laterali 9,200 + 0,557 6,000 + 2,533 9,500 + 0,700
Diferenta dintre
mugurii apicali 1,067 £0,178 0,500 £ 1,167 0,900 + 1,929

si cei laterali

De rand cu evidentierea rolului temperaturii aerului in perioada de trecere dintre anotimpuri asupra
activitatii substantelor antioxidante extrase din mugurii arborilor speciilor de stejar, a fost interesant de a
estima felul in care s-au desfasurat procesele de oxidare si de reducere la arborii stejarului pufos 1n functie de
specificul conditiilor stationale. In vederea rezolvirii obiectivului mentionat, in perioada de primavara a fost
caracterizata, din punct de vedere cantitativ, activitatea antioxidantd a substantelor extrase din mugurii
arborilor stejarului pufos care cresc in conditii stationale diferite.

Rezultatele cercetarilor efectuate sunt prezentate in Tabelul 4. Datele incluse in tabel au fost obtinute prin
scaderea din valorile activitatii caracteristice pentru fiecare tip de substantd din mugurii arborilor care cresc in
Ocolul silvic Nisporeni a valorilor corespunzatoare ale arborilor care vegeteaza in teritoriile celorlalte ocoale
silvice. Datele reflectate in tabel demonstreaza ca activarea proceselor de reducere directd, sau pe cale enzi-
maticd, a oxigenului de catre substantele extrase din mugurii arborilor care cresc in diferite conditii stationale
se remarca prin diferente ale activitatii antioxidante, care se datoreaza variatiei temperaturilor de primavara
de-a lungul gradientului latitudine. In acelasi timp, se manifesti o tendinti opusa de schimbare a activitatii
sumare a proceselor care determind descompunerea enzimatica a peroxidului de hidrogen (asigurate de catalaza).
Fenomenul in cauzai se evidentiaza prin faptul cd in extractele din mugurii prelevati de la arborii care cresc in
teritorii situate mai la sud eliminarea oxigenului de catre catalaze este mai scazutd decat acea surprinsad in
mugurii arborilor din Ocolul silvic Nisporeni (Tab.4). Totusi, dacé ludm in considerare concurenta dictata de
utilizarea oxigenului de catre oxidaze, observam ca activitatea lor a fost semnificativ mai scazuta in extrac-
tele din mugurii arborilor din Ocolul silvic Nisporeni (valoarea negativa a indicelui este cu atat mai mica, cu
cat mai spre sud cresc arborii, Tab.4), iar activitatea sumari a enzimelor care utilizeazd oxigenul si detoxifica
peroxidul de hidrogen a fost cu atat mai inaltd, cu cat mai spre sud cresc arborii stejarului pufos. Urmare a
activitatii enzimatice, primédvara, procesele de detoxificare a speciilor reactive ale oxigenului sunt cu atat mai
accelerate, cu cat mai spre sud cresc arborii stejarului pufos. Acest fapt sugereaza ca cu cat suma temperatu-
rilor pozitive este mai inaltd, cu atat mai evident se manifestd desfagurarea activitatii enzimelor antioxidante.
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Tabelul 4

Diferentele dintre procesele de utilizare a oxigenului si eliminarea lui in urma descompunerii
peroxidului de hidrogen in substantele extrase din mugurii apicali sau laterali prelevati de
la arborii stejarului pufos din Ocolul silvic Nisporeni, in comparatie cu cei din ocoalele silvice
Carpineni, Zloti, Talmaza, Baius si Baimaclia

Varianta Ocolul silvic
Cirpineni Zloti | Talmaza | Baius | Baimaclia
Surplusul de utilizare a oxigenului in solutia fractiei 2 (metaboliti)

Muguri apicali 0,40 + 0,82 -1,43+094" | —-1,63+1,06° | —837+5,44" | —5,00+1,31"
Muguri laterali 1,67 +1,38" —3,93+2.87" 0,17+0,71 -9,77+3,71" | —6,60+ 0,99
Surplusul de utilizare a oxigenului in solutia fractiei 1 (oxidaze)

Muguri apicali 0,37+ 1,20 - 1,57+ 1,76 -0,53+ 1,06 -8,00+256" | —8,37+2,20"
Muguri laterali 0,07 £ 0,77 —4,67+0,35" 0,67 + 1,69 -7,70+ 1,38 | —9,07+3,87"
Surplusul de eliminare a oxigenului in supernatant
Muguri apicali 440+ 1,13" 2,70 + 3,09 4,60 + 4,08" 787 +3,11" 6,60 + 1,47"
Muguri laterali 1,27 +£2.78 0,37 + 4,96 1,50 +3.42 3,6 +4,30 3,33+3,24"

