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CARACTERIZAREA ULTRASTRUCTURALA
A FOLICULILOR OVARIENI VITELOGENETICI
LA Rana rldzbunda

OTILIA ZARNESCU!, R. MESTER!, S. LAZAR?

The structure of the vitellogenic ovarian follicles in Rana ridibunda is described. The vitello-
genic follicle consists of several cellular and acellular layers. The oocyte within follicle is
immediately invested by the acellular vitelline envelope, which contains microvillar proces-
ses from the oocyte. Overlying the vitelline envelope, a follicular epithelium is comprised of
a single layer of stellate follicle cells.
In the vitellogenic follicle these cells are periodically interrupted by large intercellular chan-
nels. Above the follicle cells is the theca, which contains collagen fibers, blood vessels, and
fibroblasts.

The ovarian follicle is covered by the inner ovarian epithelium. The apical plasma
membrane of these cells displays a macropinocytotic activity.
The surface of the vitellogenic oocyte exhibits clathrin-coated pits and “macro” pits which
uptake a lamellar material. In the ooplasm throughout, vitellogenesis primordial yolk platelets
are in close contact with large yolk platelets. Subsequent fusion of two or more crystallizing
platelets gives rise to larger yolk platelets, which contain two or more main bodies.
Qocyte of R. ridibunda was found to possess two types of mitochondria which contain crys-
talline inclusions. '

Internalizarea substantelor nutritive reprezintd un mecanism eficient, prin
care se asigurd cresterea si diferentierea ovocitelor la vertebratele inferioare. Peste
80% din proteinele ovocitului matur sunt reprezentate de vitelus (3). Acumularea
proteinelor viteline are loc in cursul perioadei de vitelogenezd si se realizeazd
printr-o endocitozd mediatd de receptor, a unui precursor ghcofosfohpoprotem

 numit vitelogenind (VTG). Acest precursor vitelin este sintetizat in ficat si eliberat

ulterior in circulatie (33, 37, 38).

Observatiile ultrastructurale realizate pe Xenopus laevis si diferite specii de
Ramdae au permis identificarea compartimentelor intracelulare implicate In trans-
portul vitelogeninei (1, 4, 16,17, 26, 40, 41). Aceste studii au demonstrat existenta
unui material electrono-dens asociat invagindrilor si veziculelor cu invelis, endo-
zomilor, plachetelor viteline primordiale care contin mase de vitelus condensat si
plachetelor viteline mature, formate din proteine cristalizate.

In ovocitele amfibienilor au fost descrise doud tipuri de vitelus: (a) plachete
viteline delimitate de membrane, care contl‘n un-m’ié‘Z‘mstahn format din lipovite-
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lin, fosvitin si fosvet (43), Inconjurat de un matrix alcétuit din glicoproteine,
carbohidrati (7, 23) si enzime (30); (b) picéturi lipidice reprezentate de fosfolipide
si lipide neutre (18) ce alcdtuiesc ,,vitelusul lipidic” (40, 41).

Desi ultrastructura plachetelor viteline a fost examinata la mai multe specii
de amfibieni, formarea vitelusului, originea proteinelor viteline, stocarea vitelusu-
lui in timpul vitelogenezei (12) si utilizarea lui in embnogeneza (9, 24) sunt aspec-
te incomplet intelese.

~ Scopul acestui studiu a fost caracterizarea ultrastructurala a foliculilor ovari-
eni vitelogenetici la Rana ridibunda si identificarea organitelor implicate in for-
marea vitelusului. '

MATERIAL SI'METODA

Experimentele au fost realizate pe femele de Rana ridibunda neinjectate si
injectate cu 20 mg peroxidazi (tip II, Sigma) dizolvatd in 0,64% NaCl. Femele
injectate cu peroxidazi au fost sacrificate dupd 4 ore. -

Fragmente mici de ovar au fost fixate 3 ore, la4°C in tampon cacodilat 0,1M
(pH-7,4), cu 2% paraformaldehidd si 2,5% glutaraldehidd. Dupa fixare, fragmen-
tele de tesut au fost spalate in acelasi tampon cu 7% sucrozé, peste noapte la 4°C.

Fragmentele de ovar provenite de la femele injectate cu peroxidazi au fost
incubate 30 minute la intuneric In urmitoarea solutie: tampon Tris-HCl 0,05M
(pH =17,6), 0,1%, 3,3’ diaminobenzidind (DAB, Sigma) si 0,01% H,O,. Dupd de-
veloparea reactiei peroxidazice probele au fost spélate in tampon Tris-HCI1 0,05M,
pH = 7,4, o ord la 4°C, postfixate peste noapte Intr-o solutie de 2%, OgO, In tam-
pon cacodilat 0,1M (ph-7,4). Dupai spélare cu apd distilatd, probele au fost deshi-
dratate in etanol si incluse In rdsini sintetice (Epon 812). Sectiunile tdiate la
ultramicrotom au fost colorate succesiv cu acetat de uranil si citrat de plumb si
examinate la microscopul electronic PEM-100. |

REZULTATE SI DISCUTH

Foliculul ovarian vitelogenetic la Rana ridibunda este format dintr-o serie de
straturi celulare si acelulare.

Stratul extern al foliculului ovarian poartd denumirea de epiteliu ovarian in-
tern si este alcatuit din celule aplatizate, unite prin jonctiuni celulare de tipul des-
mozomilor. La baza acestui strat existd o membrani bazali. In cazul foliculilor
vitelogenetici celulele acestui epiteliu prezintd un intens proces de macropinocito-
z4 la nivelul membranei (fig. 1). De asemenea, in unele celule epiteliale sunt pre-
zente in citoplasmé vezicule acoperite cu clatrind (fig. 2).

S-a demonstrat c In alte tipuri celulare, macropinocitoza este implicati intr-un
mecanism neselectiv de internalizare a macromoleculelor extracelulare (29). Desi

[

Fig. 1 — Macropinocitoza ia nivelul

membranei celulelor epiteliuiui ova-

rian intern (sigeti), vezicula de ma-
cropinocitoza (x); X32000.

corticale; X12000.

trind in citoplasma celulelor epi-

teliului ovarian intern; X120000.
separate de prelungirile citoplasmatice ale celulelor tecale; X30000.

Fig. 4 — Regiunea corticald a folicului ovarian vitelogenetic; t — teaci

Fig. 3 — Teaca foliculari formati din dou# straturi de fibre de colagen
foliculard; cf — celule foliculare; av — anvelopa vitelind; ac — alveole

Fig. 2 - Veziculd acoperiti cu cla-
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macropinocitoza nu a mai fost mentionati n celule epiteliale ale foliculului ovari-

an, studiile anterioare la Xenopus laevis au evidentiat cd membrana acestor celule

prezintd un proces activ de pinocitoz4, insé veziculele implicate in endocitoza sunt
diferite de cele ale ovocitului si nu posedd fnvelis (2, 35).

Tntre celulele epiteliale de la suprafata foliculilor ovarieni si celulele folicu-
lare existd teaca foliculard, formatd din fibre de colagen, vase de sange si fibro-
blaste (fig. 3). Ocazional, au fost observate celule musculare netede si nervi (6).
La Rana ridibunda fibrele de colagen sunt dispuse in directii diferite si formeaza
dou# straturi separate de prelungirile citoplasmatice ale fibroblastelor. Studiile de
microscopie electronici scanning au indicat la Xenopus.laevis ci fibrele din tesutul
conjunctiv al tecii formeaza benzi laxe, orientate neregulat (6).

‘ Celulele foliculare formeaza un monostrat in jurul ovocitului. Ele sunt celule
relativ mari, stelate si Intrerupte de spatii largi (fig. 4). Aceste spatii au fost denu-

_mite canale (4, 35) si permit trecerea moleculelor exogene odaté cu inceperea vite-

logenezei. S-a demonstrat ci suprafata bazald a celulelor foliculare suferd modificéri
considerabile tn cursul dezvoltdrii foliculare (6). Astfel, mcepand cu stadiul al
II-lea al ovogenezei, suprafata dinspre ovocit prezinti macrovili, care pétrund prin
anvelopa vitelind pentru a face contact cu microvilii ovocitari.

In jurul ovocitului se gdseste anvelopa vitelin, care la Rana ridibunda are un
aspect lax, fiind formaté din filamente de densitate electromca moderati (fig. 4).
In regiunea superioard, aceasti anvelopi vitelind prezinti o consistentd mai densa.
Aspectul electrono-microscopic al anvelopei viteline la Rana ridibunda este dife-
rit de cel observat la alte specii de amfibieni.

 Latfnceputul vitelogenezei, suprafata ovocitului se caracterizeazi prin prezenta
unor cripte adinci care delimiteazd macrovilii, din care se desprind microvili
ovocitari lungi si subtiri. In afara numeroaselor invaginiri acoperite cu clatrind
(fig. 5), la suprafata ovocitului existd ,macroinvagindri”, care apar a prelua un
material exogen lamelar (fig. 6), sau omogen (fig. 7). Acest material apare ulterior
in corpii multiveziculari din citoplasma corticald (fig. 8). Invagindri si vezicule cu
nvelis au fost observate si in ovocitele vitelogenetice de la alte specii de amfibi-
eni (5, 10, 36, 41).

Diferentierea ovocitului la vertebratele ovipare are loc datoritd acumulirii in
citoplasmi a unor organite caracteristice, numite plachete viteline. La inceputul
vitelogenezei in citoplasma corticald apar numerosi corpi multiveziculari, la care

se observi uneori vezicule fuzionate. Corpii multiveziculaii sunt heterogeni ca -

aspect electrono-microscopic, lumenul lor fiind plin fie cu un material filamentos,
sau granular necondensat (fig. 9), fie cu agregate mici care indicd fnceputul unui
proces de condensare (fig. 10). La Xenopus laevis s-a evidentiat cd si ovocitele
previtelogenetice in stadiile I si II contin corpi multiveziculari care sunt grupati la
periferia celulei. Desi corpii multiveziculari au fost observati frecvent in stadiile
timpurii ale vitelogenezei (12, 26, 27, 40, 41), rolul lor in procesarea vitelogeninei
si a proteinelor viteline a fost elucidat recent. Wall si Patel (31, 32) au ardtat cd

Fig. 6 — ,Macroinvaginiri” care
apar a prelua un material lamelar;

X90000.

Fig. 5 —Invaginiri cu invelis la nivelul membranei ovocitare (ségeti); X90000.

Fig. 7 — ,.Macroinvaginari” care

internalizeazi un material omo-

~ gen; X90000.
Fig. 8 — Corp multivezicular care
contine un material lamelar;

X90000.
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~Fig. 9 - Corp multivezicular in lumenul cruia se remarci un material
filamentos; X60000

Fig. 10 — Corp multivezicular la care se remarci fuziunea cu o veziculd
acoperiti (sigeata); X60000.
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acest1 corpi multiveziculari 0V0¢1tar1 sunt lizozomi modificati, care contin un nu-

‘mir limitat de hidrolaze lizozomale implicate in decuplarea vitelogeninei de re-

ceptorul siu (20) si ulterior in clivarea VTG in proteine viteline.
Plachetele viteline primordiale au fost identificate in citoplasma corticald
(fig. 11). Aceste structuri prezintd un miez electrono-dens si o matrice Inconju-
ritoare mai laxd. Ulterior aceste structuri se maresc, corpul central devine cristalin
si riméane inconjurat dé o zoni electrono-densd, necristalizatd (fig. 12). La perife-
ria acestor plachete viteline pr1mord1a1e se observi corpi multiveziculari fuzionati.
A treia categorie de plachete viteline primordiale, observatd de noi, este for-
mat¥ din organite mai mari alcituite dintr-un miez cristalin, un matrix fnconju-
ritor mai dens dispus asimetric (nu acoperd intregul cristal vitelin) si o zond
perifericd In care se gdsesc numeroase vezicule mici (fig. 13). .
Plachetele viteline primordiale odatd formate incep sé fuzioneze unele cu
altele, in cursul acestui proces miezurile cristaline riman separate. Aceastd fuziu-

ne poate avea loc intre plachete viteline primordiale cu aceeasi dimensiune (fig. 14),.

sau cu dimensiuni diferite (fig. 15). Astfel de fuziuni au fost obsevate si la Xeno-
pus laevis (21, 31).

Plachetele viteline mature prezintdi o structurd similard cu cea observata de
alti autori la diferite specii de amfibieni (8, 9, 14, 22, 24, 33) si se caracterizeazi
,;rm prezenta unui miez cristalin, un strat median mai dens si un strat extern mai
Jax (fig. 16). Chiar dup# formarea plachetelor viteline mature, se mai observa fu-
ziuni intre corpii multiveziculari i stratul extern al plachetei (ﬁg 17).

Injectarea de peroxidazi In sacii limfatici a demonstrat cd foliculii viteloge-
netici preiau trasorul din circulatie, acesta fiind identificat ulterior la periferia pla-
chetelor viteline primordiale (fig. 18), sau In stratul superficial al plachetelor viteline
mature (fig. 19). Prezenta peroxidazei la suprafata plachetelor viteline a fost ob-
servati de asemenea la Xenopus laevis (5) si ea nu este surprinzdtoare, deoarece
aceste organite considerate lizozomi modificati reprezintz”\ destinatia tuturpr mole-
culelor internalizate de ovocit (20). ,

In timpul vitelogenezei plachetele viteline primordiale si mature sunt msoute
de picaturi lipidice cu aspect diferit (fig. 20 a.b.).

Un aspect caracteristic speciilor de Ranidae este acela al prezentei cristalelor
mitocondriale. Observatiile noastre au indicat prezenta in ovocitele vitelogenetice
adous tipuri de mitocondrii care contin cristale. Primul tip este abundent in mase-
le mitocondriale (fig. 21) si cristalul este inconjurat de 0 membrand dubla, in timp
ce mitocondriile nconjuritoare prezinti un matrix dens. Al doilea tip a fost iden-
tificat mai ales In citoplasma corticala si tn jurul cristalului, existd structuri mem-
branare mai complexe (fig. 22).

Observatiile anterioare la Rana esculenta si Rana temporaria (13) au ev1dentlat
c4 mitocondriile posedd doud tipuri de incluzii cristaline, unul localizat in matri-
xul mitocondrial si altul in criste (26).

Cristalele mitocondriale reprezintd un procent mic din structunle cristaline
din ovocitul'complet dezvoltat (9) si au fost identificate la diferite specii de Rani-




| 128

Otilia Zarnescu et al. : 8

9 Ultrastructura foliculilor ovarieni la Rana ridibunda

Fig. 12 — Placheta vitelind primordial3;

Fig. 14 - Fuziuni intre plachetele viteline primordiale;
X45000.

X120000.

Fig. 11 — Placheta vitelina

Fig. 15 - Fuziuni intre plachetele viteline primordiale; Fig. 16 — Periferia unei plachete viteline mature;
X60000. a —cristal vitelin; b - strat extern dens; c - strat extern

lax; X180000.
Fig. 13 — Plachetd vitelind primordiald; X60000. ‘

Fig. 17 — Corp multivezicular fuzionat cu stratul extern al unei plachete mature;
X90000. ‘
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Fig. 18 - Dupi injectarea de HRP, reactia . Fig. 21 - Masa mitocondriali 1n care se

peroxidazici apare la periferia plachetelor remarci un cristal mitocondrial; X60000.
viteline primordiale; X24000.

" Fig. 19 — Reactia peroxidazici este pozitiva si in
stratul extern al plachetelor viteline mature; X 18000.

Fig. 22 — Mitocondrie care
contfine un cristal mitocon-
drial; X30000.

dae: R. pipiens (11,39, 40), R. temporaria si R. esculenta (25), R. catesbeiana (42)
si R. nigromaculata (28).

‘Desi initial aceste cristale mitocondriale au fost considerate a sta la originea
vitelusului (8, 39), ulterior au fost identificate diferente intre cristalele mitocondri-
ale si cele viteline (38). Aceste diferente se referd la structura cristalului (15, 16,
25), compozitia chimica (25, 42) si originea acestor cristale (40, 41).

Cu toate ci aceste cristale intramitocondriale nu sunt implicate in formarea
vitelusului, functia lor rimine necunoscuta. '

In concluzie, observatiile noastre realizate pe R. ridibunda au indicat aspecte
electrono-microscopice comune cu cele raportate la alte specii de amfibieni, dar si
particulare cum ar fi: macropinocitoza celulelor epiteliului folicular, structura an-
velopei viteline si prezenta unor ,,macroinvagindri” la nivelul membranei ovocitare.

! Fig. 20 a, b — In citoplasma ovocitului-viteloge-
netic existd picituri lipidice (*) cu o morfolo-
gie diferitd: omogene (a) sau heterogene (b);
| ‘ X18000. :
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'ENDOCITOZA IN FAZA FLUIDA A FITC-DEXTRAN iN
OVOCITELE DE Carassius auratus gibelio

»IN VIVO” ST ,IN VITRO”
OTILIA ZARNESCU, R. MESTER

The in vivo and in vitro uptake of a tracer of fluid phase endocytoéis (FITC-Dextran; Av.Mol.

Wt-580,000 D) into developing oocytes of Crucian carp, Carassius auratus gibelio, was studied,

For in vivo study we have injected FITC-Dextran to young growing females and sampled
after 24 hours. Also, the development of a short-term culture system (1, 3, 4 and 24 hours)
meant for studying FITC-Dextran sequestration in vitro into previtellogenic and early vitello-
genic follicles of Crucian carp is described.

In vivo, the size of follicles had a considerable bearing on the rate of exogenous substance
sequestration; previtellogenic follicles did not uptake FITC-Dextran in considerable amounts.
These results indicate that the ability of oocytes to sequester exogenous molecules with a high

molecular weight depends in vivo on opening of intercellular channels through the follicular
tissues, thus allowing blood-borne compounds to reach the oocyte surface.

In vitro sequestration of FITC-Dextran persisted at temperatures below 4°C, showing that tlie
uptake mechanisms were adapted to low temperatures in this species. Also, in vitro studies
showed that late previtellogenic follicles divested of the surface epithelium and follicles di-

vested of both the surface epithelium and theca (and sometimes of follicle cells) were capable
of sequestering fluorescent tracer at a higher rate.

La vertebratele inferioare, cresterea si diferentierea ovocitului implici prelu-
area prin endocitoza mediati de receptor a unei proteine plasmatice sintetizati in
ficat numiti vitelogenini (21, 39). O dati internalizatd, vitelogenina este clivati
proteolitic si convertitd in proteine viteline de tipul lipovitelinului si fosvitinului,
molecule care sunt depozitate in granule (pesti) sau plachete viteline (amfibieni).

