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Abstract

BIOCHEMICAL INDICATORS FOR THE EVALUATION OF FOREST
TREE SPECIES RESISTANCE TO SO, POLLUTION IN SYNERGISM
WITH HEAVY METALS IN COPSA MICA INDUSTRIAL AREA

The aim of this paper is the evaluation of different biochemical indicators to foliage
material and stems’ phloem in synergism with heavy metals (Cu, Pb, Cd, Zn, Mn), in high and low
polluted areas respectively.

Thus, the assimilation pigments, total proteins and peroxidase activity analyses were
performed in foliage material whereas peroxidase chemibioluminiscence, UV absorption spectra and
electrophoretic mobility of proteins were evaluated in stems’ phloem.

A completely new experiment regarding the possible induction of resistance in sessile oak
seedlings has been carried out in SO, controlled fumigation chambers. Therefore, the seedlings were
infused with 2 glycoproteins, around their stems, using chromatographic paper. These 2 glycoproteins
were extracted from the stem of 40 years old, healthy sessile oak, using affinity chromatography. The
seedlings were divided into two lots; controlled with and without infused glycoproteins and affected
lot, with infused glycoproteins following controlled SO, fumigation.

The following conclusions have been drawn: 1) A significant reduction of the assimilation
pigments were observed in high polluted areas to different forest species; 2) Total protein
concentration showed extreme values, low or high in connection with different metabolic reactions
involved; 3) Phloems’ protein fractions, evaluated for the first time here, might be sensitive indicators
of the degree of pollution, in the industrial areas; 4) Phloems’ peroxidase chemibioluminiscence had
low response in high polluted areas, in comparison with low affected areas. It can be assumed that a
metabolic selection pressure was taking place; 5) The foliage peroxidase activity in sessile oak
seedlings might be regulated “in vivo™ at least on glycoprotein, Gy, under SO, fumigation stress; 6)
These results may open an entirely new scientific way in forest research in connection with SO,
induced stress with possible implication to global warming as well.

Keywords: forest trees, air pollution, biochemical indicators, environmental stress, plant
imunology, climate change
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Rezumat

In lucrare se prezinti rezultatele investigatiilor biochimice efectuate la doud organe
principale ale arborilor, material foliar si trunchi, prelevate atat din diferite specii de arbori aflate sub
influenta poluarii pe bazd de compusi ai sulfului in actiune sinergica cu metalele grele (Cu, Pb, Cd,
Zn, Mn), cat si din arbori aflati in zona martor, neafectati, pentru compararea rezultatelor. La nivelul
acelor si frunzelor s-au facut determindri privind concentratiile in pigmenti asimilatori, concentratii in
total proteine si activitate peroxidazica. O mare parte a investigatiilor au fost intreprinse asupra
floemului din trunchi, ca tesut important in transportul asimilatelor. La acest tesut s-au facut
determinari privind activitatea peroxidazica, intensitatea emisiei luminiscente a peroxidazei, spectre
de absorbtie in UV si distributia electroforetica a proteinelor. Totodata, in lucrare, se prezintd un
experiment, in premiera, pentru a stabili posibilitatea inducerii unei rezistente sporite la influenta SO,,
a unor plantule de gorun, aflate in camere test cu atmosfera controlatd. Astfel, puietii de gorun din
cadrul experimentului au fost supusi initial unui proces de ,,interactie” prin badijonare la nivelul
tulpinitelor, cu hartie cromatografica, imbibata cu doud fractiuni glicoproteice (efectori glicoproteici
extrasi dintr-un exemplar de gorun sanatos, in varsta de 40 de ani, folosind cromatografia de afinitate),
dupa care puietii au fost impartiti in doua loturi: unul martor si altul supus fumigarii cu diferite con-
centratii de SO,.

Prezentam in continuare principalele concluzii ale lucrarii. 1) In zonele afectate de poluare
s-a constatat o scadere evidenta a pigmentilor asimilatori, atat la nivelul diferitelor arborete, cat si la
nivelul arborilor individuali; 2) Indicatorul biochimic, total proteine, nu variaza linear cu gradul de
poluare, el crescand sau scazand in functie de gradul poludrii, care determind activarea sau inhibitia
proteica, controlatd de gene sau reactii metabolice, care intra in actiune la acest nivel; 3) Fractiunile
proteice de la nivelul floemului, determinate pentru prima data, pot fi sesizoare sensibile ale gradului
de vatamare, moduland in anumite conditii adaptarea arborilor la stresul poluant, prin cresterea
sintezei acestor fractiuni; 4) Variatia activitatii peroxidazice de la nivelul floemului in functie de
intensitatea luminoasa a peroxidazei, raspunde in mod uniform, in conditii de poluare ridicata, ca
raspuns de adaptare a speciilor forestiere (in special pin negru si gorun) la presiunea de selectie
metabolicd exercitata in principal de poluarea pe baza de compusi ai sulfului; 5) In urma efectuarii
unor experimente, in premierd, privind stimularea unor puieti de gorun cu extracte glicoproteice, care
induc modificari la nivelul peroxidazei din plantele respective, s-au constatat urmatoarele: acesti
compusi au ajuns in circuitul metabolic al plantelor si au indus efecte de activare, respectiv de
inhibitie asupra activitatii peroxidazei de la nivelul materialului foliar, existand astfel premize ca
efectorul glicoproteic G1 sa fie implicat in procesul de apdrare al plantei la stresul cu SO5; 6) Tehnica
inducerii de rezistentd la diversi factori de stress (poluare, secetd etc.) devenita posibild in urma
experimentului realizat, reprezinta o noud provocare pentru cercetarea stiintifica din silvicultura, in
contextul modificarilor globale de mediu.

Cuvinte cheie: poluare, indicatori biochimici, stress, imunologie vegetala (inducere de
rezistenta la stress), modificdri globale de mediu

1. INTRODUCERE

Pentru diagnosticarea vatamarilor produsa arborilor si arboretelor de poluarea
chimici nu mai sunt suficiente metodele de analizd folosite, pand odinioara, la
descoperirea, atit a cauzalitatii vatamarilor, cat si starii fiziologice a ecosistemelor
forestiere. De aceea a aparut necesitatea imbunatatirii metodologiilor de lucru, asa cum
a preconizat, de pilda, Hiitterman (1983), prin programul de diagnosticare fiziologico —
biochimica pentru depistarea asa ziselor vatamari ,,ascunse” produse de poluarea arbo-
rilor si arboretelor. Acest program cuprinde o serie de analize la nivelul organelor de
vegetatie (ace si frunze), la nivelul radacinilor si in sol. In aceastd lucrare am extins in
plus aria investigatiilor la nivelul floemului din trunchiul arborilor, care constituie prin-
cipalul mijloc de transport al asimilatelor din arbori.
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Modificérile asupra proceselor ecofiziologice principale (fotosinteza,
respiratie, transpiratie, umiditatea acelor si frunzelor) la arborii forestieri datorita
poludrii aerului si solului cu compusi ai sulfului in actiune sinergica cu metale grele
(Cu, Pb, Cd, Zn, Mn) si negru de fum, din zona industriala Copsa Mica, au fost
prezentate de M. lanculescu et al., (1987, 1989) si M. lanculescu (2005a).