Nota: sunt indicate valorile medii = suma valorilor abaterilor standard pentru ambele variante (la mugurii de refe-
rinta, din Nisporeni, si la cei experimentali), care ar asigura diferenta dintre variante cu confidenta la nivelul
de 95% pentru fiecare valoare medie;

* — indicd semnificatia diferentelor dintre o anumiti variantd experimentald si varianta martor ale mugurilor
prelevati de la arborii din Ocolul silvic Nisporeni;
** — indicd suma diferentelor privind activitatea tuturor componentelor din extract.

Cele relatate scot in relief faptul ca la faza initiala de eliminare a endodormitarii sunt metabolizate semni-
ficativ catalazele, ulterior sporind rolul substantelor fenolice si al oxidazelor. Ultimele indeplinesc functii anti-
oxidante in perioada tardiva de eliminare a dormitarii i initierii desfacerii mugurilor. Consecutivitatea pro-
ceselor antioxidante a fost consemnata si la germinarea embrionilor semintelor de soia, ceea ce sugereaza ca
procesele antioxidante care se declangeaza la faza de eliminare a dormitarii in muguri si in seminte pot avea
legitati comune [18,20]. Reiese ca starea mugurilor este caracterizata de activitatea sumara a proceselor care
determind legarea oxigenului si mentinerea sub control a speciilor reactive ale oxigenului (urmare a activi-
tatii substantelor antioxidante si a oxidazelor) si eliminarea oxigenului datoritd descompunerii peroxidului de
hidrogen (urmare a activitatii catalazelor). Avand in vedere ca activitatea sumara a proceselor antioxidante
este mai Tnaltd in mugurii apicali, activitatea proceselor care determina utilizarea oxigenului in extractele din
mugurii laterali pare a fi mai ridicatd decat cea din mugurii apicali (desi ultimii sunt mai activi din punct de
vedere metabolic). Un alt aspect al problemei abordate se refera la faptul ca procesele de formare a oxigenului
prin descompunerea peroxidului de hidrogen, catalizate din substantele fractiei 2, sunt mai ridicate in mugurii
apicali, in comparatie cu cei laterali. Mai mult decat atat, in ambele tipuri de muguri activarea sumara a
proceselor care determind eliminarea oxigenului in urma descompunerii peroxidului de hidrogen este mai
semnificativa la extractele din mugurii arborilor care cresc in teritorii situate mai spre nord (Tab.4). Din cele
expuse devine clar cd dacd se iau in considerare procesele care declanseaza legarea oxigenului in fractia 2 a
extractelor, reiese ca In extractele din mugurii prelevati primavara de la stejarii care cresc mai spre sud acti-
vitatea enzimelor care descompun peroxidul de hidrogen este mai inalta, in comparatie cu cea a extractelor
din mugurii arborilor situati mai spre nord. Cu titlu de exemplu mentionam cé in extractele din mugurii apicali
prelevati de la arborii din ocoalele silvice Baius si Baimaclia activitatea proceselor care determina utilizarea
oxigenului de catre oxidaze este mai ridicata cu 8,00 si 8,37%, In comparatie cu cea specifica stejarilor din
Ocolul silvic Nisporeni, iar procesele de eliminare sumara a oxigenului in urma descompunerii peroxidului
de hidrogen au scazut ceva mai putin, respectiv cu 7,87 si 6,60%. De aici reiese ca la etapa prelevarii probe-
lor pentru analiza, datorita diferentei dintre avansarea etapei de restabilire a echilibrului biodinamic in perioada
de eliminare a dormitarii mugurilor, la arborii situati mai spre sudul Republicii Moldova rolul oxidazelor si
al substantelor antioxidante in restabilirea acestui echilibru creste progresiv, iar al catalazelor, dimpotriva,
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scade. Totodata, activitatea sumara a substantelor care determina utilizarea oxigenului si detoxificarea speciilor
reactive ale oxigenului in perioada prelevirii probelor, de regula, creste in functie de gradientul sud-nord de
amplasare teritoriala a arborilor (Tab.4). Legitatea surprinsd este evidentd pentru extractele din mugurii
laterali si se manifesta ca tendinta pentru cele din mugurii apicali. Remarcam ca 1n ziua prelevarii probelor
procesele de infaptuire a echilibrului biodinamic din mugurii stejarului pufos erau in curs de instalare si se
aflau cu atat mai aproape de echilibru cu cat suma activitatilor de utilizare a oxigenului si de eliminare a lui
de catre catalaze avea o valoare negativd mai putin pronuntatd, sau o valoare pozitiva ceva mai ridicata.