Studierea céii prin care diferite molecule ajung la ovocit s-a realizat folosind

markeri electrono-densi ca peroxidazi (1, 2, 8,16, 23, 24, 42), feritini (6, 8), -

dextran-fier, thorotrast (8) si vitelogenini marcati radioactiv (23, 24, 38), sau cu
aur coloidal (41). _ .
Berlin si Oliver (4) au caracterizat FITC-Dextranul ca un indicator al endoci-
tozei In faza fluid3, observandu-se ulterior ci acest trasor nu traverseazi membra-
na plasmatica si nu se adsoarbe la suprafata celulelor (33). Dextranii fluorescenti

sunt relativ inerti si prezinti toxicitate redusi, fiind folositi pentru studierea comu-
nicdrii dintre celule si monitorizarea preludrii

si procesirii moleculelor exogene in
cadrul procesului de endocitozi (13). '
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Elaborarea unor sisteme de culturi pe termen lung pentru foliculii ovarifam in
dezvoltare este, in general, dificild (11, 20, 22). In cazul.vertgbratelor ov1pare;,
numai la amfibieni (Xenopus laevis) s-a realizat supravietuirea si cresterea ovoci-
tului pe parcursul a citeva zile (36, 37, 38). B ‘ , .

La pestii teleosteeni au fost raportate o serie dg cul-tun pe termen §curt (pa}na
1a 24 de ore) in care ovocitul si-a mentinut viabilitatea si a sechestrat vitelogenina
din mediu (14, 17, 19, 25, 26, 30). . . :

S-a demonstrat ci in ovarul mamiferelor comumcar:ca'mter§e£u.la.ra este
esentiald pentru functia ovocitara normald. Desi rolul ace§te1 comunicéri interce-
lulare in ovarul pestilor nu este complet elucidat, el poat.e juca un rol 1.mportant. In
general, procedurile manuale de indepartare a §trat'ur110r“ periovocitare pot cii_e-
termina leziuni mecanice care afecteazd supravietuirea s cresterea ulterioard a
ovocitului. ' S o v o o

S-a demonstrat recent la Oncorhynchus mykiss (19) cd foliculii ovarieni
cultivati pan la 6 zile, individual sau sub formé‘ de lgmelé‘('grup de 10 foliculi
ovarieni) supravietuiesc si sechestreazi vitelogenina din mediu, pe care 0 proce-
seazi ulterior prin clivaj proteolitic. o o .

Scopul acestui studiu a fost caracterizarea preluaru. in fflza ﬂglda a unui tra-
sor fluorescent (FITC-Dextran) in vivo si in vitro in fphculn previtelogenetict s1
vitelogenetici timpurii de Carassius. auratus gibelio.

MATERIAL SI METODA

Experimentele.au fost realizate pe femele de Carassius auratus gibelio, pro-
venite de la Statiunea de Cercetdri Piscicole Nucet. -

Administrarea conjugatului FITC-Dextran in vivo: .

Femele de caras in greutate de 85-90g au fost injectate intraperitoneal cu
1 ml de RITC-Dextran (Sigma, SUA), cu o greutate moleculard de 580,000 D,
dizolvat in 0,8% NaCl. Concentratia administratd a fost de 70 mg/ml. Animalele
au fost sacrificate dupd 24 de ore. o

Administrarea conjugatului FITC-Dextran in vifro: o

S-au recoltat fragmente de ovar care au fost plasate in mediu de culturd L.e,1—
bovitz (L-15, Sigma, SUA), pH 7,7, filtrat prin filtru steril de 0,22 pm (Sartorius
AG, Germania). ‘ o - ‘ :

Foliculii ovarieni izolati din fragmentele ovariene au fost incubati 0 ord la tgm—
peratura camerei in mediul de culturd L-15, suplimentat cu 10% ser fetal de_ vitel
(Gibco, SUA) si antibiotice (streptomicind 250 pg/ml si pen%cﬂma G 250 u.i/ml).

Dup# acest interval de timp, s-au indepirtat din mediu ovocitele alterate.
Restul foliculilor ovarieni au fost incubati in mediul de culturd in prezenta
FITC-Dextran, intr-o concentratie de 2,5 mg/ml. S-au cultivat cite 30 de ovocite
in plicute sterile de 1 ml. = i
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Incubarea ovocitelor s-a realizat initial dous ore la 4°C, dup# care au fost
aduse la temperatura camerei, unde s-a continuat incubarea la diferite intervale de
timp: 1, 3, 4, si 24 de ore. : .

La sfarsitul perioadelor de incubare, foliculii ovarieni au fost spalati de trei
ori cu mediu de culturd L-15, la care s-a addugat 0,1% albumini sericd bovina.

Prelucrarea probelor pentru vizualizarea in microscopia de fluorescenti

Fragmente de ovar de la femele de caras injectate intraperitoneal si foliculii
ovarieni cultivati in prezenta FITC-Dextran au fost fixate peste noapte la 4°C
in 10% formaldehidd, in tampon fosfat salin, pH 7,4. La fixator s-a adaugat
1% DMSO. » - - '

Dupi fixare probele au fost spilate, deshidratate, clarificate si incluse in pa-
rafind cu punct de topire 42-44°C (Merck, Germania). '

Lamele cu sectiuni au fost montate in glicerol: PBS (9:1) cu 2 mg/ml pheny-
lendiamina si au fost examinate la un microscop Fluoval (Zeiss, Jena), echipat cu
lampi de mercur in sistem epifluorescent si filtre corespunzétoare pentru FITC.

Dupé vizionarea In microscopia de fluorescentd, lamele au fost colorate cu
hematoxilind-eozind. _ :

REZULTATE SI DISCUTI

Ovarul femelelor de Carassius auratus gibelio folosit in experimentele de
errdocitozd in vivo si in vitro se caracterizeazd prin prezenta foliculilor ovarieni
previtelogenetici si vitelogenetici timpurii.

Endocitoza complexului FITC-Dextran in vivo

La 24 de ore dupd administrarea trasorului se observi o acumulare intensé in
interiorul vaselor de singe din teaca folicular3 (fig. 1A) si in celulele foliculare din
jurul ovocitelor previtelogenetice timpurii (fig. 1B) si tirzii, cu alveole corticale
(fig. 1C). :

In citoplasma perifericd a ovocitelor vitelogenetice timpurii, ligandul a fost

-internalizat n cantititi reduse, fiind localizat in lizozomii corticali (fig. 1D). Cea

mai intensd acumulare a fost observatd in aceastd variantd experimentald, in in-
teriorul foliculilor atretici (fig. 1E).

“ Studierea in vivo a ciii prin care diferite molecule ajung la ovocit s-a realizat
folosind markeri electrono-densi ca peroxidazi (1, 2, 9, 16, 23, 24, 42), feritini
(6, 9), dextran-fier, thorotrast (9) si vitelogeninid marcatd radioactiv (23, 24, 39),
sau cu aur coloidal (41). - : v

S-a ardtat anterior la Carassius auratus gibelio (42) ca moleculele exogene
trebuie s# strdbati in drumul lor spre ovocit o serie de straturi celulare si acelulare.
Moleculele exogene pot fi preluate de citre celulele endoteliale ale capilarelor
tecale si pot fi identificate in lizozomii celulelor tecale si foliculare din foliculii

.previtelogenetici si vitelogenetici timpurii.
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Transportul moleculelor prin epiteliul folicular se realizeazd in principal prin
canale existente intre celule (23, 24, 41). Prezenta acestor canale a fost demon-
 strati la diferite specii de pesti (10, 12, 18). Capacitatea foliculilor ovarieni de a
sechestra VTG este corelatd cu deschiderea canalelor din tesutul folicular, ceea ce
permite proteinelor serice sd ajungi la suprafata ovocitului (31, 34, 40).
Internalizarea redusi-a ligandului in ovocitele previtelogenetice poate fi ex-
“plicatd prin faptul cd aceste canale nu sunt inci operationale pentru a ldsa sé treacd
molecule de dimensiunea FITC-Dextranului (580 000 D). Greutatea moleculard a
vitelogeninei native la Carassius auratus, principala proteind sericd internalizatd
de ovocit este de 380 000 D(8). -
’ Endocitoza complexului FITC-Dextran in vitro

In figura 2A se remarcd foliculii ovarieni previtelogenetici tarzii si viteloge-
netici timpurii, precum si lamele ce contin foliculi previtelogenetici timpurii. Ana-
lizele histologice au arétat ¢ majoritatea foliculilor supravietuiesc bine in culturd
si internalizeazi moleculele exogene. ,

- S-a demonstrat anterior ¢ in cazul pestilor din zonele temperate, mediul de
culturd L-15 suplimentat cu ser fetal de vitel si antibiotice reprezintd un mediu
adecvat pentru culturile celulare si tisulare (7).

Foliculii ovarieni sunt inconjurati fie de celulele foliculare (fig. 2B), fie celu-
lele foliculare s-au desprins sub formd de teci, astfel fricat ovocitul riméne Incon-
jurat numai d€ zona radiata (fig. 20).

Foliculii neviabili se caracterizeazi prin coalescenta citoplasmei si formarea
unei zone translucide la periferia ovocitului (fig. 2D). Pierderea viabilitétii ovoci-
tului reprezintd probabil o alterare a functiei osmotice normale (19).

La Onchorhyncus mykiss (30) indepartarea epiteliului si tecii foliculare de-
termind o supravietuire de 50-55% a ovocitelor, in timp ce completa denudare a
foliculului (indepértarea epiteliului, tecii $1 celulelor foliculare), determind o
supravietuire de sub 40% (26). S-a demonstrat recent ci in cazul cultivarii ovoci-
telor in grup (lamele ovariene cu 10 foliculd), supravietuirea este mult imbundtitita
(90%, dupd 6 zile de cultura).

Experimentele noastre au artat ci foliculii previtelogenetici si vitelogene-
tici timpurii sechestreazd FITC-Dextran din mediul de culturd.

Dupi incubare, 2 ore la 4°C ligandul fluorescent a fost detectat la nivelul
porilor zonei radiata (fig. 3A) siin citoplasma corticald a ovocitelor vitelogenetice
‘timpurii (fig. 3B), ceea ce sugereazd cd procesul de internalizare nu este dependent
de temperaturd.

La 3 ore de incubare la temperatura camerei, ligandul fluorescent a fostiden-
tificat 1n lizozomii corticali din ovocitele vitelogenetice timpurii (fig. 3C), pentru
ca ulterior, 1a 4 ore si existe o acumulare intens3 in unii foliculi previtelogenetici
tarzii cu alveole corticale (fig. 3D).

Dupi 24 de ore de culturd, se remarcd in toatd citoplasma ovocitelor vitelo-
genetice timpurii numerosi corpi multiveziculari care contin ligandul fluorescent

Fig. 4 A.—D - Endocitoza complexului FITC-Dextran in vitro. A — dupi 24 de ore de culturdi apar
numerosi cvorpx multiveziculari fluorescenti in citoplasma ovocitelor vitelogenetice; B — o acumuere
;rll:le ;r;;ensa ?. FlITS-D.extrarA] in citopAlasma corticald a oyocitelor previtelogenetice timpurii i tArzii cu
cqmca e- C; D —1n cazul in care celulele foliculare si tecale rimén in jurul ovocitului, ele
internalizeazd masiv FITC-Dextran (sigeata) blocind accesul acestuia la ovocit. !
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A

lizozomii corticali din ovocitele vitelogenetice timpurii $i In unti

Arzii cu alveole corticale — D la 4 ore de incubare; ac - alveole corticale; zr — zona radiata.

mn

Fig. 3. — C — dupi 3 ore de incubare, FITC-Dextranul a fost identificat

foliculi previtelogenetici t

_Fig. 1 A-E - Endocitoza complexului FITC-Dextran in vivo. A — acumulare intensi in interi-
orul vaselor de sdnge din teaca foliculara (sigeata); B - internalizarea complexului fluorescent
de citre celulele foliculare din jurul ovocitelor previtelogenetice timpurii (sigeata); C — prelua-
rea complexului fluorescent de citre celulele foliculare din jurul ovocitelor previtelogenetice
tarzii cu alveole corticale (sdgeata); D — FITC-Dextranul se acumuleazi foarte intens in foliculii
ovarieni atretici; ac - alveole corticale; E — cea mai puternici acumulaie de FITC-Dextran a fost

observata in foliculii atretici.




Fig. 2 A-D - Morfologia foliculilor ovarieni viabili' (.A‘-C) si“neviabil'} (D) in cultu.ré. A- fzgﬁtlilr:

ovarieni previtelogenetici tArzii (sigeata), vitelogenetlch tn'r.lpur'l.x (.—)>) si lan}e!e ova;.leAne cax:z cor ,de

foliculi previtelogenetici timpurii (); B — in culturd foh.culu vitelogenetici pot i “;‘?‘_’“JV t -

stratul celulelor foliculare (sigeata); C — acest strat se desprinde d.e pe strafaEa OVOCltL} ui (sagea ;

ac — alveole corticale; zr — zona radiata; D — alterarea ovocitului este insotité de aparitia unei zone
translucide la periferie (sdgeata).
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(fig. 4A). De asemenea, se constati o acumulare intens# in citoplasma corticali a
ovocitelor previtelogenetice timpurii (fig. 4B) si tarzii, cu alveole corticale (fig. 4C).

In vitro, in cazul in care celulele foliculare si tecale rimén in Jjurul ovocitului, ele
internalizeazd masiv FITC-Dextran, blocand accesul acestuia la ovocit (fig. 4D).

O serie de studii au demonstrat ci ovocitele pot prelua diferite molecule exo-
gene, dacd sunt prezente in concentratii corespunzitoare in spatiul periovocitar
sau, in mediul de incubare (3).

La soarece s-a demonstrat recent (15) ¢4 zona pellucida este permeabili pen-
tru FITC-Dextrani cu greutdti moleculare cuprinse intre 71,2 kDa si 170 kDa.

Rezultatele noastre demonstreazi o acumulare mai intensi a FITC-Dextranului
in cazul foliculilor ovarieni in culturd. Aceste rezultate sunt probabil consecinta
Indepdrtérii invelisurilor periovocitare in cazul foliculilor cultivati, astfel incat li-
gandul poate ajunge la suprafata ovocitului si este ulterior internalizat.

fn acest sens, s-a demonstrat ci la Xenopus laevis pinocitoza in vitro in foli-
culii ovarieni fir teac# este mai intensi decit cea in vivo (35, 36).

In ovocitele previtelogenetice liganzii internalizati nespecific sunt destinati
lizozomilor. '

S-a demonstrat cd la pesti primii lizozomi apar in stadiile timpurii ale ovoge-
nezei, si se gdsesc izolati, sau in grupuri in citoplasma corticali (6, 27, 32). Ulteri-
or, ei se acumuleaza rapid, initial form4nd un strat cortical continuu, pentru ca
apoi sd migreze in toatd citoplasma. Din acest moment ei formeazi cel mai volu-
minos compartiment al celulei chiar dupd formarea alveolelor corticale. La ince-
putul vitelogenezei lizozomii pierd activitatea hidrolazic.

Datoritd acestui comportament enzimatic diferit al lizozomilor ovocitart,
moleculele exogene internalizate de ovocitele previtelogenetice sunt supuse de-
graddrii in timp ce o parte din cele care pitrund in ovocitele vitelogenetice se pot
integra n plachetele viteline in formare. In acest sens, s-a demonstrat ci ovocitele
pestilor sunt capabile sd internalizeze nespecific diferite molecule (feritind, HRP,
BSA) prin endocitozi in fazi fluid4, care sunt transportate ulterior la plachetele
viteline (5, 6, 24, 28, 29, 42). ' :

In concluzie, rezultatele noastre demonstreazi ci moleculele exogene cu gre-
utate moleculard de 580,000 D nu pot fi internalizate eficient in vivo, In foliculii
previtelogenetici si vitelogenetici timpurii, datoriti faptului c3 tntre celulele foli-
culare canalele intercelulare nu au devenit permeabile pentru molecule de aceastd
dimensiune. : :

In culturs, reducerea sau absenta fnvelisurilor foliculare permite accesul li-
gandului fluorescent la ovocit.
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ASPECTE ULTRASTRUCTURALE ALE CORNEEI
LA Carassius auratus gibelio

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

The comnea of the Crucian carp, Carassius auratus gibelio, was examined at the transmission
electron microscopic level. The presence of glycosaminoglycans (GAG) in this fish cornea
was revealed by a specific method using Ruthenium Red as a cationic dye.

The layers found in the Crucian carp cornea were: the epithelium, the stroma, a thin and
partially broken endothelial basement membrane (instead of the Descemet’s membrane), the
endothelium. No true Bowman’s layer was observed. Posterior to the stroma we identified a
thick cellular layer that represented the autochthonous layer.

The corneal stroma contains numerous collagen fibrils lamellas, orientated perpendicularly to
neighbouring lamellas and a few scattered keratocytes. Electron micrographs of Ruthenium
Red stained corneal stroma show GAG filaments bridging collagen fibrils, in a pattern similar
to that observed in bovine corneal stroma.

Corneea este un tesut transparent, avascular si foarte inervat, situat la polul

“anterior al globului ocular. Este formati din celule si o matrice extracelulard (MEC)

abundentd, constituitd in principal din colageni si proteoglicani. Celulele corneei
sunt reprezentate de keratocite, celule epiteliale si endoteliale (1, 2).

Pe langa proprietitile sale optice, fiind cea mai importantd lentild de refractie
a ochiului, corneea are si rol de protectie, forménd o barier# rezistentd mecanic si
impermeabild chimic Intre ochi si mediul inconjurdtor. Principala proprietate a
corneei ramane transparenta, care a fost mult studiatd atat la vertebratele superi-
oare, cat si la cele inferioare si s-a dovedit a fi rezultatul absorbtiei minime a
luminii de citre stroma corneand, ceea ce determind o atenuare a intensitatii Jumi-
noase (3, 4, 5). Numeroase studii au ardtat cd proprietdtile optice si mecanice ale
corneel sunt determinate atat de structura si compozitia sa unicé cit si de caracte-
risticile tesuturilor adiacente, cum sunt glandele conjunctivale si lacrimale, care
mentin o suprafatd corneani anterioard netedi (6, 7, 8). '

Din punct de vedere structural, cel mai mult s-a studiat corneea vertebratelor
superioare, care prezinti o structurd unici, relativ simpl4, cuprinzand din directia
anterior-posterioara cinci straturi principale: epiteliul, stratul Bowman, stroma,
membrana Descemet si endoteliul. Studii relativ recente asupra corneei unor ver-
tebrate inferioare acvatice ca de exemplu, teleosteenii, au evidentiat si alte compo-
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nente structurale, ca o adaptare la mediul de viatd, cum ar fi lentilele sau membranele
de protectie, stratul autohton, stratul iridiscent si filtrul cornean galben (9, 10, 1 1).