Poluantii, in special compusii sulfului, sunt factori ce produc efecte fitotoxice
in toate organele plantelor. Literatura de specialitate abunda in lucrari privind evaluarea
daunelor produse de SO,, prin prisma transformarilor biochimice si fiziologice ce apar
la arborii stresati. Astfel, s-a constatat ca compusii sulfului afecteaza, asa cum s-a mai
prezentat (lanculescu et al., 1987, 1989, Ianculescu, 2005 a), un numar de functii
metabolice cum ar fi transpiratia, respiratia, fotosinteza (Malhotre, 1976; Ziegler,
1975), fard insa a se putea trage concluzii cu privire la succesiunea exactd a acestora.
Apertura stomatelor este transformata odata cu expunerea plantelor la poluanti (Rosen,
1978).

Odata cu reducerea fotosintezei sub influenta poluarii se reduce si producerea
fotosintetizatelor din plante, conducand la schimbari importante in ceea ce priveste
distributia lor intre organele plantelor (Minochin, 1986). Se sugereazd chiar ca in
conditiile expunerii la compusi ai sulfului, moleculele transportatoare implicate in
incarcarea floemului sunt distruse, iar mecanismul de Incércare, devine un important
punct limitd, in controlul translocatiei (Teh, 1982). S-a remarcat de asemenea ca
celulele ciuruite (liberiene) ale floemului fac colaps de timpuriu §i nu mai isi pot
indeplini functia conducatoare, care poate fi corelatd cu acumuldrile patologice de
amidon, din acele bolnave (Fink. S., 1983).

Compusii sulfului, interfera cu structura si permeabilitatea membranelor
celulare, sugerand faptul cd ei afecteazd componentele lipidice membranale (Khan,
1975; Malhotra, 1978). Totusi, studii, care sa demonstreze efectul compusilor sulfului
asupra metabolismului lipidic sunt putine, (Grunwald, 1981). La concetratii mari de
SO», s-a constatat emisia de hidrogen sulfurat la frunze (De Cormis, 1969; Hallgren,
1982).

In ceea ce priveste relatia dintre actiunea compusilor sulfului si altor poluanti
si activitatile enzimatice celulare, rezultatele obtinute sunt Tnsa contradictorii. Astfel,
sunt enzime care prezintd o activitate ridicata la acele sanatoase, care se reduce sau
dispare la acele vatdmate, cum ar fi cazul succinat dehidrogenazei. Alte enzime ca
fosfataza acida, peroxidaza, citocrom oxidaza, sunt mai active la acele vatamate (Fink,
1983).

Conform altor cercetari, compusii sulfului ar avea o actiune inhibatoare asupra
fosfatazei acide si de stimulare a succinat dehidrogenazei (Fink, 1983). Multe dintre
efectele biochimice insa care apar sunt raspunsuri nespecifice la SO, si pot fi detectate
numai la concentratii mari de SO,, acumulate in plante. Pana in prezent nu s-a putut
gasi nici un parametru de metabolism care si reactioneze rapid si clar, la concentratii
scazute de gaze nocive, sd prezinte specificitate la componentele individuale ale
emanatiilor gazoase (in spetd SO,), sa fie usor de masurat si reproductibil, asa cum
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caracterizeaza Arndt (cit. de Landolt, 1983) indicatorul sau indicatorii sensibili la stres.
Pornind totusi de la ideea vehiculata de Landolt (1983) ca in celule trebuie sa existe
procese primare, biochimice si fiziologice, care sunt afectate de noxe, si care in cele din
urma conduc la conturarea unor vatamari vizibile, In lucrarea de fatd s-au Incercat mai
multe tipuri de analize biochimice, la doua organe principale ale arborilor, material
foliar si trunchi, prelevate atat din zona industriala Copsa Mica, cat si din sera unde
s-au facut experimente, in premiera, cu gazdri controlate cu SO,. Astfel, la nivelul
acelor sau frunzelor s-au facut determinari privind concentratiile in pigmenti
asimilatori, concentratii in total proteine si activitate peroxidazica.

O mare parte insa a investigatiilor biochimice s-au oprit asupra floemului din
trunchi, ca tesut important in transportul asimilatelor, si ca regiune relativ usoara, de
prelevare a probelor din arbori. La acest tesut s-au facut determinari privind activitatea
peroxidazica, intensitatea emisiei luminiscente a peroxidazei, spectre de absortie Tn UV
si distributia electroforetica a proteinelor. Intr-o lucrare anterioara (Ianculescu, 2005 a)
anticipam faptul ca rezultatele acestor investigatii, din lipsé de spatiu, vor face obiec-
tul unei lucrari aparte. Asadar, lucrarea de fata, reprezintd o continuare a prezentarii
rezultatelor investigatiilor biochimice la speciile forestiere aflate sub influenta poluarii
cu compusi ai sulfului, in actiune sinergicd cu metale grele (Cu, Pb, Cd, Zn, Mn) si
negru de fum din zona industriald Copsa Mica.

2. MATERIAL SI METODE DE LUCRU

2.1. Metode specifice de analiza

In ceea ce priveste aspectul referitor la indicatorii biochimici de evaluare a
rezistentei speciilor forestiere la poluarea industriald, in special pe baza de compusi ai
sulfului, s-au folosit metode specifice fiecarei analize in parte, dupa cum urmeaza.

Pigmentii asimilatori au fost extrasi din materialul foliar cu acetona
80%, prin mojarare in prezentd de nisip de cuart si carbonat de magneziu. Extractul
s-a colorimetrat, la trei lungimi diferite de unda, 663 nm, 645 nm si 472 nm, dupa
indicatiile date de M. Stirban si Gh. Frecus (1968).

Determinarea concentratiei in pigmenti asimilatori s-a facut folosind
urmatoarele formule:

12.5xE663,, x0.86E£645xVxD

Clorofila a (mg/g substanta proaspatd) = 20X
19.3xE645,, —3.6xE663,, xVxD
Clorofila b (mg/g substanta proaspatd) = 1000
E472xVxDx10

Total caroteni (mg/g substanta proaspatd) =
dxWx2485
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unde: E = extinctia la lungimile de unde respective
V' = volumul extractului in acetona
d = dilutia folosita
D = grosimea cuvei
W = greutatea materialului de analiza

Valorile obtinute s-au raportat la 11 extract.

Determinarea concentratiei in proteine totale la nivelul
materialului foliar. Extractia proteinelor din frunze sau ace s-a facut urmarind
indicatiile date de H.A. Constantinidou si T.T. Kozlowski (1979).