Este de mentionat faptul ca procesele oxidoreductive din mugurii apicali sunt mai aproape de echilibrul
biodinamic, in comparatie cu cele din muguri laterali (Tab.4). Ceea ce si era de asteptat, fiindca procesele din
mugurii arborilor care cresc mai spre sud sunt mai aproape de echilibrul biodinamic decat la cei amplasati
mai spre nord. In asa fel, procesele de eliminare a dormitarii mugurilor stejarului pufos in perioada de trecere
de la anotimpul de iarnd catre cel de primavara sunt asociate de sporirea consecutiva a activitatii sumare a
oxidazelor si a substantelor antioxidante si de diminuarea activittii catalazelor din muguri. In perioada de
primavara, initierea proceselor de eliminare a dormitérii mugurilor are loc concomitent cu activarea semni-
ficativa a activitatii oxidazelor si cu diminuarea activitatii catalazelor. Initial, procesele mentionate se initiaza
in mugurii apicali, iar peste ceva timp se declanseazad in mugurii laterali. Fenomenul abordat corespunde cu
perioada mai tardiva de desfacere a mugurilor laterali, in comparatie cu cei apicali. Mentionam ca probele
pentru analiza au fost prelevate 1n perioada de primavard timpurie. Din literatura de specialitate se stie ca
supravietuirea plantelor in conditiile iernilor geroase depinde de mai multe procese care necesitd energie si
care, la rAndul lor, initiaza activitatea sistemelor de formare si de iesire de sub control a speciilor reactive ale
oxigenului [21]. Calirea si aclimarea la frig implica procese complexe de acumulare in celule a unor enzime
si substante, care determind dezactivarea speciilor reactive ale oxigenului, diminuarea leziunilor si sporirea
viabilitdtii plantelor in conditii de ger [22,23].

Activitatea antioxidantd a fenolilor si a flavonoizilor, determinatd de proprietatile redox, de asemenea
joaca un rol important in neutralizarea radicalilor liberi, a oxigenului in stare triplet si in descompunerea
peroxizilor in conditii de stres termic [21,24]. Primadvara, odata cu ridicarea temperaturii, are loc adaptarea
plantelor la conditiile noi si pregatirea pentru initierea cresterii, urmare a demardrii proceselor de dividere a
celulelor din mugurii plantelor. Aceste procese, la randul lor, implica activarea enzimelor care asigurd des-
compunerea peroxidului de hidrogen (catalazele si peroxidazele), utilizarea oxigenului cu implicarea diferi-
telor reactii enzimatice (asigurate de oxidaze) si a substantelor antioxidante (substante fenolice, flavonoizi
etc.). Metoda de oximetrie, utilizata de noi, a oferit posibilitatea de a determina separat activitatea sumara a
componentelor utilizate in neutralizarea directd, sau pe cale enzimatica, a Speciilor reactive ale oxigenului.
Totodata, parametrii determinati cu ajutorul metodei de oximetrie reprezinta rezultatul integral al unui numar
mare de procese biochimice, de aceea informatia obtinutd ofera posibilitatea de a caracteriza integral schim-
barile proceselor oxidoreductive care au loc la nivel enzimatic si metabolic. Procesele enuntate ofera posibi-
litatea de a caracteriza tendintele integrale de schimbare a proceselor oxidoreductive sub influenta diferitilor
factori si schimbarea raportului dintre activitatea diferitelor substante implicate in procesele antioxidante.
Datorita aprecierii activitatii in conditiile unui gradient natural de temperaturi primdvara, s-a demonstrat
univoc cd, in perioada de primavara, procesele de eliminare a dormitarii mugurilor stejarului pufos sunt
caracterizate prin diminuarea consecutiva a rolului catalazelor si prin sporirea rolului oxidazelor si al substan-
telor antioxidante la faza initierii desfacerii mugurilor.