Scopul prezentei lucriri a fost caracterizarea electronomicroscopici a cor-
neei de Carassius auratus gibelio si evidentierea glicozaminoglicanilor din stro-

ma sa corneand printr-o metodd de microscopie electronici specifics, utilizand
drept colorant rosu de ruteniu.

MATERIAL $I METODA

Corneile de caras auriu au fost procurate de la Statiunea de Cercetiri Piscico-
le Nucet. Tesuturile prelevate imediat dup sacrificarea pestilor au fost fixate tinip
de 6 zile In tampon cacodilat de sodiu 0,1M, pH 7,4 continind glutaraldehidi 2,5%
si paraformaldehida 2%. Fragmentele de cornei astfel fixate au fost postfixate in
tampon cacodilat 0,1M, continind tetraoxid de osmiu 1%, pentru 2h, la 4°C. Dupi
deshidratare si includere in Epon 812, sectiunile ultrafine au fost colorate cu acetat
de uranil si citrat de plumb, in vederea analizérii prin microscopie electronici (uti-
lizand un microscop PEM-100). ,

Pentru evidentierea glicozaminoglicanilor (GAG) in corneea de peste, com-
parativ cu cea bovind am utilizat o metod modificat de colorare specifici cu rosu
de ruteniu (Ruthenium Red-Merck) (12). Fragmente din cele dous tesuturi au fost
fixate In tampon cacodilat de sodiu 0,1M, pH 7,4 continind glutaraldehid 2,5% si
rosu de ruteniu 0,3%. Dupi spilarea de trei ori, cite 15 minute, cu solutie de ca-
codilat de sodiu'0,1M, pH 7,4, probele au fost postfixate in tampon cacodilat de
sodiu 0,1M, pH 7,4 continind tetraoxid de osmiu 1% si rosu de ruteniu 0,3%.
Etapele ulterioare sunt comune cu cele prezentate la metoda de mai sus.

REZULTATE

Pentru studiul organizdrii structurale a corneei de caras auriu (Carassius au-
ratus gibelio), am utilizat microscopia electronici de transmisie.

Imaginile obtinute au evidentiat c4, la suprafata corneei, existi un epiteliu
pluristratificat, care se continui cu epiteliul conjunctivei. Celulele epiteliale su-
perficiale prezintd In microscopia electronici numeroase spatii intercelulare si
interdigitatii (fig. 1). Toate celulele epiteliale sunt unite prin jonctiuni celulare de
tipul desmozomilor (fig. 2). Sub epiteliu existid o membrani bazali redusi ca di-
mensiune. :

Stroma corneand este alcituiti din numeroase lamele, in care fibrele de cola-
gen ale fiecdrui strat sunt strdns impachetate intr-o substanti fundamentals, amorfi

(fig. 3). Fibrilele de colagen din fiecare lamel sunt orientate in unghi drept fati de
cele din lamelele adiacente (fig. 4). ‘
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Fig. 1 — Celuli epiteliald in corneea de caras auriu. Se remarc# prezenta spatiilor intercelulare si a
: interdigitatiilor (sdgeti); X6800.
Fig. 2 - Celulele epiteliale sunt unite prin jonctiuni celulare de tipul desmozomilor Esﬁgeaté); ><34V009.
Fig. 3 — Dispozitia lamelelor de colagen din stroma corneei de peste. Fiecare lameld este compusé din
fibrile subtiri de colagen paralele intre ele; X13600. .
Fig. 4 - Fibrilele de colagen dintr-o lameld sunt orientate perpendicular fatd de cele din lamelele vecine;
X34000.
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Fig.

Fig.
- Fig.
Fig.

13

5 — In regiunea posterioard a stromei sunt prezente lamele colagenice mai subtiri .comparativ cn
restul stromei; X17000.

6 — Keratocit dispus intre lamelele stromale; X10200.

7 - Prelungire citoplasmatici a keratocitului stromal; X17000.

8 — Membrani bazaii endoteliali incomplet3 (sigeatd); X34000.
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Fig. 9 — Stratul autohton format
din celule mari, vacuolizate;
X50000.

Fig. 10 — Imagine de microsco-
pie electronicd a glicozamino-
glicanilor asociati cu fibrilele de
colagen in stroma corneei de
caras auriu (sageti); X34000.
Fig. 11 - Evidentierea electro-
nomicroscopicé a glicozamino-
glicanilor in stroma corneei de
bovine (sdgeti); X50000.



144 . Lucia Moldovan et al. 6

in regiunea posterioard, In apropierea endoteliului, lamelele stromale sunt
mai subtiri (fig. 5), comparativ cu restul stromel. Intre lamelele stromale se gsesc
keratinocite (fig. 6), care prezintd prelungiri citoplasmatice lungi (fig. 7). In cito-

plasma acestor celule, se gisesc distribuite perinuclear mitocondrii, picdturi lipi-

dice si glicogen.

La aceastd specie nu s-a putut observa o membrané Descemet desi, uneort, se
remarcd, In anumite regiuni, 0 membrana bazald endoteliald incompletd (fig. 8).
Sub aceastd membrand s-a evidentiat un strat endotelial foarte subtire. In cazul
corneei de peste, In regiunea posterioard a stromei corneene se giseste un strat
autohton, alcdtuit dintr-un tesut lax, format din celule mari, vacuolizate (fig. 9)

Colorarea cu rosu de ruteniu a evidentiat in microscopia electronici prezenta
GAG care decoreazi fibrilele de colagen din stroma corneana (fig. 10). Modelul
de decorare a fibrilelor de colagen cu GAG ‘este similar cu cel observat de noi in
cazul fibrilelor de colagen din stroma corneand bovina (fig. 11).

DISCUTII

_ Invelisul extern al globului ocular este reprezentat in partea sa anterioars de
‘0 membrand transparentd numitd cornee, care se continui la nivelul limbului
sclero-cornean cu o structurd alb-géibuie, sclerotica.

Lumina care ajunge la nivelul corneei este reflectatd si refractati, corneea
avéand rolul unei lentile convergente, a cirei putere este determinati de indicele de
refractie, care la mamifere are valoarea medie de 1,37 (13). La vertebratele inferi-
oare acvatice, indicele de refractie al luminii este foarte mic in raport cu cel gisit la
mamifere. De aceea, rolul principal al corneei acvatice este realizarea unei protectii
intre ochi si apd si mentinerea unei suprafete optice, transparenti si netedi (14).

Pentru studiul structurii corneei de Carassius auratus gibelio si al organi-
zérii macromoleculelor sale structurale (colagen si glicozaminoglicani) am folosit
rmcroscopla electronicd de transmisie. Dupd cunostintele noastre, acestea sunt prl—
mele observatii asupra corneei de caras auriu.

Suprafata celulelor epiteliale externe ale corneei de cara_s auriu prezinta nu-
meroase evagindri sub forma de microvili si micropliuri, Intr-un aranjament simi-
lar cu cel observat in corneea altor teleosteeni ca, de exemplu, Limnichthyes
Jasciatus (14) si Lepisosteus platyrhincus (15). Studii anterioare au arfitat ci aran-
jamentul acestor spatii intercelulare este specific speciei si ¢4, rolul lor important
este de a mdri suprafata de difuzie si transport activ al sdrurilor intre ochi si apa din
jur. La om si mamifere, cu exceptia celor marine, microcutele epiteliale joaci un
rol major in stabilizarea lichidului lacrimal esential pentru vederea clari (16).

In corneea de Carassius auratus gibelio s-a evidentiat prezenta unei mem-
brane bazale epiteliale fine, dar nu s-a observat un strat Bowman bine definit. In
conditiile Tn care stratul Bowman lipseste, se pare ci membrana bazald, alituri de
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epiteliul pluristratificat au rolul unei bariere pentru fluxul de ioni de sodiu si apa
(17). Acest strat nu s-a evidentiat nici la alti teleosteeni, precum Limnichthyes
fasciatus (14), dar a fost observat la Petromyzon marinus (18) si la unele elasmo-
branhii (19).

Urmatorul strat cornean ev1dentlat a fost stroma, care este alcituiti din fibri-
le de colagen, asociate in lamele orientate perpendicular una fati de alta, intr-o
formi similard cu cea de la coneile vertebratelor superioare. Grosimea lamelelor
colagenice este diferitd in regiunea posterioars, comparativ cu cea anterioars.
Existenta lamelelor de colagen mai groase in regiunea de langi epiteliu poate fi
rezultatul lipsei stratului Bowman. Dispozitia fibrilelor de colagen in stroma cor-
neei de caras auriu si cea a keratocitelor este similari cu cea observati la bovme in
studiile noastre anterioare (5).

In regiunea posterioari a corneei de caras auriu, intre stromi si endoteliu, a
fost pus in evidenti un strat de tesut conjunctiv cu celule mari, denumit stratul
autohton. Acest strat a fost initial sesizat de cétre Munk (1968) la Lepisosteus
productus si Amia (20). Desi originea si dezvoltarea acestui strat nu sunt pe deplin
elucidate, se crede ci functia sa de bazd este una de refractie (11). La corneile unor
teleosteeni (Corythoichthyes paxtoni), acest strat se uneste posterior cu un strat
celular iridiscent. Culoarea celulelor iridiscente depinde de grosimea si indicele de
refractie al stratului respectiv si-de unghiul de incidentd al luminii- (11). La
L. fasciatus, intre stratul autohton si cel iridiscent, s-a evidentiat prezenta unor
filtre colorate, specifice pentru conditiile diurne, precum filtrul cornean galben
(14). Pestii bentonici, care se scufundi in nisip, si-au dezvoltat si alte structuri
specializate, cum sunt membranele de protectie denumite si lentile (14).

Membrana Descemet apare, la pestele studiat, ca o membrani endoteliald
intreruptd, asemindtor cu cea evidentiatd de Collin & Collin la L. platyrhincus
(15). Studii anterioare au raportat ci, la pesti, membrana Descemet este foarte
subtire, sau chiar lipseste la unele specii precum Petromyzon marinus (18), sau
Triglia cuculus (21). La pestii la care acest strat lipseste s-a evidentiat in stroma
corneand prezenta unor fibre de suturd intre fibrilele de colagen uniform organi-
zate, care pot avea un rol similar cu membrana Descemet (15).

Endoteliul apare redus ca dimensiune la corneea de caras auriu, in concordanti
cu cega ce s-a gisit si la alti pesti, precum L. platyrhincus (15). Acest strat lipseste
la unele elasmobranhii (19), ceea ce sugereazi ci are o functie minimé in mentinerea
transparentei corneei, dar constituie o barierd majord pentru transportul apei prin
corneea acestor specii.

Evidentierea GAG din corneea de Carassius auratus gibelio s-a realizat prin

- microscopie electronici, folosind tehnica de colorare cu rosu de ruteniu.

- Imaginile electronomicroscopice obtinute evidentiazi prezenta GAG in stro-
ma corneand de caras, sub forma unor granule electronodense, dispuse ordonat
intre fibrilele de colagen, intr-o manieri aseminitoare cu cea observati de noi in
cazul stromei de cornee bovina (fig. 11). Aceastd similaritate privind organizarea
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glicoi_aminoglicanilorsi fibrilelor de colagen dem_onstreazﬁ cd si in corneea de
peste, ca si la vertebratele superioare, matricea polianionicd de GAG este impor-
tantd pentru mentinerea constanti a distantelor interfibrilare colagenice si in hi-

dratarea normald a tesutului, proprietiti absolut necesare mentmem transparentei

corneene (22, 23).
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ACTIUNEA ZINCULUI ASUPRA MANTALEI, BRANHIILOR
SI HEPATOPANCREASULUI DE LA Anodonta cygnaea
- (MOLLUSCA - LAMELLIBRANCHIATA)

MARIA NASTASESCU, VIRGINIA POPESCU-MARINESCU,
VIORICA MANOLACHE, CARMEN MARINESCU

‘When zinc-intoxicated, the epithelia, branchiae, mantle and hepatopancreas of Anodonta cyg-
naea undergo strong alterations, e.g. the disappearance of cell membranes and cilia, pycnosis
of the nuclei, or even the complete disintegration of the cells. Likewise, important alteranons
of the conjunctive tissues present in these structures were noticed.

Metalele grele, prin afinitatea puternici si interactiunea cu anumiti liganzi si
macromolecule din organismele vii pot si devini foarte toxice pentru vietuitoarele
din mediul acvatic. v .

Metalele grele traverseazi membrana plasmatici si interactioneazi cu struc-
turile citosolice, prin formarea de complexe metaloorganice, sau prin modificarea
unor etape din metabolismul intermediar.

Unele metale, ca de exemplu, Cd, Mn, Fe, Ni, Cu, Zn, considerate elemente
esentiale, activeazi anumite enzime si astfel influenteazi func;ule fiziologice ale
diferitelor organe.

Actiunea acestor metale, in diferite concentratii, privind modificirile produ-
se asupra tesuturilor la nevertebrate, inclusiv la anumite moluste, a mai fost abor-
dati de unii autori (3), (5), (12).

Zincul este un microelement indispensabil orgamsmulm, dar in situatiile in
care depiseste anumite limite de concentratie devine nociv. Insi, existd putine
date referitoare la metabolismul zincului la nevertebrate (3), (13).

In lucrarea de fati, am urmirit modificirile cito-histologice 1a nivelul mantale,
branhiilor si hepatopancreasului, produse prin acumularea zincului in organism.

MATERIAL S$I METODA

De la exemplarele martor si de la cele intoxicate timp de 96 ore cu doze de
0,3 si 0,8 mg/l Zn (din ZnSOy) s-au prelevat portiuni de hepatopancrcas branhu
externe si interne, ca si de manta.
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Aceste piese fixate in Bouin si formol calcic au fost prelucrate prin tehnici
histologice clasice; sectiunile au fost colorate cu hemalaun-eritrozini, Azan, PAS.
Mentiondm cé intoxicarea exemplarelor de Anodonta cygnaea a avut loc in conditiile
testelor statice, in care variatiile principalilor factori mediali s-au produs in limite
strinse. '

REZULTATE

Ambele doze utilizate timp de 96 ore s-au dovedit subletale pentru Anodonta
cygnaea. Dar, testul prelungit la 7 zile a aritat ci doza de 0,8 mg/l Zn este
toxico-letala. :

Mantaua la Anodonta cygnaea este ciptusitd de un epiteliu paleal care
mairgineste cavitatea mantalei si un epiteliu extrapaleal ce fateteazi cavitatea din-
tre manta si cochilie. . ‘

La exemplarele martor, epiteliile mantalei sunt unistratificate (fig. 1), consti-
tuite din celule prismatice previzute cu cili, printre care se gasesc intercalate celu-
le mucoase. Celulele sunt mai joase ciitre cei doi poli ai mantalei, iar spre mijloc
mai fnalte. Sub epiteliu existd tesut conjunctiv cu elemente sanguine. Tot in tesutul
conjunctiv sunt prezente vase limfatice si muschi cu orientare diferiti.

" Fig. 1 — Anodonta cygnaea, manta de la exemplar martor: a — epiteliu; b — tesut
conjunctiv.

3
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In intoxicarea cu doza de 0,3 mg/l Zn, structura mantalei este foarte mult

afectatd. Astfel, epiteliul apare complet distrus (fig. 2) si nu se mai remarci cilii
celulelor prismatice. Celulele mucoase nu se mai disting. La ambele tipuri de celu-
le, limitele celulare dispar, nucleii sunt picnotici. Uneori, epiteliul este pluristrati-
ficat. Polurile apicale ale celulelor apar intotdeauna distruse. Tesutul conjunctiv
de sub epiteliu este degradat, nucleii celulelor conjunctive ca si ai elementelor
figurate sunt picnotici. De asemenea s-au degradat si fibrele musculare.

Fig. 2 - Anodonta cygnaea, manta de la exemplar intoxicat cu doza de
0,3 mg/l Zn: a — epiteliul mantalei distrus complet.

La doza de 0,8 mg/l Zn, epiteliul mantalei in multe portiuni isi pistreazi
integritatea; in alte zone, se observa distrugerea completi a acestuia. Uneori celu-
lele isi reduc diametrul transversal, apropiindu-se foarte mult; nucleii apar alungiti,
alteori complet degradati. Celulele mucoase situate la baza celor ciliate, rar distru-
se, apar turtite in unele zone; nucleii lor sferici au cromatina bine pastrati, dar
citoplasma vacuolizatd. Tesutul conjunctiv si cel muscular sunt pe alocuri complet
degradate (fig. 3).

“Structura branhiilor interne si externe, prelevate de la exemplare intoxica-
te cu Zn, ca $i Tn cazul mantalei, a fost comparatd cu structura branhiilor de la lotul
martor de Anodonta cygnaea. Nu insistam asupra aspectului normal deoarece acesta
a fost deja descris de Manolache si colab. (7).

Astfel, 1a doza de 0,3 mg/l Zn, branhiile externe isi pastreazd mai bine struc-
tura (fig. 4). Sunt afectate in special branhiile interne, care au epiteliul pe alocuri
complet distrus. Celulele sunt dezintegrate si apar risipite. Nucleii sunt picnotici,
cilii distrusi. in multe cazuri, 1a fel de afectate sunt si vasele sanguine care exista in
axul branhiei. Endoteliul vaselor uneori este degradat. Tesutul conjunctiv se modi-
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branhiei este afectat: celulele au iniltimea mai mici, limitele celulare uneori dis-
par nucleii devin picnotici (fig. 6). Partial, tesutul conjunctiv din interiorul bran-
‘hiei este lizat. Uneori, se remarcé existenta unor celule conjunctive cu nuclei
picnotici, care imping celulele bazale ale epiteliului bazal. Sunt distruse de aseme-
nea si celulele sanguine.

Fig. 3 — Anodonta cygnaea, manta de la exemplar intoxicat cu doza de 0,8 mg/l Zn:
: a - epiteliul mantalei; b ~ tesut conjunctiv.

Fig. 5 — Anodonta cygnaea, branchie interni de la exemplar intoxicat cu doza de
0,3 mg/l Zn: a — epiteliu branchial; b — tesut conjunctiv.