Izolarea proteinelor vegetale din materialul foliar a necesitat Indepartarea
prealabild a pigmentilor clorofilieni si a fenolilor, cu ajutorul polivinilpirolidonei
insolubile. Determinarea cantitativd a proteinelor totale s-a facut prin
spectrocolorimetrare la 660 nm, folosind ca reactiv de colorare specifica reactivul Folin
— Ciocalteu (metoda Lowry, 1961). Valorile extinctiilor obtinute s-au exprimat in
mg/ml cu ajutorul une curbe de etalonare, cu albumina serica bovica, ca standard.

Izolarea materialului protecic de la nivelul floemului din
trunchi. Extractia proteica la nivelul floemului din trunchi s-a realizat prin 2 metode.
Prima metoda a constat in mojararea peretului intern al scoartei in prezenta de nisip de
cuart, cu o solutie tampon TRIS H;BO; — EDTA, pH = 7,4. A doua metoda s-a bazat
pe extragerea prin difuziune celulard a componentilor proteici activi, cu catend mica
intr-o solutie de EDTA (Urquahart, 1981). Astfel s-au imersat suprafete constante de
scoartd (2,5 x 25 mm), pentru mai multe zile in solutia mai sus mentionatd. Compusii
proteici obtinuti pe aceasta cale sunt in concentratii mai mici decat in procedeul prin
mojarare, dar prezinta avantajul evaludrii eventualelor blocaje celulare.

Concentratia proteinelor floemice prin precipitari
fractionate, cu sulfat de amoniu. Considerdndu-se ca fiecare proteind in
functie de structura ei precipitd la o anumita concentratie cu sulfatul de amoniu, s-a
incercat precipitarea fractionata, treptatd a proteinelor dintr-un amestec. Astfel s-au
facut precipitari fractionate la 30%, 60% si respectiv 90%, saturatie, in sulfat de
amoniu. Precipitatiile obtinute au fost reluate intr-un volum minim de tampon TRIS-
HCI, pH = 7,4 1n prezenta de dodecil sulfat de sodiu (SDS).

Electroforeza in dodecil sulfat de sodiu. SDS electroforeza in
gel de poliacrilamida este o metoda folositd pentru separarea subunitatilor proteice cu
determinarea greutdtilor lor moleculare. Se cunoaste cd proteinele disociaza in
constituentii lor (grupari polipeptidice), cu ajutorul detergentilor.

SDS, ca agent de denaturare si solubilizare, induce schimbari conformationale
la nivelul proteinelor. SDS electroforeza, a aparut prima data in cercetarile efectuate de
A.L. Shapiro (1967) si K. Weber si M. Osborn (1969).

Greutdtile moleculare ale proteinelor pot fi determinate prin compararea
mobilitatii proteinelor cu proteine standard.

Electroforeza proteinelor obtinute prin precipitare fractionatd, cu sulfatul de
amoniu, din floem, s-a efectuat urmarind indicatiile lui U.K. Laemmli (1970). Dupa
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electroforeza gelurile au fost colorate cu Blue, Briliant, Coomassie (Gorg, 1985). Dupa
colorare gelurile au fost densitometrate, folosind un densitometru Quiq Scan si un filtru
de o lungime de unda de 610 nm.

Determinarea activitdtii peroxidazei. Dozarea activitatii s-a facut
folosind 2 metode. Prima metoda, cronometrica, a constat din evaluarea vitezei de
reactie a peroxidazei (in calitate de catalizator) al reactiei de oxidare a benzidinei, cu
apa oxigenata in prezenta acidului ascorbic. Viteza de reactie a peroxidazei s-a exprimat
in acid ascorbic oxidat/ml/prep.enz./min. A doua metoda (spectrofotometricd) s-a bazat
pe masurarea ratei de oxidare enzimatica a hidrochinonei la para benzochinona in
prezentd de H,O, (Mateescu, Schell si Budu, 1979). Activitatea enzimaticd s-a
exprimat in pmoli paraBQ,/min/ml dupa formula:

activitatea enzimatica = 18.18x0.1

in care 2,1 reprezinta volumul exprimat in ml; 18,18 reprezintd coeficientul molar de
extinctie a solutiei de p. benzochinona; 0,1 — volumul probei folosite in lucru (ml).

In figura 1 se prezinta schema de prelucrare biochimici a materialului de -
analizd. Determinarea intensitdtii luminoase a peroxidazei
floemice. Extractul proteic din floem a fost supus electroforezei in gel de
poliacrilamida si colorat specific pentru peroxidaza, in prezentd de benzidina si apa
oxigenata. In primele 5 minute de la incubarea gelurilor cu solutia de benzidina si apa

Material , profeine totale
prelevat din zona [Lowry 1950)
industriala Copsa Mica

- dlrg:rmesiec 9 activitate
material ool * peroxidazica
foliar {Brad si colab)
din arbori
il individuall
floem (din trunchi) concentratie in pigmenti
» asimilatori
exircrcrre‘ * extractie (Stirban, colab. 1968)
proteica nedestructiva prin difuziune
TRIS-H,BO, EDTA
EDTA Urquhart (1981)
M tivitate peroxidazica
Precipitare 3
. Mateescu, colab., 1979
cu sul1_'ut de electroforezi ( !
amaoniu peroxidaza
electroforeza evaluarea
sDs bioluminescentei
(Laemmlith 1970) {Budu, 1950)

Fig. 1. Schema privind prelucrarea biochimica a materialului de analiza
Scheme regarding biochemical conversion of analysis material
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oxigenatd a aparut un efect luminscent, care s-a putut evalua cantitativ prin inhibarea
enzimei cu o solutie de acid acetic 10%, si citirea absorbtiei respective la 432 nm, cu
ajutorul unul spectrocolorimetru (Budu, 1985).

Evidentierea spectrelor de absorbantd ale extractelor
floemice 1n UV.Spectrele de absorbantd ale extractelor floemice au constat in
evaluarea cantitativd a compusilor ce absorb in regiunea ultravioletd. Probele au fost
diluate corespunzitor, iar inregistrarea spectrelor s-a realizat cu ajutorul unui
spectrofotometru tip Karl Zeiss Jena (200-350nm).

2.2. Scurta prezentare a metabolitilor luati in studiu

Pigmentii asimilatorii sunt principalii componenti, care, avand sediul
in cloroplaste, transforma energia solard in energie chimica de reactie, In procesul
fotosintezei. Sub influenta SO2, se constatd o distrugere a cloroplastelor, o scadere a
concentratiei in clorofild, prin transformarea lor in feofitind, cu pierderea ionului de Mg
din molecula clorofilei (Neamtu, 1983)

Proteinele sunt compusi macromoleculari, cu structurd complexa, ce
prezintd in organisme un puternic dinamism, de specie, individ, tesuturi. In ceea ce
priveste cresterea sau descresterea continutului in proteine, in contact cu factorii
poluanti, exista pana in prezent 2 teorii : una apreciaza ca descresterea continutului in
proteine datorita actiunii SO,, ar fi atribuitd unei inhibitii la nivelul sintezei proteice sau
a unor degradari a proteinelor (Ting, 1971; Tomlinson et. al., 1967), iar alta explica
cresterea continutului in proteine, sub influenta SO,, ca o intensitate a sintezei proteice,
in raspunsul de aparare a plantelor (Craker si Starbuck, 1972).