Rezultatele noastre concorda cu cele din literatura de specialitate, potrivit carora procesele oxidoreductive
sunt extrem de importante in perioada trecerii plantelor de la starea de repaus la cea de crestere activa [18,25].
In aceastd perioadi substantele fenolice, fiind in stare redusi, participa mai eficient la eliminarea speciilor
reactive ale oxigenului [25]. Din aceasta cauza, a fost important de a compara procesele asociate cu metabo-
lismul oxigenului 1n extractele din mugurii prelevati primévara la arborii care cresc in diferite conditii statio-
nale, astfel incat, datorita gradientului de temperaturi pozitive in directia nord-sud, s-a produs activarea trep-
tata a proceselor de utilizare a oxigenului, care au decurs in concordanta cu perioada de eliminare a dormitarii
mugurilor plantelor primévara. Datele ob{inute de noi au confirmat sporirea activitaii proceselor de reducere
a oxigenului 1n extractele obtinute din mugurii arborilor de stejar pufos atit pe cale enzimatica, cat si pe cale
metabolica (Tab.4). Acest fapt sugereaza ca, primavara, eliminarea dormitarii mugurilor arborilor de stejar
pufos este asociatd de intensificarea atat a proceselor biochimice care asigura formarea energiei, cat si a celor
implicate in detoxificarea speciilor reactive ale oxigenului, care ies de sub control ca urmare a intensificarii
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proceselor metabolice. In asa fel, activarea proceselor de utilizare a oxigenului de catre oxidaze si legarea lui
de catre substantele fenolice ,,mascheaza” capacitatea sporitd a catalazelor din mugurii arborilor amplasati
mai spre sud de a intensifica degradarea peroxidului de hidrogen. Separarea componentelor cu masa molecu-
lard mica si cu masa moleculard mare a oferit posibilitatea de a determina separat efectele sumare ale ambelor
tipuri de componente si de a elucida diminuarea relativa a activitatii de eliminare a oxigenului fata de inten-
sificarea utilizarii lui de catre oxidaze si a activitatii de legare de catre substantele antioxidante. In principiu,
aceste rezultate nu contrazic datele din literatura de specialitate, care demonstreaza ca sfargirea perioadei de
dormitare este asociatd cu cresterea continutului peroxidului de hidrogen [26], dat fiind faptul ci activitatea
oxidazelor in aceastd perioada creste mai semnificativ decat cea a catalazelor. Sporirea activitatii substantelor
antioxidante in celulele mugurilor arborilor concomitent cu cresterea temperaturii primavara este in acord cu
rolul important al reactiilor antioxidante in procesele fiziologice ale plantelor [27].

Concluzii

1. Latrecerea de la starea de vegetatie catre cea de repaus profund 1n anotimpul de toamna-iarna si intre-
ruperea acestuia in anotimpul de iarna-primavara se manifesta instalarea echilibrului biodinamic la diferite
niveluri ale metabolismului, noul echilibru fiind asigurat de activitatea specifica a substantelor antioxidante
care se desfasoara in mugurii apicali si in cei laterali ai arborilor speciilor de stejar.

2. In perioada de iarna la gorun si la stejarul pufos au fost surprinse diferente negative in activitatea sub-
stantelor antioxidante din mugurii apicali si din cei laterali, fapt ce denota ca speciile respective sunt mai
putin rezistente la ger in comparatie cu stejarul pedunculat, care este o specie mai bine adaptata la ger.

3. Primavara, indicele diferentei in activitatea substantelor antioxidante din mugurii apicali si din cei
laterali ai stejarului pufos a avut valori negative pronuntate, fapt ce demonstreaza ca in perioada respectiva la
mugurii apicali a fost eliminatd de curand starea de dormitare, iar cei laterali se aflau in stare de dormitare
profunda. La gorun si la stejarul pedunculat indicele diferentei de activitate antioxidanta a mugurilor se apropia
de valorile pozitive, fapt ce a marcat desfasurarea proceselor de eliminare a dormitarii la mugurii apicali.

4. Primavara, procesele de eliminare a dormitarii mugurilor arborilor stejarului pufos sunt caracterizate
prin diminuarea consecutiva a activitatii catalazelor si prin sporirea activitatii oxidazelor si a substantelor
antioxidante la faza premergatoare desfacerii mugurilor.

5. In celulele mugurilor apicali, primivara, schimbdrile componentelor care determina potentialul oxido-
reductiv se manifestd mai timpuriu, in comparatie cu cele din mugurii laterali.

6. Pentru a determina corect aportul diferitelor componente in reglarea continutului speciilor reactive ale
oxigenului in celulele plantelor, este important sa fie apreciat raportul dintre activitatea substantelor care leaga
oxigenul (a oxidazelor si @ metabolitilor secundari) si a celor care determind eliminarea acestuia (a catalazelor).
Metoda de oximetrie ofera posibilitatea de a aprecia acest bilan.
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