R - Fig. 4 - Anodonta cygnaea, branchie extema de la exemplar intoxicat cu doza de
0,3 mg/l Zn: a —epiteliu branchial; b ~ tesut conjunctiv.

| fic, iar nucleii apar picnotici. in aceiasi masurd este afectatd si musculatura. In
unele zone Intreaga structurd a branhiei este foarte puternic degradats (fig. 5).
' La doza de 0,8 mg/l Zn, in general, branhiile interne 1si pastreazi aspectul

! Fig. 6 — Anodonta cygnaea, branchie interni de la exemplar intoxicat cu doza de
‘, normal. Totusi, pe alocuri, lamele branhiale apar rupte si degradate, iar epiteliul - 0,8 mg/l Zn: a ~ tesut branchial; b — tesut conjunctiv.
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fn ceca ce priveste branhiile externe, acestea pe alocuri fsi pastreazi aspectul
normal, alteori sunt distruse. Epiteliul branhial este degradat. Suferi modificiri si
unele componente ale tesutului conjunctiv. '

Hepatopancreasul de la exemplarele intoxicate cu zinc a fost comparat ca
structurd cu cel de la-martor. Si la acest organ, aspectul normal a fost descris la
Anodonta cygnaea si de alti autori (7).

La doza de 0,3 mg/l Zn tubulii hepatopancreasului apar, in general, complet
dezorganizati. Sunt portiuni intregi unde structurile sunt asa de distruse incit nu se
recunoaste hepatopancreasul ca organ. Atat celulele clare cat si cele mai Inituneca-

te sunt degradate total si intregul preparat apare plin cu nuclei picnotici si dare de.

citoplasmi (fig. 7). Rar se mai remarc# forma unui tubul hepatopancreatic, dar in
aceastd situatie, celulele epiteliului apar distruse. Uneori se observi nucleii picno-
tici. La fel de dezorganizat este tesutul conjunctiv din jurul tubulilor, in care dis-

tingem nuclei picnotici ai celulelor conjunctive, sau ai elementelor sanguine, precum
si urme de fibre conjunctive. ‘

Fig’.‘ 7 ~ Anodonta cygnaea, hepatopancreas de la exemplar intoxicat cu doza de
o 0,3 mg/l Zn: a - tesut total dezorganizat.

La doza de 0,8 mg/l Zn se intAlnesc in hepatopancreas atit tubuli distrusi, dar
$i tubuli in care integritatea este pastrati (fig. 8). Ceea ce se remarci in acesti tubuli,
uneori integri, este faptul ci celulele clare apar foarte vacuolizate, limitele dintre
ele disparand si rdmanénd fie nuclei total picnotici, fie cu cromating foarte aglutinatd.
Celulele Intunecate se pare ci sunt putin afectate; la ele nucleii au aspect normal.
Dar, si la aceste celule, uneori, limitele celulare dispar, alteori ele sunt slab distinc-
te. Tesutul conjunctiv prezinti nucleii celulelor conjunctive si sanguine picnotici,
"m20ri se mai péstreazi amibocite in care sunt prezente granulatii eosinofile.
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Fig. 8 — Anodonta cygnaea, hepatopancreas de la exemplar intoxicat cu doza de
0,8 mg/l Zn: a - tesut partial dezorganizat.

DISCUTII

Toxicitatea unor metale grele a fost studiatd in special in ceea ce privest?

hepatopancreasul, organ in care se produc degradari 'des.tul de promfngate (9). Dupd
unii autori, metalele endocitate in celule ajung in diferite compartimente celulare
si se acumuleazi in special in mitocondrii sau lizozom.i 3).
, La multe specii de nevertebrate, se aratd cd, prin ’inglobareil met.alelor se
formeazi depozite minerale intracelulare, care constituie granule inconjurate de
membrane. Astfel de granule au fost descrise din hepatopancreagul de: Lymn.aea
stagnalis, Helix aspersa (Gastropoda) (10), (11), Balanu..v balanozdfs si Carcinus
moenas (Crustacea) (4), (14). Formarea granulek?r este interpretatd ca un meca-
nism de detoxifiere a citoplasmei celulelor digestive. . '

Atit din observatiile noastre cét si din datele existente in 11t?r2'1tura de speci-
alitate reiese ci hepatopancreasul este organul cel mai sensibil la actiunea
poma?\t;igi, noi am observat degradarea structurii acestuia, sub acgiune.:a doz?ch)r
de 0,3 mg/l si 0,8 mg/l Zn. in acest sens, am remarcat c'hstrugerea uneori tf)tala3 in
special, a celulelor clare, vacuolizarea citoplasmelA, picnoza qucleﬂpr, d}sparma1
membranelor plasmatice si impristierea celulelor in lum.enul tubuhlor_. In cazu
ruperii membranelor bazale din jurul tubulilor am observat mﬁltrareei am1P0c1t§10r.

Asa cum s-a descris si de citre alti autori (3), Zn se acumuleaza fie in amlpo-
cite, fie in granule intracelulare in diverse organe. Lowe. (§) a rgmarcat la Mytilus
edulis prezenta zincului din citoplasma celulelor tubului digestiv.
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Efectul metalelor grele asupra mantalei si branhiilor a fost putin cercetat la
moluste; dintre studiile existente asupra acestor organe, mai multe se referi ins3 la
efectul Cu, Cd, Mn, (1), (2), (5), (7), (12), decit la cel al Zn. ,

* In urma unei analize a rezultatelor obtinute prin cercetirile noastre subliniem
cd, desi in general, rispunsul unui organism este in relatie directi cu doza toxicului
utilizatd in experiment, nu este surprinzitor ci o concentratie mai mici a unei

nai ridicaté, asa cum.
s-a intdmplat in cazul exemplarelor de Anodonta cyghaea. . .
fn sensul unui raspuns al animalelor invers proportional cu concentratia toxi-
cului, pledeazi cercetirile lui Salih si colab. (8), care reférindu-se la bioacumula-
rea cuprului si zincului mentioneazi ¢4, 1n musculatura pestelui Varicorhinus trutta
rata de acumulare este invers proportionald cu concentratia din api a respectivelor
metale. Pe de alti parte, aceiasi autori subliniazi ci rata de acumulare a Mn in
muschii si branchiile de Varicorhinus trutta a fost mai mult, sau mai putin egali la
0 expunere a animalelor la concentratiile de la 1 pani la 1,5 ppm Mn (8).

CONCLUZII

Rezumand rezultatele cercetirilor noastre, putem afirma ci in cazul intoxi-
cdrii cu zinc am constatat la specia Anodonta cygnaea modificiri destul de
pronuntate ale structurii hepatopancreasului, branchiilor si mantalei. Degradirile
constau in disparitia limitelor celulare, distrugerea uneori completi a celulelor,
picnoza nucleilor, disparitia cililor, atit la celulele mantalei, cit si ale branhiilor.

~ De asemenea, am remarcat distrugerea tesutului conjunctiv si a musculaturii.

‘Concluzia generali care se desprinde este ¢4, Zn chiar in concentratii subletale,
In timp de 96 ore, produce modificiri ireversibile la nivelul structurii unor organe
vitale. Prin acumularea in timp a toxicului, se ajunge la moartea organismelor.
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INSTABILITATEA CROMOZOMIALA CONSTITUTIONALA
IN CANCERUL DE COLON

ZORICA-ILEANA HERTZOG, M. CRUCE, V. PiRVULESCU, R. HERTZOG*

It has been established that chromosomal stability is a sine gua non condition for a normal
development of cellular events. Alteration of ecogenetic equilibrium causes chromosomal
instability, generating both an abnormal segregation of genetic material and chromosomal -
reshaping.
This paper deals with spontaneous and cyclophospham1de -induced chromosomal instability
in patients with colon and rectal neoplasms. Chromosome analysis in lymphocyte cultures
indicates a spontaneous instability in 20% of the studied cases and an induced one in 80%.
Instability consists in‘various chromosomal aberrations: chromatid and chromosome breaks,
centromeric breaks, dicentric chromosomes, or small double chromosomes (dms).

* This study sustains the necessity of a genetic consultation for subjects with a high risk for cancer.

Instabilitatea cromozomiald constitutionald sau- indusd poate constitui un
marker al predispoZil;iei genetice la cancer (8). Instabilitatea cromozomiala se
manifestd prin anomalii constitutionale cromozormale, situsuri fragile si hipersen-
sibilitate la mutageni-clastogeni (2).

Anomaliile constitutionale cromozomiale pot determina dezvoltarea de ti-
puri specifice de cancer. De pild4, indivizii cu deletii sau translocatii care 1mphca
regiunea 22q11 sunt predispusi la meningioame, aceia care prezinti translocatii ce

implica 3p14 sunt predispusi la cancer renal, iar cei cu deletii ale cromozomilor
~ 11p13 si 13q14 sunt predispusi dezvoltirii de tumori Wilms i retmoblastom

Situsurile fragile predispun indivizii purtdtori la dezvoltarea diferitelor
malignititi. Exprimarea fenotipici a acestor situsuri reclamé un mediu de culturi
al celulelor, lipsit de folat. De pildd, situsul 1p14, care este cunoscut ca un situs
fragil comun, apare la majoritatea pacientilor afectati de polipoza adenomatoasa
familiald.

Al treilea tip de anormalititi citogenetice, care a fost frecvent corelat cu
predispozitia la cancer, este sensibilitatea la mutageni. De pildd, pacientii cu sin-
droame de ,,rupere cromozomiald” sunt predispusi la leucemii. O caracteristicd a
pacientilor cu ataxie telangiectazicd (AT) si cu anemie Faconi (AF) o constituie
sensibilitatea celulelor la mutageni care induc rupturi cromozomiale, celulele AT
sunt sensibile la radiatii ionizante si bleomicind, iar celulele AF sunt sensibile la
agenti alchilanti. in mod similar, celulele pacientilor cu sindrom Gardner, predispusi
cancerului de colon, sunt sensibile la radiatiile X (5).
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Asadar, determinarea instabilititii cromozomiale spontane sau induse este o
metodd de diagnostic a stidrii precanceroase si se impune ca misuri a sfatului ge-
netic in detectarea precoce a indivizilor susceptibili la cancer.

- 1n acest context ne-am propus si efectudm un studiu citogenetic asupra
sensibilititii limfocitelor obtinute de la pacienti cu cancer de colon la ciclofosfa-
mid& — un citostatic cu proprietiti clastogenice.

MATERIAL SI METODA

Au fost investigati citogenetic 15 pacienti (11 barbati si 4 femei) cu cancer
de colon, dintre care unii prezentau o dubli localizare. In ce priveste repartizarea
cancerului de colon pe grupe de vérstd, din cei 15 pacienti luati in studiu, unul
apartinea grupei de varsti de 2045 de ani, trei apartineau grupei de varsti 46-55
de ani, sase apartineau grupei de varstd 56-65 de ani, iar cinci aveau varsta de
peste 65 de ani. De asemenea, zece cazuri proveneau din mediul urban $i cinci
cazuri din mediul rural.

Cazul care apartinea primului grup de varsti a prezentat leziuni unice cu
degenerare rapidd pe fond genetic, iar cazurile cu vérsta peste 55 de ani au prezen-
tat leziuni multiple care degenereazi malign sub influenta factorilor de risc ce
agreseazi mucoasa colici.

Pentru fiecare caz, au fost initiate doua culturi de limfocite care au fost cres-
cute pentru 72 de ore in mediu MEM suplimentat cu 10% ser de vitel si PHA-M. O
culturd din cele doui a fost tratati cu ciclofosfamidi (CP) in concentratie finali de
0,2 mg/ml mediu de culturd, urmérind aberatiile cromozomiale induse, iar cealalti
culturi a servit pentru studiul aberatiilor cromozomiale spontane. Paralel, au fost
initiate culturi de limfocite de la donori de sex masculin si feminin, care au servit
ca probe de control.

Tehnica preparirii cromozomilor a inclus: blocarea mitozelor in metafazi cu
colcemid in concentratie finald de 0,1 pg/ml pentru doui ore la +37°C; hipotonie
cu solutie de KCI (0,075 M) pentru 10 minute la +37°C; 3 fixiri cu amestec de
metanol/acid acetic glacial (3:1) pentru 30 minute la +4°C; efectuarea lamelor
cromozomiale care au fost colorate cu solutic Giemsa 10%.

REZULTATE $I DISCUTII

Rezultatele analizei C1togenet1ce a cazurllor prezentate sunt sintetizate
in figura 1.

Analiza aberatiilor cromozomiale relevi o rati normali a rupturilor spontane
In 11 cazuri §i o ratd crescutd a aberatiilor spontane in 3 cazuri (18%, 15%, 19,06%).
In urma expunerii culturilor de limfocite la ciclofosfamida (CP), rata aberatiilor
cromozomiale creste sernnificativ in 12 cazuri, ‘In 3 cazuri frecventa aberatiilor
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nedepisind 6%. Aceastd observatie ne-a determinat sd analizdm arborele genealo-
gic al cazurilor luate n studiu. In 10 cazuri, analiza genealogici a relevat diferite
forme de cancer si la alti membri ai familiei. Asa cum se observé in figura 2 (ca-
zul 4), fiecare generatie este afectati. 1-F2 a prezentat tumora Wllms 5- F2 car-
cinom ovarian, 5-F3 — cancer la stomac.

Frecventa spontand

Frecventa indusi

1
F1
2 3 : d
F2
cancer de sin
6 7
F3
) canzer de ccfl"" mizrmac
) I—_—l F4

Fig. 2 — Arborele genealogic al cazului 4.



160

Zorica-Tleana Hertzog et al.

Fig. 3 — Metafazi prezentind cromozomi minusculi dubli.

Fig. 4 — Aspect dintr-o metafazi prezentind un cromozom dicentric.
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Fig. 5 — Metafaza prezentand multiple aberatii:
A - ruptura cromatidici;
B - translocatie;
C - deletie.

Spectrul aberatiilor cromozomiale a inclus: rupturi cromatidice si cromozo-
miale, cromozomi minusculi dubli, cromozomi dicentrici, interschimburi, frag-
mente acentrice si lacune. Figurile 3, 4 si 5 ilustreazéd céteva dintre aberatiile
cromozomiale identificate mai frecvent. Dintre aberatiile cromozomiale, rupturile
si cromozomii dicentrici au apérut cu o frecventd de 70% - in toate cazurile cu
frecventd semnificativd a acestora. Cromozomii minusculi dubli au aparut cuo
frecventd de 7,6% din totalul aberatiilor.

Adenomatoza colonului si a rectului (ACR) este o boald autozomal-domi-
nantd, asociatd cu cancer unde aparitia posibild a instabilititii genomice a fost
foarte mult cercetatd. O serie de studii arati o ratd normal a rupturilor spontane si
o sensibilitate crescutd a celulelor cind acestea au fost expuse unui clastogen
(N-methyl-N'-nitro-N-nitrosoguanidine) (5). Dac# rearanjamentele cromozomia-
le constituie un element esential in cancerogenezi, atunci fragilitatea cromozomi-
ald ar putea fi asociaté cu un risc crescut al dezvoltirii cancerului. Orice individ cu

-tendinta de a dezvolta rupturi va reflecta doi parametri: expunerea la mutageni si

stabilitatea cromozomiali inerenti. Este evident c3 parametrii genetici se asociazi
cu cei ai mediului pentru a determina efectul unui proces biologic.

In functie de raspunsul individual la expunerea mutagenicd, au fost sugerate
4 oncodeme cu risc diferit la cancer: prima oncodemi include cancerele care se
dezvoltd din mutatiile spontane cauzate de radiatiile cosmice; a doua oncodemi
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include tumorile care se dezvoltd ca raspuns la expunerea mutagenici in exces; a

treia oncodemi include tumorile care rezultd din incapacitatea constitutionald de a
rispunde la provocirile induse de clastogeni; a patra oncodemd include cancerele
in care influenta mediului inconjurétor pare sd fie neglijabild. Cele mai frecvente
cancere fac parte din oncodemele 25i 3 (1,5). . -~ 2 .

Sensibilitatea celulelor la mutagen nu poate fi explicati decat la nivel mole-
cular, La sférsitul anului 1993 a fost descoperitd prima gend a susceptibilitatii la
cancerul de colon fir3 polipi. Aceastd gend, numitd hMSH2, este omoloaga genei
mutS de la Escherichia coli. Prin tehnica RFLP, gena a fost localizatd pe cromozo-
mul 2p15-16. La inceputul anului 1994 a fost descrisd 0 a doua gend a suscep-
tibilitatii 1a cancerul familial de colon — EMLH]1 — omoloagi genei mutL de la
S. cerevisiae. Alte doud gene — hPMS]1 si hPMS2 — omoloage genei yPMSI de la
levuri au fost descrise ca fiind implicate in susceptibilitatea la aceastd formd de
cancer (4, 6, 7). ‘

Se sugereazi ca alimentele si proliferarea microbilor in colon supun mucoa-
sa colicd unei agresiuni mutagene permanente la care organul poate rezista datori-
t4 integrititii sistemelor de reparare care elimind leziunile. Anomaliile sistemelor
de reparare sensibilizeazi mucoasa colicd la efectul oncogenic al mutagenilor de

origine alimentari sau microbiani. -

~.~ Gena pentru ACP (adenomatoza colicd cu polipi) a fost localizati pe cromo-
zomul 5q21 si, in diferite tipuri de cancere digestive, aceastd gend prezinti cite o
mutatie (7). A fost demonstratd o interactiune puternica intre o regiune de aproxi-
mativ 15 aminoacizi, a proteinei ACP si cateninele alfa si beta. Cateninele sunt
localizate la nivelul jonctiunilor aderente dintre epiteli, asi gurénd inhibitia de con-
tact. Aceste jonctiuni sunt constituite din caderine, proteine transmembranare, a
ciror portiune extracelulard intervine in interactiunile homotipice dintre caderine-
le celulelor adiacente. Prin domeniul lor intracelular, caderinele interactioneaza cu
cateninele alfa si beta, la care se leagd actinele citoscheletului (3, 9). Relatiile
dintre citoschelet si moleculele de aderentd intercelulard, pe de o parte, si cancer,
pe de altd parte, sunt, deja, cunoscute. Modificarea moleculelor de aderentd con-
duce n mod sigur la dezvoltarea metastazelor.