Peroxidaza este o enzima oxido-reductazica, care descompune apa oxigenata
din celule H,O, in prezenta unui donor de hidrogen, eliberand energia necesara altor
procese metabolice. Desi, ca sistem enzimatic, peroxidaza este poate cea mai cercetata,
rolul ei in plante este Inca neelucidat complet.

Asa cum afirma B.L. Saunders et al. (1964), peroxidaza este distribuitd peste
tot in plante, ea este implicata in crestere si dezvoltare (Trinih, 1961; Van Huyte, 1982),
in balanta hormonald (Schneider, 1970) in diferite conditii de stress induse de
temperatura (Hofferck, 1981), in stress mecanic (Birecks, 1974) in conditii de poluare
a aerului, in special SO2 (Castillo, 1980), in iradieri cu raze X (Thomas, 1979; Castillo,
1984), raze UV (Yannarelli, 2005) in infectii datorita agentilor patogeni (Kaul et al.,
1980).

S-au facut de asemenea aprecieri cu privire la inhibitia cresterilor si procesului
de lignificare, ca raspuns la agentii poluanti (Heath, 1984), in strictd depedentd cu
cresterea izoperoxidazelor bazice, urmatd de cresterea izoperoxidazelor acide (Gaspar,
1985). In ceea ce priveste emisia luminoasd a reactiilor peroxidazei din plante,
literatura de specialitate prezintd informatii legate de emisia de lumina in plante care
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poate sa apara de obicei in timpul unui stress mecanic (Salin, 1981,1985) fiind similara
cu sistemul leucocitic (de apdrare), a mieloperoxidazei, de la animale (descris de
Klebanoff, 1967, citat de Salin, 1981).

Studiindu-se posibilele mecanisme de reactie care furnizeaza emisia de lumina
a peroxidazei din plante, s-a constatat ca un rol important il are aparitia oxigenului
singlet O, in mediul de reactie, care prin relaxarea sa la forma normald O,, determind
o emisie de lumind (Slawinska, 1978). Oxigenul singlet este un produs potential al
reactiilor fotochimice, fiind un agent daunétor in toate organismele vii (Knox, Dodge,
1985). Metabolitii secundari, cu diverse origini biogenetice cum ar fi chinone,
furancumarine, poliacetilene, tiofeni, sunt capabili sa fotogenereze oxigen singlet
sugerand folosirea intensa a acestui potential, ca agent de protectie si aparare (Knox,
Dodge, 1985).

2.3. Prelevarea materialului de analiza

Prelevarea acelor si frunzelor. Aceste probe, reprezentate de
amestecuri de frunze si ace, au fost recoltate din treimea inferioara a coroanei de la cate
10 arbori, cu diverse grade de vatdmare, din 14 unitdti amenajistice, din zona
industriala Copsa Mica. Prelevarea probelor de scoarta. Probele de scoarta,
au fost recoltate de la aproximativ 10 arbori individuali, dintr-o specie reprezentativa
pentru o unitate amenajistica, realizandu-se recoltdri din 10 asemenea unitati
amenajistice, din zona industrialda Copsa Mica.

2.4. Fumigarea artificiala cu SO, a puietilor de gorun in varsta
de 2 ani

Aty

fumigare: prima cand se foloseste poluant in concetratii aproape de valoarea reald pe
perioade de zile si saptdmani, a doua cand se fumigheaza cu concentratii foarte mari de
poluant, pentru o perioada scurtd de timp (minute sau ore), fiind supusa poluantului fie
toatd planta, fie parti din plantd. Cand se investigheazd mecanismul fiziologic al
raspunsului plantei, al doilea procedeu este eficient, deoarece efectele primare se pot
evidentia cu usurintd, iar raspunsurile secundare si adaptive vor fi eliminate (Minchin,
1986).

Experimentul nostru a pornit cu 12 exemplare de gorun, cu aspect fenologic
asemanator, care au fost impartite in doud loturi A si B. Ele au fost supuse initial unui
proces de “interactie” prin badijonare la nivelul tulpinii lor, cu hartie cromatografica,
imbibata cu 2 fractiuni glicoproteice, (efectori glicoproteici), in cantitdti variabile
(tabelul 1). Cei 2 efectori au fost extrasi din floemul unui gorun sénatos, In varstd de
40 ani, folosind cromatografia de afinitate.

In figura 2 se prezintd experimentul din serd cu puietii de gorun in varsta de 2
ani si etapele de lucru la analiza materialului prelevat din organele vegetative si din
tulpinite, inainte si imediat dupd gazarea cu SO,.
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Tabelul 1. Schema privind modul de badijonare a puietilor de gorun cu 2 efectori glicoproteici
Scheme regarding the infussed procedure of sessile oak seedlings by using two -
glycoprotein effectors

Numarul Cantitatile de afectori glicoproteici G, si G,
exemplarului Lotul A Lotul B

analizat (martor) (pentru gazare)

1 MARTOR MARTOR

2 0,15 mg/ml G* 0,15 mg/ml G,

3 0,4 mg/ml G, 0,4 mg/ml G,

4 0,1 mg/ml G, 0,1 mg/ml G,

5 0,2 mg/ml G, 0,2 mg/ml G,

6 0,1 mg/ml G; + 0,02 mg/ml G, 0,1 mg/ml G; + 0,02 mg/ml G,

Glx = efector glicoproteic 1
G2xx = efector glicoproteic 2

a
spectre Tn UV

Puieti gorun
v v
LOT MARTOR LOT PENTRU GAZARE
me;vare
frunze
¥

extractie proteica

(conf. metadicii)
Al Al

spectre in UV activitate
peroxidazica

L

badijonare cu
2 efectori glicoproteici

A

(Mateescu et al, 1979)

¥
gazare (20 mgiem’) S0,

stationare
serd i 8 ore
Prelevare
probe
Al T
frunze tulpinite

extractie proteica

(conform metodicii)

-
activitate

-
spectre In UV

axtractie EDTA
(Urguhart 1981)

4
activitate
peroxidazica

peroxidazica

(Mateescu, 1979)

Fig. 2. Schema cu experiment si analizd a materialului prelevat de la puietii de gorun din sera

Scheme with experiment and analysis of sampling material from sessile oak seedling in
greenhouse

{Mateescu et al, 1979)

Izolarea efectorilor glicoproteici ce regleaza activitatea enzimatica a
peroxidazei din acelasi tesut in vitro s-a realizat folosind cromatografia de afinitate.
Aceastd tehnica se bazeaza pe interactiile specifice biologice existente Intre compusii
unui amestec. In cazul nostru, pe o matrice insolubild reprezentatd de Sepharosa 4 B,
activata cu BrCN, s-a imobilizat peroxidaza purificatd din hrean. Tehnica
cromatografiei de afinitate permite ca toti compusii care nu interactioneaza cu
peroxidaza imobilizatd si se elimine, raméanand doar compusii care au prezentat
afinitate pentru aceastd peroxidazd. La floemul de gorun s-au evidentiat astfel 4
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compusi de origine glicoproteica, care au interactionat cu enzima (Budu, nepublicat).
Efectul de interactie al peroxidazei din gorun cu cei 4 efectori este Inca necunoscut. Noi
am 1Incercat si evidentiem eventualele efecte asupra activitatii peroxidazice, la
plantulele de gorun, prin badijonarea tulpinilor numai cu 2 dintre efectori. Cei 2
efectori, insemnati cu G si Gy, reprezinta primele 2 fractiuni glicoproteice care au fost
eliminate de pe coloana de peroxidaza imobilizatd pe Sepharoza 4B, activata cu BrCN,
prin folosirea unui tampon de pH acid, care sa elibereze efectorii legati de enzima.