CONCLUZI

Pe baza rezultatelor obtinute putem conchide urmitoarele:

1) Fragilitatea cromozomiald spontand, semnalati in trei cazuri si cea indusa
de ciclofosfamidi in 12 cazuri pledeazi in favoarea unei relatii Intre stabilitatea/
instabilitatea cromozomiali si riscul la cancer. o :

2) Daci instabilitatea genomici nu poate fi determinati direct, expunerea la

- clastogeni sau radiatii devine obligatorie pentru studiul fragilitdtii cromozomiale

la persoanele cu risc crescut la cancer.
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_MODIFICAREA COMPOZITIEI CHIMICE
SI SCADEREA IN GREUTATE LA PUIETUL DE CRAP
SUB INFLUENTA PERICADEI DE IERNAT

ALICE VASILE-SERBANESCU, AL. G. MARINESCU*, D.VIZITIU

The chemical composition of the body, the weight and the condition factor (Fulton) of finger-
lings from three races of common carp (Frisinet, Ineu and Ropsa) were examined before and
after the winter season. The values of the condition coefficient (Fulton) of fingerlings from
these three races were found before the winter season, over the optimal levels required for a
good survival during the winter. The greatest weight, fat and protein content losses during the
winter season were found to fingerlings from Fréasinet and Ropsa races, the fingerlings of Ineu
races resisting better to winter conditions. ’

Cunoasterea compozitiei chimice a organismului permite aprecierea starii
generale de intretinere a materialului piscicol,.oferind informatii asupra

[EEVRYIR

de valorificare a bazei trofice naturale si a diferitelor retete de furajare. Totodata,

poate fi stabilitd valoarea comerciald a cérnii pestelui si sunt obtinute date cu pri- -

vire la parametrul biochimic care trebuie imbunititit in actiunile de ameliorare
(Love, 9; Steffens, 14). : ,

In perioada de iarni, pestii inregistreazi pierderi in greutate influentate de o
serie de factori: temperatura apei, starea lor fiziologica generald, virsta si greuta-
tea pestelui introdus Tn helesteele de iernat etc.

Obiectivul acestui studiu este aprecierea modificérii nivelului principalilor con-
stituenti chimici ai corpului (apd, grasime, proteine, substante minerale) si a valo-
rilor coeficientului de conditie (Fulton), determinarea reducerii greutitii la puietul
de crap care apartine raselor Frésinet, Ineu si Ropsa, datorate perioadei de iarni.

MATERIAL SI METODA
Materialul experimental care face obiectul acestui studiu este reprezentat de

puiet de crap, apartindnd raselor Frasinet, Ineu si Ropsa, din helesteele experimen-
tale care apartin S.C.P. Nucet.

* Institutul de Biologie Bucuresti, Academia Romand, Laboratorul de Fiziologie animald
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Pestii au fost colectati din helestee la fnceputul si la sfarsitul sezonului de
iernat: un numdr de 65 de pesti (25 exemplare Frisinet, 20 exgmplare ineuj
20 exemplare Ropsa) in perioada 21 oct.—15 nov. 1996, respectiv :70 de 'pesu
(25 exemplare Frisinet, 20 exemplare Ineu, 25 exemplam Ropsa) in perioada

-~ .1997. '
. mal\t[:u::i:?:l13xperimental a fost transportat din helestee In 'labo.rator si
contentionat in recipiente umplute cu apd de robinet, fiind supus unei perloadf, de
inanitié de 24 ore in vederea eliminirii continutului intestinal. Qlterxgr, pestii au
fost (;ongelat,i in pungi de plastic, inchise err.netic, pentru o perioadd de maxim
30 zile, timp 1n care s-a efectuat analiza chimicd a acesto“rz}.. o )

Toti pestii au fost analizati individual. Au fost urmariti urmatorii parametri:

| | Wx100,

P
unde K = coeficientul Fulton, W = greutatea, | = lungimea standard (lungimea cor-
pului fird notitoarea caudald). o .

Metodele de analiz4 utilizate sunt cele folosite in mod curent in laboratoare}e
de biochimie animald: umiditatea probelor s-a determinat prin uscarea flcestora in
etuvi la 110°C, grisimea (lipidele totale) prin metodg FolchAmodlﬁcata de punn:
tru (2) proteina bruti prin metoda Kjeldahl, iar congmutulu in substanta minerald
prin calcinare in creuzete de platind pand la masa constanta.

greutatea, lungimea standard si s-a calculat coeficientul Fulton (K =

REZULTATE

Pe baza rezultatelor obtinute au fost calculate valorile medii pentru fiecare
parametru investigat (prezentate in tabelul nr. 1).

‘ Tabelu_l nr. 1

Greutatea, coeficientul Fulton si compozitia chimici la puietul de crap care avpamne raselor
Frasinet, Ineu si Ropsa, anterior si la sfarsitul perioadei de iarnd.

RASA . FRASINET INEU ROPSA
SEZONUL Toamna |Primivara| Toamna |Primivara| Toamna |Primévaraj .
NR. PESTI ANALIZATI 25 25 20 20 20 25
GREUT’ATEA (g) 17,78 14,14 30,12 25,68 11,91 9,82
COEF. FULTON (K) 3,14 2,64 2,50 2,28 2,98 2,48

COMPOZITIA CHIMICA (%)

80,24 79,66 80,79 78,91 81,69

APA (%) 77,11

SUBST. USCATA (%) 22,88 19,75 20,33 19,20 21,08 18,30 |
GRASIME (%) 4,67 2,09 3,50 2,52 4,13 2,67
PROTEINE (%) - 16,37 14,50 15,18 4,85 15,80 13,87
CENUSA (%) 1,03 1,21 0,87 1,06 0,96 1,13
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Puietul de crap luat in studiu prezenta la sférsitul perioadei vegetative, ante-
rioare ierndrii, o greutate medie cuprinsi in intervalul de variatie 11,91-30,12 g, la
sfarsitul perioadei de iernare greutatea variind intre 9,82-25,68 g.

Greutatea cea mai mica s-a fnregistrat 1a exemplarele de crap din rasa Ropsa.

Scéderea in greutate Inregistratd la cele trei rase de crap luate n studiu a fost
de 20,47% pentru puietul din rasa Frasinet, 14,74% pentru puietul din rasa Ineu si
17,54% pentru puietul din rasa Ropsa.

Coeficientul Fulton (K) reprezenta anterior perioadei de iernare valorile:
K = 3,14 pentru rasa Frasinet, K = 2,50 pentru rasa Ineu, K = 2,98 pentru rasa
Ropsa, iar la sfarsitul ierndrii K = 2,64 pentru rasa Frisinet, K = 2,28 pentru rasa
Ineu, K = 2,48 pentru rasa Ropsa. ‘ : '

- Grasimea (lipidele totale) continuté in corpul pestilor anterior iernatului va-
riazd intre 3,50% (nivel corespunzitor puietului de crap din rasa Ineu) si 4,67%
(nivel corespunzitor puietului de crap din rasa Frisinet). La sfarsitul sezonului de
iernat, datoritd consumului energetic, nivelul acestui indicator ajunge la 2,52%
(pentru puietul de crap Ineu), respectiv 2,09% (pentru puietul de crap Frisinet).

Proteina brutd continuté in corpul pestilor anterior iernatului se caracterizea-
zd prin valorile 15,18% (pentru rasa Ineu), 15,80% (pentru rasa Ropsa), 16,37%
(pentru rasa Frésinet), nivelul cel mai scizut observindu-se la exemplarele din

- rasa Ineu. La sférsitul perioadei de iernat valorile Inregistrate se incadreazi in

intervalul de variatie 13,87%-14,85%, puietul de crap care apartine rasei Ropsa
reprezentind procentul cel mai scézut de proteind bruti.

Continutul in api al celor trei grupe de pesti analizate variazi In intervalul
77,11%-719,66% anterior ierndrii, respectiv 80,24%-81,69% la sfarsitul sezonului
de iernat, '

Substanta minerald (cenusa) continutd in corpul pestilor luati in studiu, la
sfarsitul perioadei vegetative nregistra urmitoarele valori medii: 1,03% pentru
rasa Frisinet, 0,87% pentru rasa Ineu, 0,96% pentru rasa Ropsa, iar la sfarsitul
ierndrii valorile fnregistrate fiind usor ridicate: 1,21% pentru rasa Frisinet, 1,06%
pentru rasa Ineu, 1,13% pentru rasa Ropsa. ' '

DISCUTH

in timpul iernérii pestii inregistreazi pierderi in greutate, nivelul acestor pier-
deri fiind dependent de starea de intretinere si de ternperatura apei. Cu cét iarna
este mai caldd, iar pestii mai slabi, cu atat pierderile sunt mai mari, ajungind une-
ori pané la 20~25%; daci temperatura din timpul iernii este mai scizuti, iar pestii
mai grasi, procentul de pierderi in greutate este mai mic (9).

Ca urmare a scaderii temperaturii apei in timpul ierndrii, crapul devine din ce
In ce mai putin activ, iar la temperaturi foarte scizute (1-0°C), intr3 in starea de
hibernare. Temperatura apei, cea mai potriviti pentru iernat, este de 0,5-1°C, iar
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cresterea temperaturii peste acest prag determina crapul s# iasa din starea de hiber-
nare, acesta incepand s# inoate fard a se putea hrini, consuméindu-si rezervele
energetice si pierzand astfel din greutate (8).

Conditiile hidrochimice, in special concentratia oxigenului solvit in apd si
reactia apei, sunt factori care au o influentd mare asupra ierndrii crapului; o supra-
saturare a apei cu oxigen activeazi procesele fiziologice ale organismului,
determinandu-1 si se miste mai mult si s4 sldbeascd (8).

Pe toati durata experimentului s-a urmdrit variatia temperaturii apei, cantita-
tea de oxigen solvit In ap3, pH-ul apel. '

Valorile medii lunare ale temperaturii apei, inregistrate in perioada de iarnd
au fost: 1,5°C in luna decembrie, 2°C in luna ianuarie, 2,5°C in luna februarie,
6,6°C in luna martie. .

Concentratia oxigenului solvit in apé a variat in perioada de farnd in interva-
lul 10,28-11,83 mg O»/1, Havelka recomandand ca in apa helesteelor de iernat
concentratia O, solvit s3 nu scada sub 4 cm¥/1 (5), Kirpicinikov considerand un
necesar de cel putin 8-9 mg O,/1 (5).

Reactia apei a fost normalé pe toatd perioada ierndrii, pH-ul prezenténd valoa-
rea medie de 7,5 (grade pH).

Temperaturile joase si lipsa hranei din timpul iernii conduc la modificarea
unor indici morfologici (coeficientul de conditie Fulton) si biochimici (ap#, grési-
me, proteine, substantd minerald), fiind afectatd starea fiziologicd generald a pestelui
si astfel capacitatea sa de supravietuire.

Starea de intretinere a pestelui poate fi apreciati dupd nivelul principalilor
constituenti chimici ai corpului si valorile coeficientului de conditie.

La inceputul iernatului, puietul de crap care apartine raselor Frisinet si Rop-

 sa, spre deosebire de crapul Ineu, se caracterizeazi prin greutiti medii situate sub

greutatea optimd (30 g), care este ‘consideratd a asigura o iernare a crapului de o
vari, in bune conditii (9).

Luarea in considerare numai a greutitii medii inregistratd in timpul perioadei
de iernare, nu furnizeazi informatii exacte la rezistenta puietului de crap la conditiile
‘precare de viatd oferite in timpul jernirii, astfel incat trebuie sd se ia in considerare
si gradul sdu de ingrasare.

Coeficientul Fulton (factorul de conditie, coeficient de ingrisare), indicator
care exprimi gradul de ingrisare al materialului piscicol, permite aprecierea
posibilititii depasirii perioadei de iarni de citre crap. Pentru o iernare in bune
conditii si cu o pierdere in greutate redusd la intrarea in iarni, crapul in varstd de o
vari, cu greutatea de peste 20 g, ar trebui sd aibi un coeficient de ingrasare (K)

mai mare de 1,6, cel cu greutatea intre 15-20 g, K> 1,7, iar cel cu greutatea intre .

10-15 g, K> 2,0 (8,9).
Toate cele trei rase de crap au prezentat la inceputul perioadei de iarnd o stare
de intretinere relativ buni, coeficientul de ingrisare variind intre 2,50-3,14.
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. SFarea de Intretinere a materialului piscicol la Inceputul si la sfarsitul perioa-
dfn de iarnd, este evidentiatd si de compozitia chimici a corp,ului, in principal de
nivelul glucidelor si lipidelor, principalele rezerve energetice ale organismelor
animalle. ‘

In faza.anabolici a metabolismului (biosinteza) are loc depozitarea excesului
de suPstant,e energogene sub forma de glicogen, trigliceride si proteine, rezerve ce
vor fi mobilizate gradual in functie de durata si intensitat,ea solicitdrilor orga-
nismului. o

Conginutul. in grdsime este un indicator biochimic important, care permite
aprecierea stdrii corporale si capacitatea de iernare a crapului.

Este cunoscut faptul cd in lunile de toamnd, odaté cu scéderea temperaturii
are loc o diminuare a cresterii in lungime, dar si o intensificare a cresterii in greu-,
tate a pestelui, pentru acumularea de grasime. Acumularea de grésir’ne in toamna
este consecinta ritmului sezonier al metabolismului, in scopul pregitirii fiziologi-
ce a pestelui pentru iernat (1, 10).

I?mamica continutului in grasime al pestelui se afld sub un control exogen
factorii trofici (cantitatea si calitatea hranei naturale si suplimentare) punﬁndu—si
amprenta asupra nivelului substantelor grase din corpul pestilor (8). ,

. Kostomarov indica pentru o buné supravietuire a crapului in timpul iernii un
continut total In grisime de cel putin 3,5%, Havelka recomandand un continut
minim de 4% (5). '

Pierderile de grasime cele mai mari (tab. 2), datorate conditiilor de iernare
au fost observate la exemplarele de crap care apartin raselor Frisinet si Ropsa;
(55,24‘7_0, respectiv 33,35%), rase care la inceputul perioadei de iernare p,rezentau
un continut mediu de grisime mai mare de 4%. ‘

Tabelul nr. 2

Pierderile in greutate si grisime inregistrate la sfrsitul perioadei de iarni
la puietul de crap care apartine raselor Frisinet, Ineu si Ropsa.

RASA FRASINET| INEU ROPSA
SCAZAMANT IN GREUTATE (%) 20,47 14,74 17,54
SCAZAMANT IN GRASIME (%) 55,24 15,43 35,35

Dupd epuizarea rezervei de lipide, urmétoarea rezervi energetica a organismu-

 lui ce este atacati o reprezint3 proteinele. Continutul in proteine al corpului pestilor

este dependent de stadiul ciclului de viaté si dimensiunile pestilor, cresterea % a
proteinelor fiind consecinta multiplicrii numérului de celule si cresteri dimensiuni-
lor celor existente (13), nivelul proteinelor aflandu-se sub un control endogen (3)

Cantitatea de proteine (%) continuti in corpul ciprinidelor este cuprinsi in'
general In intervalul 15-19%, o scidere drasticd a proteinelor sub pragul de 15%
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prejudiciind starea fiziologicd generald organismului, un consum intens al acesto-
ra si pe o perioadi indelungati poate conduce la moartea organismului (3, 9).

- La inceputul perioadei de iernat, nivelul cel mai scizut al proteinelor a fost
observat la puietul de crap care apartine rasei Ineu (15,18%), crapul Frisinet
caracterizandu-se prin procentul cel mai ridicat de proteind brutd (16,37%).

La sfarsitul jernirii, toate cele trei rase de crap se caracterizeazi printr-un
continut in proteind situat sub 15%. De semnalat este faptul c3, desi rezerva de
griisime a organismului nu a fost complet epuizati, s-a recurs la consumul protei-
nelor corpului pentru furnizarea energiei metabolice necesare intretinerii organis-
mului in perioada de iarni. Consumul cel mai intens de proteine a fost observat la

~puietul de crap din rasele Frisinet si Ropsa, rase la care au fost nregistrate si cele

mai mari pierderi in greutate. :

Cantitatea de api continutd in corpul pestilor variazi in raport invers
proportional cu nivelul lipidelor (6), la sfarsitul sezonului de iernat cantitatea de
ap4 din corpul puietului de crap ce face obiectul acestui studiu atingand un nivel
superior celui inregistrat la inceputul acestei perioade.

in stransa corelatie cu consumul grasimii (lipidele totale), cea mai mare can-
titate de api acumulati fn timpul iernii a fost observati la crapul Frésinet (de la
77,11% toamna la 80,24% primévara), nivelul apei din corpul crapului Ineu (exem-
plarele din aceastd rasé prezentau toamna continutul in api cel mat ridicat) a inre-
gistrat in timpul jernii doar o ugoard crestere (de la 79,66% toamna la 80,79%
primévara). .

.Substanta minerald (cenusa) continuti in carnea pestelui releva bogitia in
s#ruri minerale a hranei ingerate (5, 7). , .

Corespunzitor celor trei rase de crap luate in studiu, substanta minerald
continutd in corpul pestilor a inregistrat pe parcursul perioadei de iernare o usoara
crestere comparativ cu valorile fnregistrate toamna.

Sciderea in greutate inregistratd la sférsitul ierndrii (tab. 2) a depasit nivelul
de 8% considerat normal pentru puiet (9), cele mai mari pierderi in greutate
constatandu-se la puietul din rasele Frisinet i Ropsa, rase care la Inceputul ierna-
tului prezentau greutdtile medii cele mai mici. :

CONCLUZIL

Valorile coeficientului de conditie (Fulton), inregistrate la Inceputul ier-
nérii, au indicat o stare de intretinere bund a puietului care apartine celor trei
rase de crap;

Sciderea in greutate lnregistratd la cele trei rase de crap luate in studiu a
depisit nivelul normal pentru puiet, pierderile cele mai accentuate fnregistrandu-se
la rasele Frisinet si Ropsa;
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Puif:tul dg crap ce apartine raselor Frisinet si Ropsa este caracterizat la ince-
putul perioadei de iarnd prin greutiti medii situate sub greutatea optimi unei ier-

- ndri In bune conditii; crapul care apartine rasei Ineu prezenta la inceputul iernirii o

greutate optimi unei iernéri In bune conditii;

La'. puietul de crap Ineu, la inceputul iernérii, nivelele principalelor rezerve
energetice ale organismului, erau inferioare celor inregistrate la rasele Frisinet si
Ropsa; pierderile de grasime fnregistrate la aceasta rasé la sfarsitul perioadei de
iarn4 fiind situate sub cele constatate la rasele Frisinet si Ropsa; '

La toate cele trei rase de crap, puietul a trecut la utilizarea proteinelor cofpu-

h.n pentru procurarea energiei metabolice necesari intretinerii organismului i pe-
rioada de iarnd, desi rezerva de griasime nu a fost complet epuizati;

- Consumul cel mai intens de proteine a fost observat la rasele Frisinet si Rop-
sa, rase la care s-au Inregistrat si cele mai mari scdziminte n greutate; '
2

Dmtre cele trei rase de crap investigate, puietul de crap ce apartine rasei
Ineu., sangt.lrul care a avut talia normal4, a rezistat mai bine la conditiile de viati
oferite in timpul iernii. ’ '
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CERCETARI PRIVIND COMPORTAMENTUL IN CAMP
A MASCULILOR DE Ostrinia nubilalis Hb. MARCATI

I. ROSCA¥*, AL. BARBULESCU**

This paper presents the results registered during 1993-1996 period, regarding the behavior of
E.C.B. males, marked with Calco red dye and released in field conditions and recaptured in
pheromone traps situated on the N~S and E-W axes, at different distances from the releasing
point. On the basis of this experiment, it has been possible to demonstrate that male moths.are
flying not more than 3,000 m from the releasing point, being possible to estimate the popu-
lation of pest,

Sfredelitorul porumbului (Ostrinia nubilalis Hb.) este unul din cei mai
importanti ddundtori ai porumbului, atat in lume cét si in Romania. In tara noastr,
sfredelitorul porumbului este intdlnit'in toate zonele de culturd a porumbului si
produce cele mai mari pagube dup# aparitia paniculelor. Pagubele provocate pot
atinge 40% din recolta de boabe (4), dar in mod obisnuit se inregistreazd, cu variatii
mai mari, sau mai mici In functie de an si zon4, in medie 44 % plante atacate,
1.1 Ial\‘,/p]anta 23180 larve/ha si 550 kg/ha (sau 7,5 %), pierderi de recoltd (5).

In scopul dezvoltarii in Romania a cercetirilor legate de tehnicile lansirii de
insecte sterile pentru combaterea diunitorilor (6-8), avand drept model sfredeli-
torul porumbului (Ostrinia nubilalis Hb.), o atentie speciald a fost acordati, stu-
diului dinamicii si estimdrii populatiilor naturale a fluturilor de sfredelitorul
porumbului, cu ajutorul capcanelor feromonale, iar incepand din 1993, cu ajutorul
Jansdrii de fluturi marcati cu ,,Calco red dye” si recapturaru acestora in capcane
feromonale. :

Capacitatea si abilitatea insectelor de a parcurge prin zbor, sau utilizind
curentii de aer favorabili, distante cit mai mari, este un mecanism care asigurd
supravietuirea cu succes a speciei In ansamblu, de aceea informatiile legate de
capacitatea de zbor a sfredelitorului porumbului si cunoasterea modelului de dis-
persie a ddundtorului a constituit obiectivul major al cercetirilor 7 ntreprinse.

MATERIAL SI METODA

S-a utilizat feromonul sintetic varianta CIS (E-5) si varianta TRANS ¢
pentru studiul 01clu]u1 biologic al ddunitorului in cursul anilor 1990~1996, si nu-
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mai varianta CIS pentu studiile legate de lansarea de masculi marcati si recaptura-
rea masculilor. Capcanele feromonale au fost instalate in perioada iunie-septem-
brie, la 1 m deasupra solului, la 50 m una de alta in culturile de porumb. Pentru
studierea biologiei diundtorului, momelile au fost schimbate la doud sdptdmani,
iar partile adezive, ori de céte ori a fost necesar. Pentru studiul dispersiei ddunato-
rului, masculii marcati au fost lansati in perioadele in care populatia ddundtorului
era scdzutd.

Cercetirile preliminare de marcare a adultilor cu fucsind, sau cu vopsea flu-
orescentd, sau contaminarea hranei cu P32, nu au dat rezultatele scontate in
experientele de camp sau laborator si de aceea au fost abandonate. Cercetarile
prezentate au utilizat ca metodd de marcare, colorarea hranei pe care este crescut
diunitorul cu ,,Calco red dye” (11). fn prezent, in cercetdrile privind comporta-
mentul si modul de zbor al sfredelitorului porumbului, metoda de marcare utilizeaza
un amestec de Calco red dye N-1700 (150 mg/kg de dietd (0,015%) si ulei de
floarea soarelui 5 ml/kg). Colorantul utilizat in dieta in care are loc cresterea larve-
lor de sfredelitorul porumbului marcheazi indubitabil toti adultii, astfel c3 ei pot fi

recunoscuti cu usurintd in camp prin examinarea vizuald a spatiilor fine dintre

segmentele abdominale, sau prin strivirea abdomenului, astfel incat, continutul
acestuia, de culoare rosie, poate fi evidentiat. fn cazuri cu totul speciale, adultii
marcati au putut fi identificati prin mojararea lor intr-o cantitate mic3 de acetond,
trecand extractul prin hértie de filtru.

Pentru cresterea in masi a daungtorului si marcarea acestuia, s-a folosit pro-
cedura standard utilizaté in laboratorul de protectie a plantelor de la Fundulea (1).
Cercetirile anterioare, au ardtat ca existi posibilitatea de a utiliza capcanele fero-
monale de tip Fundulea-1 si feromoni sexuali de sintezi pentru a captura masculii
speciei Ostrinia nubilalis Hb. (9, 10), de aceea ei au fost utilizati pentru capturarea
masculilor marcati cu Calco red addugat in mediul de crestere a larvelor, in scopul
marcirii adultilor. Masculii marcati au fost crescuti in laborator, lansati in camp si
recapturati in capcane feromonale situate la diferite distante de locul de lansare, in
directia celor 4 puncte cardinale (N, S, E si V). Capcanele au fost instalate la
25,100 si 200 m in 1993, la 100, 200 si 300 m in 1994, la 300, 600, 900, 1200 si
1500 m 1n 1995 si la 1000, 2000, 3000, 4000 si 5000 m in 1996. :

REZULTATE SI DISCUTII

Rezultatele prezentate in tabelul 1, demonstreazi faptul c, in zona Fundulea
majoritatea populatiei de sfredelitorul porumbului este alcatuitd din ferotipul CIS
(E-5), populatia TRANS (I), este micé. Numirul capturilor speciei tintd diferd in
functie de an si varianta feromonala utilizata.

Perioada de zbor a speciei Ostrinia nubilalis, monitorizati cu ajutorul capca-
nelor feromonale, este prezentata in tabelul 2. ’

Tabelul nr. 1

Numérul de masculi de Ostrinia nubilalis Hb. capturati/capcani/an - FUNDULEA

Pherotype | 1990 | 1991 | 1992 | 1993 | 1994 | 1995 | 1996
E 1,750 1,25] 0,75 2,75] 1,5 0,5 0
Z 825] 14,75y 23,251 29,5 | 35,25| 17,2 | 10,5

Tabelul nr. 2

Evolutia numarului de masculi capturati/capcanda — FUNDULEA

DATA 1990 | 1991 | 1992 | 1993 | 1994 | 1995 | 1996
1723V 0 0 0 10 0 0 0
24-30 V 0 0 0,751 0 05 | 0 0

31V-6 VI 0 025702505 |05 |0 0
7-13 V1 25 | 075) 05 | 1 0 0 0,75
‘1 14-20 VI 05 | 1,5 | 325] 2 1 05 | 3,5
21-27 VI 1 225)1 65 | 6 1,5 | 325] 2,5
28VI-4VII | 05 | 3,25| 325| 7 4 4 1,25
5-11 vl 1 15 | 2,25| 4,5 |10,5 | 0,75 0,25
12-18 VII 0 025] 15 |0 7 0251 0
19-25 VII 0 025} 025{ 05 | 25 | O 0
26 VII-1 VIIL | O 0 025105 |05 |0 0
2-8 VIII 0 025{05 125 |0 0 0,5
9-15 VI 05 102510 |351}1051]55] 1,25
16-22 VIII 0,751 0,75] 0,25 1 1,5 | 2,25} 0,25
23-29 VilI 125 1,75} 1,25{ 0 3,751 0,75} 0,25
0VIIE-51X | 0,25] 1,25} 225} 05 | 1,5 | O 0
6-12 IX 0 05 10250 [0 0 0
TOTAL 8,25 14,75 (23,25 | 29,5 35,25 (17,25 |10,5

AeRezultatele noastre evidentiaza faptul ci, majoritatea capturilor s-au inregis-
trat in ctursul primei generatii, generatia a doua este formata din mai putini indivgizi
cel putin in culturile de porumb unde capcanele feromonale au fost instalate si ‘ez;
apare la sfarsitul lunii august, inceputul lunii septembrie, neavand practic nfci )
1mp0rtapté pentru cultura porumbului care este trecut de faza de maturizare (tab. 3)

Dlxstanf;a la care o insectd zboard atunci cand se raspandeste in naturd ésfé
d?ose;blt de 1@Ro§tan£5, iar despre aceasta, in cazul speciei OStri;zia nubilalis Hb
parenlAe sunt diferite. In anul 1969, Jermy si Nagy (3) consideri ci In natura adulti.i
potvnllgra pe distante lungi, dar cercetdrile anterioare intreprinse, pentru prixﬁa
datd in Romania, indicd faptul cd adultii ddunatorului nu sun,t zburitori de
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m/zi, depinzind insa puternic de conditiile

erformantd, dispersia lor se face cu 300
P \ Jui. Experientele realizate in cursul ani-

meteorologice, in special de directia vantu
lor 1993-1996, de lansare §i recapturare a masculilor marcati, au ardtat cd In

conditiile locale de la Fundulea, procentul de recapturare a fost de 5,9% in 1993,
3.9% in 1994, 0,2% in 1995 51 0, 3% tn 1996. Testele din 1995 si 1996 au ardtat cd
masculii nu pot zbura mai mult de 3000 m de la punctul de lansare (fig. 1).

Tabelul nr. 3

Numirul de masculi de Ostrinia nubilalis Hb., capturati/capcand/an

si mérimea celor doud generatii - FUNDULEA

1990 | 1991 | 1992 | 1993 | 1994 | 1995 | 1996

TOTAL 8,25|14,75{23,25]29,5 |35,25 17,25(10,5
5,5 |10 ]19.25)21 28 8,75] 8,25
8,5 | 2,25

Generatia I
Generatia a [i-a 2,75| 4,75 4 85| 7,25

N Fundulea 1996

Masculi marcati lansati 16125/22-26 iulie
Masculi marcati recapturati 41 (0,25%) 31 iulie

-

o] ]

R -
24-27 VI E 2
g
5" 4
+ [ oo,
S

Fig. 1 - Comportarea sfredelitorului (Ostrinia nubilalis Hb.)

Ca o concluzie preliminard di
ma ci, in conditiile experimentale
general, zborul adultilor marcati a fost puternic in
Astfel, in 1993, fluturii marcati au fost lansati pe 11 iunie in camp,

fnainte de aparitia naturala a zborului daunatoru
suflat in directia sud-est, nord- vest, iar toate cap
fatd de punctul de lansare. in zilele

in examinarea datelor prezentate, se poate afir-
date, un adult poate zbura cel mult 300 m/zi. in
fluentat de directia vantului.
cu 10 zile
lui. In zilele de 12-14 vantul a
turile au fost in aceastd directie,
urmétoare, directia vantului s-a schimbat cu

lui JENKINS (2): P, =
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180 de grade, iar adultii marcatl au fost purtati de vant intr-o noud directie, sud-est
O situatie similard se inregistreazi si in cursul anilor 1994-1996, modificirile
directiei vantului determindnd o alté caracteristici, variabili, a dlspersm in naturi
a masculilor marcati.

Cercetanle de camp efectuate prin folos1rea tehmcn de lansare-recapturare a
conﬁrmand rezultatele obtinute cu o altd specxe similari. Astfel, in Chma cerce-
térile efectuate de Wang si colab. in perioada 1987-1988 si reluate in 1991-1992
(comunicare personald), au demonstrat ci Ostrinia furnacalis Guenée, diunitorul
similar din China pentru porumb, desi poate zbura pana la 45,5 km distantd de
locul de lansare, peste 93% din masculii marcati recapturati sunt dispersati in inte-
riorul unei arii de dispersie cu raza de 2 km.

Metoda cresterii si lansérii de insecte marcate, in populatii naturale si recap-
turarea atdt a insectelor naturale cét si a celor marcate, oferi posibilitatea de a
determina mérimea unei populatii la un anumit moment, prin aplicarea formulei
N, XN, . |
, In care P, = populatia total, N,, = numirul de

mr
insecte marcate i lansate in naturd, N, = numirul total de insecte capturate si
N, = numdrul de insecte marcate si recapturate. Aplicand aceastd formul3, pe baza
numdrului de masculi de Ostrinia nubilalis marcati si lansati, si pe baza numérului
de masculi marcati §i nemarcati, capturati in capcane feromonale, s-a determinat
populatia ddundtorului In conditii experimentale date.
Datele obtinute sunt prezentate in tabelul 4, unde se remarci faptul ci densi-

tatea estimatd a ddundtorului pe suprafete relatxv mari, poate fi apreciati cu ajuto-
rul acestei metode. :

Tabelul nr. 4

Estimarea populatiei de Ostrinia nubilalis Hb. prin metoda lansirii si recapturiiii de masculi
marcati cu ,,Calco red dye” '

- Nr. masculi' | Nr.masculi | Total masculi Suprafata Densitatea
Data lansirii marcati marcati capturati | urmariti (ha) | diunitorului
lansati recapturati natural (ha)
12 VI-1993 714 42 63 10,5 34 |
21 VI-199%4 - 876 34 49 9,0 43,8
5 VIII-1995 15132 35 45 225 13,22
21 VII-1996 16125 41 42 2500 1,36
CoNCLUZO

In conditiile experimentale date un mascul adult poate zbura cel mult 300 m/zi,
pand la 3000 m si In general zborul adultilor marcati a fost puternic influentat de
directia vantului.
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Din numdrul total de masculi capturati In capcane feromonale cei apartindnd
generatiei a doua sunt mai putini.

Utilizarea formulei Iui Jenkins, oferd posibilitatea de a determina mirimea
populatiei sfredelitorului porumbulm intr-o anumiti penoada si pe 0 anumiti
suprafata.
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MATURAREA OVOCITELOR LA TELEOSTEENI
ANDREA CRISTINA STAICU, RADU MESTER

Fish postvitellogenetic oocytes are arrested at the first meiosis prophase, exactly at the border
Gaf M phases. Pituitary gonadotropin is the signal triggering the meiotic maturation. GnRH
released under the environmental pressure checks gonadotropin level. Gonadotropin is recog-
nized by specific membrane receptors from thecal cells and granulosa cells and triggers an
intracellular signalizing mechanism involving G proteins, adenylil cyclase and AMPc. The
interaction between the two follicular layers causes the synthesis of the maturation inducing
hormone (MIH). MIH, opposed to the marniner of steroid hormone action, recognizes a surface
membrane receptor. MIH effects are mediated in oocyte by a cytoplasmic factor, maturation

. promoting factor (MPF). MPF is a complex that contains a serin/treoninkinase (cdc2), and a
cyclin. Itbecomes active through the phosphorilation of a cde 2Thr residue (Thr 161) and a
cyclin Ser residue. MPF influences the structural and biochemical events of maturation. The
oocyte ends its first meiotic division and begins the second one arresting it at the second
metaphase until a spermatozoon meets the oocyte. The second metaphase arrest is determined
by CSF, a cytoplasmic factor, codified by a protooncogene, c-mos. CSF is destroyed at the
moment of spermatozoon penetration.

Studiul ovogenezei face Tn continuare obiectul preocupdrii multor echipe de
cercetdtori. Una dintre etapele care a captat interesul stiintific al ultimilor ani este’
maturarea ovocitului, moment decisiv in controlul ciclului celular meiotic, de care
depinde succesul fertilizarii.

Ovocitele pestilor sunt oprite, in mod fiziologic, la limita G,/M a pumel
profaze meiotice. Pentru ca ovocitele si fie fertilizate ele trebuie sa finalizeze pri-
ma diviziune meioticd, declansatd de o stimulare hormonald adecvati si sd Inceapa
a doua diviziune meioticd.

Meioza va fi din nou opritd in metafaza a doua. Blocajul este inliturat in
momentul fertilizarii, dupd penetrarea spermatozoidului, cind are loc formarea
celui de-al doilea globul polar.

Intervalul de timp cuprins intre momentul reludrii meiozei si a doua metafa-
z3 meioticd se numeste maturare mejoticad. Este o etapd care se deruleazd cu mare
rapiditate (aproximativ 24 de ore) si este controlatd de o serie de reglatori majori,
dintre care amintim: gonadotropina, hormonul care induce maturarea si factorul
promotor al maturérii. :

St. cerc: biol., Seria biol. anim., t. 49, nr. 2, p. 179-197, Bucuresti, 1997
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STRUCTURA FOLICULILOR OVARIENI LA TELEOSTEENI

Ovocitele vitelogenetice ale teleosteenilor sunt inconjurate, In Intregime, de
stratul folicular diferentiat in doui categorii de celule: celulele tecale sx celulele
granuloasel

Invelisul tecal mai contine fibroblaste, capilare, fibre de colagen celule glan-
dulare mari, denumite si celule tecale speciale. Acestea din urmi poseda mitocon-
drii cu criste tubulare, reticul endoplasmatic tubular agranular caractere care le
apropie de celulele steroidogenetice (55).

Granuloasa este alcituiti dintr-o populatie omogend de celule care contin
enzimele steroidogenetice. In timpul maturirii ovocitului aceste celule suferi alte-
riri citologice din cafe se pot aminti: proliferarea aparatului Golgi, Insotitd de
acumulare de material secretor, cresterea numarului cisternelor reticulului endo-
plasmatic granular, uneori bogat in material amorf intracisternal, care se concen-
treazd in spatiul dintre lamele (79).

GONADOTROPINA: MEDIATORUL PRIMAR AL MATURARII OVOCITULUI

HORMONUL DE ELIBERARE AL GONADOTROPINEI

S-a demonstrat ci la pestii ososi neuronii implicati in elaborarea hormonului
de eliberare al gonadotropinei sunt asociati nervului terminal (54, 64, 15, 30).
Neuronii pornesc din afara creierului, trec din cavitatea nazald prin placa cribifor-
mi in, creierul anterior. La Clarias batrachus anumiti neuroni GnRH rimén in
epiteliul olfactiv, la Carassius auratus, Salmo trutta, Oncorhynchus masou, neu-
ronii GnRH sunt identificati la extremitatea anterioard, ca nervi olfactivi (41, 8),
dar la multe specii de teleosteeni acesti neuroni se gésesc la limita dintre nervul
olfactiv si bulb sau la nivelul bulbului olfactiv anterior (84, 70, 2). .

La ’Xz'ph'ophorus maculatus, Lepomis macrochirus, Dicentrarchus labrax,
Solea solea, Clarias batrachus, Poecilia latipina, Poecilia reticulata apar corpuri
celulare in nuleul olfactoretinalis, 1a jonctiunea bulbilor olfactivi cu telencefalul
ventral. La teleosteeni neuronii GnRH existd aproape intotdeauna in telencefal, pe
partea ventrald sau 1n ariile preoptice, uneori in diencefal, sau In nucleul lateral
tuberal. Axonii se Intind de la neuronii preoptici sau hipotalamici, in hipofiza an-
terioard si uneori in neurohipofizi, ventriculul III si zonele creierului din afara
hipotalamusului. Majoritatea teleosteenilor, cu exceptia unor specii primitive, sunt
lipsite de un sistem sanguin portal necesar transportului GnRH.