3. REZULTATE SI DISCUTII

In literatura de specialitate se apreciaza ca metodele biochimice efectuate in
camp liber nu ofera avantaje semnificative pentru o diagnosticare timpurie a gradului
de vatamare, nici pentru o analizd cauzala facandu-se abstractie de cheltuiala ridicata
de muncad (Landolt, 1983). Fatd de aceastd apreciere consideram insd, ca si H.
Hiitterman (1983), ca astfel de analize sunt strict necesare, deoarece numai in arealul
lor normal de crestere, arborii 1si pot exercita reactia lor specifica, la mediu, sub efec-
tul tuturor influentelor externe, aici fiind mediul, de unde, apoi, se vor selecta acei
arbori care vor prezenta fenomenul de rezistenta, spre analize in cabine test.

3.1. Rezultate privind concentratia in pigmenti asimilatori

Analizele privind concentratia in pigmenti asimilatori au facut obiectul
primelor investigatii biochimice din teren. Determinarea concentratiilor in pigmenti
asimilatori pe amestec de material foliar, prelevat de pe arbori, din zona Copsa Mica, a
permis ca suprafetele analizate sa fie esalonate in functie de acesti parametrii (tabelul
2).

Astfel, la gorun s-a constatat o concentratie maxima in pigmenti asimilatori, Tn
UP L, u.a. 17A, mai ferita de influenta poluarii, iar concentratia minima in UP [, u.a. 1A,
puternic afectata de poluare.

La pin negru, concentratia maxima in pigmenti s-a evaluat in zona UP IV, u.a.
18A si UP VII, u.a.17B, slab afectatd de poluare, iar concentratia minima in UP I, u.a.
1A si 3A, puternic afectate de poluare. La molid concentratia maxima s-a evidentiat in
UP VII, u.a. 3A, situate la 17 km de sursa de poluare, iar concentratia mai scazutd in
UP IV, u.a. 18B si UP VII, u.a. 75D. Pinul silvestru a prezentat concentratia maxima in
UP VII, u.a. 7A, iar minima s-a evaluat in UP IV, u.a. 18B, sensibil apropiate ca valoare
din cauza ca apartin aceleiasi zone de vatimare.

Variatia concentratiei In pigmenti asimilatori la arbori individuali este
prezentata in tabelul 3. Astfel, la pin negru s-a constatat ca, in UP I u.a. 1A, arborele cu
numarul 47, afectat fenologic puternic, a prezentat o concentratie scazuta in pigmenti
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asimilatori fatd de alte exemplare din aceasi zona, dar cu grade de vatamare diferite.

Tabelul 2. Variatia concentratiei in pigmenti asimilatori, la unele arborete din suprafetele de proba
permanente, amplasate n zona Copsa Micd, Ocolul silvic Medias
Variation of clorophylls and carotenes of foliage materials collected from different stands in

Copsa Mica industrial areas

Nr. Specie Zona de vatamare* UP  u.a. Concentratie Concentratie Total
crt. clorofila A (mg/l) clorofila B (mg/l) caroteni
(mg/l)
1. Gorun I I 17A 29,74 13,77 12,07
2. Gorun 1I ar 16D 22,37 10,22 6,60
3. Gorun I I 2G 18,97 9,67 6,51
4.  Gorun 11 I 104F 13,42 6,80 5,55
5. Gorun I I 1A 12,11 6,17 5,55
6. Pinnegru 11 IV  18A 19,46 10,12 9,66
7. Pinnegru 111 VII  3A 18,37 7,99 6,20
8. Pinnegru I VII 17B 9,37 4,88 4,67
9. Pinnegru I I 1A 8,78 4,29 3,34
10.  Pin negru I I 3A 8,16 4,75 3,26
11. Molid I VII  3A 14,43 7,20 5,79
12.  Molid 11 VII 75D 13,28 6,90 4,60
13. Molid 111 IV 18B 12,70 6,45 4,59
14.  Pin silvestru 111 VI  7A 15,89 8,10 5,79
15.  Pin silvestru 111 v 18B 14,50 6,88 5,55

Nota: * - zona cu influentd puternica si foarte puternica; II - zona cu influenta medie; III - zona cu influenta slaba

Tabelul 3. Variatia concentratiei in pigmenti asimilatori la arbori individuali din unele arborete din
suprafetele de proba permanente amplasate in zona Copsa Mica
Variation of clorophylls and carotenes of foliage materials collected from individual
trees in some stands in Copsa Mica

Nr. Specie UpP UA Nr.  Grad de vatamare  Concentratie Concentratie Total
Crt. arb. clorofila A clorofila B caroteni
(mg/1) (mg/l) (mg/l)
1. Pin negru 1 1A 76 Mediu afectat 15,81 7,56 5,63
2. Pin negru 1 1A 65 Puternic afectat 8,8 4,09 3,38
3. Pin negru 1 1A 47 Puternic afectat 7,5 3,33 2,13
4. Pin negru VII 71D X, Slab afectat 19,48 9,54 7,16
5. Pinnegru VIl 71D X, Mediu afectat 17,36 8,25 5,96
6. Gorun 1 1A 80 Slab afectat 21,89 9,97 6,28
7. Gorun v 18B X, Puternic afectat 16,86 8,40 5,63
8. Gorun Vi 6A 111 Mediu afectat 19,94 10,16 6,20
9. Gorun viI 6A 25 Mediu afectat 18,77 9,17 6,04
10. Fag Vil 71D X Slab afectat 20,00 9,01 7,16
11. Fag v 18B X, Puternic afectat 11,88 8,03 6,52
12. Fag v 18B X, Puternic afectat 10,20 5,40 3,54
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In UP VII, u.a. 71D, desi este o zona relativ feritd de poluare, exemplarul ales,
mediu afectat, a prezentat o concentratie mai scazutd in pigmenti clorofilieni decat
arborele fenologic neafectat.