La salmonide apar doud tipuri de GnRH dintre care doar sGnRH regleaza
sinteza si eliberarea de GTH. La Oncorhynchus masou s-a remarcat o crestere a
nivelului sGnRH din telencefal in cursul maturarii gonadei. Se poate afirma deci
ci, neuronii din telencefal (aria preopticd si partea ventrald a telencefalului) sunt
implicati in maturarea gonadei, avand nivele ridicate de ARNm care codifici
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sGnRH. Amano, formuleaza ipoteza ci acesti neuroni ar putea si inerveze hipo-

fiza §i sé regleze secretia de GTH. Acelasi autor demonstreazi c#, expresia genei’

sGnRH a putut fi reglata prin manipularea fotoperioadei; o scidere a fotoperioadei
a accelerat activitatea smtetlca a sGnRH, In timp ce o fotopenoada lungd a inhibat
activitatea sa.

Eliberarea GnRH din neuronii hipotalamici este mﬂuentata de factori externi
si interni, care actioneaz3 pe cii nervoase centrale.

Rispunsul biochimic la actiunea GnRH este un proces complex de semnali-
zare, care determind o crestere a turn-over-ului fosfoinositolului, o crestere a
concentratiei Ca2* intracelular, activarea protein-kinazei C, (12, 62, 10), modifi-
carea nivelului AMPc (11).

Existd doud secvente de ADN care ar putea media efectul GnRH asupra ge-

nei care codificd subunitatea o a hormonului glicoproteic: GCTAATTA;
TT(C/T)CT(A/C/TYC/T).

CARACTERIZAREA GONADOTROPINEI LA PESTI OSOSI

La Oncorhynchus keta au fost identificate doud gonadotropine distincte din
categoria hidratilor de carbon: GTH I, GTH II. Acestea sunt diferite una de cealal-
td in trdsdturile lor chimice $i structurale, dar omoloage hormonului folicular sti-
mulator (FSH) si hormonului luteinizant (LH) al tetrapodelor.

Fiecare gonadotropind constd din subunitéti o (113 aminoacizi) si (119 ami-
noacizi), subunititile B avind o identitate a secventei de aminoacizi de 31%. Ni-
velele celor doud gonadotropine variazi semnificativ in timpul dezvoltirii
reproductive. »

GTH I (o, IB) este gonadotropina predominanti in plasma si hipofiza feme-
lelor vitelogenetice si creste pe parcursul gametogenezei. Ea promoveazi productia
de 17B-estradiol la femeld si de 11-ketotestosteron, la mascul, precum si incorpo-
rarea vitelogeninului in ovocite. Aceste observatii sugereazi ci GTH I regleazi
gametogeneza. ' v '

GTH II (o, IIP) inregistreazi nivele ridicate in momentul maturirii finale a
ovocitului, fiind o gonadotropind mai activi decat GTH I in stimularea secretiei de
170, 208, dihidroxi-4-pregnen-3-on# in ovocitele postvitelogenetice si a
17a-hidroxiprogesteronului in stratul tecal. GTH II stimuleazi maturarea gametilor
si este implicatd In procesul de ovulatie si spermiatie. '

Ovocitele femelelor pot fi stimulate si se matureze si sd ovuleze prin admi-
nistrarea unei varietiti de preparate gonadotropinice. Ovocitele denudate sunt insi
incapabile sd rdspundi la gonadotropind, ceea ce conduce la ideea ci actiunea
gonadotropinei, In inducerea maturdrii ovocitului, este dependenti de sinteza unui
mediator steroidal secundar al maturirii meiotice (83, 50, 57, 38).

Secretia de gonadotropind este controlat si de anumite substante nesteroide
din gonade. Extractele obtinute din ovarele si testiculele de caras au avut efecte




182 Andrea Cristina Staicu et al. : : 4

stimulatoare asupra eliberdrii GTH II hipofizare. Actiunea stimulatoare s-a modi-
ficat in functie de stadiul de dezvoltare al ovarului. :

Inhibina si activina, din fluidul folicular porcin, au actiuni stimulatoare asu--
pra eliberirii GTH II de caras (24).

Insulina sporeste actiunile stimulatoare ale gonadotropinei asupra productiei
de AMPc si testosteron din foliculii prematurationali, favorizeaza conversia
.25-hidroxicolesterolului in testosteron, actionind prin intermediul AMPc, in mo-
bilizarea colesterolului la nivelul mitocondriei (53, 75).

HORMONUL INDUCTOR AL MATURARII: MEDIATORUL SECUNDAR AL
' MATURARI OVOCITULUI

Pentru inducerea maturérii in ovocitele teleosteenilor au fost testati mai multi
steroizi C21: progesteron, 17a-hidroxiprogesteron, 17¢, 20B-21trihidro-
Xi-4-pregnen-3-ond, cortizol, deoxicorticosteron. Dintre ei, doar doi, 170,20B-21
trihidroxi-4-pregnen-3-ond si 170, 20B dihidroxi-4-pregnen-3-ond actioneazi in
mod natural, ca hormoni inductori ai maturdrii, iar 170, 20p dihidroxi-4-preg-
nern-3-ond a fost cel mai eficient. Imediat dupé formarea sa, acesta este transfor-

mat intr-un metabolit mai putin activ din punct de vedere biologic, 17a, 208
dihidroxi 5P pregnan-3-ond.

MODELUL BICELULAR AL SINTEZEI HORMONULUT INDUCTOR AL MATURARII

u

Young si Nagahama propun modelul bicelular al producerii foliculare de
MIH, conform céruia situsul primar al producerii de MIH este stratul folicular,
care fnconjoard ovocitul. Young subliniazi faptul ci ambele staturi sunt necesare
pentru producerea 170, 20B-DP.

Conform acestui model, stratul tecal produce un precursor steroid, 17 o-P
care traverseazd membrana bazald si este transformat in 170, 20 dihidro-
xi-4-pregnen-3-ond la nivelul granuloasei, unde gonadotropina actioneaza prin sti-
mularea activititii 20B-hidroxisteroiddehidrogenazei, enzimé care catalizeazd
conversia 17a-P in 170, 208 dihidroxi-4-pregnen-3-ona (fig. 1).

La Fundulus heteroclitus productia del7c, 20B dihidroxi-4-pregnen-3-ond
nu cere participarea celor doud tipuri celulare.

in cursul vitelogenezei, sub influenta gonadotropinei, stratul tecal secretd un
hormon androgen, probabil testosteron, care traverseazi lamina bazald si este con-
vertit in 17B-estradiol, la nivelul granuloasei unde este exclusiv localizatd enzima
cheie a conversiei testosteronului in 17f-estradiol, aromataza (40, 58). Capacita-
tea stratului tecal de a produce testosteron, ca raspuns la gonadotropind, creste
gradat fn cursul dezvoltdrii ovocitului si ajunge la un nivel maxim, in perioada
postvitelogeneticé. Activitatea aromatazei in stratul celulei granuloase a crescut in
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Gonadotropina

e CELULA TECALA Rleceptor GTH

Cholesterol :
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ig. 1 — Modelul bicelular al producerii .17(1, 20B-dihidroxi-4-pregnen-3-ona in foliculii postvitelo-
. genetici. Nagahama Y., 1994. '

t}umpul v1telogenezei 31 a scézut rapid, in asociatie cu maturarea”ovocitului ca
113:;51;23 la g.onadﬁ)tropx.na (89? 43).‘ Sg pare 95 sciderea activititii 17, 20 liazei si;sau
‘ . rox1§ter01ddeh1drogenaze1 din celulele tecale si cresterea activititii 20
hldrox1ste?01ddehidrogenazei in celulele granuloasei paLr a fi cei doi factori maj i
resppnsabxli pentru cresterea productiei de 170, 203 dihidroxi-4-pregn 'I;ajofl
realizatd de foliculii intacti In timpul maturrii ovocitului. prEBEOnS
. Gonacviotropina are cel putin doua situsuri de actiune: stratul tecal si gra‘muloasa
l'a mYeIuI cdrora existd receptori specifici pentru gonadotropi. Existi cel putin dou:
tipuri de receptori d; gonadotropina: receptori tip I, care leagi atat GTH,I cét sEil
GTH II,Adar cu afinitate mai mare pentru GTH I si receptorul tip II, care lea 5
GTH II in n}od specific si poate avea doar interactiune limitatd cu (’}TH I'(8§)
Receptorul tip I existd atat in stratul tecal cét si in celulele granuloase, in tim '
receptorul tip II existd doar in celulele granuloasei. Numarul 'recépto;ilor ptce
gonadotropind creste in ambele straturi in timpul ovogenezei (43) e
) In stratul tecal productia de 170.-P a crescut prin folosirea u‘nor agenti ca
mdresc concentratiile intracelulare ale AMPc intr-o manieri dependenti de do‘zrg

»(forskolin, dibutyryl AMPc) (43). Productia aceluiasi hormon, indusi de gonado-

tropind si AMPc, este abolltﬁ de cicloheximid3 si puromicin, ceea ce sugereazi
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cd efectul stimulator al gonadotropinei din stratul tecal necesitd sinteza unei noi
proteine (59).

n membranele celulelor granuloase la Oncorhynchus rhodurus existi pro-
teine reglatoare care leagi nucleotide guaninice si adenilil ciclaza. Gonadotropina
a stimulat activitatea 208 HSD din celula granuloasd printr-o etapd mediati de
receptor dar care antreneaza si proteina G, adenilil ciclazi, AMPc. Nivelul activititii
acestei enziine este controlat si de concentratia Ca?*, fapt dovedit prin experimentele

efectuate in prezenta ionoforului de calciu Aj31g7, ester forbolului PMA, inhibito-

rilor calmodulinei, trifuoroperazin, N, N-(6aminohexil) 1 naftalensulfonamidhi-
droclorid si N-aminohexil-5-cloro-1-naftalensulfonamid (78). Experimentele prin
care s-a incercat inhibarea sintezei de ARN, cu ajutorul actinomicinei D, cordyce-
pinului, o amanitinei, sau s-a incercat blocarea sintezei proteice cu cicloheximida
si puromicini, au condus la diminuarea productiei de 170, 20 dihidroxi-4-preg-
nen-3-ond. Concluzia care se desprinde este cd, una dintre actiunile majore prin
care gonadotropina activeazi 20B3-HSD in celulele granuloasei este cresterea ni-
velului ARN si a sintezei proteice (56, 57) (fig. 2).

Precursorul
17ahidroxi-
progesteron

Gonadotropina

m  Receptor |
)
E;—T-T——\ MEMBRANA»
ProteinaG PLASMATICA
9

Adenilil ciclaza

. 4 ¢ CELULA GRANULOASEI
y ATP AMPc

17a-Hidroxi- ‘
progesteron ) Kinaza A

NUCLEU
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~ RECEPTORIF HORMONULUI INDUCTOR AL MATURARII

Spre deosebire de modul in care actioneazi majoritatea hormonilor steroizi
si anume la nivelul receptorilor nucleari, hormonul inductor al maturirii actioneaz
la nivelul unui situs de suprafati, sau aproape de suprafaté. Se presupune ci modul

de actiune al hormonului inductor al maturirii la pesti este aseminitor cu acela

descris la stelele de mare si care implicd proteinele G (76, 36).

Traducerea semnalului prin receptorul 17, 20B-dihidroxi-4-pregnen-3-ona

este mediatd de proteinele G inhibitorii, hormonul activand proteinele G; (88).
Hormonul inductor al maturdrii a inhibat activitatea adenilil-ciclazei in pre-
paratele membranare rezultat semnalat si in anul 1981 (48). Aceasti observatie
aduce dovada indirectd a faptului cd se produce activarea proteinei G;, caurmare a
stimuldrii cul7ct, 20B, dihidroxi-4-pregnen-3-oni si ci are loc sciderea activitatii
adenilil-ciclazei la nivelul membranelor ovocitelor, urmati de sciiderea nivelului

AMPec din celuld. Probabil ¢4 diminuarea concentratiei AMPc reprezinti factorul

care mediazd actiunea MIH n ovocitele pestilor (37, 19).

FACTORUL DE PROMOVARE AL MATURARII, MEDIATORUL TERTIAR AL
MATURARII OVOCITULUI

Existenta receptorilor pentru hormonul inductor al maturirii la suprafata ovo-
citelor face necesard prezenta unui factor citoplasmatic care trebuie si medieze
actiunea MIH si si declanseze evenimentele morfologice ale maturarii.

Acest factor, denumit factor promotor al maturirii (MPF) a fost pentru prima
oard detectat in ovulele nefertilizate de amfibieni, din care a fost extrasi citoplas-
ma si apoi microinjectatd in ovocite blocate in profaza I.a meiozei, in care el a
stimulat maturarea (50).

S-a presupus cd si in ovocitele de peste este produs un factor citoplasmatic
similar MPF de la amfibieni, sub influenta 170, 20, dihidroxi-4-pregnen-3-ona.

Activitatea MPF a fost caracterizati in ovocitele de caras, maturate cu gona-
dotropind corionicd umani in vivo. Activitatea MPF a oscilat in concordanti cu
ciclul celular al ovocitelor. A crescut Inainte de distrugerea veziculei germinative,
a ajuns la maximum in prima metafazi meiotics, apoi a descrescut temporar cind
a fost eliminat primul globul polar. A crescut din nou si a rdmas la nivel inalt pand
la fertilizare (84) (fig. 3).

MPF este un factor reglator al 01clu1u1 celular, identificat la toate eucariotele,
atdt In celulele somatice cét si in cele ale liniei germinale, la plante si animale (59,
45,21, 22, 47).

MPF este alcituit dintr-o subunitate catalitici, un omolog al serin/treonin

kinazei (cdc 2), care foloseste histona H;, ca substrat (6) si o subunitate reglatoare,
ciclina (22) (fig. 4).
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Ciclina B nu este detectabild in ovocitele imature de caras, acestea contin
doar cdc? de 35kDa (42), fapt care sugereazi ci cdc2 kinaza se afld fntr-o forma
monomerica. . )

Ciclina B urmeazi si fie sintetizati de novo brusc, chiar fnaintea distrugerii
veziculei germinative si formeaza un complex cu cdc 2 de 35 kDa.(44). .

Activitatea MPF este controlati prin fosforilari si defosforildri ale cdc2 kina-
zei, care se produc dupi legarea de ciclina B. A :

Cdc?2 kinaza inactivi (35 kDa), existentd in ovocitele imature de caras, este
deja defosforilati la reziduurile Thr 14 si Tyr 15. o

Complexul se va activa dupd fosforilarea reziduulu1.de Thr1§1 al cdc2 (44,
86), in prezenta unei treoninkinaze (p40 MO15), numité §i kinaza activatoare a cdc2
(73). Subunitatea catalitici a acestei enzime este MO15 (18, 65, 74). Activarea
MPF coincide cu modificarea greutitii moleculare de la 35 la 34 kDa.

Un alt moment important al activdrii MPF, dar a cdrui importanta este inca
discutats, il constituie fosforilarea unui reziduu de serind al moleculei de ciclind B.
Prin inliturarea situsurilor de fosforilare ale cdc2 (Ser79 si Ser94) a fost blocata
fosforilarea serinei din molecula de ciclini B, dar nu a fost afectatd activarea cdc2.
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Este foarte posibil ca fosforilarea serinei ciclinei B s fie catalizati chiar de cdc2,
dar sd nu fie necesard activirii cdc2.

Mecanismul activarii MPF este, in linii generale, aseminitor 1n toati lumea
vie, are totusi anumite detalii specifice speciei. La Xenopus laevis, 1a diferite spe-
cii de stele de mare se cunoaste faptul cd ciclina B formeazi un complex cu cdc2
kinaza (pre-MPF) chiar in stadiul de ovocit imatur. O pondere deosebiti in meca-
nismul activarii MPF revine stirii de fosforilare a reziduului Tyr 15 al ¢dc2 kina-
zei. In stare inactivd acest complex are cdc2 kinaza fosforilati la reziduurile Tyr
15 si Thr 161 de ciitre enzimele wee 1 respectiv MO15. In cursul activirii ovocitu-
lui Thy 15 este defosforilata de cétre cdc25 fosfataza si dobandeste activitate kina-
zicd pentru histona H; (16, 17, 39, 35). Reziduul de Thr 161 rdméne fosforilat,
producind MPF activ dupd ce a fost fosforilat si reziduul de Ser94 sau Ser96 al
ciclinei B; sau Ser90 al ciclinei B, de citre cdc?2 (fig. 5). In cazul maturirii ovoci-
telor de Xenopus activarea MPF este dependenti de defosforilarea Thy 15 si de
ciclina B. : :

Deosebirile care au fost sesizate in mecanismele de activare ale MPF la caras
si la Xenopus nu se datoreaza doar ciclinei B si modalititii in care ea evolueazi in
cursul cresterii si maturdrii ovocitului, ci si deosebirilor care existad Intre activita-
tea kinazelor si fosfatazelor care controleaza starea cdc2 kinazei. La aceste aspecte
se adaugi si faptul ¢ ovocitele imature sunt blocate in momente diferite ale pri-
mei profaze meiotice. ‘

La caras ovocitul este blocat intr-un stadiu mai timpuriu al primei profaze
meiotice, comparativ cu ovocitul de Xenopus. Vezicula germinativd a ovocitului
de caras este plasaté In centrul ovocitului si urmeazi si migreze spre polul animal
in cursul maturdrii.

In ovocitul de Xenopus se observa cé vezicula germinativi este plasati ex- -

centric, la nivelul polului animal.
EVENIMENTELE DIVIZIUNII CONTROLATE DE MPF

MPF conditioneazd numeroase modificéri in celuld pentru a declansa faza
M: cromozomii condenseazi, anvelopa nucleari trebuie distrusi, iar citoscheletul
se reorganizeaza in vederea formdrii fusului de diviziune. MPF induce toate aceste
evenimente esentiale prin intermediul activitatii sale proteinkinazice. Alte procese
pot fi induse indirect, de exemplu prin fosforiléri care activeazi alte proteinkinaze
care actioneaza in cascadi pentru a altera starea celulei.

Distrugerea nucleului necesitd dezasamblarea laminei nucleare, formati din
filamente laminale polimerizate. MPF catalizeazi In mod direct acest proces, fortand
moleculele laminale sd se dezasambleze prin fosforilarea lor la reziduurile de serina.

Printre moleculele pe care MPF le poate fosforila direct, se numnéri si his-
tona H;, care intervine in impachetarea cromatinei. MPF produce modificiri la
nivelul microtubulilor, fosforildnd proteinele asociate acestora. In interfazi cen-
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trozomul concentreazd microtubuli lungi care se intind pretutindeni in citoplasma.
Ulterior, acest aranjament dezasambleazi si centrozomii concentreazi un numir
mai mare de microtubuli mai scurti, mai putin stabili, care interactioneazi pentru a
forma fusul de diviziune. Ambele componente ale MPF, ciclina si cdc2 kinaza
sunt legate puternic de centrozomi, in celula vie. Se presupune ci ciclina recunoaste
componente ale centrozomului si mobilizeazi kinaza cdc2 la situs. Durata, viteza
de sintezd i activarea complexelor cdc2/ciclind joaci un rol major in asamblarea
corectd si localizarea fusului metafazei I si in pregitirea tranzitiei metafaza I/meta-
faza II. Cu toate c# nu se cunosc inci toate detaliile, MPF induce direct, sau indi-
rect fosforildri ale multor proteine.

Ulterior, pentru a iesi din diviziune celulele trebuie si revini la starea norma-
14. Mutatii care inactiveazi proteinfosfataza I, una dintre fosfatazele celulare im-

portante, vor impiedica sau vor intarzia puternic evenimentele ulterioare inactivirii
MPF, de exemplu reconstructia anvelopei nucleare.

FACTORUL CITOSTATIC (CSF), ELEMENT DE CONTROL AL CICLULUI
' CELULAR MEIOTIC

Factorul citostatic realizeazi o activitate care apare in cursul maturirii meio-
tice, dupa distrugerea veziculei germinative. El rispunde de mentinerea repausu-
lui in metafaza II si a fost pentru prima oari descris de Masui-Markert in anul
1971. Toate observatiile experimentale, precum si modelele de reglaj celular au
fost realizate pand in prezent pe ovocite de Xenopus, dar cu sigurant, mecanisme-
le moleculare sunt aseménitoare cu cele de la pesti. ]

CSF are multe trisédturi comune cu MPF: sensibilitatea la Ca2* (52), inacti-
varea in momentul fertilizirii, sensibilitatea la fosfataze (72), dar se deosebeste de
MPF prin faptul ci activitatea sa devine aparentd doar dupi distrugerea veziculei
germinative, in timp ce activitatea MPF este inregistrati anterior distrugerii vezi-
culei germinative (49). Momentul aparitiei CSF sugereazi posibilitatea ca el si fie
activat de MPF.

Natura CSF a fost limuritd in mod neasteptat prin studiul protooncogenei
c-mos si este exprimatd doar in celulele liniei germinale, neavand nici un rol in
mitozd. ARNm al c-mos se acumuleazi in cursul ovogenezei, dar sinteza activi a
proteinei c-mos se desfasoari doar cand ovocitele sunt stimulate cu hormon induc-
tor al maturdrii. Apoi ea este fosforilatd in cursul maturrii ovocitului, concentratia
sa atingénd un nivel maxim in perioada blocajului metafazei a II-a.

Sinteza de c-mos favorizeazi aparitia MPF in cursul primei diviziuni meio-
tice si disparitia spontand a acestuia, stabilizdndu-1, prin protejarea ciclinei, impo-
triva degradarii (72).

C-mos este o proteind necesari si celei de a doua diviziuni a meiozei, intrucat
ovocitele lipsite de acest factor, dar care au suferit deja distrugerea veziculei ger-
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minative si au un nivel scizut de MPF, au fost incapabile s inceapd a doua diviziune

meioticd. , . o o

Ovocitele injectate cu c-mos $i tratate cu cicloheximida, nu ajung n1c1qdati\

in meioza a doua, ceea ce sugereazi c existd cel putin inca o proteind necesard

pentru incheierea maturérii meiotice. Ea ar trebui s actioneze impreuna cu ¢-1mos

pentru a activa cdc2 kinaza, complexatd cu ciclina B si sd conduci la a doua ridica-
re a nivelului MPF. o ) .

~ Factorul citostatic care contine cel putin o componenta c-mos, opreste ovoci-

tele tn a doua diviziune meioticd si impiedicd distrugerea ciclinei, care se desfdsoara,

in mod obisnuit, ca o consecintd a inactivirii MPFE. CSF este considerat un inhibi-

tor al ciclului celular, care permite ciclului sd progreseze pénd .la all-a metafaz'ﬁx
meioticd si apoi determind un blocaj stabil p?mé la primirea unui semnal, probabil
un val de calciu, care insoteste patrunderea spermatozmdglm. ] .
C-mos are o activitate proteinkinazicd prin care controleaza sFarqa devfosf.on—
Jare a ciclinei si tubulinei (68), dar sia unei kinaze‘ a MAPK (pro?elvnk‘maza z.tctvwa—
t3 mitogen), (MKXK), pe care 0 fosforileazd la rezldu'urlle de senvna si tgegnlna (93
27, 51). MKK activeazd MAP kinaza (MAPK), enzima Illevces?afa fo.rrilar'u fusului
de diviziune, care trebuie fosforilatd 1a reziduul de treonini si tirozind din subdo-
meniul kinazic (7, 66). o ' _ ‘
Toate cele trei semnale: mos, MAPK, MKK induc individual mtrfn‘eua ovoc1,v-
telor in meioza I i isi atenueazi efectul in absenta sintezei proteice. Existd o bucld
feed-back intre MAPK si mos 1n cursul maturirii meiotice, in care ljoll.,l‘l MAPK ar
fiaceladea favoriza sinteza si acumularea de mos, nece'saréﬂinchemru meiozei s1
stabilizdrii MPF, prin inhibarea unui reglator negativ-al MPF (§9). o
Proteinkinaza A s-a dovedit a fi un antagonist al functiei mos, care inhibd
translatia mos, indusa de progesteron. , : o
AEtivarea cdc2-kinazei, mediatd de mos, este necesara pentru a 1mpxed1‘ca
ovocitele, aflate in cursul maturdrii, si intre in faza S dupd pr‘mila diyiziune meio-
ticd (20), in absenta acestei proteine ADN se replica cl}iar dupzi meioza I.VD.lstru—
gerea proteinei mos, in timpul metafazei I, provoaci reintrarea In interfazd si face
imposibild trecerea de la metafaza I la metafaza a II-a. o ) -
S-a demonstrat ci si alte protooncogene ras, tpr-met sintetizeaza proteine cu
efect de inducere a maturdrii si efect citostatic (5, 14).

ASPECTE MORFOLOGICE ALE MATURARIX OVOCITULUI LA TELEOSTEENI

fn ovocitul de peste, blocat in profaza I a meiozet, exigté un nuleAcu mare, sau
veziculd germinativi cu cromozomi in ,perie de Jampa”, lmplma‘t{ in sinteza d(f
ribonucleoproteine. Vezicula germinativd a ovocitelpr c?ste acoperitd de ooplasmé
opacd, plind de vitelus. Dupi tratarea cu anumite hchlde.ﬁxvatoaure, transparent,it
vitelusului este crescutd si vezicula germinativd poate fi vdzuta ca o structura
brun-aurie, in lumini transmisa (25, 26).
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Ovocitele de caras iau o formd usor aplatizatd in timpul ultimului stadiu al
vitelogenezei (55). Odatd cu maturarea ovocitului, vezicula germinativi isi modi-
ficd pozitia: daci. initial este plasatd usor excentric, ea urmeazi si se deplaseze
spre polul animal, unde este localizat micropilul. Cu toate acestea durata si gradul
in care se realizeazi trecerea in pozitie periferics, variazi Intre specii (26). Dupa
migrarea veziculei germinative la periferie, anvelopa nucleari se distruge, condu-
céind la amestecul componentelor nucleare cu ooplasma inconjuritoare.

Se produc modificdri citoplasmatice, cum ar fi fuziunea picaturilor lipidice
de vitelus si a globulelor proteice de vitelus (79), fuziunea corpilor vitelini intr-o
masa centrald de vitelus fluidificat (80), proteoliza partiald a multor peptide viteli-
ne (82, 81, 28, 9), pierderea incluziilor cristaline din corpii vitelini (71), cresterea
rapidd a dimensiunii ovocitului cauzaté de hidratare (31, 79, 80, 13, 29) si o crestere
totald a transparentei (80, 26).

in cursul maturirii ovocitelor la Fundulus heteroclitus a fost semnalati pro-
teoliza suplimentard a proteinelor viteline (81, 82). Ulterior, ea a fost descoperitd
la multe alte’ specii, In particular la pestii marini, care depun ponta pelagica (28).
Procesul constd in clivajul lipovitelinului in peptide mai mici (81, 28), care coinci-
de cu pierderea capacititii de fosforilare a fosvitinului (82, 28).

De exemplu, la Verasper moseri s-a demonstrat ci proteinele viteline sunt
clivate de doud ori: prima oard, in cursul inglobarii vitelogeninului si a doua oar3,
in cursul maturrii ovocitului. Lipovitelinul dimeric continut in vitelogenin se trans-
formd in monomeri atunci cind se incorporeazi in ovule. De asemenea, fosvitinul
teleosteenilor prezinti variatii marcante ale masei moleculare. In cursul viteloge-
nezei la Verasper moseri a fost identificatd o proteind suplimentar3, in afari de

lipovitelin si fosvitin.Vitelogeninul acestei specii, care are o greutate moleculari

de 520 kDa este descompus in lipovitelin de 410 kDa, componentul B de 19 kDa si
fosvitin de 38 kDa, 1n cursul primului clivaj proteolitic al ovocitelor vitelogenetice.
Modificarea discontinu3 a greutitii moleculare pare si reflecte schimbarea struc-
turald a lipovitelinului de la forma dimericd, la cea monomerica in cursul matu-
rdrii (fig. 6).

Modelul electroforetic al lipovitelinului incepe si se schimbe in stadiul I1I si
se Incheie in stadiul V. ' ’

* Intre proteoliza vitelusului si hidratarea ovocitelor pare si existe o relatie
stransi. Aminoacizii liberi, al ciror nivel creste in cursul maturiirii ovocitului datoriti
proteolizei, sunt probabil efectori osmotici, care determind influxul de apd in ovocite.

Proteoliza vitelusului afecteaza si fertilitatea si supravietuirea ovulelor, prin
modificarea flotabilitétii acestora. Nu se cunosc enzimele care controleazi cele
doui clivaje, dar cel de-al doilea clivaj nu implici mai mult de o enzimi si se
considerd cd este reglat direct sau indirect de steroidul care induce maturarea, pen-
tru cd se desfdsoard in cursul scurtei perioade a maturirii finale a ovocitului.

Modificdrile ultrastructurale care au loc in citoplasma ovocitului speciilor
Oryzias latipes $i Misgurnus anguillicaudatus, includ disparitia lamelelor inelate,
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Fig. 6 — Schema modelelor structurale ale vitelogeninului seric si proteinele viteline in ovocitele
vitelogenetice si ovulele de Verasper moseri.

alteriri ale formei mitocondriei, care devine sfericd (32, 33). In stadiile tarzii ale

maturirii, ooplasma prezintd plachete ldrgite de vitelus si reticul endoplasmatic -

tubular in toatd ooplasma iar alveolele corticale sunt plasate sub zona pellucida.
Aceste modificiri ale componentelor ooplasmatice sugereaza faptul cd au
loc anumite alterdri moleculare si biofizice in timpul maturdrii. ‘
Microvilii, care in cursul ovogenezei stabilesc contactul ovocitul}li cu celu-
lele granuloasei, in cursul maturdrii, se retrag din canalele corionului. In momen-
tul ovulatiei se observi un strat cu o structurd veziculari pe suprafata corionului,
desi el nu este recunoscut in momentul ovulatiei (61).
 Celulele granuloasei formeazi in apropierea micropilului citeva straturi su-
prapuse, in timp ce in alte regiuni, care nconjoard ovocitul, sunt aranjate intr-uq
singur strat. in momentul distrugerii veziculei germinative, celulele granuloasei

“sunt in contact atit cu membrana bazald, cat si cu corionul. Suprafata adiacentd

membranei bazale este relativ neteds, in timp ce partea opusd, partea corionica,
prezintd multi microvili. Acestia invadeaza canalele porilor din corion si sunt in
contact cu cei ai ovocitelor din canale. Nucleul celulei granuloase este localizat in
centrul celulei sau spre ovocit. Regiunea dintre nucleu si membrana bazald contine
mai ales mitocondrii, care dezvolti creste (34). Un aspect caracteristic al celulelor
granuloasei in aceastd perioadd este existenta mitocondriilor cu matrix electro-
no-dens si creste bine dezvoltate (34), granule electrono-dense sau vezicule va-
cuolizate (vezicule lizozomale), strns asociate cu complexele Golgi. La céteva
ore dupi distrugerea veziculei germinative, celula granuloasd isi distruge legdtura
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cu ovocitul, dar nu i cu membrana bazald. Microvilii lungi ai celulelor granuloase
si ovocitului nu se mai inserd in lumenul canalelor porilor radiali ai corionului. O
celuli foliculard se modificd dand nastere micropilului (67, 46, 77). La Oryzias
latipes celula micropilara este identificata in stadiul V al dezvoltirii ovocitului, in
contact cu corionul care se formeazi, celula micropilard, deplin dezvoltata, pre-
zint# in procesele citoplasmatice sinuoase, legituri mari contorsionate ale micro-
tubulilor, avand in centru o legituri de tonofilamente. Corpul celular principal
prezintd o mare maséd de tonofilamente, mitocondrii, complexe Golgi si reticul
endoplasmatic granular (60).

Microtubulii si tonofilamentele functioneaza, ca elemente principale ale ci-
toscheletului; in mentinerea formei celulare. De aceea, este posibil ca aceste ele-
mente si joace un rol in diferentierea protuziei citoplasmatice, structurd
caracteristici celulei micropilare, care vine In contact cu oolema si contine citeva
organite celulare. .

Legiturile tonofilamentelor sunt orientate de-a lungul axei lungi a protuziei
citoplasmatice, care este rdsucitd in spirald. Dup# distrugerea veziculei germinati-
ve, in regiunea distald a protuziei citoplasmatice, microtubulii sunt dezorganizati,
masa principald a mitocondriilor pare si fie translocati spre regiunea proximald a
protuziei. Apoi aceasta incepe s se retragd din canalul micropilar, pierzandu-si
legdtura cu oolema. In momentul ovulatiei se constati o scidere a legdturilor tono-
filamentelor in jurul nucleului celulei micropilare, urmatd de scurtarea protruziei
citoplasmatice. -

Dupi retragerea completd a protuziei, celula micropilard devine ovala si cor-
pul celular va'contine doar cantitdti mici de tonofilamente.

Celulele micropilare se deosebesc de celulele granuloasei, cu care se inveci-
neazd, prin modul de distribuife al veziculelor lizozomale si al organitelor proemi-
nente (de exemplu reticulul endoplasmatic granular din citoplasma corticald, care
se afld in vecindtatea corionului). Elongarea canalului micropilar Inceteazd in

. momentul finalizérii formérii stratului intern al corionului.

In momentul distrugerii veziculei germinative celula micropilar, care con-
tacteazi suprafata ovocitului, piin regiunea apicald a protruziei sale spiralate cito-
plasmatice, este deplin dezvoltata.

La céteva ore dupd distrugerea veziculei germinative, chiat inainte de ovulatie,
protuzia citoplasmaticd se detaseazi de pe suprafata ovocitului si se retrage din
canalul micropilar, prin scurtare. Nu se mai observa nici legdturi spiralate ale mi-
crotubulilor, nici tonofilamente n protuzia citoplasmaticd, care se scurteazi, dar
existd o cantitate micé de tonofilamente n corpul celular principal.

Din aceste observatii se poate conchide ci suplimentar pierderii comunicarii
jonctionale dintre protuzie si ovocit, degradarea sau refacerea organitelor cito-
scheletului, cum sunt microtubulii si tonofilamentele, determind contractarea protu~
ziei citoplasmatice, urmat de retragerea canalului micropilar in momentul ovulatiei.
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In cursul maturdrii ovocitului, nucleii celulelor granuloasei se muti de pe
partea care se invecineazi cu corionul spre partea opusi. in plus granulele dense
strans asociate cu complexele Golgi, dispar. in apropierea momentului ovulatiei,
multi microvili, atdt ai celulelor granuloasei, cat si ai ovocitului, inserati in porii
canalelor corionului, se retrag si protruzia citoplasmatici a celulei micropilare se
detaseazd de pe suprafata ovocitului. Schimbari degenerative, cum ar fi cresterea
numdrului corpilor aseméndtori lizozomilor sunt sincron detectate In celulele gra-
nuloasei In momentul ovulatiei (61).

La pestii teleosteeni corionul sau zona radiata, care protejeazi vitelusul este
foarte gros. Corionul ovulelor de Oryzias latipes, de exemplu, constd din dou# sau
trei straturi: un strat exterior subtire, cu structurd veziculard si lamele electro-
no-dense, un strat intern gros (lamele electrono-dense cu interlamele mai putin
electrono-dense).

Corionul ovulelor prezintd, de asemenea modificéri progresive, cum ar fi
Intdrirea si reducerea grosimii, scdderea solub1htatu proteinelor componente si
cresterea duritétii.

Aceste schimbiri corespund ridicérii si intdririi membranei viteline a ovule-
lor ariciului de mare si ale amfibienilor. Modificirile corionului depind de exo-

citoza alveolelor corticale, care traverseazi toatd citoplasma corticald, incepand

din punctul in care penetreazd spermatozoidul. Anumite substante din cortexul
ovular participd la intarirea corionului, de exemplu ionii de calciu, substanta alve-

olelor corticale, fosfolipidele, enzime, o proteina corionici, ce contine grupan SH
si aldehide.

CONCLUZII

Factorii din mediul inconjuritor actioneaza asupra unor structuri ale siste-
mului nervos conditionind productia de GnRH.

Gonadotropina este declansatorul maturdrii meiotice, care actioneazi indi-
rect, prin productia foliculara a unui hormon steroid inductor al maturirii. Mecanis-
mul molecular care mediaza actiunea gonadotropinei implic# proteine reglatoare G,

adenilat ciclaza si AMPc.

17a, 20b-DP este cel mai activ hormon inductor al maturirii, elaborat prin
interactiunea stratului tecal si granuloasei, care actioneazi la suprafata ovocitului.

Etapa care succede actiunii MIH, implicd formarea unui factor citoplasma-
tic, MPF, o serin/treonin kinazi care controleaza direct sau prin intermediul altor
proteinkinaze, modificdri importante in plan structural si biochimic.

Blocajul ovocitului in metafaza a II-a este controlat de un factor citoplasma-
tic constituit din, cel putin o componentd codificatd de o protooncogeni.

17
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