La gorun, exemplarul ales (80), slab afectat, desi aflat in zona cu poluare
intensd (UP I, u.a. 1A), a prezentat o concentratic de pigmenti asimilatori relativ
ridicata. La fel se poate aprecia si exemplarul puternic afectat, care desi aflat in zona
de poluare relativ scazutda (UP IV, u.a. 18), a prezentat o concentratie scazutd de
pigmenti asimilatori.

Exemplarele alese in UP VII, u.a. 6A, slab afectatd de poluare, au prezentat
valori apropiate ale concentratiilor in pigmenti asimilatori. La fag s-a constatat ca in UP
VII, uv.a. 71D, exemplarul ales fenologic sdndtos a prezentat valori in pigmenti
asimilatori ridicate, spre deosebire de exemplarele alese, tot dintr-o zona slab afectata
de poluare (UP IV, u.a. 18B), dar puternic afectata fenologic, cdnd concentratiile in
pigmenti au fost scdzute.

S-a putut constata astfel cd indiferent de gradul de poluare a zonei cercetate,
arborii individuali au grade de vatamare diferite, raspund in mod unitar, in sensul
descresterii concentratiilor In pigmenti asimilatori pe masura ce gradul de vatamare
creste fenologic in coronament. Valorile mai scazute de pigmenti clorifilieni indica o
depreciere fiziologica a arborilor din zonele respective, ca urmare a poludrii aerului
(Ianculescu, 1977). Variatia concentratiei 1n total proteine si activitate peroxidazica, in
material foliar, a fost evaluatd in 9 arborete (tabel 4). S-a putut aprecia ca atunci cand
concentratia In total proteine este ridicatd si activitatea peroxidazica este ridicata.
Concentratii ridicate 1n total proteine si activitate peroxodazica s-au evidentiat la gorun
in UP II, w.a. 13 si UP I, u.a. 1A, ambele situate in zone de poluare maxima. La
arboretele din UP II, u.a. 122, ua 104F si u.a. 108, situate in zone de poluare puternica,
respectiv medie, atat concentratia In proteine totale, cat si activitatea peroxidazica, sunt
relativ scazute. La pin negru s-a constatat o crestere in total proteine si activitate
peroxidazica in UP I, u.a.1A, zona mult mai afectatd de poluare decat UP VII, u.a. 17A.

Tabelul 4. Variatia concentratiei in total proteine si activitate peroxidazica in material foliar, din
unele arborete 1n zona industriald Copsa Micd, Ocolul silvic Mediag
Variation of total proteins and peroxidase activity obtained from foliage materials
in different stands in Copsa Mica industrial areas

Nr. Specie UP u.a. Grad Concentratie Activitate peroxidazica moli
crt. vatamare Total ascorbat/min ml oxidat
pe arboret* Proteina
mg proteina/ml

1.  Gorun I 13 m-s 0,980 64,00

2. Gorun I 1A fp 0,825 73,36

3. Gorun I 18B fp 0,630 16,39

4.  Gorun X 4E m 0,599 14,33

5. Gorun 11 104F m 0,580 10,03

6. Gorun I 122 p 0,527 13,61

7. Gorun 11 108 m 0,425 6,60

8. Pinnegru I 1A fp 1,211 58,43

9. Pin negru VII 17A m 0,827 13,81
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Cunoscand din literatura cele doua teorii, cu privire la cresterea, respectiv
descresterea sintezei proteice, sub influenta stresului extern, se poate face aprecierea ca,
acesti 2 parametrii analizati, la nivelul arboretelor nu variaza liniar, cu gradul de
poluare, ci cresc sau scad, in functie de activarea sau inhibitia proteica, controlatd de
gene si reactiile metabolice, care intrd in actiune la acest nivel.

3.2. Rezultate referitoare la determinarea fractiunilor proteice
din floemul de gorun

Folosind tehnica SDS electroforezei s-au evidentiat 40 benzi proteice cu
greutati moleculare care au variat de la 70.000 Daltoni, la capatul catodic al gelului
(-), pana la 15.000 Daltoni, la capatul anodic al gelului (+) (fig. 3).

Frecventele de aparitie ale fractiunilor proteice evaluate la 4 arborete din
suprafetele de proba permanente sunt prezentate in tabelul 5.

Facand o comparatie intre cele patru zone de gorun analizate, In functie de
frecventa de aparitie a fractiunilor proteice s-a constat cd acestea se pot subimparti in
trei categorii: prima categorie o reprezintd fractiunile proteice care au frecventd de
aparitie ridicata si relativ constanta, indiferent de zona cercetata cum se prezintd benzile
1,3,4,5,7,8,9, 12, 16, 20, 26, 29, 32, 34, 36, 38, 40. Acestea ne sugereaza ca apar cu
frecventd mare indiferent de gradul de poluare, reprezentind fractiuni de baza ale
floemului, ce nu suferda modificari in relatia cu mediul. A doua categorie o reprezinta
fractiunile proteice care apar cu frecventa redusa, in toate suprafetele analizate, cum ar
fi benzile: 6, 13, 15, 17, 28, 30.

E610nm

Extinctie

0 T3 3 4 5 6 7 6 9 10 1 12 13 14 5 om ‘ )
Lungimea de unda

1-banda proteica 10
2- banda proteica 23

% s-a luat ca exemplu unul din
spectrele proteice obtinute.

Fig. 3. Reprezentarea variatiei benzilor proteice de la nivelul floemului de gorun obtinut prin
densitometrare
Evaluation of proteins bands of sessile oak's phloem analysed by densitometry
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Acestea sunt fractiuni minore la nivelul floemului, ce apar la un numar relativ
scazut de exemplare, independent insd de gradul de poluare al mediului. A treia
categorie de fractiuni proteice o reprezintd benzile a cédror frecventd de aparitie este
variabila de la o suprafata la alta. Din aceasta categorie fac parte benzile 10 si 23 a caror
distantd de la start este de 4,4, respectiv 8 cm (fractiunile sunt individualizate prin
sdgeti, in fig. 3). S-a constatat astfel ca la nivelul benzii 10, -arboretul din UP [ u.a. 1A,
din OS Medias, foarte afectat de poluare, a prezentat aceeasi frecventa de aparitie cu
arboretul din UP V, u.a. 5D, OS Dumbraveni, slab afectat de poluare, sau chiar
considerat a fi martor, neafectat.

La nivelul fractiunii proteice 23, in UP I, u.a. 1A, din OS Medias, puternic
poluat, exista o frecventa de aparitie de 100%, fata de 62%, cat s-a inregistrat in UP V,
u.a. 5D, din OS Dumbraveni slab poluat.

La UPIII, u.a. 16D, din OS Medias, puternic poluat, frecventa celor 2 fractiuni
proteice a ramas constantd, inregistrand, valori mici de 20%. Arboretul din UP IV, u.a.
25C, mediu afectat de poluare, nu a prezentat aceste benzi 1n nici unul din exemplare
analizate.

Scéaderea brusca a frecventelor acestor 2 fractiuni proteice in zone cu poluare
mai ridicata, ca UP III, u.a. 16D si UP 1V, u.a. 25C, fatd de zona UP V, u.a. 5D, din
Ocolul silvic Dumbraveni, putin afectatd de poluare, o apreciem ca sensibilitate de
raspuns a acestor fractiuni proteice la factorii poluanti, care le inhiba sinteza proteica.
Aparitia unei frecvente constante in UP I, u.a. 1A, puternic afectatd de poluare, a
fractiunii proteice 10, sau cresterea frecventei de aparitie a fractiunii proteice 23, de
100%, ne indica faptul ca la un anumit grad de poluare, aceste fractiuni proteice apar in
procesul de adaptare a speciei la poluarea mediului.

Variatia activitatii peroxidazice si a efectului luminiscent al peroxidazei, la
nivelul floemului este prezentata in tabelul 6. Astfel s-a constatat ca la pin negru, in UP
VII, u.a. 17B, activitatea peroxidazica, la 7 arbori din 10 alesi este practic nuld sau
foarte scazuta, astfel cd nu poate fi sesizata de spectrofotometru. Cunoscand ca analiza
spectrofotometrica de evaluare a activitdtii peroxodazice, s-a realizat pe un extract
obtinut prin simpla difuziune celulard (in prezenta de EDTA), se poate aprecia ca
transferul din celuld spre solutie a fost blocat. Deci, sub influenta poludrii peretii
celulari, de la nivelul floemului, isi blocheaza porii si nu permit trecerea enzimei in
solutie.

In paralel, intdlnim valori ridicate ale activititii peroxidazice, intre 1-2
pmoli/pBQ/min/ml, in special la fag si cu totul izolat la gorun si molid. Aceasta
inseamna ca la unii arbori intalnim o crestere a activitatii peroxidazice, ca raspuns la
conditiile de stress poluant. Tot ca raspuns apare si inhibitia activitatii peroxidazice. Asa
cum s-a apreciat anterior, activitatea peroxidazicd nu apare ca un indicator liniar, in
conditii de stress poluant. Ea prezinta valori extreme, minime sau maxime, la arborii

stresati fiziologic. ' o S o )
In ceea ce priveste distributia activitatii peroxidazice, in functie de efectul

luminiscent al peroxidazei, la nivelul floemului se constata ca aceasta este depedenta de
specia luatd In studiu (specie specific) si de gradul de vatimare al arboretelor din
suprafetele analizate.
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Tabelul 6. Variatia activitatii peroxidazice si a emisiei luminoase a peroxidazei, la nivelul floemului,
prelevat de la arbori individuali, din arboretele din unele suprafete de proba amplasate in
zona industriala Copsa Mica
Variation of peroxidase activity and phloem chemibioluminiscence, obtained from

individual trees, stands of permanent sample plots in Copsa Mica industrial areas

Nr. Specia Suprafata de proba permanenta  Nr. arbore Activitate Emisie
Crt. din ocolul silvic; UP; ua peroxidazica pmoli luminoasa
pBO/min/ml E432 mm
0 1 2 &) 4 5
1 Gorun Ocolul silvic Dumbraveni - UP 22 0,7971 0,040
2 Vouiassh; 113 0,7851 0,065
3 120 0,4471 0,070
4 Martor-slab poluat 40 0,3925 0,155
5 67 0,3360 0,045
6 107 0,2797 0,065
7 50 0,2235 0,080
8 98 0,1116 0,001
9 119 0,0000 0,150
10 Ocolu silvic Medias - UP III, 44 2,4592 0,165
11 u.a. 16D 66 0,7675 0,280
12 Puternic poluat 79 0,5637 0,080
13 89 0,3925 0,100
14 53 0,3925 0,065
15 8 0,2797 0,310
16 49 0,2236 0,200
17 15 0,1675 0,240
18 90 0,0000 0,130
19 X 2,7141 0,070
20 Ocolul silvic Medias - UP I, 80 2,5698 0,170
21 ua. 1A 79 0,8566 0,005
22 48 0,5063 0,235
23 Foarte puternic T 0,4471 0,075
24 poluat 19 0,3925 0,100
25 44 0,3911 0,015
26 55 0,3360 0,090
27 53 0,2235 0,084
28 51 0,0000 0,105
29 Ocolul silvic Medias - UP 1V, 17 28550 0,128
30 u.a. 25D 34 0,8941 0,100
31 Mediu la slab poluat 62 0,8391 0,075
32 13 0,5594 0,088
33 100 0,5026 0,085
34 18 0,4471 0,060
35 30 0,3349 0,090
36 60 0,2233 0,050
37 73 0,0558 0,005
38 X, 1,8582 0,305
39 Fag Ooclul silvic Medias - UP IV, X20 1,8458 0,330
40 u.a. 18E X 1,4908 0MS5S
41 Slab poluat Xs 1,1636 0,245
42 Xs 0,9774 0,355
43 X; 0,9741 0,135
44 Xs 0,8366 0,215
45 X4 0,6214 0,295
46 X, 0,5637 0,198
47 X5 0,5063 0,305
48 Ocolu Silvic Medias - UP IV 11 2,2385 0,120
49 Boian, u.a. 21C 3 1,9482 0,145
50 Slab poluat 23 1,9209 0,160
51 19 1,5593 0,040
52 29 1,4208 0,235
53 2 1,4908 0,060
54 5 1,1636 0,040
55 13 0,3925 0,270
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Tabelul 6 (continuare)

0 1 2 3 4 5
56 Fag Ocolul silvic Medias - UP 1V, 37 1,6999 0,310
7 u.a. 44A 95 1,4908 0,080
58 Slab — mediu poluat 87 1,0387 0,100
59 48 0,6214 0,280
60 59 0,6214 0.225
61 90 0,5063 0,050
62 88 0 0,130
63 Pin negru Ocolul Silvic Medias - UP VII, 100 0,2235 0,089
64 uva. 17B 55 0,1676 0,170
65 Slab poluat 14 0,1116 0,105
66 93 0,0000 0,150
67 49 0,0000 0,075
68 14 0,0000 0,035
69 94 0,0000 0,045
70 103 0,0000 0,100
71 12 0,0000 0,170
2 58 0,0000 0,089
73 42 0,0000 0,025
74 Ocolul silvic Medias - UP 1V, Xs 0,3360 0,025
75 u.a. 18B X4 0,2236 0,075
76 Slab poluat Xo 0,2236 0,035
77 Xs 0,0236 0,125
78 X; 0,1676 0,055
79 X7 0,0000 0,160
80 X1 0,0000 0,095
81 X, 0,0000 0,120
82 Ocolul silvic Medias - UP I, 12 05637 0,145
83 ua. 1A 61 0,3925 0,060
84 F puternic poluat 28 0,2235 0,045
85 76 0,1676 0,050
86 21 0,1676 0,085
87 62 0,1670 0,130
88 16 0,1676 0,160
89 47 0,1116 0,100
90 25 0,0558 0,165
91 Molid Ocolul silvic Medias - UP 1V, X4 1,5702 0,085
92 u.a. 18B X5 1,1188 0,160
93 Slab poluat X0 0,8391 0,135
94 X 0,5593 0,090
95 Xs 0,5026 0,088
96 Xs 0,2232 0,085
97 X, 0,1116 0,160
98 X3 0,1116 0,340
99 Xs 0,0558 0,265
100 Ocolul silvic Medias - UP VII, 51 0,6706 0,195
101 u.a. 75D 8 0,5027 0,290
102 37 0,4493 0,175
103 Slab la mediu poluat 26 0,4471 0,190
104 46 0,2797 0,165
105 28 02235 0,200
106 29 0,2235 0,160
107 20 0,1675 0,220
108 31 0,1116 0,145
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Indicele de corelatie al activitatii peroxidazice, in functie de emisia luminoasa
a peroxidazei, este r,, = 0,524, la molid, pentru o = 5%.

La celelalte specii luate in studiu, cei doi parametri nu au avut coeficientul de
corelatie semnificativ. S-a putut constata, totusi, ca la pin, apare o uniformitate de
raspunsuri, In ceea ce priveste activitatea peroxidazicd in functie de emisie
luminiscenta, acestea plasandu-se la nivelul ordonatei intre valorile de extinctie de 0,1
- 0,4 la majoritatea exemplarelor studiate.

La gorun, intdlnim aceeasi uniformitate de raspunsuri, a céror valori se
incadreaza intre 0,0-0,2, valori de extinctie. Se poate aprecia ca pe masura ce gradul de
poluare este mai mare, specia mai afectatd raspunde aproape uniform, fie cu activitate
peroxidazica scazutd si constanta si emisie luminoasa variabila, ca in cazul pinului, fie
cu emisie luminoasa aproximativ constantd si activitatea peroxidazica variabila, ca in
cazul gorunului, in functie de factorii complexului metabolic ce intra in functiune, si
care probabil este specie specific.

Deci arborii, indiferent de starea lor fenologica, in conditii de poluare ridicata,
raspund similar, datoritd presiunii de selectie, data de poluarea cu compusi ai sulfului
in actiune sinergicd cu metalele grele care determina ca anumite cicluri metabolice sa
fie transformate intr-o anumita directie.

La fag, dispersia valorilor este astfel incat nu se pot face aprecieri cu privire la
distributia valorilor de activitate peroxidazica in functie de emisia luminiscentd a
peroxidazei. Tinadnd cont de faptul ca suprafetele de fag alese in prezentul studiu nu
sunt afectate de poluare (exceptie face totusi arboretul din UP IV, u.a. 18), se poate
aprecia cd arborii nu raspund unitar la acesti parametrii, fiecare raspuns fiind in functie
de starea de sanatate si metabolicd a arborilor respectivi. Rezultatele referitoare la
experimentul efectuat, in premierd, la puietii de gorun stimulati si gazati artificial cu
SO,, din lipsa de spatiu, vor face obiectul unei alte lucrari.

4. CONCLUZII

in zonele afectate de poluare s-a constatat o scidere evidenti a pigmentilor
asimilatori, atat la nivelul diferitelor arborete, cat si la nivelul arborilor individuali. La
acest nivel s-a constatat o scddere direct proportionald cu gradul de vatamare
fenologicd, indiferent de gradul de poluare a suprafetei analizate.

Indicatorul biochimic, total proteine, nu variaza linear cu gradul de poluare, el
crescand sau scazand in functie de gradul poluarii, care determina activitarea sau
inhibitia proteica, controlatd de gene sau reactii metabolice care intrd Tn actiune la acest
nivel. S-a stabilit ca fractiunile proteice de la nivelul floemului, determinate pentru
prima data, (benzile 10 si 23), pot fi sesizoare sensibile ale gradului de vatamare,
moduland in anumite conditii adaptarea arborilor la stresul poluant, prin cresterea
sintezei acestor fractiuni.

Variatia activitatii peroxidazice de la nivelul floemului in functie de intensitatea
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luminoasa a peroxidazei raspunde in mod uniform, in conditii de poluare ridicata (vezi
pin negru si gorun), ca raspuns de adaptare a speciilor forestiere la presiunea de selectie
metabolicd exercitatd de poluarea cu SO2. In urma efectudrii unor experimente, in
premiera, privind stimularea unor puieti de gorun, cu extracte glicoproteice, ce induc
modificari la nivelul peroxidazei din plantele respective, s-au putut constata
urmadtoarele: acesti compusi ajung in circuitul metabolic, de la nivelul plantelor
respective, inducand efecte de activare, respectiv de inhibitie, asupra activitatii
peroxidazei de la nivelul materialului foliar. Existd astfel premise ca efectorul
glicoproteic Gy sa fie implicat in procesul de apdrare al plantei la stresul cu SO,.

Analizand indicatorii biochimici luati in studiu se poate aprecia ca in conditiile
depistarii exemplarelor rezistente este nevoie sa se aprofundeze sistemele de analiza de
la nivelul fractiunilor proteice, floemice 1n paralel cu emisia luminiscenta si activitatea
peroxidazica de la acest nivel.

In conditii controlate este strict necesar sa se mareasca seria experimentarilor
privind gazarile controlate precum si interactiile cu efectori glicoproteici, care sunt
specie specifici.

Este necesar de asemenea de a se mari aria investigatiilor fundamentale
referitoare la modul de actiune a acestor efectori fata de peroxidaza extrasa din acelasi
tesut, in vitro, pentru a putea prevedea raspunsul plantelor in cazul in care se intervine
cu acesti compusi. Acest lucru este foarte important in evaluarea practica a strategiei de
protectie a arborilor si arboretelor, ce suferda din cauza diversilor factori de stress,
biotici si abiotici.

In contextul modificarilor de mediu, tot mai evidente in ultimul timp, apar noi
intrebari vis-a vis de relatia padure si modificarile climatice: cat de afectate sunt
padurile si pot padurile raspunde la aceste modificari? (Ianculescu, 2005 b). Va trebui
intr-un viitor nu prea indepartat sd abordam pe langd problematica silviculturii
arboretelor si pe cea a arborilor individuali. Diagnosticarea timpurie a vatamarilor
arborilor si arboretelor din cauza diversilor factori de stress reprezinta unul din cele mai
importante mijloace de prevenire si combatere a vatdmarilor produse. Se stie cd daca
se depisteaza in faze incipiente diversele vatamari, devin mult mai eficace si mult mai
ieftine, masurile de prevenire si combatere.

Pe de alta parte, inducerea de rezistenta la arbori fatd de influenta compusilor
sulfului, dupa cum a fost demonstrat in cadrul experimentului, prezentat in premiera, in
aceasta lucrare, experiment de realizat si In cadrul altor factori de stress, cum ar fi de
pilda seceta, cel mai frecvent in ultimul timp, reprezintd o noua provocare pentru cerc-
etarea stiintifica din silvicultura.
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